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DESCRICAO

“METODOS PARA A PRODUQAO DE INSULINA EM PLANTAS”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se a métodos de engenharia
genética de plantas e a producao de insulina. Mais
egpecificamente, a presente invencdo refere-se a métodos para a

producdo de insulina nas sementes das plantas.

ANTECEDENTES DA INVENQAO

A insulina ¢é uma hormona peptidica importante necessaria
para manter a homeostase da glucose no sangue em mamiferos,
incluindo humanos e outros vertebrados. Em individuos saudaveis,
um aumento do nivel de glucose no sangue estimula a secrecao de
insulina pelas células B do péncreas. 0O polipéptido da insulina
liga-se entdo a receptores especificos no musculo, figado e
tecido adiposo, conduzindo a um aumento da incorporacao de
glucose por estes tecidos alvo, um aumento no metabolismo e uma
diminuicao na producao de glucose hepatica. Os efeitos
cumulativos destas respostas servem para manter as concentracdes

de glucose no sangue a um nivel constante.

Em individuos que sofrem de diabetes mellitus, uma
concentracao de insulina anormalmente baixa, apresenta-se por si

sé6 proépria, como hiperglicemia crdnica. As manifestacdes



clinicas de hiperglicemia crénica sd&o varias e incluem a
cegueira, insuficiéncia renal e, se nao for tratada, em ultima
instédncia resultard na morte. Estimativas colocam a diabetes
mellitus como a terceira maior causa de morte em paises
industrializados, depois das doencgas cardiovasculares e do
cancro (Barfoed, H.C., 1987, Chem. Eng. Prog. 83:49-54). De modo
a permitir a incorporacdo e o metabolismo, eficientes, de
glucose no sangue pelas células, os individuos diabéticos podem
ser tratado através da administracdo de rotina de insulina.
Aproximadamente 0,7% da populacdo mundial sofre de diabetes
dependente de insulina (diabetes mellitus Tipo I) (Winter, J. et
al., 2000, J. of Biotechnol. 84:175-185) . Adicionalmente,
estima-se que o numero de individuos diagnosticados com diabetes
duplicard para aproximadamente 300 milhdes, nos prdéximos 25 anos
(Kjeldsen, T. et al., 2001, Biotechnol. Gen. Eng. Rev.
18:89-121). Consequentemente, a capacidade para o fabrico
rentdvel de 1insulina humana em quantidades para satisfazer a
procura mundial gue se antecipa crescente para a insulina é

altamente desejéavel.

In vivo, o polipéptido da insulina humana é produzido pelas
células B pancredticas como um precursor de cadeia polipeptidica
unica de 110 aminodcidos, pré-prdé-insulina gque inclui uma
pré-sequéncia de 24 aminodcidos localizada no terminal N que é

clivada imediatamente apds a finalizagdao da Dbiossintese da

cadeia (Steiner, D.F. 2000. J. Ped. Endocrinol. Metab.
13:229-239). A prd-insulina consiste numa cadeia B e A, ligada
por um péptido de ligacao (péptido C). Durante o empacotamento

da hormona para secrecgao, o péptido C é clivado e removido por
convertases de prdé-hormona, PC2 e PC1l/PC3 (Steiner, D.F. 2000.
J. Ped. Endocrinol. Metab. 13:229-239). O gue permanece & a

insulina  humana madura, uma proteina de 51 aminodcidos
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consistindo em duas cadeias de polipéptido, A (21 aminodcidos de
comprimento) e B (30 aminodcidos de comprimento), ligadas por
duas ligacgdes persulfureto intercadeia. Adicionalmente, a cadeia

LA compreende uma ligacgdo persulfureto intracadeia.

A insulina humana foi preparada utilizando uma variedade de
metodologias diferentes. Microrganismos, tais como Escherichia
coli (Frank et al., 1981, em Peptides: Proceedings of the 7th
American Peptide Chemistry Symposium (Rich & Gross, eds.),
Pierce Chemical Co., Rockford. I11 pp 729-739; Chan et al.,
1981, Proc Natl. Acad. Sci. USA 78: 5401-5404), Saccharomyces
cerevisiae (Thim et al., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:
6766-6770) sao habitualmente empregues para produzir insulina de
forma recombinante. Wang et al. (Biotechnol. Bioeng., 2001,
73:74-79) demonstraram que fungos, tal como Pichia pastoris,
também sdo adequados para a producado de insulina. Opgdes de
fabrico alternativas incluem a producdao em linhas celulares de
mamiferos nao humanos (Yanagita, M., et al., 1992, FEBS Lett
311:55-59), isolamento a partir de péncreas humano, sintese de
péptidos ou a conversao semi-sintética para insulina humana a
partir de insulina porcina e Dbovina. Todavia, todos estes
métodos sofrem de rendimentos mais baixos e custos mais elevados

do que o desejado.

A utilizacdo de plantas como biorreactores para a producgéo
em larga escala de proteinas recombinantes ¢é bem conhecida e
foram produzidas numerosas proteinas, incluindo proteinas
terapéuticas humanas. Por exemplo, As Patentes US 4956282,
5550038 e 5629175 revelam a produgdo de interferdo y em plantas;
as patentes US 5650307, 5716802 e 5763748 apresentam em detalhe
a producédo de albumina de soro bovino em plantas e as Patentes

Us 5202422, 5639947 e 5959177 referem-se a producao de
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anticorpos em plantas. Uma das vantagens significativas,
oferecidas pelos sistemas de producdo de proteina recombinante a
base de plantas, ¢é que aumentando a superficie de plantas
cultivadas, a producado de proteina pode ser aumentada de escala
de forma nao dispendiosa para proporcionar grandes quantidades
de proteina. Por contraste, o0s sistemas de fermentacdao e de
cultura de células possuem requisitos de grandes espacgos, de
equipamento e de energia, tornando o aumento de escala da
producdo dispendioso. Todavia, apesar do facto de a utilizacgéo
de plantas como biorreactores estar amplamente documentada e,
apesar do aumento prodigioso antecipado acima mencionado, da
necessidade de grandes quantidades de insulina, a técnica
anterior proporciona apenas um numero limitado de métodos que
resultam de forma demonstrdvel na produgao de insulina em
plantas (ver: Arakawa et al. Nature Biotech., 1998, 16: 934 -
938; documento PCT 01/72959).

Arakawa et al. revelam a producgcao de uma fusdo de proteina
compreendendo 1insulina nos tubérculos de plantas de Dbatata
transgénicas. Todavia, a insulina representa apenas até 0,05% do
conteudo em proteina soluvel total ©presente nos tubérculos
transgénicos. Ao nivel de 0,05% da proteina soluvel total,
grandes quantidades de biomassa devem ser submetidas a extraccgéo
de proteina tornando desfavordavel a economia da producéo
associada a wutilizacdo de tubérculos de Dbatata. Além disso,
Arakawa et al. nao estao preocupados com o 1isolamento de
insulina a partir do tecido de tubérculo de batata, mas em vez
disso sugerem uma abordagem que previne o despoletar de diabetes
de Tipo I, induzindo imunotolerdncia que envolve administracéo
oral da insulina através da alimentacao de tubérculos de batatas

transgénicas.



0O Pedido de Patente PCT WO 01/72959 revela a producdo de uma
proteina de fusdo compreendendo insulina em cloroplastos de
tabaco transgénico. Todavia, embora pretendendo abordar as
dificuldades em relacdao aos niveis de acumulacadao de proteinas
humanas em tecido de plantas, a invencdo a gqual o documento
WO 01/72959 pretende estar limitado nessa producgao em
cloroplastos resulta na acumulagdo de insulina em tecido verde,
principalmente nas folhas do tabaco. Devido ao conteudo
relativamente elevado em 4&agua do tecido verde, deve ser
processada uma grande quantidade de Dbiomassa. Além disso, a
produgcdo de insulina deve requerer a extracgdao 1imediata da
biomassa apds a colheita, na medida em que o material das folhas

se ird deteriorar rapidamente quando armazenado.

Assim, a luz das dificuldades associadas aos métodos para a
producao recombinante de insulina em plantas proporcionados pela
técnica anterior, ©presentemente nao é claro se e como, a
capacidade sintética das plantas pode ser aproveitada para
atingir a producgao comercial de insulina em plantas. Existe uma
necessidade na técnica anterior para melhorar métodos para a

produgdo comercial de insulina em plantas.

SUMARIO DA INVENGAO

A presente invencao refere-se a métodos melhorados para a
produgdao de 1insulina em plantas. Em particular, a presente
invencao refere-se a métodos para a produgao de insulina em

sementes.

Consequentemente, a presente invencado proporciona um método

para a expressao de insulina em sementes de plantas
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compreendendo:

(a) proporcionar uma construcao de acido nucleico
quimérico compreendendo na direccao 57 para 37 da

transcricdo como componentes ligados operacionalmente:

(i) uma sequéncia de &acido nucleico que compreende um

promotor preferido pelas sementes;

(ii) uma sequéncia de &dcido nucleico codificando o

polipéptido da insulina; e

(iii) uma sequéncia de &cido nucleico codificando
um polipéptido que é capaz de reter o polipéptido da
insulina no reticulo endoplédsmico (ER) ou numa

vesicula de armazenamento derivada do ER.

(b) introduzir uma construcdo de 4acido nucleico quimérica

numa célula vegetal; e

(c) cultivar a célula vegetal até ficar uma planta madura
capaz de produzir sementes em gque a semente expressa
insulina; em que um polipéptido da insulina se acumula no
reticulo endoplésmico (ER) ou numa vesicula de
armazenamento derivada de ER e em que, pelo menos, 0,1% da

proteina total da semente na semente é insulina; e

(d) obter insulina substancialmente pura a partir das

referidas sementes.

Numa forma de realizacdo preferida, a construcdo de &acido

nucleico quimérico é introduzida na célula vegetal em condigdes
6



de integracgdo gendmica nuclear. Nessas condig¢des, a sequéncia de
dcido nucleico qguimérica é integrada estavelmente no genoma da

planta.

Ainda noutra forma de realizacdo preferida, a sequéncia de
dcido nucleico codificando insulina € optimizada para a
utilizacdo de coddes de plantas e a sequéncia de &acido nucleico
codificando o péptido de 1ligacao (péptido C) ¢é encurtada. As
sequéncias de 4cido nucleico preferidas, wutilizadas de acordo
com a presente invencado, codificam a insulina humana, bovina ou
porcina. De acordo com a presente invencdo, ¢é utilizada a
sequéncia de Acido nucleico codificando a sequéncia de
pré-insulina em que a prd-insulina é modificada em que o péptido

C é encurtado no comprimento.

Noutro aspecto, a presente invencdo proporciona um método
de recuperacdo de sementes de plantas compreendendo insulina.
Consequentemente, de acordo com a presente invencao, é
proporcionado um método para obter sementes de plantas

compreendendo insulina, compreendendo:

(a) proporcionar uma construcgao de acido nucleico
quimérica compreendendo na direccéo 57 para 37 da

transcricdao como componentes ligados operacionalmente:

(i) uma sequéncia de &cido nucleico que compreende um

promotor preferido das sementes;

(ii) uma sequéncia de 4cido nucleico codificando um

polipéptido da insulina; e



(iii) uma sequéncia de &dcido nucleico codificando um
polipéptido que €& capaz de reter o polipéptido da
insulina no reticulo endoplédsmico (ER) ou numa

vesicula de armazenamento derivada de ER.

(b) introduzir a construcdo de 4&acido nucleico quimérica

numa célula vegetal;

(c) cultivar a célula vegetal até ficar uma planta madura

capaz de produzir sementes; e

(d) obter sementes da referida planta em que a semente
compreende insulina, em dque o referido polipéptido da
insulina se acumula no reticulo endopldsmico (ER) ou numa
vesicula de armazenamento derivada de ER e em que pelo
menos 0,1% da proteina total de semente presente na semente

é insulina.

As sementes podem ser utilizadas para obter uma populacao
de progenia de plantas compreendendo cada uma delas uma

pluralidade de sementes gque expressam insulina.

A presente invencao também proporciona plantas capazes de
produzir sementes que expressam insulina. Numa forma de
realizacdo preferida da invencédo, ¢é proporcionada uma planta
capaz de produzir semente compreendendo uma sequéncia de &acido
nucleico quimérica, compreendendo na direcgao 5’ para 3’ da

transcricao:

(a) uma primeira sequéncia de acido nucleico que compreende
um promotor preferido das sementes ligadas operacionalmente

ay



(b) uma segunda sequéncia de acido nucleico codificando um

polipéptido da insulina; e

(c) uma sequéncia de Acido nucleico codificando um
polipéptido que é capaz de reter um polipéptido da insulina
no reticulo endoplédsmico (ER) ou numa vesicula de
armazenamento derivada de ER, em gue a semente contém
insulina, em que o referido polipéptido da insulina se
acumula no reticulo endoplasmico (ER) ou vesicula de
armazenamento derivada de ER e em que, pelo menos, 0,1% da

proteina total soluvel presente na semente € insulina.

Numa forma de realizacdo preferida, a sequéncia de 4&cido

nucleico quimérica é integrada no genoma nuclear da planta.

Noutra forma de realizacdo preferida da presente invencgao,
a planta que ¢é utilizada é uma agafroa, uma planta de linho ou

uma planta de Arabidopsis.

Ainda noutro aspecto, a presente 1invencdo proporciona
sementes de plantas qgue expressam insulina. Numa forma de
realizagao preferida da presente invengao, € proporcionada uma
semente de planta compreendendo uma sequéncia de acido nucleico

quimérica, compreendendo na direccdo 5’ para 3’ de transcricéao:

(a) uma primeira sequéncia de acido nucleico que compreende
um promotor preferido das sementes ligada operacionalmente

ay

(b) uma segunda sequéncia de &cido nucleico codificando um

polipéptido da insulina; e



(c) uma sequéncia de Adcido nucleico codificando um
polipéptido que é capaz de reter um polipéptido da insulina
no reticulo endoplésmico (ER) ou numa vesicula de

armazenamento derivada de ER.

De um modo preferido, pelo menos 0,1% da proteina total de
semente presente na semente ¢é insulina. As sementes sao uma
fonte a partir da qual o polipéptido da insulina desejado que é
sintetizado pelas células da semente, pode ser extraido e a

insulina pode ser utilizada para tratar doentes diabéticos.

Outras caracteristicas e vantagens da presente invencao
serdo rapidamente 6bvias a partir da seguinte descricao
detalhada. Todavia deve ser entendido que a descricdao detalhada
e o0s exemplos especificos, embora indicando formas de realizacéo
preferidas da invencao, sao apresentados apenas a titulo de

ilustracao.

BREVE DESCRIGCAO DOS DESENHOS

A invencdo serd agora descrita em relagdo aos desenhos, nos

quais:

a Figura 1 apresenta a sequéncia de nucledétidos
(SEQ ID N° 1) e a sequéncia de aminodcidos deduzida
(SEQ ID N° 2) de uma proteina de fusdo de insulina
(PRS-D9scFv-Klip27-MI-KDEL) de pSBS4404. A sequéncia de
aminodcidos prevista ¢é apresentada no cdédigo de letra
unica. A sequéncia de aminodcidos deduzida do péptido de
sinal PRS estd em 1itdlico, a sequéncia de aminodcidos

deduzida do D9 scFv estda a cheio, a sequéncia de
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aminodcidos deduzida da sequéncia de KLIP 27 esté
sublinhada, a sequéncia de aminodcidos deduzida da
sequéncia de mini-insulina estda em 1tdlico e cheio e

finalmente, a sequéncia KDEL estd a cheio e sublinhada.

A Figura 2 apresenta uma sequéncia de nucledtidos
(SEQ ID N° 3) e sequéncia de aminodacidos deduzida
(SEQ ID N° 4) de uma proteina de fusdo de insulina
(OLEO-KLIP8-KLIP27-MI) de pSBS4405. As sequéncias de
aminodcidos previstas sdo apresentadas no cédigo de uma
letra. A sequéncia de aminodcidos deduzida da oleosina de
Arabidopsis thaliana de 18 kDa estd em itdlico, a sequéncia
de aminocdcidos deduzida da sequéncia de KLIP 8 estda a
cheio, a sequéncia de aminodcidos deduzida da sequéncia de
KLIP27 estd a sublinhado e a sequéncia de aminodacidos

deduzida da mini-insulina estd em itdlico e a cheio.

A Figura 3 apresenta a sequéncia de acido nucleico completa
(SEQ ID N°:5) e a sequéncia de aminodcidos (SEQ ID N°:6) da
proteina de fusao de insulina 4414 (PRS-MI-ligando
tetrabdsico-D9Scfv-KDEL) . As sequéncias de aminoédcidos
previstas estdo apresentadas no cdédigo de uma letra. A
sequéncia de aminodcidos deduzida do péptido de sinal PRS
estd em 1tdlico, a sequéncia de aminodcidos deduzida da
mini-insulina (B30 tetrabdsico) estd em cheio, a sequéncia
de aminodcidos deduzida da segquéncia do ligando tetrabdsico
estd sublinhada, a sequéncia de aminodcidos deduzida de D9
scFv estd em itdlico e a cheio e finalmente, a sequéncia

KDEL estd a cheio e sublinhada.

As Figuras 4(A-D) apresentam expressao recombinante de

proteinas de fusdo de insulina em linhas transformadas de
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Arabidopsis thaliana (4404-2, -17, -20 e 4405-4) com base
na andalise de SDS-PAGE com coloracdo de Coomassie e
Transferéncia de Western. As setas apresentam a posicao dos
polipéptidos de fusdao de migracao de 38,5 kDa e 34,2 kDa,
PRS-D9 (scfv)-KLIP27-MIw/KDEL e OLEO-KLIPB-KLIP27-MI

respectivamente, em condigdes redutoras.

As Figuras 4R (gel corado com Coomassie) e 4B
(Transferéncia de Western correspondente rastreada com
sonda de EZ2E3 anti-insulina) apresentam a proteina total de
semente de linhas de semente tipo selvagem (wt) e

transgénicas que expressam as construcdes 4404 e 4405.

As Figuras 4B (gel corado com Coomassie) e 4D
(Transferéncia de Western correspondente rastreada com
sonda de EZ2E3 anti-insulina) apresentam a proteina de &éleo
corporal preparada a ©partir de sementes selvagens e
transgénicas que expressam as mesmas construgdes 4404 e

4405.

As Figuras 4 (E-F) apresentam a expressao recombinante de
proteinas de fusdo de insulina em linhas transformadas de
Arabidopsis thaliana (4419-9 e 4414-20) com base na andlise
de SDS-PAGE corado com Coomassie e Transferéncia de
Western. Os marcadores de peso molecular (M) sao 10, 15,
25, 37, 50, 75, 100, 150 kDa. Os controlos incluem, hIN
(insulina humana recombinante convencional) e hProIN (pré-
insulina humana recombinantes convencional), separados em

condig¢des nao redutoras.

A Figura 5 apresenta niveis de expressao determinados nas

linhas de semente T3 disponiveis (4404-2, -17, -20, 4405-4,
12



-13, -19) e 1linhas de semente T2 (4414-9 e-20). Os niveis

de transgene e % molar de expressao MI foram determinados

com base na densitometria.

A Figura 6 apresenta a andlise de SDS-PAGE corado com
Coomassie (15%) das preps de corpo oleoso antes da eluicéao
(-0B), prep de OB apds eluicdo com Aacido férmico (-OB') e o
material eluido concentrado (-E). A seta representa a
posicdo do polipéptido de fusdo de migracdo. O controlo de
tipo selvagem estd, essencialmente, isento de quaisquer
proteinas principais, apds eluicado, engquanto gue o material
de 4404 concentrado contém a proteina de fusdo, alguns
produtos truncados (possivel proteina de fusado hidrolisada)

e possivelmente algumas albuminas que co-eluiram.

A Figura 7 apresenta o0s cromatogramas apresentando o0s
tempos de retencdo caracteristicos da insulina humana
padrao em comparacao com a tripsina clivada eluida proteina
de fusao 4404 na coluna C18. A hIN convencional € insulina

humana recombinante convencional (0,5 ug).

A Figura 8 apresenta a andlise de espectros de massa de
padrdao de insulina humana (A), em compara¢doc com tripsina
clivada e fracgdes de 4404 (B) de purificacao por HPLC,

recolhidas a partir dos 17,0-17,5 minutos.

A Figura 9 apresenta a andlise de SDS-PAGE corado com
Coomassie (15%) da proteina total extraivel de semente e
proteina preparada com corpo oleoso (OB) a partir das
linhas que expressam 4405 em comparagdao com sementes do
tipo selvagem (nao recombinante). A seta apresenta a

posicao do polipéptido de fusao de migracao.
13



A Figura 10 apresenta os cromatogramas apresentando o0s
tempos de retencao caracteristicos do padrao da insulina
humana, em comparagaoc com as preparagdbes de 4405 OB por
RP-HPLC em coluna Cl18 clivadas com tripsina. O padrao de

hIN é padradao de insulina humana recombinante (0,5 ug).

A Figura 11 apresenta a andlise de espectros de massa de
padrao de insulina humana (A) em comparacao com fraccgdes de
4405 (B) clivados com tripsina e purificadas por HPLC

recolhidas a partir dos 17,0-17,5 minutos.

A Figura 12 apresenta o cromatograma das preparacdes de

corpo oleoso de 4405 <clivadas com tripsina (linha a
tracejado) em comparagao com padrdao de insulina humana
(linha normal). As fracgdes da insulina clivada eluida

foram recolhidas entre 7-35 mS/cm e concentradas por

liofilizagado para bicensaio de insulina.

A Figura 13 apresenta as alteragdes nos niveis de glucose
do soro em murganhos machos B6, apds injeccdo de controlos
negativos (circulos a branco = placebo de soro fisioldgico,
circulos a cheio = corpos oleosos de tipo selvagem clivados
com tripsina), controlos positivos (quadrados a
branco = Humulina R, tridngulos a branco = hIN da Roche) em
comparacgao com insulina derivada de plantas preparada a
partir de corpos oleosos de 4405 (losangos a cheio = SBS

hIN DeSB3o) .

A Figura 14 apresenta um gel corado com Coomassie de
proteinas de corpo oleoso de duas linhas representativas
(4409-6 e 4409-8) comparando a migracao de proteina de

fusdao Oleosina-hPIN (como apresentado pela seta preta) com
14



Arabidopsis nao transformada (wt). O nivel de expresséao foi
determinado por densitometria para medir em média cerca de
0,10% da proteina total da semente. Este nivel foi
calculado acima e para além da co-migragdo de uma proteina
enddgena do mesmo peso molecular na semente nao
transformada (wt) que constituiu aproximadamente 0,04% da

proteina total da semente.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Como aqui mencionado anteriormente, a presente invencao
refere-se a métodos melhorados para a producdo de insulina em
plantas transgénicas. A presente requerente verificou
surpreendentemente que podem ser alcancados em plantas niveis de
acumulacado de insulina que excedem 0,1% da proteina total
celular através da produgao de forma recombinante de insulina
nas sementes das plantas. Estes niveis de expressao que sao,
pelo menos, dez vezes superiores aqueles até agora alcancados,
tornam a producdo comercial de insulina em plantas vidvel. A
produgdo em sementes oferece flexibilidade no armazenamento e
transporte de insulina como uma matéria bruta, uma vez dque a
insulina retém a sua actividade apds extraccdo a partir das
sementes armazenadas. Além disso, a quantidade de biomassa que
precisa de ser sujeita a extraccgao, ¢ limitada devido ao teor em

dgua, relativamente, baixo presente nas sementes de plantas.

Consequentemente, de acordo com a presente invencado, &

proporcionado um método para a expressao de insulina em sementes

de plantas, compreendendo:
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(a) proporcionar uma construcgdo de &acido nucleico quimérica
compreendendo, na direccao 5’ para 3’ da transcricao, como

componentes ligados operacionalmente:

(1) uma sequéncia de &acido nucleico gue compreende um

promotor preferido das sementes;

(ii) uma sequéncia de 4acido nucleico codificando um

polipéptido da insulina; e

(iii) uma sequéncia de &dcido nucleico codificando um
polipéptido que ¢é capaz de reter um polipéptido da
insulina no reticulo endoplédsmico (ER) ou numa

vesicula de armazenamento derivada de ER;

(b) introduzir a construcdo de 4&cido nucleico quimérica

numa célula vegetal; e

(c) cultivar a célula vegetal até ficar uma planta madura
capaz de produzir sementes. em que a semente expressa
insulina; em que um polipéptido da insulina se acumula no
reticulo endoplésmico (ER) ou numa vesicula de
armazenamento derivada de ER e em que, pelo menos, 0,1 % da

proteina total de semente na semente é insulina; e

(d) obter insulina substancialmente pura a partir das

referidas sementes.

De acordo com a presente invencao, verificou-se
surpreendentemente que a 1insulina se acumula nas sementes de
plantas em niveis até agora nunca alcancados se a insulina for

expressa em semente de um modo que permita o sequestro de um
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polipéptido da insulina nas células da semente sem reticulo
endoplédsmico (ER) ou numa vesicula de armazenamento derivada de

ER.

Termos e Definigdes

Salvo definido em contrdrio, todos os termos técnicos e
cientificos aqui wutilizados devem possuir o mesmo significado
que ¢é normalmente atribuido por um especialista na técnica a
qual a presente invencao pertende. Quando permitido, todas as
patentes, pedidos, pedidos publicados e outras publicacdes,
incluindo sequéncias de &acido nucleico e polipéptido de GenBank,
SwissPro e outras bases de dados a que é feita referéncia na

descricado sao incorporadas por referéncia na sua totalidade.

O termo *“sequéncia de &cido nucleico”, como agui utilizado,
refere-se a uma sequéncia de mondmeros de nucledsido ou
nucledétido consistindo em bases de ocorrem naturalmente,
acucares e ligacgdes interacucar (esqueleto). O termo também
inclui sequéncias modificadas ou substituidas compreendendo
mondémeros que nao ocorrem naturalmente ou as suas porcgdes. As
sequéncias de 4&acido nucleico da presente invengdo podem ser
sequéncias de 4acido desoxirribonucleico (ADN) ou sequéncias de
dcido ribonucleico (ARN) e podem incluir Dbases que ocorrem
naturalmente, incluindo adenina, guanina, citosina, timidina e
uracilo. As sequéncias também podem conter Dbases modificadas.
Exemplos dessas bases modificadas incluem aza e desaza adenina,

guanina, citosina, timidina e uracilo; e xantina e hipoxantina.
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Os termos “sequéncia de acido nucleico codificando
insulina” e “sequéncia de Acido nucleico codificando um
polipéptido da insulina” que ©podem ser aqui utilizados
indistintamente, referem-se a qualquer e a todas as sequéncias
de &cido nucleico codificando um polipéptido da insulina,
incluindo os polipéptidos da insulina listados na Tabela 1
(SEQ ID N°: 7 até 145), assim como a qualquer polipéptido da
insulina de mamifero e quaisgquer sequéncias de 4&acido nucleico
que codificam prdé-insulina e pré-prdé-insulina. Como aqui
utilizado “prd-insulina” refere-se a um polipéptido da insulina
que inclui o péptido de 1ligagdo ou “péptido C” 1ligando as
cadeias de polipéptido B e A da insulina. Na insulina humana
nativa, o péptido C é a cadeia de polipéptido de 31 residuos de
aminodcido ligando o residuo B30 ao residuo Al. O termo
“pré-prdé-insulina” refere-se a uma molécula de prdé-insulina
compreendendo adicionalmente uma sequéncia sinal N-terminal que
coordena a tradugdo para ocorrer nos ribossomas do ER.
Sequéncias de 4&cido nucleico codificando um polipéptido da
insulina incluem ainda qualquer e todas as sequéncias de &cido
nucleico que (i) codificam polipéptidos que sao substancialmente
idénticos a um polipéptido das sequéncias de insulina aqui
apresentadas; ou (ii) hibridam com quaisquer sequéncias de &cido
nucleico aqui apresentadas em condig¢des de hibridacdo, pelo
menos, moderadamente restringentes ou que podem hibridar com
estas em condigdes pelo menos moderadamente restringentes, mas

para a utilizacdo de coddes sindnimos.

Pelo termo *“substancialmente idéntico” entende-se que duas
sequéncias de polipéptido sado, de um modo preferido, pelo menos,
75% 1dénticas e, de um modo mais preferido, sao, pelo menos, 85%
idénticas e de um modo muito preferido pelo menos 95% idénticas,

por exemplo, 96%, 97%, 98% ou 99% idénticas. De modo a
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determinar a percentagem de identidade entre duas sequéncias de
polipéptido, as sequéncias de aminodcido dessas duas sequéncias
sdo alinhadas, de um modo preferido wutilizando o algoritmo
Clustal W (Thompson, JD, Higgins DG, Gibson TJ, 1994, Nucleic
Acids Res. 22 (22): 4673-4680, juntamente com a matriz de
classificagcao BLOSUM 62 (Henikoff S. e Henikoff J.G., 1992,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915-10919) e uma penalizacédo de
abertura de intervalo de 10 e penalizacao de extensadao de
intervalo de 0,1, de modo a que seja obtido o emparelhamento de
ordem mais elevada entre duas sequéncias em que, pelo menos, 50%
do comprimento total de uma das sequéncias estd envolvido no
alinhamento. Outros métodos que podem ser utilizados para
alinhar sequéncias sdo o método de alinhamento de Needleman e
Wunsch (J. Mol. Biol., 1970,48: 443), como revisto por Smith e
Waterman (Adv. Appl. Math., 1981, 2: 482) de modo a que seja
obtido o emparelhamento de ordem mais elevada entre as duas
sequéncias e o numero de aminodcidos idénticos é determinado
entre as duas sequéncias. Outros métodos para calcular a
percentagem de identidade entre duas sequéncias de aminodcidos
sdo geralmente reconhecidos na técnica e incluem, por exemplo,
os descritos por Carillo e Lipton (SIAM J. Applied Math., 1988,
48:1073) e os descritos em Computational Molecular Biology,
Lesk, e.d. Oxford University Press, Nova Iorque, 1988,
Biocomputing: Informatics and Genomics Projects. Geralmente,
serdo utilizados programas de computador para esses calculos.
Programas de computador que podem ser utilizados a este respeito
incluem, mas nao estdao limitados a, GCG (Devereux et al.,
Nucleic Acids Res., 1984, 12: 387) BLASTP, BLASTN e FASTA
(Altschul et al., J. Molec. Biol., 1990: 215: 403).

Por “condigdes de hibridacao pelo menos moderadamente

restringentes” entende-se que sao seleccionadas condigdes que
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promovem hibridacdo selectiva entre duas moléculas de 4acido
nucleico complementares em solucgcdao. A hibridacdao pode ocorrer
com a totalidade ou uma porcao de uma sequéncia de molécula de
dcido nucleico. A porcdao de hibridacdo tem tipicamente pelo
menos 15 (e. g. 20, 25, 30, 40 ou 50) nucledtidos de
comprimento. Os especialistas na técnica reconhecem que a
estabilidade de um duplex de 4&cido nucleico ou hibridos, ¢é

determinada pela T, que em tampdes que contém sddio é uma funcéao

da concentracao de ido sédio e temperatura
(T, = 81,5°C - 16,6 (Logio [Na"]) + 0,41(%(G+C) - 600/1) ou
equacgao semelhante) . Consequentemente, 0s parédmetros nas

condigdes de lavagem que determinam a estabilidade do hibrido
sao a concentracdo do ido sdédio e a temperatura. De modo a
identificar moléculas que sao semelhantes, mas nao idénticas, a
uma molécula de &cido nucleico conhecido, pode ser assumido um
desemparelhamento de 1% como resultando numa diminuicdo de cerca
de 1 °C em T, por exemplo se as moléculas de 4&acido nucleico
forem consideradas como tendo uma identidade >95%, a temperatura
de lavagem final serd reduzida em cerca de 5 °C. Com base nestas
consideracdes, ©0s especialistas na técnica sao capazes de
seleccionar rapidamente condig¢des de hibridacdo apropriadas. Em
formas de realizacao preferidas, sao seleccionadas condicdes de
hibridacdo restringentes. A titulo de exemplo, podem ser
empregues as seguintes condigdes para atingir  hibridacéao
restringente: hibridacdo a 5 x cloreto de sédio/citrato de sdédio
(SSC)/5 x solucado de Denhardt/1,0% SDS a T, - 5 °C com base na
equacdo acima , seguido por uma lavagem de 0,2 x SSC/0,1% SDS a
60 °C. Condigbdes de hibridacdao moderadamente restringentes,
incluem um passo de lavagem em 3 x SSC a 42 °C. Todavia, deve
ser entendido que podem ser alcancadas restringéncias
equivalentes utilizando tampdes, sais e temperaturas

alternativas. Instrucgdes adicionais em relacdo as condigdes de
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hibridacao podem ser encontradas em: Current Protocols 1in
Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.I., 1989, 6.3.1.-6.3.6 e
em: Sambrook et al., Molecular Cloning, a&a Laboratory Manual,

Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, Vol.3.

Como aqui utilizado, os termos “insulina” e “polipéptido da
insulina” que ©podem ser aqui utilizados indistintamente,
referem-se a qualquer e a todos os polipéptidos da insulina
incluindo ©polipéptidos da insulina listados na Tabela 1
(SEQ ID N°: 7 até 145) assim como uma molécula de polipéptido
compreendendo uma sequéncia de residuos de amincdcidos que € (i)
substancialmente 1déntica as sequéncias de aminodcidos que
constituem quaisquer polipéptidos da insulina agqui apresentados
ou (ii) codificada por uma sequéncia de 4acido nucleico capaz de
hibridar em condig¢des, pelo menos, moderadamente restringentes
com qualguer seqguéncia de &cido nucleico codificando insulina
aqui apresentada ou capaz de hibridar em condig¢des pelo menos
moderadamente restringentes com gqualquer sequéncia de Acido
nucleico codificando insulina aqui apresentada, mas para a
utilizacdo de coddes sindénimos. Os termos insulina e polipéptido
da insulina incluem pré-polipéptidos da insulina e
mini-polipéptidos da insulina. Um polipéptido da insulina é, de

um modo preferido, de origem humana, porcina ou bovina.

0O termo “polipéptido capaz de reter um polipéptido da
insulina num compartimento intracelular numa membrana’”, como
aqgqui wutilizado, refere-se a qualquer polipéptido gque guando
ligado a um polipéptido da insulina, ¢é capaz de sequestrar um
polipéptido da insulina numa estrutura subcelular rodeado por
uma membrana e localizado no espago intracelular da célula
vegetal, como definido pela membrana plasmatica da célula

vegetal.
21



O termo “um polipéptido capaz de reter um polipéptido da
insulina no ER ou numa vesicula de armazenamento derivada de ER”
como aqui utilizado refere-se a qualgquer polipéptido que quando
ligado a um polipéptido da insulina ¢é capaz de sequestrar um
polipéptido da insulina no reticulo endopldasmico ou num
compartimento de armazenamento gque ¢é derivado de um reticulo
endoplédsmico, tal como por exemplo um corpo oleoso, numa célula

vegetal.

O termo “corpo oleoso” ou “corpos oleosos”, como aqui
utilizado refere-se a qualquer organito de armazenamento de &leo
ou gordura numa célula de semente vegetal (descrito em por

exemplo: Huang (1992) Ann. Rev. Plant Mol. Biol. 43: 177-200).

0O termo “quimérico”, como aqui utilizado no contexto de
sequéncias de 4cido nucleico, refere-se a, pelo menos, duas
sequéncias de &cido nucleico ligadas, gque sdao estdo ligadas
naturalmente. Sequéncias de 4cido nucleico quiméricas incluem
sequéncias de 4acido nucleico ligadas de diferentes origens
naturais. Por exemplo, uma sequéncia de acido nucleico
constituindo um promotor vegetal ligado a uma sequéncia de acido
nucleico codificando insulina humana ¢ considerada guimérica.
Sequéncias de 4dcido nucleico guiméricas também podem compreender
sequéncias de dcido nucleico da mesma origem natural, desde que
nao estejam ligadas naturalmente. Por exemplo, a sequéncia de
dcido nucleico constituindo um promotor obtido a partir de um
tipo de célula particular pode estar ligado a uma sequéncia de
dcido nucleico codificando um polipéptido obtida a partir do
mesmo tipo de célula, mas ndo ligada normalmente a sequéncia de
dcido nucleico constituindo o promotor. Sequéncias de 4&cido
nucleico quiméricas também incluem sequéncias de acido nucleico

compreendendo qualquer sequéncia de 4acido nucleico gue ocorre
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naturalmente, ligada a qualquer sequéncia de &cido nucleico que

nao ocorre naturalmente.

Preparagéo de vectores de expresséo recombinante
compreendendo sequéncias de acido nucleico quiméricas
codificando insulina e wum promotor capaz de controlar a

expressdo numa célula de semente de planta

As sequéncias de &dcido nucleico codificando insulina que
podem ser utilizadas de acordo com os métodos e composigdes aqui
proporcionadas podem ser qualquer sequéncia de &cido nucleico
codificando um polipéptido da insulina, incluindo qualquer pré-

insulina e pré-prdé-insulina.

Sequéncias de acido nucleico exemplares codificando
insulina sdo bem conhecidas na técnica e estdo geralmente
prontamente disponiveis a partir de uma variedade diversa de
fontes de mamiferos, incluindo humanas (Bell, G.I. et al., 1980,
Nature 284:26-32), porcinas (Chance, R.E. et al., 1968, Science
161:165-167), bovinas (D’Agostino, J. et al., 1987, Mol.
Endocrinol. 1:327-331), ovinas (Peterson, J.D. et al., 1972,
Biol. Chem. 247:4866-4871) e semelhantes, assim como a partir de
fontes vegetais (Oliveira, A.E.A. et al., 1999, Protein Pept.
Lett. 6:15-21). As sequéncias codificando insulina que podem ser
utilizadas incluem as que codificam cadeias de polipéptido
apresentadas como SEQ ID N°:7 até SEQ ID N°:145. As sequéncias
de acido nucleico correspondentes respectivas codificando
cadeias de ©polipéptido da insulina podem ser rapidamente
identificadas através dos numeros identificadores de Swiss
Protein proporcionados na Tabela 1. Utilizando as sequéncias de

dcido nucleico, sequéncias de 4acido nucleico novas codificando
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insulina adicionais podem ser rapidamente identificadas
utilizando técnicas conhecidas dos especialistas na técnica. Por
exemplo, bibliotecas, tais como bibliotecas de expressao,
bibliotecas de ADNc e Dbibliotecas gendmicas, podem  ser
rastreadas e as bases de dados contendo a informacao de
sequéncia de projectos de sequenciacadao pode ser pesquisadas para
sequéncias semelhantes. Podem ser utilizados métodos
alternativos para isolar sequéncias de &cido nucleico adicionais
codificando polipéptidos de insulina e podem ser verificadas
novas sequéncias e utilizadas de acordo com a presente invencéao.
EFm formas de realizacdo preferidas, as sequéncias de 4&cido
nucleico codificando insulina sao de insulina humana, porcina e

bovina.

Sdo conhecidos da técnica anterior, numerosos andlogos da
insulina (ver por exemplo Patentes US 5461031; 5474978; 5164366
e 5008241) e podem ser utilizados de acordo com a presente
invencdo. 0Os andlogos dque podem ser agui utilizados incluem
moléculas de insulina humana na qual o residuo de aminodcido 28
da cadeia B (B28) foi substituido do seu residuo de prolina
natural por aspartato, lisina ou isoleucina. Noutra forma de
realizagdo, o residuo de 1lisina em B29 ¢é modificado para uma
prolina. Além disso, a aspargina em A21 pode ser alterada para
alanina, glutamina, glutamato, glicina, histidina, isoleucina,
leucina, metionina, serina, treonina, triptofano, tirosina ou
valina. Também, a aspargina em B3 pode ser modificada para
lisina. Outros exemplos de andlogos de insulina que podem ser
aqui wutilizados incluem: insulina humana sem o residuo B30,
também, frequentemente referido como o “desB30” ou “B(1-29)";
aqueles que nao tém os ultimos 3 residuos de aminodcidos de
insulina “B(1-27)"”; moléculas de insulina sem o residuo de

fenilalanina em Bl; e andlogos em que a cadeia A ou a cadeia B
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possuem uma extensao N-terminal ou C-terminal, por exemplo a
cadeia B pode ser estendida no N-terminal pela adicdao de dois

residuos de arginina.

Em formas de realizacgdo preferidas, a sequéncia de 4&cido
nucleico codificando insulina que é utilizada, € pré-insulina.
Em formas de realizacdao preferidas adicionais, sao utilizadas
moléculas de sequéncia de 4&cido nucleico codificando insulina
nas quais o péptido C foi modificado em relacdo a sua forma
nativa. Residuos de aminocdcidos no péptido C podem ser
substituidos e o péptido C pode ser alongado ou encurtado. A
este respeito, como aqui wutilizado, o termo “mini-insulina”
refere-se a um polipéptido da insulina que pode ser modificado
de modo a que o péptido C possa ser encurtado no seu comprimento
em relagdo a sua forma nativa. Em formas de realizacgéo
preferidas ¢é utilizada uma mini-insulina. De um modo preferido,
o péptido C de uma molécula de mini-insulina serd mais curta do
que 20 residuos de aminocdcidos, de um modo mais preferido mais
curto do que 15 residuos de aminodcidos e, de um modo muito
preferido, mais curto do que 9 residuos de aminodcidos, por
exemplo, 7, 5, ou 3 residuos. De um modo preferido, como é o
caso com moléculas de insulina natural, o0 péptido C da
mini-insulina compreendera um sitio de <clivagem nos seus
terminais C e N. Esses sitios de clivagem podem ser quaisquer
sitios convenientes conhecidos na técnica, por exemplo
metionina, clivagem por brometo de cianogénio, um residuo béasico
unico ou um par de residuos bdsicos, clivagem por tripsina ou
proteases do tipo tripsina ou através de uma carboxi-peptidase.
Por exemplo, o péptido C pode compreender uma lisina C-terminal,
por exemplo Ala-Ala-Lys (SEQ ID N°:1406) ou um sitio de
processamento dibdsico imediatamente antes do residuo GlyAl, por

exemplo Asn-Lys-Arg (SEQ ID N°:147), ou Arg-Arg-Lys-Gln-Lys-Arg.
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(SEQ ID N°:148) ou um sitio de ©processamento tetrabdsico
imediatamente antes do residuo Gly Al, por exemplo Arg-Arg-Lys-
Arg (SEQ ID N°:149). Consequentemente, as moléculas de mini-
insulina que podem ser utilizadas de acordo com a presente

invengao incluem:

B(1-29/30)-X1-X,-X5-Y; A(1-21)

em que

X; € qualquer aminodcido;

X, €& qualquer aminodcido;

X5 é Lys ou Arg;

Y; € uma ligacgédo peptidica ou 1-17 residuos de aminodcidos;

B(1-29/30) é a cadeia B da insulina humana contendo os residuos

de aminoacidos 1-29 ou 1-30; e

A(1-21) é a cadeila A da insulina humana contendo os residuos de

aminodcidos 1-21.

Numa forma de realizacao preferida, X; é um residuo de
aminodcido béadsico (Lys ou Arg) e Y; € ou uma ligacdo peptidica ou
1-17 residuos de aminodcidos, em que o residuo C-terminal é um

residuo de aminodcido basico (Lys ou Arg).

Além disso, moléculas de mini-insulina que podem ser aqui
utilizadas, compreendem aquelas que podem ser representadas pela

férmula:
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B(1-27)-X,-X3-X;-Y-A(1-21)

em que

X; é um péptido de 1-8 residuos de aminodcidos compreendendo,

pelo menos, um residuo de aminodcido aromédtico;

X, é um de Pro, Asp, Lys ou Ile na posicado 28 da cadeia B;

X3 é um de Pro, Lys, Ala, Arg ou Pro-Thr na posicao 29 da cadeia

B;

Y é Lys ou Arg;

B(1-27) é a cadeia B, da cadeia B da insulina humana contendo os

residuos de aminodacidos 1-27; e

A(1-21) é a cadeia A, da cadeia A da insulina humana contendo os

residuos de aminodcidos 1-21.

Exemplos adicionais de moléculas de dcido nucleico
codificando mini-polipéptidos de wuma insulina que podem ser
utilizados de acordo com a presente invencdo incluem agqueles
descritos em: Markussen et al., Walter de Gruyter & Co. 1987,
em: Peptides pp 189-194; Thim et al., 1989, em: Genetics and
molecular biology of industrial microorganisms, American Society
for Microbiology pp 322-328; e aqueles apresentados nas Patentes
US 4916212; 5324641 e 6521738. Alteracdes a sequéncia de acido
nucleico codificando insulina para preparar andlogos da insulina
podem ser realizados utilizando uma variedade de técnicas de
modificagcdo de &cido nucleico conhecidas dos especialistas na

técnica, incluindo, por exemplo, mutagénese dirigida a um sitio,
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mutagénese direccionada, mutagénese aleatdéria, a adicao de
solventes orgédnicos, mistura de genes ou uma combinacdo destas e
outras técnicas conhecidas dos especialistas na técnica
(Shraishi et al., 1988, Arch. Biochem. Biophys, 358: 104-115;
Galkin et al., 1997, Protein Eng. 10: 687-690; Carugo et al,
1997, Proteins 28: 10-28; Hurley et al., 1996, Biochem, 35
5670-5678; Holmberg et al., 1999, Protein Eng. 12: 851-856).

De acordo com a presente invencdo foi surpreendentemente
verificado que a insulina se acumula nas sementes de plantas até
niveis até agora nao alcancados, se a insulina for expressa em
sementes, de um modo que um polipéptido da insulina nas células
da semente & sequestrada no ER ou numa vesicula de armazenamento
derivada de ER. De modo a alcancar esse sequestro da insulina no
ER ou numa vesicula de armazenamento derivada de ER, de acordo
com a presente invencdo, o polipéptido codificando insulina estéa
ligado a um polipéptido gque provoca a retencdao de um polipéptido
da insulina no ER ou numa vesicula de armazenamento derivada de
ER em vez de ser transportado para fora do ER até, por exemplo,
o apoplasto. Polipéptidos que podem ser utilizados de acordo com
a presente invencado para reter um polipéptido da insulina no ER,
incluem qualquer polipéptido capaz de sequestrar uma insulina no
FER. Esses polipéptidos podem ser sintetizados ou obtidos a
partir de uma fonte bioldégica. Numa forma de realizacgéao
preferida da presente invencdo, o polipéptido gque €& capaz de
reter uma insulina €& um polipéptido compreendendo um motivo C-
terminal de retencdo no ER. Exemplos desses motivos de retencéo
no ER C-terminais incluem as sequéncias KDEL, HDEL, DDEL, ADEL e
SDEL (SEQ ID N°: 150 até 154 respectivamente). Outros exemplos
incluem HDEF (SEQ ID N°: 155) (Lehmann et al., 2001. Plant
Physiol 127(2): 436-49.), ou dois residuos de arginina prdéximo

do terminal N localizados nas posicdes 2 e 3, 3 e 4, ou 4 e 5
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(Resumo da Plant Biology 2001 Program, ASPB, Junho de 2001,
Providence, Rhode 1Island, EUA). Sequéncias de 4&cido nucleico
codificando um motivo C-terminal de retengdo no ER estdo, de um
modo preferido, ligadas a sequéncia de acido nucleico
codificando um polipéptido da insulina de modo a gque o
polipéptido capaz de reter uma insulina no ER estd ligado a

extremidade do terminal C de um polipéptido da insulina.

De modo a alcancar o sequestro de um polipéptido da
insulina numa vesicula de armazenamento derivada de ER, um
polipéptido da insulina estd ligado a um polipéptido que é capaz
de reter um polipéptido da insulina numa vesicula de
armazenamento derivada de ER. O polipéptido capaz de reter um
polipéptido da insulina numa vesicula de armazenamento derivada
de ER que pode ser utilizada de acordo com os métodos aqui
apresentados pode ser qualquer polipéptido capaz de sequestrar
um polipéptido da insulina numa vesicula de armazenamento
derivada de ER. Polipéptidos capazes de reter insulina numa
vesicula de armazenamento derivada de ER podem ser sintetizados
ou obtidos a partir de qualquer fonte bioldgica. Numa forma de
realizacao preferida, a vesicula de armazenamento derivada de ER
é um corpo oleoso e um polipéptido da insulina é ligada a uma
proteina de corpo oleoso ou uma porgao suficiente desta capaz de
reter um polipéptido da insulina na vesicula de armazenamento
derivada de ER. Proteinas de corpo oleoso que podem ser
utilizadas a este respeito incluem qualquer proteina gue se
associa naturalmente a um corpo oleoso. Proteinas de corpo
oleoso que sao particularmente preferidas sdao oleosinas, por
exemplo uma oleosina de Arabidopsis (van Rooijen et al. (1991)
Plant Mol Biol. 18: 1177-1179) oleosina de milho (Bowman-Vance
et al., 1987, J. Biol. Chem. 262: 11275-11279; Qu et al., 1990,

J. Biol. Chem. 265: 2238-2243), oleosina de cenoura (Hatzopoulos
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et al. (1990) Plant Cell 2: 457-457) ou oleosina de Brassica
(Lee et al., 1991, Plant Physiol. 96: 1395-1397), caleosinas,
ver por 0 numero de acesso de Genbank AF067857) e
estereoleosinas (Lin et al., 2002 Plant Physiol. 128(4):1200-
11). Numa outra forma de realizacdo preferida, a proteina do
corpo oleoso € uma oleosina vegetal e partilha uma semelhanca de
sequéncia com outras oleosinas vegetais, tais como a oleosina
isolada de Arabidopsis thaliana (SEQ ID N°:156) ou Brassica
napus (SEQ ID N°:157). Noutra forma de realizacdo, a proteina do
corpo oleoso é uma caleosina ou proteina de ligacdo ao cdlcio de
plantas, fungos ou outras fontes e partilha homologia de
sequéncia com caleosinas de plantas, tais como a caleosina
isolada de Arabidopsis thaliana (SEQ ID N°:158 e SEQ ID N°:159)
Noutra forma de realizacdo, a proteina do corpo oleoso € uma
estereoleosina (SEQ ID N°:160), uma desidrogenase de ligacdo ao
esterol (Lin L-J et al, (2002) Plant Physiol 128: 1200-1211). O
polipéptido codificando insulina pode ser ligado a proteina do
corpo oleoso ao terminal N, assim como ao terminal C e aos
fragmentos de uma proteina de corpo oleoso, tais como por
exemplo o dominio central de uma oleosina. Podem ser descobertas
novas proteinas de corpo oleoso, por exemplo preparando coOrpos
oleosos (para metodologias para preparar corpos 0leosos, ver por
exemplo, Patente US 6650554) e identificar proteinas nas
preparacdes do Corpo oleoso através de, por exemplo,
electroforese em gel na presenca de SDS. Podem ser criados
anticorpos policlonais contra as proteinas e utilizados para
rastrear bibliotecas de ADNc de modo a identificar sequéncias de
dcido nucleico codificando proteinas de corpo oleoso. Podem ser
descobertas ainda outras detectadas novas proteinas de corpo
oleoso utilizando sequéncias de 4cido nucleico conhecidas
codificando proteinas de corpo oleoso utilizando, por exemplo,

as sequéncias de proteina de corpo oleoso aqui mencionadas
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anteriormente codificando ©proteinas de corpo oleoso, para
rastrear por exemplo bibliotecas de ADNc ou gendmicas para a

presenga de proteinas de corpo oleoso.

Polipéptidos capazes de reter a insulina no ER ou num
organito de armazenamento derivado de ER sao tipicamente néo
clivados e a insulina pode acumular-se na forma de uma proteina
de fusao que ¢é, por exemplo, tipicamente o caso gquando um sinal
de retengdo KDEL ¢é utilizado para reter o polipéptido no ER ou
quando uma proteina de corpo oleoso é utilizado para reter o

polipéptido no organito de armazenamento derivado de ER.

A sequéncia de &cido nucleico gquimérica adicionalmente pode
conter uma sequéncia nucleica que tem como alvo a sequéncia de
dcido nucleico para o sistema de endomembrana (“péptico sinal”).
Nas formas de realizacdao da presente invencdao nas quais o
polipéptido da insulina é retido no ER utilizando uma sequéncia
capaz de reter o polipéptido no ER, tais como polipéptido KDEL,
HDEL ou SDEL, € particularmente desejavel incluir uma sequéncia
de &cido nucleico codificando um péptido sinal. Péptidos sinal
exemplares que podem ser aqui utilizados incluem a sequéncia
sinal da proteina relacionada com a patogénese do tabaco (PR-S)
(SEQ ID N°:161) (Sijmons et al., 1990, Bio/technology,
8:217-221), sequéncia sinal da 1lectina (Boehn et al., 2000,
Transgenic Res, 9(6):477-86), sequéncia sinal de glicoproteina
rica em hidroxiprolina de Phaseolus vulgaris (Yan et al., 1997,
Plant Physiol. 115(3):915-24 e Corbin et al., 1987, Mol Cell
Biol 7(12):4337-44), sequéncia sinal da patatina de batata
(Iturriaga, G et al., 1989, Plant Cells 1:381-390 e Bevan et
al., 1986, Nuc. Acids Res. 41:4625-4638.) e a sequéncia sinal da
amilase alfa de cevada (Rasmussen e Johansson, 1992, Plant Mol.

Biol. 18(2):423-7). Esses sinais de direccionamento podem ser
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removidos por clivagem in vivo de uma sequéncia de insulina que,
por exemplo, é tipicamente o caso quando é utilizado um sinal de
direccionamento de apoplasto, tal como a sequéncia sinal da
proteina S relacionada com a patogénese do tabaco (PR-S)
(Sijmons et al., 1990, Bio/technology, 8:217-221). Podem ser
previstos outros péptidos sinal utilizando o servidor da World

Wide Web SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) que

prevé a presengca e a localizacdo de sitios de clivagem de
péptido sinal em sequéncias de aminodcidos de diferentes
organismos. Em geral, hé& pouca conservacido da sequéncia de
aminodcidos primdrios, embora as propriedades fisico-gquimicas
gerals sejam conservadas até certo ponto. A estrutura genérica
de péptidos sinal possui 3 regides, a “regido n” amino-terminal
curta contém residuos carregados positivamente, a *“regiao h”
central hidrofdébica varia de tamanho desde 7 até 15 aminodcidos
e a *“regido c¢” carboxi-terminal contém aminodcidos polares e um
sitio de clivagem gque ¢é reconhecido por enzimas peptidase de
sinal ligadas & membrana (Nakai K., 2000, Advances 1in Protein
Chem 54: 277-344). Um sinal de direccionamento gue também pode
ser utilizado de acordo com este, inclui a sequéncia sinal de
insulina nativa (24 aminodcidos de comprimento no caso da
sequéncia humana). Em formas de realizacgdo preferidas aqui, uma
sequéncia de direccionamento de apoplasto localizada no terminal
N, tal como a sequéncia aqui mencionada anteriormente de PR-S de
tabaco é utilizada combinada com uma sequéncia de retengdo em ER

localizada no terminal C, tal como a sequéncia KDEL.

Numa outra forma de realizacdao preferida, a sequéncia de
dcido nucleico codificando uma sequéncia lider de factor o de
levedura é ligada a extremidade N-terminal da sequéncia de &acido
nucleico codificando insulina. As sequéncias lider de levedura

ou sequéncias derivadas das sequéncias 1lider de levedura gue
32



podem ser utilizadas de acordo com o exposto incluem as listadas
na SEQ ID N°:162 até SEQ ID N°:171 (Kjeldsen et al., 2001,
Biotechnology and Genetic Engeneering Reviews 18: 89-121). Essas
sequéncias lider podem ainda compreender um péptido espacgador
localizado no terminal C do 4&cido nucleico que codifica a
sequéncia lider e N-terminalmente da sequéncia que codifica
insulina. De acordo com o exposto, essas sequéncias espacadoras
possuem tipicamente entre 2 e 20 aminodcidos de comprimento.
Assim, por exemplo, podem ser utilizadas as sequéncias
espacadoras SEQ ID N°:172 e SEQ ID N°:173 (Kjeldsen et al.,
2001, Biotechnology and Genetic Engeneering Reviews 18: 89-121).
Em formas de realizacdo da presente invencao nas dguais &
utilizada uma sequéncia lider de levedura, a sequéncia de &cido
nucleico codificando um polipéptido da insulina ¢é, de um modo
preferido, um mini-polipéptido da insulina. De acordo com ©O
exposto, numa forma de realizacado particularmente preferida, é
utilizada a sequéncia de 4acido nucleico codificando um anticorpo
de cadeia tUnica 1ligado a uma sequéncia de 4&cido nucleico
codificando um péptido lider de secrecdo de levedura, como aqui

descrito adiante no Exemplo 1.

A  sequéncia de dcido nucleico guimérica também pode
compreender polipéptidos resultando em extensdes da proteina de
estabilizagcdo N- e/ou C-terminal. Essas extensdes podem ser
utilizadas para estabilizar e/ou assistir na dobragem de uma
cadeia de polipéptido de insulina e adicionalmente podem ser
utilizadas para facilitar a purificacdo da insulina. Extensdes
de polipéptido que podem ser utilizadas a este respeito incluem,
por exemplo, uma sequéncia de 4dcido nucleico codificando um
anticorpo de cadeia simples, um &cido nucleico codificando uma
molécula de Affibody® (Affibody AB), uma sequéncia de 4acido

nucleico codificando a subunidade nao-tdéxica B da toxina da
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codélera (CTB) (Arakawa, T. et al., 1998, Nat. Biotechnol. 16:938)
ou combinacdes desses polipéptidos. Numa forma de realizacéao
particularmente preferida, um polipéptido da insulina é retido
num compartimento rodeado por uma membrana, tal como o ER,
utilizando, por exemplo, uma sequéncia KDEL como aqui descrito
anteriormente, combinada com um polipéptido estabilizador que
permite a associacdo de um polipéptido da insulina com um corpo
oleoso apds quebra da integridade da célula vegetal, tal como
ird ocorrer quando um polipéptido da insulina é recuperado da
célula vegetal. Um exemplo de um tal polipéptido estabilizador é
um anticorpo de cadeia simples com especificidade para um corpo
oleoso. Sequéncias de &cido nucleico codificando anticorpos de
cadeia simples com especificidade para um corpo oleoso podem ser
preparadas a partir de linhas celulares de hibridoma expressando
anticorpos monoclonais c¢riados contra uma proteina de corpo
oleoso. Numa forma de realizacao, o anticorpo de cadeia simples
liga-se especificamente a uma oleosina, como descrito por
Alting-Mees et al. (2000) 1IBC’s International Conference on
Antibody Engineering, Poster #1. Esta forma de realizacgao da

presente invencadao € aqui ainda mais detalhada no Exemplo 1.

Noutra forma de realizacdo, um sitio de clivagem pode estar
localizado a montante do terminal N e a jusante do terminal C de
uma insulina permitindo que um polipéptido da insulina seja
clivado a partir do parceiro de fusado, obtendo desse modo
insulina isolada. Exemplos desses sitios de clivagem podem ser
encontrados no documento WO 98/49326 (Método para a clivagem de
proteinas de fusadao) e aplicacgdes relacionadas e LaVallie et al.
(1994) FEnzymatic and chemical cleavage of fusion proteins 1In
Current Protocols 1in Molecular Biology pp 16.4.5-16.4.17, John
Wiley and Sons, Inc., Nova Iorque NY. Numa forma de realizacgao

preferida, o sitio de clivagem ¢é um ligando tetrabdsico (por
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exemplo Arg-Arg-Lys—-Arg- SEQ ID N°: 149) qgue ¢é clivavel pela
tripsina. Numa outra forma de realizacdo preferida, o sitio de
clivagem €& KLLP 8 (SEQ ID N°: 174) que € clivavel por proteases

asparticas, incluindo guimosinas.

A invencado proporciona ainda métodos para a separagado de
proteinas heterdlogas de componentes da célula hospedeira
repartindo a fraccdao do corpo oleoso e subsequente libertacdo da
proteina heterdloga através da clivagem especifica da proteina
heterdloga - proteina de fusao do corpo oleoso. Opcionalmente,
um sitio de clivagem pode estar localizado a montante do
terminal N e a jusante do terminal C do polipéptido heterdlogo,
permitindo que um polipéptido de fusdo seja clivado e separado

por separacao de fase mos seus péptidos componentes.

A sequéncia de &cido nucleico codificando insulina pode ser
alterada, para melhorar ainda mais os niveis de expressao por
exemplo, optimizando a sequéncia de 4dcido nucleico de acordo com
a utilizacdao de coddes preferida para um tipo de célula vegetal
particular que é seleccionado para a expressao de um polipéptido
da insulina ou alterando 0S8 motivos conhecidos para
desestabilizar o ARNm (ver por exemplo: Pedido de Patente PCT
97/02352). A comparacdo entre a wutilizacdo de coddes da
sequéncia de 4cido nucleico codificando um polipéptido da
insulina e a utilizacdo de coddes do tipo de célula vegetal ira
permitir a identificacdo dos coddes que pode ser alterada. A
construcdo de genes sintéticos alterando a utilizacdao de coddes

é descrita, por exemplo, no Pedido de Patente PCT 93/07278.

Numa forma de realizacdo preferida, a sequéncia de 4&cido
nucleico codificando insulina que é utilizada é representada por

SEQ ID N°:1, SEQ ID N°:3, SEQ ID N°:5, ou SEQ ID N°: 195.
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Sao aqui ensinados promotores derivados de plantas capazes
de controlar a expressao de polipéptidos de plantas. Geralmente,
serdo utilizados promotores obtidos a partir de espécies de
plantas dicotileddneas quando é seleccionada uma planta
dicotiledénea, de acordo com o exposto, enquanto que sera
utilizado um promotor de planta monocotileddénea quando é
seleccionada uma espécie de planta monocotileddnea. Promotores
constitutivos que incluem, por exemplo, o promotor 35S do virus
do mosaico da couve-flor (CaMV) (Rothstein et al., 1987, Gene
53: 153-161), o promotor da actina do arroz (McElroy et al,
1990, Plant Cell 2: 163-171; Patente US 6429357), um promotor da
ubiquitina, tal como o promotor da ubiquitina de milho (Patentes
US 5879903; 5273894) e o promotor da ubiquitina da salsa
(Kawalleck, P. et al, 1993, Plant Mol. Biol. 21:673-684 sao aqui

descritos.

O promotor que € utilizado no método da presente invencgao é
um promotor que resulta na expressao preferencial de um
polipéptido da insulina em tecido de semente. “Promotores
preferido das sementes”, neste contexto, sdao promotores qgue
controlam a expressdao de uma proteina recombinante (i. e.,
insulina) de modo a que, de um modo preferido, pelo menos, 80%
da quantidade total de proteina recombinante presente na planta
madura esteja presente na semente. De um modo mais preferido,
pelo menos, 90% da guantidade total de proteina recombinante
presente na planta madura estd presente na semente. De um modo
muito preferido, pelo menos, 95% da quantidade total de proteina
recombinante presente na planta madura estd presente na semente.
Promotores preferidos das sementes gue podem ser wutilizados
neste contexto incluem, por exemplo, o promotor da faseolina de
feijao (Sengupta-Gopalan et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci.

USA 82: 3320-3324); o promotor da oleosina de Arabidopsis de 18
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kDa (Patente US 5 792922) ou o promotor da oleosina de 1linho
(documento WO 01/16340); o promotor da proteina de armazenamento
da semente do tipo linho (linina) (documento WO 01/16340); o
promotor da proteina de armazenamento de 2S de linho (documento
WO 01/16340); um promotor de endosperma preferido, tal como o
promotor Amy32b (Rogers e Milliman, J. Biol. Chem., 1984, 259:
12234-12240, o promotor Amyb6-4 (Kursheed e Rogers, J. Biol.
Chem., 1988, 263: 18953-18960 ou o promotor Aleurain (Whittier
et al., 1987, Nucleic Acids Res., 15: 2515-2535) ou o promotor
arcelino de feijao (Jaeger GD, et al., 2002, Nat. Biotechnol.
Dez; 20:1265-8). Sao constantemente detectados novos promotores
Uteis em varias plantas. Numerosos exemplos de promotores de
planta podem ser encontrados em Ohamuro et al. (Biochem. of

Plnts., 1989,15: 1-82).

Podem ser aqui utilizados determinados elementos genéticos
capazes de aumentar a expressdo de um polipéptido da insulina.
Estes elementos incluem as sequéncias lider nao traduzidas de
certos virus, tais como a sequéncia lider AMV (Jobling e Gehrke,
1987, Nature, 325: 622-625) e o intrao associado ao promotor da
ubigquitina de milho (Patente US 5504200). Geralmente, a
sequéncia de 4dcido nucleico quimérica serd preparada de modo a
que elementos genéticos capazes de aumentar a expressao sejam
localizados a 5’ da sequéncia de 4&cido nucleico codificando um

polipéptido da insulina.

De acordo com a presente invencdo, as sequéncias de &cido
nucleico quiméricas compreendendo um promotor capaz de controlar
a expressdo em sementes de plantas ligadas a uma sequéncia de
dcido nucleico codificando um polipéptido da insulina podem ser
integradas num vector de expressao recombinante gue assegura a

boa expressao no &éleo de semente. Um vector de expressao
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recombinante compreendendo na direccado 5’ para 3’ da transcricéo

como componentes ligados operacionalmente:

(i) uma sequéncia de &cido nucleico capaz de controlar a

expressao em células vegetais da semente; e

(i) uma sequéncia de Adcido nucleico codificando um
polipéptido da insulina; em que o vector de expressao é
adequado para a expressadao numa célula de semente é aqui

abordada.

O termo “adequado para expressao numa célula de semente”
significa que o vector de expressao recombinante compreende a
sequéncia de 4&cido nucleico quimérica da presente invencao
ligada a elementos genéticos necessarios para alcancar a
expressao numa célula de semente. Elementos genéticos que podem
ser incluidos no vector de expressao neste contexto, incluem uma
regido de terminacdo de transcrigdo, uma ou mais sequéncias de
dcido nucleico codificando genes marcadores, uma ou mais origens
de replicacéo e semelhantes. Em formas de realizacdo preferidas,
o vector de expressadao compreende ainda elementos genéticos
necessarios para a integracdo do vector ou uma porcao deste no
genoma nuclear da célula vegetal, por exemplo as sequéncias de
fronteira a esquerda e direita de ADN-T que facilitam a
integragao no genoma nuclear da planta em formas de realizagao
da invencdao nas quails as células vegetalis sao transformadas

utilizando Agrobacterium.

Como aqui mencionado anteriormente, o vector de expressao
recombinante compreende geralmente um terminador de transcricgéao
que, para além de servir como um sinal para a terminagao da

transcrigdo ainda pode servir como um elemento protector capaz
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de prolongar a semi-vida do ARNm (Guarneros et al., 1982, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 79: 238-242). O terminador de transcricao
tem geralmente desde cerca de 200 nucledétidos até cerca de
1000 nucledétidos e o vector de expressadao & preparado de modo a
que o terminador de transcricdo esteja localizado a 3’ da
sequéncia de &acido nucleico codificando insulina. As sequéncias
de terminacdo que podem ser aqui utilizadas incluem, ©por
exemplo, a regido de terminacdo da nopalina (Bevan et al., 1983,
Nucl. Acids. Res., 11: 369-385), o terminador da faseolina (van
der Geest et al., 1994, Plant J. 6: 413-423), o terminador da
arcelina ((Jaeger GD, et al., 2002, Nat. Biotechnol. Dez;
20:1265-8)), o terminador para os genes da sintase da octopina
de Agrobacterium tumefaciens ou outros elementos de
funcionamento semelhante. 0Os terminadores de transcricdao podem
ser obtidos como descrito por An (An, 1987, Methods in Enzym.

153: 292).

De acordo com a presente invencao, o vector de expressao
pode conter ainda um gene marcador. Genes marcadores que podem
ser utilizados de acordo com a presente invencadao incluem todos
0s genes que permitem a distingdo de células transformadas de
células nao transformadas, incluindo todos o0s genes marcadores
selecciondveis e rastredveis. Um gene marcador pode ser um
marcador de resisténcia, tal como um marcador de resisténcia a
antibidtico contra, por exemplo, canamicina (Patente
Uus 6174724), ampicilina, G418, bleomicina, higromicina que
permite a selecgao de wuma caracteristica através de meios
gquimicos ou um marcador de tolerédncia contra um agente quimico,
tal como a manose de acgucar normalmente fitotdxico (Negrotto
et al., 2000, Plant Cell Rep. 19: 798-803). Outros marcadores
convenientes que podem ser aqui utilizados incluem marcadores

capazes de conferir resisténcia contra herbicidas, tais como
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glifosato (Patentes Us 4940935; 5188642), fosfinotricina
(Patente US 5879903) ou sulfonilureias (Patente US 633437). os
marcadores de resisténcia, quando ligados em intima proximidade
com a sequéncia de &cido nucleico codificando um polipéptido da
insulina, podem ser utilizados para manter a pressao de seleccao
numa populacao de células vegetails ou plantas gue nao perderam a
sequéncia de 4dcido nucleico codificando um polipéptido da
insulina. Marcadores rastredveis que podem ser empregues para
identificar transformantes através de inspeccdo visual incluem
R-glucuronidase (GUS) (Patentes US 5268463 e 5599670) e proteina
verde fluorescente (GFP) (Niedz et al., 1995, Plant Cell Rep.,
14: 403).

Vectores recombinantes adequados para a introducao de
sequéncias de 4dcido nucleico em plantas incluem vectores
baseados em Agrobacterium e Rhizobium, tais como os plasmideos
Ti e Ri, incluindo por exemplo pBIN19 (Bevan, Nucl. Acid. Res.,
1984, 22: 8711-8721), pGKB5 (Bouchez et al., 1993, C R Acad.
Sci. Paris, Life Sciences, 316:1188-1193), a série pCGN de
vectores bindrios (McBride e Summerfelt, 1990, Plant Mol. Biol.,
14:269-276) e outros vectores Dbindrios (e. 9., Patente

US 4940838) .

Os vectores de expressao recombinante, sequéncias de 4acido
nucleico e sequéncias de 4acido nucleico quiméricas da presente
invencao podem ser preparadas de acordo com metodologias bem
conhecidas dos especialistas na técnica da biologia molecular.
Essa preparacgao envolverd tipicamente a espécie bacteriana
Escherichia coli como um hospedeiro de clonagem intermédio. A
preparacao dos vectores de E. coli, bem como os vectores de
transformagdo de plantas pode ser realizada utilizando técnicas

comuns conhecidas, tais como digestdao de vrestricao, ligacao,
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electroforese em gel, sequenciacdao de ADN, Reaccao da Polimerase
em Cadeia (PCR) e outras metodologias. Estas metodologias
permitem a ligacao de sequéncias de acido nucleico e
polipéptidos 4&s quais a presente invencdo se refere. Esta
disponivel uma vasta variedade de vectores de clonagem para
realizar o0s passos necessarios para preparar um vector de
expressao recombinante. Entre os vectores com um Sistema
funcional de replicagcdo em E. coli, estdao vectores, tais como
PBR322, o0s vectores da série pUC, os vectores da série M13mp,
pBluescript etc. Tipicamente, estes vectores de clonagem contém
um marcador dgue permite a seleccgdo das células transformadas.
Podem ser introduzidas sequéncias de 4&cido nucleico nestes
vectores e o0s vectores podem ser introduzidos em E. colil
cultivada num meio apropriado. Os vectores de expressao
recombinante podem ser rapidamente recuperados das células apds
recolha e lise das células. Além disso, podem ser encontradas
informacgdes gerais em relacao a preparacao de vectores
recombinantes em, por exemplo: Sambrook et al., Molecular
Cloning, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1989, Vol.3.

Preparagdo de plantas compreendendo sementes capazes de

expressar insulina

De acordo com a presente invencao, a sequéncia de Aacido
nucleico quimérica € introduzida numa célula vegetal e as
células sao cultivadas até ficarem plantas maduras capazes de
produzir semente, em que a semente expressa um polipéptido da

insulina.
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De acordo com o exposto, qualgquer espécie de planta ou
célula vegetal pode ser seleccionada. Células particulares aqui
utilizada dincluem células que se podem obter a partir de
Arabidopsis thaliana, castanha do Pard (Betholettia excelsa);
carrapateira (Riccinus communis) ; coco (Cocus nucifera);
coentros (Coriandrum sativum); algodaoc (Gossypium spp.); de
amendoim (Arachis Hypogaea); Jjojoba (Simmondsia chinensis);
linho/linhaca (Linum usitatissimum); milho (Zea mays); mostarda
(Brassica spp. e Sinapis alba); palmeira dendem (Elaeis
guineensis); oliveira (Olea eurpaea); colza (Brassica spp.);
arroz (Oryza sativa); acafroa (Carthamus tinctorius); soja
(Glycine max) ; abdébora-menina (Cucurbita maxima) ; cevada
(Hordeum vulgare); trigo (Traeticum aestivum); e (girassol

(Helianthus annuus).

De acordo com o exposto numa forma de realizacao preferida
sdao utilizadas espécies de plantas ou células vegetais de
plantas oleaginosas. As plantas oleaginosas que podem ser aqui
utilizadas incluem amendoim (Arachis hypogaea) ; mostarda
(Brassica spp. e Sinapis alba); colza (Brassica spp.); grao-de-
bico (Cicer arietinum); soja (Glycine max); algodao (Gossypium
hirsutum); girassol (Helianthus annuus) ; lentilha (Lens
culinaris); linho/linhaca (Linum usitatissimum); trevo branco
(Trifolium repens); oliveira (Olea eurpaea); palmeira dendem
(Elaeis guineensis); acafroa (Carthamus tinctorius) e faveta de

Beja (Vicia narbonensis).
De acordo com O exposto, numa forma de realizacao

particularmente preferida ¢é wutilizada acafroa, Arabidopsis ou

linhaca.
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Metodologias para introduzir vectores de expressao
recombinante vegetais numa célula vegetal, também aqui referidas
como “transformacao”, sao bem conhecidas na técnica e
tipicamente variam dependendo da célula vegetal que é
seleccionada. Técnicas gerais para introduzir vectores de
expressao recombinante em células incluem, electroporacgao;
técnicas mediadas quimicamente, por exemplo, incorporacao de
dcido nucleico mediado por CaCl,; bombardeamento de particulas
(biolistica); a wutilizacdo de sequéncias de 4&cido nucleico
naturalmente infecciosas, por exemplo, sequéncias de 4acido
nucleico derivadas de virus ou sequéncias derivadas de
Agrobacterium ou Rhizobium, incorporacdo de &acido nucleico
mediada por polietilenoglicol (PEG), microinjecgao e a

utilizacao de palhetas de carboneto de silicio.

Em formas de realizacao preferidas, ¢é seleccionada uma
metodologia de transformacdo que 1ird permitir a integracao da
sequéncia de 4&cido nucleico quimérica no genoma da célula
vegetal e de um modo preferido o genoma nuclear da célula
vegetal. De acordo com 0 exposto, isto é considerado
particularmente desejdvel na medida em que a utilizacdo dessa
metodologia resultard na transferéncia da sequéncia de é&acido
nucleico quimérica para as plantas de progenia apds reproducgao
sexual. Métodos de transformacado que podem ser utilizados a este
respeito, incluem biolistica e métodos mediados por

Agrobacterium.

Metodologias de transformacado para a espécie de plantas
dicotileddédneas sao bem conhecidas. Geralmente, a transformacéo
mediada por Agrobacterium é utilizada devido a sua eficiéncia,
assim como a sensibilidade geral por parte de muitas, senao

todas, as espécies de plantas dicotileddéneas. A transformacao
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com Agrobacterium envolve geralmente a transferéncia de um
vector bindrio, tais como um dos vectores Dbindrios aqui
mencionados anteriormente, compreendendo a sequéncia de 4acido
nucleico gquimérica da presente invencao a partir de E. coli para
uma estirpe de Agrobacterium adequada (e. g. EHA101 e LBA4404)
através de, por exemplo, emparelhamento triparental com uma
estirpe de E. coli comportando o vector bindrio recombinante e
uma estirpe de E. coli comportando um plasmideo auxiliar capaz
de mobilizar o vector bindrio para a estirpe de Agrobacterium
alvo, ou por transformacdo de ADN da estirpe de Agrobacterium
(Hofgen et al., Nucl. Acids Res., 1988, 16:9877). Outras
técnicas que podem ser utilizadas para transformar células
vegetais de dicotileddénea, incluem biolistica (Sanford, 1988,
Trends 1in Biotechn. 6:299-302); electroporacao (Fromm et al.,
1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 82:5824-5828); incorporacao
de ADN mediada por PEG (Potrykus et al., 1985, Mol. Gen.
Genetics, 199:169-177); microinjeccdo (Reich et al., Bio/Techn.,
1986, 4:1001-1004); e palhetas de carboneto de silicio (Kaeppler
et al., 1990, Plant Cell Rep., 9:415-418) ou em transformacao de
plantas utilizando, por exemplo, uma metodologia de gotejamento

em flores (Clough e Bent, 1998, Plant J., 16:735-743).

A espécie de plantas monocotileddneas pode ser transformada
utilizando uma variedade de metodologias incluindo
bombardeamento de particulas (Christou et al., 1991, Biotechn.
9:957-962; Weeks et al., Plant Physiol., 1993, 102:1077-1084;
Gordon-Kamm et al., Plant Cell, 1990, 2:5603-618); incorporacéao
de AND mediada por PEG (Patentes Europeias 0292435; 0392225) ou
transformagcao mediada por Agrobacterium (Goto-Fumiyuki et al.,

1999, Nature-Biotech. 17:282-286).
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A metodologia de transformacado da planta exacta pode variar
em certa medida dependendo da espécie vegetal e o tipo de célula
vegetal (e. g., tipos celulares derivados de plantas derivadas
de sementes, tais como hipocdétilos e cotilédones ou tecido
embriondrio) que é seleccionado como a célula alvo para
transformagdo. Como aqui mencionado anteriormente numa forma de
realizagdo particularmente preferida ¢é utilizada acafroa,
Arabidopsis ou linho. Uma metodologia para obter transformantes
de acafroa estd disponivel em Baker e Dyer (Plant Cell Rep.,
199¢, 16:106-110) . Podem ser encontrados protocolos de
transformacao especifica de espécies de plantas adicionais em:
Biotechnology in Agriculture and Forestry 46: Transgenic Crops I
(Y.P.S. Bajaj ed.), Springer-Verlag, ©Nova Iorque (1999) e
Biotechnology in Agriculture and Forestry 47: Transgenic Crops

IT (Y.P.S. Bajaj ed.), Springer-Verlag, Nova Iorque (2001).

Apds transformacdo, as células vegetais sdo cultivadas e
ap6és a emergéncia de tecido em diferenciacgdo, tais como rebentos
e raizes, sdo regeneradas plantas maduras. Tipicamente, &
regenerada uma pluralidade de plantas. Metodologias para
regenerar plantas sado geralmente dependentes da espécie de
planta e do tipo de célula e serdao bem conhecidos dos
especialistas na técnica. Informacdao adicional em relacgdo a
cultura de tecidos vegetails pode ser encontrada em, por exemplo:
Plant Cell and Tissue Culture, 1994, Vasil e Thorpe Eds., Kluwer
Academic Publishers; e em: Plant Cell Culture Protocols (Methods

in Molecular Biology 111), 1999, Hall Eds, Humana Press.

Num aspecto, a presente invencdo proporciona um método de
recuperacao de sementes de plantas compreendendo insulina.
Consequentemente, a presente invengao proporciona um método para

obter sementes de plantas compreendendo insulina, compreendendo:
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(a) proporcionar uma construcdo de &dcido nucleico quimérica
compreendendo na direccao 5’ para 3’ da transcrigado como

componentes ligados operacionalmente:

(1) uma sequéncia de &cido nucleico que compreende um

promotor preferido das sementes;

(ii) uma sequéncia de &cido nucleico codificando um

polipéptido da insulina; e

(iii) uma sequéncia de 4acido nucleico codificando um
polipéptido que € capaz de reter um polipéptido da
insulina no reticulo endopldasmico (ER) ou numa

vesicula de armazenamento derivada de ER.

(b) introduzir a construcdo de 4&cido nucleico qguimérica

numa célula vegetal;

(c) cultivar a célula vegetal até ficar uma planta madura

capaz de produzir semente; e

(d) obter sementes da referida planta em que a semente
compreende insulina, em que o referido polipéptido da
insulina se acumula no reticulo endopldsmico (ER) ou numa
vesicula de armazenamento derivada de ER e em qgue, pelo
menos, 0,1% da proteina total de semente presente na

semente é insulina.

Em formas de realizacgéao preferidas, é obtida uma
pluralidade de plantas transformadas, cultivadas e rastreadas,

para a presenga da sequéncia de &cido nucleico quimérica
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desejada, cuja presenca em transformantes putativos podem ser
testados por, por exemplo, cultivo num meio selectivo, quando
sdo utilizados marcadores de resisténcia a herbicida, por
aplicacdo directa do herbicida na planta ou por transferéncia de
Southern. Se a presenca da sequéncia de &dcido nucleico guimérica
¢ detectada, as plantas transformadas podem ser seleccionadas
para criar progenia e por ultimo plantas maduras compreendendo
uma pluralidade de sementes compreendendo a sequéncia de 4acido
nucleico quimérica desejada. Essas sementes podem ser utilizadas
para isolar insulina ou podem ser plantadas para criar duas ou
mais geracgdes subsequentes. Serd geralmente desejavel plantar
uma pluralidade de sementes transgénicas para obter uma
populacdo de plantas transgénicas, cada uma compreendendo
sementes compreendendo uma sequéncia de acido nucleico guimérica
codificando insulina. Além disso, serd geralmente desejavel
assegurar a homozigosidade nas plantas para assegurar a
continuacdo da heranca do polipéptido recombinante. Métodos para
seleccionar ©plantas homozigdéticas sdo bem conhecidos dos
especialistas na técnica. Métodos para obter plantas
homozigdticas que podem ser utilizadas incluem a preparacao e
transformacao de células hapldéides ou tecidos seguidos pela
regeneracao de plantulas hapldides e a conversado subsequente em
plantas dipldides, por exemplo, pelo tratamento com colchina ou
outros agentes de rebentamento de microtubulos. As plantas podem
ser cultivadas de acordo com préaticas agricolas em todo o resto

convencionais.

Noutro aspecto, a presente 1invencao também proporciona
plantas capazes de estabelecer sementes qgue expressam insulina.
Numa forma de realizacao preferida da invencao, € proporcionada
uma planta capaz de produzir sementes compreendendo uma

sequéncia de 4&dcido nucleico quimérica compreendendo na direccao
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5’ para 3’ da transcricéo:

(a) uma primeira sequéncia de &cido nucleico que compreende
um promotor preferido das sementes ligado operacionalmente

a7

(b) uma segunda sequéncia de acido nucleico codificando um

polipéptido da insulina; e

(c) uma sequéncia de Acido nucleico codificando um
polipéptido que é capaz de reter um polipéptido da insulina
no reticulo endoplédsmico (ER) ou numa vesicula de
armazenamento derivada de ER, em qgue a semente contém
insulina, em que o referido polipéptido da insulina se
acumula no reticulo endoplédsmico (ER) ou na vesicula de
armazenamento derivada de ER e em que, pelo menos, 0,1% da

proteina soluvel total presente na semente € insulina.

Numa forma de realizacdo preferida a sequéncia de 4&cido
nucleico quimérica é integrada estavelmente no genoma nuclear da

planta.

Ainda noutro aspecto, a presente invencdo proporciona
sementes de plantas expressando insulina. Numa forma de
realizagao preferida da invencao, € proporcionada uma semente de
planta compreendendo uma sequéncia de &acido nucleico quimérica,

compreendendo na direcc¢ao 5’ para 3’ da transcricgéo:

(a) uma primeira sequéncia de &cido nucleico que compreende
um promotor preferido das sementes ligadas operacionalmente

a7
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(b) uma segunda sequéncia de acido nucleico codificando um

polipéptido da insulina; e

(c) uma sequéncia de Acido nucleico codificando um
polipéptido que é capaz de reter um polipéptido da insulina
no reticulo endoplédsmico (ER) ou numa vesicula de

armazenamento derivada de ER.

De acordo com a presente invencao, é obtida uma semente na
qual, de um modo preferido, pelo menos, 0,1% da proteina soluvel
total ©presente na semente ¢é insulina. Noutras formas de
realizacgdo preferidas da presente invencdo, ¢é obtida uma semente
na qual, pelo menos, 0,2%, 0,3%, 0,5% ou 1,0% da proteina
soluvel total presente na semente ¢ insulina. Um polipéptido da
insulina pode estar presente numa variedade de diferentes tipos
de células da semente incluindo, por exemplo, os hipocdétilos e o
eixo embriondrio, incluindo nas raizes embriondrias e nas folhas
embriondrias e no caso de espécies de plantas monocotileddneas,
incluindo cereais e milho, sao utilizados no tecido do

endosperma.

Preparagdo de insulina das sementes das plantas

Uma vez obtidas as sementes de plantas, a proteina da
insulina pode ser purificada a partir da semente utilizando
quaisquer metodologias de purificacdo de proteina conhecidas na
técnica. Consequentemente, um método de purificacdo de insulina

a partir das sementes de plantas, em que o método compreende:

(a) proporcionar uma construcgdo de &acido nucleico quimérica

compreendendo na direccao 5’ para 3’ da transcrigado como
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componentes ligados operacionalmente:

(i) uma sequéncia de &cido nucleico capaz de controlar

a expressao em células vegetais da semente; e

(ii) uma sequéncia de 4acido nucleico codificando um

polipéptido da insulina;

(b) introduzir a construgdo de 4&cido nucleico qguimérica

numa célula vegetal;

(c) cultivar a célula vegetal até ficar uma planta madura
capaz de produzir semente em gque a semente expressa

insulina;

(d) obter semente expressando insulina; e

(e) purificar a referida insulina a partir da semente, é

aqui ensinado.

As sementes de plantas podem ser moidas utilizando qualquer
processo de trituracao resultando num rebentamento substancial
da membrana celular da semente e das paredes celulares. Podem
ser utilizadas quer condig¢des secas ou humidas para a moagem
(Patente US3 971856; Lawhon et al., 1977, J. Am. 0Oil Chem. Soc.,
63:533-534). Equipamento de moagem adequado neste contexto
inclui moinhos coldides, moinhos de disco, moinhos IKA,
homogeneizadores de escala industrial e semelhantes. A seleccgéo
do equipamento de moagem dependerd do tipo de semente e das
necessidades de processamento. Contaminantes de semente sélidos,
talis como cascas de sementes, materiais fibrosos, hidratos de

carbono nao dissolvidos, proteinas e outros contaminantes
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insoluveis em &gua podem ser removidos da fraccdo da semente
utilizando por exemplo metodologias com base na exclusao por
tamanho, tal como filtracao ou processos a base de
gravitacional, tal como centrifugacao. Em formas de realizacao
preferidas, ¢é evitada a wutilizacdo de solventes orgénicos
normalmente utilizados na extraccdao oleosa, tais como hexano, é
evitada porque esses solventes podem destruir um polipéptido da
insulina. A insulina substancialmente pura pode ser recuperada
da semente utilizando uma variedade de metodologias de
purificacgao adicionais, tal como técnicas a base de
centrifugacdo; metodologias a base de exclusdao por tamanho,
incluindo, por exemplo, ultrafiltracao por membrana e
ultrafiltracdo de fluxo cruzado; e técnicas cromatograficas,
incluindo, por exemplo, cromatografia de permuta idénica,
cromatografia de exclusao de tamanho, cromatografia de
afinidade, cromatografia ligquida de elevado desempenho (HPLC),
cromatografia liquida de proteina rapida (FPLC), cromatografia
de interaccdo hidrofébica e semelhantes. Geralmente, uma
combinagdo dessas técnicas serd utilizada para obter insulina

substancialmente pura.

Numa forma de realizacao particularmente preferida da
presente invengdo, um polipéptido da insulina ¢é isolado dos
contaminantes da semente colocando em contacto um polipéptido da
insulina com corpos oleosos. Este método € considerado como
sendo particularmente vantajoso, na medida em que permite a
remogao de contaminantes da semente incluindo ©proteinas da
semente de um modo particularmente eficaz e nao dispendioso.
Como aqui mencionado anteriormente, esse contacto de um
polipéptido da insulina com os corpos oleosos pode ser alcancgado
ligando um polipéptido da insulina com uma proteina de corpo

oleoso ou ligando um polipéptido da insulina a um polipéptido
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com afinidade para um corpo oleoso, tal como um anticorpo de
cadeia simples com afinidade para um corpo oleoso. Nesta ultima
forma de realizacdo, o polipéptido da insulina serd sequestrado
na célula nos corpos oleosos e, desse modo, co-purificado com os
corpos oleosos. Na forma de realizagdo anterior, apds ser
expresso num compartimento intracelular encerrado numa membrana,
tal como o ER, um polipéptido da insulina estarada associado com o
corpo oleoso apds rebentamento das células da semente durante o
processo de trituracdo. Um processo para 1isolar o0s cCorpos

oleosos é descrito na Patente US 650554.

Podem ser preparadas formulacgdes farmacéuticas de insulina
a partir da insulina purificada e essas formulagdes podem ser
utilizadas para tratar a diabetes. Geralmente, a insulina
purificada serda misturada com um veiculo farmaceuticamente
aceitdvel ou diluente em quantidades suficientes para exercer um
efeito terapeuticamente 0Gtil na auséncia de efeitos colaterais
indesejdveis no doente tratado. Para formular uma composicdo de
insulina, a fracgdo em peso da insulina é dissolvida, suspensa,
dispersa ou, de outra forma, misturada num veiculo ou diluente
seleccionado a uma concentracao eficaz, tal gque o estado a ser
tratado seja melhorado. As formulagdes de insulina farmacéuticas
sao, de um modo preferido, formuladas para administracao de
dosagem unica. Doses terapeuticamente eficazes para a
distribuicdo parentérica de insulina humana sao bem conhecidas
na técnica. Quando sdo utilizados andlogos da insulina ou séo
utilizados outros modos de distribuicdo, podem ser rapidamente
determinadas empiricamente doses terapeuticamente eficazes pelos
especialistas na técnica utilizando  protocolos de teste
conhecidos ou por extrapolacao de resultados dos testes in vivo
ou in vitro. Deve ser entendido, todavia, que as concentragdes e

dosagens podem variar de acordo com a gravidade do estado a ser
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aliviado. E ainda entendido gque, ©para um dado individuo
particular, podem ser ajustados regimes de dosagem especificos
ao longo do tempo, de acordo com a avaliacdo individual da
pessoa que administra ou supervisiona a administracao das

formulacdes.

Solugdes ou suspensdes farmacéuticas podem incluir, por
exemplo, um diluente estéril, tais como, por exemplo, Aagua,
lactose, sacarose, fosfato de dicdlcio ou carboximetilcelulose.
Veiculos que podem ser utilizados incluem &agua, solugdo de soro
fisiolégico, dextrose aquosa, glicerol, glicdis, etanol e
semelhantes, para desse modo formar uma solucao ou suspensao. Se
desejado, as composicgdes farmacéuticas podem também conter
substéncias auxiliares nao toéxicas, tal Como agentes
humidificantes; agentes emulsificantes; agentes solubilizantes;
agentes antimicrobianos, tal como alcool benzilico e
metilparabenos; antioxidantes, tals como Adcido ascdrbico e
bissulfito de sdédio; agentes quelantes, tais como &cido
etilenodiaminotetra—-acético (EDTA); agentes de tamponamento de
PH, tais como tampdes de acetato, citrato ou fosfato; e as suas

combinacdes.

A  formulacdo final de uma preparacdo de insulina ira
geralmente depender do modo de distribuicdo da insulina. A
insulina preparada de acordo com a presente invencado pode ser
distribuida de qualquer modo desejado; todavia as formas de
distribuicao parentérica, oral, pulmonar, Dbucal e nasal sao
considerados os modos de distribuicdo de mais provavel
utilizacgdo. As preparagdes parentéricas podem ser inseridas em
ampolas, seringas descartaveis ou frasquinhos de dose tunica ou
multipla, feitos de wvidro, plastico ou outros materiais

igualmente adequados.
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Exemplos

Os exemplos seguintes sado apresentados a titulo ilustrativo

e nao para limitacéo.

Exemglo 1

Preparagdo de uma proteina de insulina expressa como uma
proteina de fusdo de Mini-Insulina (MI) com um pré-péptido de

tripsina clivavel.

Construgdo de pSBS4404: proteina de fusdo PRS-D9scFv-
Klip27-MI-KDEL

Uma das proteinas de fusdo estudadas comeca com a sequéncia
relacionada com o patogénio do tabaco (PRS) (Sijmons et al.,
1990, Bio/technology, 8:217-221) qgue serviu como o péptido sinal
para direccionar a expressao do ER de um modo co-tradugao.
Imediatamente a Jjusante estava uma sequéncia codificando para um
anticorpo Fv de cadeia unica (scFv) com afinidade especifica
para a espécie contra a oleosina de 18 kDa de Arabidopsis
thaliana denominado D9scFv, seguido por um proé-péptido de
tripsina clivavel (KLIP27) derivado do prd-péptido TA57 de
levedura (Kjeldsen et al., 2001, Biotechnology and Genetic
Engeneering Reviews 18:89-121). Isto foi seguido por
mini insulina (MI) descrita por Kjeldsen et al. (2001) com a
adigcdo de um sinal de retencdo em ER KDEL na extremidade do

terminal C do polipéptido.

A estrutura deste plasmideo pSBS4055 foi baseada no vector

bindrio da planta, pPZP200, descrito por Hajdukiewicz et al.
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(Plant Molecular Biology, 1994, 25:989-994). No lugar do sitio
de clonagem multiplo descrito, foi inserido um gene pat dque
confere resisténcia a fosfinotricina & ©planta hospedeira
(Wohlleben et al., 1988, Gene 70:25-37)) controlado pelo
promotor/terminador da ubiquitina de  Petroselinum crispum
(Kawalleck et al., 1993, Plant. Mol. Bio., 21:673-684), entre as
sequéncias de fronteira esquerda e direita. Adicionalmente a
esta cassete, foi sub-clonado o promotor/terminador da
R-faseolina de Phaseolus vulgaris (Slightom et al., 1983, Proc.
Natl. Acad. Sc. USA 80:1897-1901) controlando o PRS. Foi
utilizada PCR convencional (Horton et al., 1989, Gene 77:61-68)
para fundir a sequéncia codificando PRS sintética com sitios de
endonuclease de restricdo Sphl/HindIII ligados a extremidade 3’
do promotor da faseolina para produzir pSBS4011. Foi criada uma
sequéncia de insercdo SphI-D9scFv-XhoI, Swal, HindIII por
amplificacdo por PCR de um clone de ADNc D9scFv (Sean Hemmingsen
lab, nao publicado) com os iniciadores 1325 (GCATGCTGACATTG
TGATGACACAGTC) - SEQ ID N°:175 e 1326 (AAGCTTGCATTTAAATACTCGAGA
CTGTGAGAGTGGTGCCTTG) - SEQ ID N°:176. A ligacadao subsequente
deste fragmento nos sitios SphI/HindIII de pSBS4011 resultou no
plasmideo pSBS4055.

A sequéncia Klip27-MI foi sintetizada a partir de quatro
oligonucleétidos parcialmente sobreponiveis que incorporaram a
utilizagcdo de codbes de Arabidopsis thaliana para aumentar o
sucesso da traducdo eficiente num sistema de expressdo a base de
plantas. 0Os oligonucledétidos 1324 (GAAGAAGGAGAGCCTAAGTTTGTTAATCA
ACATCTTTGTGGATCTCATCTTGTTGAGGCTCTCTACCTTG) - SEQ ID N°:177 e
1323 (CCTTAGGAGTGTAGAAAAATCCTCTTITCTCCACACACAAGGTAGAGAGCCTCAACA)
- SEQ ID N°:178 foram emparelhadas na sua sobreposicao
complementar de 20 nucledétidos e estendidas para formar a

extremidade 5’ da fusdo Klip27-MI enguanto gue o mesmo foi
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realizado com os oligonucledtidos 1322 (CTAAGGCTGCTAAGGGARAATTG) -
SEQ ID N°:179 e 1321 (AAGCTTCAGTITGCAATAGTTCTCCAATTGGTAAAGTGAGCA
AATAGAAGTGCAACATTGTTCAACAATTCCCTTAGCAGCCTT) - SEQ ID N°:180 para
formar a extremidade 3’. As duas metades foram ligadas apds
digestdo de restricdo com Bsu36I, para produzir a sequéncia
codificante total Klip27-MI. A PCR desta fusdo de genes
utilizando os iniciadores 1364 (CTCGAGTCAACCAATTGATGACACTGAATC)
- SEQ ID N°:181 e 1334 (AAGCTTCAAAGTTCATCCTTGTTGCAATAGTTCTCCAATT
G) - SEQ ID N°:182 ligadas ao sitio de clivagem da endonuclease
de restricdao 5’ Xhol e a sequéncia de ADN de KDEL em 3’ mais o
sitio de <clivagem de HindIII para ligagao subsequente em
PSBS4055 cortado com XhoI/HindIII. O resultado foi o plasmideo
PSBS4404: uma sequéncia de ADN codificando a proteina de fusao
PRS-D9scFv-K1lip27-MI-KDEL sendo colocada num vector bindrio sob
o controlo de expressdo do promotor/terminador da faseolina. O
promotor da faseolina controla a expressao especifica temporal e
especifica para o tecido do transgene durante o desenvolvimento
da semente. A sequéncia de acido nucleico completa (SEQ ID N°:1)
e a sequéncia de aminocdcidos (SEQ ID N°:2) da proteina de fuséo
de insulina 4404 (PRS-D9ScFv-Klip27-MIKDEL) sao apresentadas na

Figura 1.

Construcgédo de PSBS4405: proteina de fusao
OLEO-K1ip8-K1lip27-MI

A segunda proteina de fusado estudada comegou com a oleosina
de 18 kDa de Arabidopsis thaliana seguida em grelha por um
pré-péptido de qguimosina clivéavel (Kl1ip8) - SEQ ID N°:175.
Imediatamente a jusante estava uma sequéncia codificando para o
pré-péptido da tripsina clivavel (Klip27) derivado do

préo-péptido TA57 de levedura como descrito acima (Kjeldsen
56



et al., 2001, Biotechnology and Genetic Engeneering Reviews
18:89-121). Este foi fundido com mini-insulina (MI) descrita
acima (Kjeldsen et al., 2001). A expressao desta proteina de
fusdo foi direccionada para o0s corpos oleosos nascentes formados

durante o desenvolvimento do embrido.

A estrutura deste plasmideo pSBS4055 foi baseada no vector
bindrio de plantas, pPzZP200, descrito por Hajdukiewicz et al.
(Plant Molecular Biology, 1994, 25:989-994). Em vez do sitio de
clonagem multipla descrito, foi inserido um gene pat conferindo
resisténcia a fosfinotricina a planta hospedeira (Wohlleben
et al., 1988, Gene 70:25-37)) controlada pelo
promotor/terminador da ubiquitina de  Petroselinum crispum
(Kawalleck et al., 1993, Plant. Mol. Bio., 21:673-684), entre as
sequéncias de fronteira da esquerda e da direita. Adicionalmente
a esta cassete, foi subclonado o} promotor/terminador da
R-faseolina de Phaseolus vulgaris (Slightom et al., 1983, Proc.
Natl. Acad. Sc. USA 80:1897-1901) controlando a fusao da
sequéncia gendémica de oleosina de Arabidopsis de 18 kDa-KlipS8.
Foi wutilizada PCR convencional (Horton et al., 1989, Gene
77:61-68) para fundir a sequéncia do gene da oleosina-Klip8 com
sitios de endonuclease de restrigcdo XhoI/HindIII ligadas a

extremidade 3’ do promotor da faseolina para produzir pSBS4010.

A sequéncia Klip27-MI foi sintetizada a partir de quatro
oligonucledétidos parcialmente sobreponiveis que incorporaram a
utilizagcdo de codbes de Arabidopsis thaliana para aumentar o
sucesso de traducdo eficiente num sistema de expressdo a base de
plantas. 0Os oligonucledétidos 1324 (GAAGAAGGAGAGCCTAAGTTTGTTAATAC
ATCTTTGTGGATCTCATCTTGTTGAGGCTCTCTACCTTG) - SEQ ID N°:177 e
1323 (CCTTAGGAGTGTAGAAAAATCCTCTTTCTCCACACACAAGGTAGAGAGCCTCAACA)

- SEQ ID N°:178 foram emparelhados na sua sobreposicdao de
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20 nucledétidos complementar e estendidos para formar a
extremidade 5’ da fusdo Klip27-MI engquanto gque o mesmo foi
realizado com 0s oligonucledtidos
1322 (CTAAGGCTGCTAAGGGAATTG) - SEQ ID N°:179 e
1321 (AAGCTTCAGTTGCAATAGTTCTCCAATTGGTAAAGTGAGCAAATAGAAGTGCAACAT

TGTTCAACAATTCCCTTAGCAGCCTT) - SEQ ID N°:180 para formar a
extremidade 3’. As duas metades foram ligadas apds digestao de
restricdo com Bsu36I, para produzir a sequéncia codificante
completa Klip27-MI. A PCR desta fusao de genes utilizando os
iniciadores 1364 (CTCGAGTCAACCAATTGATGACACTGAATC) -
SEQ ID N°:181 e 1329 (AAGCTTCAGTTGCAATAGTTC) - SEQ ID N°:183
ligados ao sitio de clivagem da endonuclease de restricao Xhol a
57 e um sitio de clivagem HindIII a 3’, respectivamente, para
ligagdao subsequente em pSBS4010 cortado com XhoI/HindIII. O
resultado foi o plasmideo pSBS4405: uma sequéncia de ADN
codificando a proteina de fusdo 0Oleosina-Klip8-Klip27-MI estando
ligada num vector Dbindrio sob o controlo de expressado do
promotor/terminador da faseolina. O promotor da faseolina
controla a expressao especifica temporal e especifica para o
tecido do transgene durante o desenvolvimento da semente. A
sequéncia de 4acido nucleico completa SEQ ID N°:3 e a sequéncia
de aminodcido SEQ ID N°:4 da proteina de fusdao de insulina 4405

(OLEO-K1lip8-Klip27-MI) sao apresentadas na Figura 2.

Construgdo de pSBS4414: proteina de fusdo PRS-MI-ligando
tetrabasico-D9Scfv-KDEL

Outra proteina de fusdao estudada comegou com a sequéncia
relacionada com o patogénio do tabaco (PRS) (Sijmons et al.,
1990, Bio/technology, 8:217-221) que serviu como o péptido sinal

para direccionar a expressao para o ER de um modo co-traducgao.
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Imediatamente a jusante estava a sequéncia codificando
mini-insulina (MI) descrita por Kjeldsen et al. (2001) com a
excepcado de a regidao de mini-pré-péptido C (ARK - SEQ ID N°:146)
ter sido substituida com uma sequéncia do sitio B3g
treoninatetrabadsica (B30T-RRKR) (SEQ ID N°:149) de intervalo
entre as cadeias B(i_59)— e A(;_5;) da insulina humana. Isto foi,
imediatamente, seguido por uma sequéncia codificando para um
segundo ligando tetrabdsico seguido por um a anticorpo Fv de
cadeia simples (scFv) com afinidade especifica para a espécie
contra a oleosina de 18 kDa de Arabidopsis thaliana denominada
D9scFv. Na extremidade do terminal C do polipéptido estava a

adicdo de um sinal de retencdao em ER de KDEL.

A estrutura do plasmideo, pSBS4055, foi baseada no vector
bindrio da planta, pPZP200, descrito por Hajdukiewicz et al.
(Plant Molecular Biology, 1994, 25:989-994). Em vez do sitio de
clonagem multipla descrito, foi inserido um gene pat gene
conferindo resisténcia a fosfinotricina a planta hospedeira
(Wohlleben et al., 1988, Gene 70:25-37)) controlado pelo
promotor/terminador da ubiquitina de Petroselinum crispum
(Kawalleck et al., 1993, Plant. Mol. Bio., 21:673-684), entre as
sequéncias de fronteira da esquerda e da direita. Adicionalmente
a esta cassete, foi sub-clonado o promotor/terminador da
R-faseolina de Phaseolus vulgaris (Slightom et al., 1983, Proc.
Natl. Acad. Sc. USA 80:1897-1901) controlando a PRS. Foi
utilizada PCR convencional (Horton et al., 1989, Gene 77:61-68)
para fundir a sequéncia codificando PRS sintética com sitios de
endonuclease de restricdo Sphl/HindIII com a extremidade 3’ do

promotor da faseolina para produzir pSBS4011.

A sequéncia Klip27-MI foi sintetizada a partir de quatro

oligonucledétidos parcialmente sobreponiveis que incorporaram a
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utilizacdao de coddes de Arabidopsis thaliana para aumentar o
sucesso da traducdo eficiente num sistema de expressdo a base de
plantas. 0Os oligonucledtidos 1324 (GAAGAAGGAGAGCCTAAGTTTGTTAATC
AACATCTTTGTGGATCTCATCTTGTTGAGGCTCTCTACCTTG) SEQ ID N°:177 e 1323
(CCTTAGGAGTGTAGAAAAATCCTCTTTCTCCACACACAAGGTAGAGAGCCTCAACA)

SEQ ID N°:178 foram emparelhados na sua sobreposicao de
20 nucledétidos complementar e estendidos para formar a
extremidade 5’ da fusdo Klip27-MI enqgquanto gue o mesmo foi
realizado com 0s oligonucledtidos
1322 (CTAAGGCTGCTAAGGGAATTG) SEQ ID N°:179 e 1321
(AAGCTTCAGTTGCAATAGTTCTCCAATTGGTAAAGTGAGCAAATAGAAGTGCAACAT

TGTTCAACAATTCCCTTAGCAGCCTT) SEQ ID N°:180 para formar a
extremidade 3’. As duas metades foram ligadas apds a digestao de
restricdo com Bsu36I, para produzir a sequéncia codificante
Klip27-MI completa. A PCR desta fusdo de genes utilizando os
iniciadores 1363 (GCATGCCCAACCAATTGATGACACTG) SEQ ID N°:184 e
1334 (AAGCTTCAAAGTTCATCCTTGTTGCAATAGTTCTCCAATTG) SEQ ID N°:182
ligou-se a um sitio de clivagem de endonuclease de restricao
Sphl em 5’ e a sequéncia de ADN de KDEL a 3’ mais o sitio de
clivagem HindIII para subsequente ligacdao em pSBS4011 cortado
com Sphl/HindIII. O resultado foi o plasmideo pSBS4402: uma
sequéncia de ADN codificando a proteina PRS-Klip27-MI-KDEL de
fusdo sendo colocado num vector Dbindrio sob controlo de
expressdo do promotor/terminador da faseolina. O promotor da
faseolina controla a expressao especifica temporal e especifica
para o tecido do transgene durante o desenvolvimento da semente.
O vector de expressao de plantas pSBS4402, serviu como o molde
para introduzir sitios tetrabdsicos entre as cadeias B e A de

insulina e entre MI e D9 Scfv.

Um sitio tetrabdsico (B30T-RRKR) de intervalo foi colocado

entre as cadeias auténticas B(1.59)—- e A(1.51) de insulina humana
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por PCR utilizando os iniciadores 1515 (GCATGCATGCCTTTGTTAATCAAC
ATCTTTGTGG) SEQ ID N°:185 e 1518 (ACATTGTTCAACAATTCCTCTCTTTCTTCT
AGTCTTAGGAGTGTAGAAAAATCC) SEQ ID N°:186 utilizando pSBS4402 como
o molde. O fragmento de 124 pb resultante foi wutilizado em
combinagao com o iniciador 1517 (GCATAAGCTTCAAAGCTCATCCTTTGAGC)
SEQ ID N°:187 utilizando pSBS3400 como um molde. Notar gque o
PSBS3400 €& um plasmideo que contém o fragmento D9 scFv-KDEL com
um sitio de restrigcdo HindIII. Esta reacgao de PCR produziu um
produto de 955 pb que introduziu um (RRKR)-D9 Scfv-KDEL-HindIII
tetrabdsico no fragmento de 124 pb Sphl-MI. O fragmento de 955
pb foi entdao ligado e subclonado em pGEM-T (Promega) para
resultar em pPSBS3403. O fragmento SphI-MI(com prdéd-péptido C
modificado com B3 T-RRKR)-RRKR-D9 Scfv-KDEL-HindIII inteiro foi
inserido em pPSBS4402 pré-cortado (Sphl/HindIII) para criar
PSBS4414. A sequéncia de acido nucleico SEQ ID N°:5 completa e a
sequéncia de aminodcidos SEQ ID N°:6 da proteina de fusao de
insulina 4414 (PRS-MI-ligando tetrabdsico-D9Scfv-KDEL) é

apresentada na Figura 3.

Transformagdo e Cultura de E. coli recombinante e

Agrobacterium com pSBS4404, pSBS4405 ou pSBS4414.

Apds confirmar a integridade do ADNc codificando para a
proteina de fusdo por andlise de sequéncias, o0s plasmideos
PSBS4404, pSBS4405 e pSBS4414 foram transformados na estirpe de
E. coli DHba para permitir a expressdo de nivel elevado. O ADN
do plasmideo isolado (100 ng) foi misturado em gelo com 100 uL
de células competentes DHba durante 20 min. As células foram
entdo submetidas a choque térmico a 42 °C durante 45 segundos e
recolocadas em gelo durante 2 min. Depois foi adicionado 1 mL de

meio SOC e as células foram incubadas a 37 °C num agitador
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orbital a 225 rpm durante 1 h antes de plaguear as células
transformadas em placas de LB-espectinomicina (10 g/L triptona,
5 g/L extracto de levedura, 5 g/L NaCl, 15 g/L agar) e incubando
durante a noite a 37 °C. Foi utilizada uma unica coldnia para
inocular 5 mL de meio LB-espectinomicina. Estas culturas foram
cultivadas durante a noite a 37 °C. O plasmideo recombinante foi
isolado a partir de 1 mL da cultura durante a noite de acordo
com O QIAprep®Spin Miniprep Kit (Qiagen). O plasmideo isolado
foi entdo utilizado para transformar a estirpe de Agrobacterium
EH101 competente (Hood et al., 1986; J. Bacteriol. 144: 732-743)
por electroporacao (25 wuF, 2,5 kV, 200 Q). Foram plagueadas
Agrobacterium recombinante em AB-espectinomicina/canamicina (20x
sais AB, glucose a 2 M, 0,25 mg/mL de FeSO, e 7H;0, 1 M MgSOy4,
CaCl, a 1 M) e foi utilizada uma coldénia isolada para inocular
5 mL de meio AB-espectinomicina/canamicina. Estas culturas foram
cultivadas durante a noite a 28 °C. Os Agrobacterium
recombinante foram entdo utilizados para transformar plantas de
Arabidopsis thaliana pelo método de imersao da flor (Clough et
al., 1998, Plant J., 16:735-743) Arabidopsis thaliana cv. (C24)
é¢ utilizada ©para todas as experiéncias. As sementes sao
plantadas na superficie de uma mistura de solo (dois tercos de
terra Redi e um terco de perlite com um pH = 6,7) ou uma mistura
de solo de Arabidopsis fornecida por Lehle Seeds (perlite,
vermiculite, turfa, terra-verde, com um pH = 5,5) em vasos de
4 polegadas. As plantas originadas de sementes foram deixadas
crescer até um estddio de roseta de 6-8 folhas até um didmetro
de aproximadamente 2,5 cm. Os vasos sao colocados dentro de uma
cupula a 4 °C durante quatro dias para um tratamento a frio e
subsequentemente transferidos para uma sala de cultura a 24 °C
com luz constante a cerca de 150 pE e 60-70% de humidade
relativa. As plantas sdao irrigadas a 2-3 dias de intervalo e

fertilizadas semanalmente com 1% de Peters 20-19-18. Cada wvaso
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contém cinco a seis plantas. Quando as plantas atingem cerca de
2 cm em altura, os botdes primdrios sado cortados para encorajar
o crescimento de botdes secunddrios e tercidrios. 4 a 5 dias
apbés cortar os botdes primdrios, as plantas estdo prontas para
serem 1infectadas com Agrobacterium. O0Os vasos com plantas de
Arabidopsis sao invertidos para permitir que as plantas de
Arabidopsis sejam infectadas com 500 mL de uma ressuspensao numa
cultura de Agrobacterium durante a noite contendo o vector de
transformacdo da planta de interesse durante 20 segundos. E

importante que a cultura de Agrobacterium contenha sacarose a 5%

e 0,05% do tensiocactivo Silwet L-77 (Lehle Seeds). 0Os vasos sao
subsequentemente cobertos com uma cupula de pléastico

transparente durante 24 horas para manter a humidade mais
elevada. As plantas sao deixadas a cultivar até a maturidade e é
recolhida uma mistura de sementes, nao transformadas e
transformadas. Para seleccadao de linhas transgénicas, as sementes
transformadas putativas sdo esterilizadas numa lavagem rapida de
70% etanol, depois uma lixivia comercial a 20% durante 15 min e
depois passadas pelo menos quatro vezes por ddH;O0. Cerca de
1000 sementes esterilizadas sao misturadas com 0,6% de top agar
fundido e espalhadas uniformemente numa placa MS com metade da
concentracao (Murashige e Skoog, 1962, Physiologia Plantarum 15:
473-497) contendo 0,3% de sacarose e 80 uM do herbicida
fosfinotricina (PPT) DL. As placas foram entdo colocadas numa
sala de cultura com um regime de luz de 8 h no escuro e 16 h de
luz a 24 °C. Apdés 7 a 10 dias, as plantas derivadas de sementes
transgénicas putativas sdao verdes e em crescimento, enquanto que
as plantas derivadas de sementes nao transformadas plantas
derivadas de sementes sao lixiviadas. Apds o estabelecimento de
raizes, as plantas derivadas de sementes transgénicas putativas
sao transferidas individualmente para vasos (as plantas

individualmente sao irrigadas em 3 dias de intervalo e
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fertilizadas com 1% Peters 20-19-18 em intervalos de 7 dias) e
deixadas crescer até a maturidade. Os vasos sdo cobertos com uma
cupula de plastico transparente durante trés dias para proteger
as plantas derivadas de sementes sensiveis. Apdés 7 dias, as
plantas derivadas de sementes sao cobertas com um sistema de
recolha de sementes de Lehle Seeds para evitar a perda de
semente devido a espalhamento. Sementes destas plantas
transgénicas sao recolhidas individualmente e preparadas para

andlise.

Exemelo 2

Niveis de expressdo de insulina em Arabidopsis thaliana

No segundo exemplo, o0s niveis de expressao da proteina de
fusao D9scfv-KLIP27-MI-KDEL (4404), OLEO-KLIP8-KLIP27-MI (4405)
e PRS-MI-RRKR-D9Scfv-KDEL (4414) foram determinados em sementes
de Arabidopsis thaliana transgénica madura. O produto de
transgene demonstrou estar presente nos extractos celulares da
semente madura. Aproximadamente 40 sementes de Arabidopsis
thaliana transgénicas foram moidas com um almofariz e pildao em
50 uL de Tris-HC1 a 50 mM pH 8,0. Depois, foi adicionado um
tampao de amostra de SDS-PAGE de reducao (amostra de tampao 6x
sps, 0,35 M Tris-HC1 pH 6,8, 30% glicerol, 10% SDS, 0,012% azul
de bromofenol, 5% B-mercaptoetanol) a mistura densa e misturados
por breve agitacdo em vértice. A amostra foi entdo rapidamente
centrifugada e colocada a 99 °C durante 10 minutos. Apds
arrefecer em gelo durante 2 minutos a amostra foi centrifugada
brevemente. As amostras foram aplicadas (10 pL - equivalente a

aproximadamente 7 sementes) em condigdes de redugao.
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Para as amostras preparadas a partir de corpo oleoso as
sementes transgénicas e de tipo selvagem (20 mg) foram moidas em
250 puL de tampao de extraccao de corpo oleoso (0,4 M de
sacarose, 0,5 M NaCl, Tris-HCl1 a 50 mM pH 8,0). As amostras
foram microcentrifugadas a 10000 g durante 10 min. A fraccao
solavel aquosa foi removida com uma seringa 26 G 5/8 de 1 mL e a
pilha de gordura foi ressuspensa em 100 pL de tampao fosfato
suplementado com sal (Nay;HPO, a 20 mM pH 8,0, 0,5 M NaCl). A
pilha de gordura ressuspensa fol transferida para um tubo de
microcentrifuga e centrifugado a 10000 g durante 10 min. O
processo fol repetido mais 3 vezes com uma ressuspensao final da
pilha de gordura em 100 pL de tampdo fosfato sem sal (20 mM
Na,HPO, pH 8,0). Foram realizadas mais duas lavagens em tampao
fosfato sem tampdo sem sal foram realizados com passos de
centrifugacdo intermitente como delineado acima. O sedimento de
gordura final foi ressuspenso em tampao fosfato a 10 upL (20 mM
NA,HPO, pH 8.,0). Foi recolhida uma fraccdo de 5 upuL e a proteina
do corpo oleoso foi solubilizada fervendo em 1/10 (v/v) Tris-HC1
a 50 mM pH 8,0 com 2% SDS. A amostra foil arrefecida em gelo
durante 2 min e centrifugada a 10000 g durante 5 min. O teor de
proteina do subnadante foi determinado por ensaio de proteina
BCA (Pierce, Rockford, 1IL). Para géis corados com coomassie e
andlise de transferéncia de Western, 20 ug da proteina total foi
separada em géis de 15% SDS-PAGE sob as condigdes de reducao

utilizando o tampao de amostra de SDS-PAGE.

A(s) amostra(s) foi(foram) entdo aplicada(s) em géis de
SDS-PAGE a 15% descontinuos e separados a 150 volts durante
aproximadamente 1,5 horas. O0Os géis foram entdao corados com
Coomassie ou transferidos para membrana de PVDF (Immobilon-P,
Millipore Corporation, Bedford, MA) para andlise de

transferéncia de Western. As amostras transferidas foram
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rastreadas com anticorpo monoclonal dirigido contra insulina
(Clone E2-E3; Roth et al., 1992) adguirido a Abcam (Cambridge,
Reino Unido). As bandas de insulina foram detectadas utilizando
um conjugado secunddrio de IgG F(ab’)2 AP de Ovelha X murganho
(Chemicon International, Temecula, Ch) e desenvolvidos
utilizando NBT-BCIP em tampao GARAP (Tris-HCl1l pH 9,5, 100 mM
NaCl, 5 mM Mg Cl;). A banda imunorreactiva correspondeu a uma
banda de polipéptido, migrando ao peso molecular previsto da
proteina de fusdo, como apresentado nas Figuras 4A-4F. As
Figuras 4(A- F) apresentam expressao recombinante de proteinas
de fusdo de insulina em linhas transformadas de Arabidopsis
thaliana (4404-2, -17, -20, 4405-4, 4414-19 e 4414-20) com base
em SDS-PAGE corado com Coomassie e andlise de Transferéncia de
Western. As setas apresentam a posicao dos polipéptidos de fuséao
que migram a 38,5 kDa, 34,2 kDa e 34,2 kDa,
PRS-D9 (scfv)-KLIP27-MIw/KDEL (4404), OLEO-KLIP8-KLIP27-MI (4405)
e PRS-MI-RRKR-D9Scfv-KDEL (4414) respectivamente, em condic¢des
de reducdo. Deve ser notado que a proteina de fusdo 4414 possui
um peso molecular esperado de 34,2 kDa mas possul um peso
molecular aparente elevado num gel de SDS-PAGE). As Figuras 4A
(gel corado com Coomassie) e 4B (correspondendo a Transferéncia
de Western rastreada com sonda com anti-insulina E2E3) apresenta
proteina de semente total de tipo selvagem (wt) e linhas de
semente transgénicas expressando as construgdes 4404 e 4405. As
Figuras 4C (gel corado com Coomassie) e 4D (correspondendo a
Transferéncia de Western rastreada com sonda com E2E3
anti-insulina) apresentam proteina de corpo oleoso preparada a
partir de sementes de tipo selvagem e transgénicas expressando
as mesmas construcgdes 4404 e 4405. As Figuras 4D (gel corado com
Coomassie) e 4E (correspondendo a Transferéncia de Western
rastreada com sonda com EZ2E3 anti-insulina) apresentam proteina

de corpo oleoso preparado a partir de semente de tipo selvagem e
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transgénica expressando as mesmas construgdes 4414, Os
marcadores de peso molecular (M) sao 10, 15, 20, 25, 37, 50, 75,
100, 150, 250 kDa. Os controlos incluem, hIN (padrdao de insulina
humana recombinante) e hProIN (padrdao de prd-insulina humana
recombinante), separados sob condig¢bdes de nao reducao. As
diferencas nos niveis de expressdao sao o resultado de variacéao
clonal entre os transformantes. 0Os niveis aproximados de
expressao de proteina de transgene e MI sao apresentados na
Figura 5. 0Os niveis de expressao foram determinados utilizando a
banda de oleosina de 18 kDa como um padrdo interno (equivalente
a 1,5% da proteina total da semente) por densitometria da banda
do transgene. O nivel médio de expressadao para as construcgdes
PRS-D9 (scfv)-KLIP27-MIw/KDEL (4404), OLEO-KLIPB-KLIP27-MI (4405)
e PRS-MI-RRKRD9Scfv- KDEL (4414) foram 0,21% da proteina total
da semente, 0,12% da proteina total da semente e 0,79% da

proteina total da semente, respectivamente.

Exemplo 3

Clivagem de pSBS4404 e purificagdo de HPLC

Eluig¢do do corpo oleoso

No terceiro exemplo, 1 g de semente transgénica foi
homogeneizada em 12 mL de tampado de extraccdao (0,4 M de
sacarose, 0,5 M NaCl, Tris-HCl a 50 mM pH 8,0) e centrifugada a
10000 g durante 10 min, as pilhas de gordura foram removidas e
colocadas em 1 mL de 20 mM Na,HPO,, 0,5 M NaCl e re-centrifugadas
como acima. Isto foil repetido duas vezes, antes da lavagem e
centrifugacadao da pilha de gordura duas vezes em 750 uL de Na,HPO,

a 20 mM. A proteina de fusdo 4404 foi eluida do corpo oleoso
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para o subnadante por lavagem da pilha de gordura final 5 vezes
em 750 uL de 4&dcido fdérmico a 20 mM pH 4,1, com passos de
centrifugacdao de 10000 g entre cada lavagem. As fraccgdes de
eluicdao recolhidas (subnadantes) foram reunidas e neutralizadas
com NaOH 2 N a pH 8,0. A solugdo inteira foi entdo colocada a
-80 °C para congelar e liofilizada durante a noite para
concentrar a proteina de fusdo. A amostra liofilizada foi
ressuspensa em 500 pL de Tris-HC1l a 50 mM pH 8,0. A proteina de
fusdo 4404 ressuspensa fol entdo dessalinizada numa coluna NAP-5
(Amersham Pharmacia Biotech Db, Uppsala, Suécia) e
re-substituida com tampdo (Tris-HCl1 a 50 mM pH 8,0). A fraccao
dessalinizada foi entdo novamente congelada e liofilizada
durante a noite para concentrar. A amostra final concentrada foi
ressuspensa num volume final de 105 puL de H;O destilada duas
vezes. 0Os resultados da eluicao sao apresentados na Figura 6. A
Figura 6 é uma andlise de SDS-PAGE corado com Coomassie (15%) de
preparacdes de corpo oleoso antes da eluicdao (-OB), prep. De OB
apdés eluicdo com 4acido férmico (-OB’) e o material eluido
concentrado (-E). A seta apresenta a posicdo do polipéptido de
fusao em migracao. 0 controlo de tipo selvagem esta
essencialmente isento de quaisquer proteinas principais apés
eluicao, enquanto gque o material 4404 concentrado contém a
proteina de fusdo, alguns produtos truncados (possivel proteina
de fusadao hidrolizada) e possivelmente algumas albuminas gue

co—eluiram.

Clivagem e andlise de HPLC de Semente de Arabidopsis

expressando 4404

A amostra concentrada fol ressuspensa em 105 uL de 4&agua

duplamente destilada e o teor de proteina foi avaliado por
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ensaio de proteina BCA de acordo com o fabricante (Pierce,
Rockford, 1L, EUA). As amostras foram entdao clivadas com
tripsina (proporgao de 1:300 tripsina:proteina total, em
Tris-HCl1 a 50 mM pH 8,0, em gelo durante 90 min). As reaccgdes
foram paradas com um excesso molar de 10 vezes de TLCK
(N-p-tosil-L-1lisina <clorometil cetona). As reacgdes inteiras
foram entdo filtradas através de filtros de 0,2 um (filtro de
seringa Aerodisc® de 13 mm com membrana de 0,2 um Supof®, Pall
Corporation, Ann Arbor, MI, EUA) e analisadas por (RP)-HPLC de
fase reversa utilizando um coluna C18 (Zorbax 300SB-C18, Agilent
Technologies, Waldbronn, Alemanha). As amostras foram aplicadas
na coluna e eliminadas por eluicdo a 1,0 mL/min utilizando um
gradiente linear de 19-min de 5-50% (v/v) acetonitrilo em 0,1%
(v/v) TFA. O cromatograma resultante desta andlise é observado
na Figura 7. O vestigio revela um produto de tripsina clivado de
proteina de fusadao 4404, com propriedades quase idénticas na
coluna ao padrdao de insulina humana (tempos de retencado de
17,011 min e 17,179 min, respectivamente). A fraccadao de HPLC foi
recolhida a partir de 17,0-17,5 min e analisada por
espectrometria de massa PSD MALDI/TOF utilizando um
espectrdémetro de massa Voyager-DE STR (Applied Biosystems). A
andlise de MS fol realizada pelo servico de Espectroscopia
BioAnalitica fornecido por NRC-Plant Biotechnology Institute,
Saskatoon, Saskatchewan, Canadd. A resolucdao do produto 4404
clivado purificado por HPLC como descrito acima é apresentado na
Figura 8B em comparagao com o padrao de insulina humana
apresentado na Figura 8A. A massa observada de proteina de fuséo
4404 clivada com tripsina foi de 6191,51 Da. A discrepéncia
entre padrao de insulina humana (Figura 8A) e o padréao do
produto 4404 clivado (Figura 8B) corresponde a uma Insulina
Des-B30 com o sinal KDEL retido na cadeia A do produto clivado

(Des—-B3p Insulina-KDEL) .
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Exemglo 4

Clivagem de pSBS4405 e purificag¢do por HPLC

Preparacdo de Corpo 0leoso

A proteina de fusao (OLEO-KLIP8-KLIP27-MI) pode  ser
parcialmente purificada realizando preparacgdes de corpo o0leoso
como descrito abaixo. Aproximadamente, 1 g de semente
transgénica foi homogeneizada em 12 mL de tampao de extraccgao
(0,4 M de sacarose, 0,5 M de NaCl, Tris-HCl a 50 mM pH 8,0) e
centrifugada a 10000 g durante 10 min, as pilhas de gordura
foram removidas e colocadas em 1 mL de Tris-HC1l de 50 mM pH 8,0,
NaCl a 0,5 M e re-centrifugadas como acima. Isto foi repetido
duas vezes, antes de lavar e centrifugar a pilha de gordura duas
vezes em 750 pL de Tris-HC1 a 50 mM pH 8,0. A preparacgao do
corpo oleoso resulta na remogdao da maioria das proteinas de
fundo. O perfil de proteina tipico de uma preparacao do cCcoOrpo
oleoso de semente de Arabidopsis transgénica expressando a

construcado de 4405 é demonstrada na Figura 9.

Clivagem e andlise de HPLC de Semente de Arabidopsis

expressando 4405

0 conteudo em proteina total dos COorpos oleosos
ressuspensos foi avaliado solubilizando uma fraccao da
preparacao (5 pL) diluida 10 vezes em SDS a 2%, Tris-HCl a 50 mM
pH 8,0, fervida durante 5 minutos e centrifugada durante 3 min a
10000 g. Posteriormente, o conteudo de proteina foi determinado
por ensaio de proteina BCA de acordo com o fabricante (Pierce,

Rockford, 1L, EUA). As amostras foram entao clivadas com
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tripsina (proporgao de 1:300 tripsina:proteina total, em
Tris-HCl1 a 50 mM pH 8,0, em gelo durante 90 min) para libertar o
fragmento Klip27-MI da proteina de fusdao. As reacgdes foram
paradas com um excesso molar de 10 vezes de TLCK (N-p-tosil-L-
lisina clorometil cetona). As amostras foram centrifugadas a
10000 g durante 10 min e os subnadantes das reacc¢des inteiras
foram entdo filtradas através de filtros de 0,2 um (filtro de
seringa Aerodisc® 13 mm com membrana de 0,2 um Supof®, Pall
Corporation, Ann Arbor, MI, EUA). A Figura 9 apresenta andlise
de SDS-PAGE corado com Coomassie (15%) de proteina de semente
total extraivel e proteina de corpo oleoso (OB) preparada a
partir de linhas que expressam 4405 em comparagao com semente de
tipo selvagem (ndao recombinante). A seta apresenta a posicédo da
migracao do polipéptido de fusdao. Os subnadantes foram ainda
analisados por (RP)-HPLC de fase reversa utilizando uma coluna
Ccl8 (Zorbax 3008SB-C18, Agilent Technologies, Waldbronn,
Alemanha) . As amostras foram aplicadas a coluna e removidas por
eluigcdo a 1,0 mL/min utilizando um gradiente linear de 19 min~ de
5-50% (v/v) acetonitrilo em 0,1% (v/v) TFA. O cromatdgrafo
resultante desta andlise é observado na Figura 10. O vestigio
revela um produto de tripsina clivado a partir da proteina de
fusdao 4405, com propriedades quase idénticas na coluna como ©
padrdo de insulina humana (tempos de retencdo de 17,220 min e
17,179 min, respectivamente). A fraccdo de HPLC foi recolhida a
partir de 17,0-17,5 min e analisada por espectrometria de massa
PSD MALDI/TOF utilizando um espectrdédmetro de massa Voyager-DE
STR (Applied Biosystems). A andlise de MS foi realizada pelo
servico de Espectroscopia BioAnalitica fornecido por NRC-Plant
Biotechnolgoy Institute, Saskatoon, Saskatchewan, Canada. Como
apresentado na Figura 11, a massa observada de proteina de fuséao
4405 clivada com tripsina foi de 5706,30 Da. Uma discrepéncia

entre padrao de insulina humana (Figura 8A) e o produto clivado
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4405 (Figura 11) corresponde a um produto de Des-Bz Insulina
(Des—-B3py Insulin). A Des-B3y Insulina ¢ o produto esperado a

partir da maturacdo de tripsina correcta da fusado 4405.

Exemplo 5

Purificagcdo de Tripsina Clivada MI utilizando AKTA Explorer

(FPLC)

A purificagao de MI clivada de 4405 foi também parcialmente
purificada das reacgdes de clivagem de escala aumentada por
permuta anidénica (Mono Q FF 1 mL, Amersham Pharmacia) num AKTA
explorer (Amersham Pharmacia). As reacgdes de clivagem foram
realizadas em corpo oleoso 4405 como descrito acima preparado a
partir de até 30 g de semente transgénica. Os subnadantes das
reaccgbes de <clivagem foram filtrados através de filtros de
0,2 um ou concentrados por liofilizacdo num Savant Speed Vac. As
reacgdes de amostra filtradas podem ser aplicadas a uma coluna
directamente, mas as amostras concentradas necessitaram da
remocdo de sais para se ligarem eficazmente & coluna. As
amostras concentradas podem ser dessalinizadas passando 0
material clivado através de uma coluna PD-10 (Amersham
Pharmacia), por didlise ou diluicdo para uma concentracdo de
sais equivalente ou inferior a 5 mS/cm. As amostras
dessalinizadas foram equilibradas com Tris-HCl a 20 mM pH 6,5.
As amostras foram separadas utilizando um gradiente descontinuo
com NaCl de 0-40% NaCl com um caudal de 1 mL/min. A deteccédo foi
realizada a 214 nm (a detecgcdao a 280 nm é relativamente fraca
devido ao baixo contetudo de aminodcidos aromédticos na insulina).
O Solvente A foi Tris-HCl a 20 mM pH 6,5 engquanto que o solvente

B foi de Tris-HCl1 a 20 mM pH 6,5, NaCl a 1,0 M. As fraccgdes
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(1 mL) que eluiram a mesma condutividade que a insulina padréao
da Roche, entre 7-35 mS/cm, foram recolhidas (referéncia a
Figura 12). A Figura 12 apresenta o cromatograma das preparacdes
de tripsina clivada do corpo oleoso 4405 (linha a tracejado) em
comparacgdo com a insulina humana padrdao (linha a cheio). A
presenga de Insulina foi verificada nas fracgdes recolhidas por
HPLC, ELISA ou andlise de Western (resultados ndo apresentados).
As amostras recolhidas foram entdao concentradas por liofilizacéao

e utilizadas num bioensaio de insulina descrito no exemplo 6.

Exemplo 6

Teste de Tolerdnica a Insulina: Bioensaio em Murganhos

Machos C57BI/6 (B6)

Este Dbiocensaio foili realizado para determinar o efeito
in vivo de (DesBspy IN) recombinante derivado de planta de
tripsina clivada 4405 em comparacgdo com a insulina humana. Os
niveis de glucose no plasma em murganhos B6 foram determinados
antes de e apds a injecgdo intraperitoneal de ©padrdes de
insulina, controlos negativos e insulina SBS. Quinze murganhos
machos C57BI/6 (B6) de aproximadamente 2 meses de idade foram
adquiridos de Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME). Os niveis
de glucose no plasma foram determinados com um glucdmetro
automdatico (OneTouch Ultra, Lifescan, Johnson e Johnson).
Controlos positivos incluiram HumulinR® (Eli Lilly) e padrao de
insulina humana recombinante de levedura da Roche. Uma solucgéao
de soro fisioldgico serviu como o placebo. Foi incluido um
controlo negativo que representou corpos oleosos clivados com
tripsina purificada a partir de semente de Arabidopsis tipo

selvagem (nao-recombinante) que foi processado identicamente a
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preparacdes de corpo oleoso recombinante 4405 clivado com

tripsina.

Foram mantidos em biotério murganhos B6 e alimentados ad

libitum, num ciclo de 12 horas escuro-luz.

Para os testes de tolerdncia a insulina foram injectados
murganhos intraperitonealmente (IP) com insulina (1 U/kg de peso
corporal) e o0s niveis de glucose foram determinados a 0, 15, 30
e 60 minutos utilizando o glucdmetro automdtico. Todos os testes
de toleradncia a insulina foram realizados no mesmo intervalo a
cada dia (9:00 da manha). Os testes de tolerdncia a insulina
foram realizados com pelo menos 2 dias de intervalo até a
administracdao do teste seguinte. 0Os resultados para o0s testes de
tolerdncia a insulina sao apresentados na Figura 13. A Insulina
SBS DesBiy derivada de sementes 4405 (losangos a cheio) teve um
comportamento guase idéntico (estatisticamente nao foi
diferente, p<0,05) a Humulin R® (gquadrados a branco) e Insulina
da Roche (padrbes com tridngulos a branco apds injeccdo durante
o decurso do estudo. Todas as insulina(s) testadas reduziram
significativamente os niveis de glucose no plasma (p<0,05) em
comparacgao com placebo de soro fisioldgico (circulos a branco) e
corpos oleosos de Arabidopsis de tipo selvagem clivados com

tripsina (circulos a cheio) (controlo negativo).

Exemplo 7

Construgdo de pSBS4401: proteina de fusdo PRS-Klip27-MI

Uma das proteinas de fusdo estudada comecou com a sequéncia

relacionada com o patogénio do tabaco (PRS) (Sijmons et al.,
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1990, Bio/technology, 8:217-221) qgue serviu como o péptido sinal
para controlar a expressao no ER de um modo de co-traducao.
Imediatamente a jusante estava um pré-péptido clivavel com
tripsina (KLIP27) derivado do prdé-péptido TA57 de 1levedura
(Kjeldsen et al., 2001, Biotechnology and Genetic Engineering
Reviews 18:89-121). Isto foi seguido por mini-insulina (MI)

descrito por Kjeldsen et al. (2001).

A estrutura deste plasmideo pSBS4055, foi baseada no vector
bindrio de planta, pPZP200, descrito por Hajdukiewicz et al.
(Plant Molecular Biology, 1994, 25:989-994). Em vez do sitio de
clonagem maltipla descrito, foi inserido um gene pat conferindo
resisténcia a fosfinotricina a planta hospedeira (Wohlleben et
al., 1988, Gene 70:25-37)) controlado pelo promotor/terminador
da ubiquitina de Petroselinum crispum (Kawalleck et al., 1993,
Plant. Mol. Bio., 21:673-684), entre as sequéncias de fronteira
esquerda e direita. Adicionalmente a esta cassete, foi
subclonado o promotor/terminador da B-faseolina de Phaseolus
vulgaris (Slightom et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sc. USA
80:1897-1901) controlado PRS. Foi wutilizada PCR convencional
(Horton et al., 1989, Gene 77:61-68) para fundir a sequéncia
sintética codificando PRS com sitios de endonuclease de
restrigdo SphIl/HindIII ligados a extremidade 3’ do promotor da

faseolina para produzir pSBS4011.

A sequéncia de Klip27-MIfoi sintetizada a partir de quatro
oligonucledétidos parcialmente sobreponiveis que incorporaram a
utilizacdo de codbes de Arabidopsis thaliana para aumentar o
sucesso da traducdo eficiente num sistema de expressdao a base de
plantas. Os oligonucledtidos 1324 (GAAGAAGGAGAGCCTAAGTTTGTTAATCA
ACATCTTTGTGGATCTCATCTTGTTGAGGCTCTCTACCTTG) - SEQ ID N°:177 e

1323 (CCTTAGGAGTGTAGAAAAATCCTCTTITCTCCACACACAAGGTAGAGAGCCTCAACA)
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- SEQ ID N°:178 foram emparelhados na sua sobreposicdo de
20 nucledétidos complementares e estendidos para formar a
extremidade 5’ da fusdao Klip27-MI enquanto gque o mesmo foi
realizado com os oligonucledétidos 1322 (CTAAGGCTGCTAAGGGAATTG) -
SEQ ID N°:179 e 1321 (AAGCTTCAGTTGCAATAGTTCTCCAATTGGTAAAGTGAGCA
AATAGAAGTGCAACATTGTTCAACAATTCCCTTAGCAGCCTT) - SEQ ID N°:180 para
formar a extremidade 3’. As duas metades foram ligadas apds a
digestao de restricdao com Bsu36I, para produzir a sequéncia
codificante de Klip27-MI completa. A PCR deste gene de fusao
utilizando os iniciadores 1363 (GCATGCCCAACCAATTGATGACACTG) -
SEQ ID N°:184 e iniciador 1329 (AAGCTTCAGTTGCAATAGTTC) -
SEQ ID N°:183 1ligados a sitio de clivagem por endonuclease de
restricdo 5’ Sphl e 3’ HindIII para subsequente ligacdo em
PSBS4011 cortado com SphI/HindIII (como mencionado acima). O
resultado foi o plasmideo pSBS4401: uma sequéncia de ADN
(SEQ ID N°:188) codificando a proteina de fusdao PRS-Klip27-MI
(SEQ ID N°:189) sendo colocado num vector bindrio sob o controlo
de expressao do promotor/terminador de faseolina. O promotor da
faseolina controla a expressao especifica temporal e especifica

para o tecido do transgene durante o desenvolvimento da semente.

Transformagdo e Cultura de E. coli recombinante e

Agrobacterium com pSBS4401.

Apbds confirmar a integridade do ADNc codificando para a
proteina de fusdo por andlise de sequéncia, o plasmideo pSBS4401
foi transformado na estirpe de E. coli DHba para permitir o
nivel de expressao elevado. O ADN de plasmideo isolado (100 ng)
foli misturado em gelo com 100 pL de células competentes de DHba
durante 20 min. As células foram entdo sujeitas a choque térmico

a 42 °C durante 45 segundos e recolocadas no gelo durante 2 min.
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Depois, foi adicionado 1 mL de meio SOC e as células foram
incubadas a 37 °C num agitador orbital a 225 rpm durante 1 h
antes de plagquear células transformadas em placas de
LB-espectinomicina (10 g/L triptona, 5 g/L de extracto de
levedura, 5 g/L NaCl, 15 g/L agar) e incubando durante a noite a
37 °C. Foi utilizada uma coldénia isolada para inocular 5 mL de
meio de LB espectinomicina. Estas culturas foram cultivadas
durante a noite a 37 °C. O plasmideo recombinante foi isolado a
partir de 1 mL da cultura durante a noite de acordo com a mini
prep Qiagen. O plasmideo isolado foi entdao wutilizado para
transformar a estirpe de Agrobacterium EH101 competente (Hood et
al., 1986; J. Bacteriol: 144: 732-743) por electroporacao
(25 wfF, 2,5 kv, 200 Q). O Agrobacterium recombinante foram
plagqueados em AB-espectinomicina/canamicina (20x sais AR,
glucose a 2 M, 0,25 mg/mL de FeSo, e 7H;0, MgSO, a 1 M, CaCl; a
1 M) e foi utilizada uma coldénia isolada para inocular 5 mL de
meio AB-espectinomicina/canamicina. Estas culturas foram
cultivadas durante a noite a 28 °C. Os Agrobacterium
recombinantes foram entdo utilizados para transformar plantas de
Arabidopsis thaliana pelo método de imersao da flor (Clough

et al., 1998, Plant J., 16:735-743) como descrito no Exemplo 1.

Niveis de expressdo de insulina em Arabidopsis thaliana

Os niveis de expressdao da proteina de fusdo KLIP27-MI
(4401) foram determinados em sementes maduras de Arabidopsis
thaliana transgénicas utilizando o processo delineado no Exemplo
2 acima. O produto do transgene nao estava presente nos

extractos celulares da semente madura.
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Exemplo 8

Construgdo de pSBS4409: proteina de fusdo OLEO-prdé-insulina

humana (OLEO-hPIN)

Esta proteina de fusdo comegca com a oleosina de 18 kDa de
Arabidopsis thaliana seguida em grelha pelo gene codificando
para a prdé-insulina humana (hPIN). A expressao desta proteina de
fusdo foi direccionada para os corpos oleosos nascentes formados

durante o desenvolvimento do embriao.

A estrutura deste plasmideo pSBS4008, foi baseada no vector
bindrio de plantas, pPZP200, descrito por Hajdukiewicz et al.
(Plant Molecular Biology, 1994, 25:989-994). Em vez do sitio de
clonagem multipla descrito, foi inserido um gene pat conferindo
resisténcia a fosfinotricina a planta hospedeira (Wohlleben
et al., 1988, Gene 70:25-37)) controlado pelo
promotor/terminador da ubiquitina de Petroselinum crispum
(Kawalleck et al., 1993, Plant. Mol. Bio., 21:673-684), entre as
sequéncias de fronteira da esquerda e da direita. Adicionalmente
a esta cassete, foi subclonado o) promotor/terminador da
R-faseolina de Phaseolus vulgaris (Slightom et al., 1983, Proc.
Natl. Acad. Sc. USA 80:1897-1901) controlando a sequéncia
gendmica da oleosina de 18 kDa de Arabidopsis. Foi utilizada PCR
convencional (Horton et al., 1989, Gene 77:61-68) para fundir a
sequéncia do gene da oleosina (menos o codao de terminacdo) com
os sitios de endonuclease de restrigdo Ncol e HindIII ligados a

extremidade 3’ do promotor da faseolina para produzir pSBS4008.

Foi sintetizado um gene de pre-prdé—insulina
NcoI-humana - HindIII como um fragmento de 335 pb por Aptagen

utilizando a wutilizacdo de coddes preferida de plantas. A
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ligagao subsequente em pSBS4008 NcoI/HindIII resultou no
plasmideo pSBS4400: uma sequéncia de ADN codificando a proteina
de fusdo Oleosina-fiuman pre-prd-insulina sendo colocada num
vector bindrio sob controlo de expressao do promotor/terminador
da faseolina. O plasmideo pSBS4400 serviu como o molde para
criar prdé-insulina humana (hPIN) através de PCR convencional
utilizando polimerase de ADN pfu com os iniciadores dirigidos
contra a extremidade 5’ (1457 oligo TTCGTGAACCAACACTTIG -
SEQ ID N°:190) e extremidade 3’ (1458 oligo AAGCTTTCAGTTACAGTAGT
- SEQ ID N°:191) incluindo o) sitio HindIII da regiao
pré-insulina existente do vector. Foi amplificado um segundo
fragmento utilizando polimerase de ADN pfu com um iniciador
dirigido para o sitio Sphl disponivel (oligo
1455 GCATGCATGTGTTGAGC - SEQ ID N°:192) para a extremidade 3’ do
gene da oleosina de Arabidopsis (oligo 1456 GGTAGTGTGCTGGCCA -
SEQ ID N°:193) no vector pSBS4400. Apds a PCR, os produtos foram
separados num gel de agarose e Dbandas correspondentes a um
fragmento de 267 pb (hPIN-HindIII) e um fragmento de 360 pb
(SphI-OLEO (extremidade 3’)) foram purificadas do gel utilizando
um kit de extraccdao do gel (Qiagen). Os dois fragmentos foram
fundidos por uma segunda ronda de amplificagcdo por PCR
utilizando polimerase de ADN Tag com 0os iniciadores
1455 (SEQ ID N°:192) e 1458 (SEQ ID N°:193) em combinacgdo com
0,001 pM de um iniciador de PCR de ponte sobreponivel (oligo
1459 GGTGGCCAGCACACTACCTTCGTGAACCAACACTTGTG - SEQ ID N°:194)
durante dois ciclos com uma temperatura de emparelhamento de
58 °C seguido por 31 ciclos a 52 °C de modo a amplificar um
fragmento de 627 pb SphI-OLEO(extremidade 3’)-hPIN-HindIII. O
fragmento de 627 pb SphI-OLEO(extremidade 3’)-hPIN-HindIII foi
entdao ligado a extremidade pendente T/A de pGEMT Easy Vector
System™ (Promega) e utilizado para transformar bactérias DHSu

para resultar em pPSBS3409 (pGEMT-SphI-OLEO (extremidade 3’)-hPIN-
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HindIII).

O fragmento SphI/HindIII de pSBS3409 foi substituido com o
fragmento SphI/HindIII de pSBS4400. Foram realizadas digestdes
de restrigdao convencionais em ambos pSBS3409 e pBSB4404
utilizando SphI/HindIII (New England Biolabs). Os fragmentos
foram separados em géis de agarose a 1,5% e purificados
utilizando um kit de extraccdo de gel (Qiagen). O fragmento de
617 pb Sphl/HindIII libertado de pSBS3409 foi entdo ligado ao
sitio aceitador Sphl/HindIII na estrutura do vector pSBS4400
pré-cortado (fragmento interno Sphl/HindIII removido) utilizando

ligase de ADN de T4 (NEB) durante a noite a 15 °C.

O resultado foi o plasmideo pSBS4409: uma sequéncia de ADN
(SEQ ID N°:195) codificando a proteina de fusdao OLEOSIN-hPIN
(SEQ ID N°:196 estando colocada num vector bindrio sob o
controlo de expressdo do promotor/terminador da faseolina. O
promotor da faseolina controla a expressao especifica temporal e
especifica para o tecido do transgene durante o desenvolvimento

da semente.

Transformagdo e Cultura de E. coli recombinante e

Agrobacterium com pSBS4409.

Apds confirmar a integridade do ADNc codificando para a
proteina de fusdo através da andlise de sequéncia, o plasmideo
PSBS4409 foi transformado na estirpe de E. coli DHba para
permitir a expressdao de nivel elevado. O ADN de plasmideo
isolado (100 ng) foi misturado em gelo com 100 uL de células
competentes de DHba durante 20 min. As células foram entéo

sujeitas a chogque térmico a 42 °C durante 45 segundos e
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recolocadas no gelo durante 2 min. Depois, foi adicionado 1 mL
de meio SOC e as células foram incubadas a 37 °C num agitador
orbital a 225 rpm durante 1 h antes de plagquear células
transformadas em placas de LB-espectinomicina (10 g/L triptona,
5 g/L extracto de levedura, 5 g/L NaCl, 15 g/L agar) e incubadas
durante a noite a 37 °C. Foi utilizada uma coldénia unica para
inocular 5 mL de meio de LB espectinomicina. Estas culturas
foram cultivadas durante a noite a 37 °C. O plasmideo
recombinante foi isolado a partir de 1 mL da cultura durante a
noite de acordo com mini prep da Qiagen. O plasmideo isolado foi
entdo wutilizado para transformar a estirpe de Agrobacterium
EH101 competente (Hood et al., 1986; J. Bacteriol. 144: 732-743)
por electroporacao (25 wpF, 2,5 kV, 200 Q). Foram plagueados
Agrobacterium recombinante em AB-espectinomicina/canamicina
(sais AB a 20x, glucose a 2 M, 0,25 mg/mL de FeSO, e 7H;0, MgSO4

a 1l M, CaCl, a 1 M) e foi utilizada uma coldénia isolada para

inocular 5 mL de meio AB-espectinomicina/canamicina. Estas
culturas foram cultivadas durante a noite a 28 °C. Os
Agrobacterium recombinante foram entéo utilizados para

transformar plantas de Arabidopsis thaliana pelo método de
imersdo da flor (Clough et al., 1998, Plant J., 16:735-743) como

descrito no Exemplo 1.

Niveis de expressdo de insulina em Arabidopsis thaliana

Os niveis de expressao da proteina de fusdo OLEO-hPIN
(4409) foram determinados em semente madura de Arabidopsis
thaliana transgénica utilizando o ©processo apresentado no
Exemplo 2 acima. Gel corado com Coomassie de proteinas de corpo
oleoso de duas linhas representativas (4409-6 e 4409-8)

comparando a migracao da proteina de fusdo Oleosina-hPIN (como
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apresentado pela seta preta) com Arabidopsis nao transformada
(de tipo selvagem) (Figura 14). O nivel de expressao foi
determinado por densitometria para medir em média cerca de 0,10%
da proteina da semente total. Este nivel foi calculado acima e
para além da co-migracdao de uma proteina enddgena do mesmo peso
molecular na semente nao transformada (de tipo selvagem) gue

constituiu aproximadamente 0, 04% da proteina total da semente.

Exemplo 9

Transformagdo de agafroa

Este protocolo de transformagdo € semelhante ao delineado
por Orlilcowska T. K. et al. ((1995) Plant Cell, Tissue and
Organ Culture 40: 85-91), mas com modificacdes e melhoramentos,
ambos para transformar S-317 e para utilizar fosfinotricina como
o marcador de seleccao. Sementes descontaminadas de variedade de
acafroa S-317 da Califédérnia, gque nao estdo danificadas,
quebradas ou doentes, em HCl, a 0,1% durante 12 minutos, seguido
por 4-5 passagens por Aagua destilada estéril. Sementes estéreis
germinadas na escuriddao em meio MS (Murashige T. & Skoog F
(1962) Physiol. Plant. 15: 473-497) com sacarose a 1% e (0,25% ed
Gelrite. Culturas de Agrobacterium 1iniciais de stocks de
glicerol congelados em 5 mL de meio liquido minimo AB com
seleccdo de antibidticos e cultivado durante 48 horas a 28 °C.
Cultivado numa fraccdo desta cultura cultivada durante a noite
em 5 mL de meio Luria com selecgao para transformacgdao. Lavar com
6-8 mL de células bacterianas duas vezes com meio AB e

ressuspensas para uma densidade celular final de 0,4-0,5 (ODgpo) -

Remover cotilédones de dois dias de idade de plantas
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germinadas derivadas de sementes, imersas nas células de
Agrobacterium preparadas e as placas em meio MS com sacarose a
3%, 4 uM de N6-benziladenina (BA) e 0,8 uM de Aacido
naftalencacético (NAA). Placas incubadas, a 21° C, em condic¢des
de escuridao. Apds 3 dias, a transferéncia para o mesmo meio com
300 mg/L de timentina. Apds mais 4 dias, mudar todas as culturas
para a luz. Apdés 3 dias, colocar o0s explantes no meio de
selecgdo com fosfinotricina adicionado a 0,5 mg/L. Para
elongacao do botao continuada, transferir 0s explantes
semanalmente para meio MS sem fito-hormonas, mas com duas vezes
a quantidade basal de KNOs;. Excisar os rebentos que tinham
alongado até serem maiores do que 10 mm a partir do explante
inicial e individualmente crescer em seleccgao. Para o)
enraizamento, colocar rebentos verdes, representando tecido
transgénico putativo, em meio MS com sacarose a %, acido
indolebutirico a 10 uyM e NAA a 0,5 uM. Transferir os rebentos
enraizados para uma mistura sem solo bem drenada e cultivar sob

humidade elevada e 12 horas de luz.

Exemplo 10

Protocolo de transformagdo de linho

Este processo de transformacdao é semelhante ao apresentado
por Dong J. e McHughen A. (Plant Cell Reports (1991)
10:555-560), Dong J. e McHughen A. (Plant Sciences (1993)
88:61-71) e Mlynarova et al. (Plant Cell Reports (1994) 13:
282-285). Sementes de 1linho descontaminadas gque nado estao
danificadas, quebradas ou doentes, numa solugado de etanol a 70%
durante 5 a 7 minutos, seguido por 25 minutos numa solugao de

lixivia a 50% com Tween 20 (3-4 gotas por 100 mL) com agitacéao
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continua. Lavar as sementes 5 a 7 vezes com &agua estéril
destilada. Germinar sementes descontaminadas a luz em meio MS
(Murashige T. & Skoog F (1962) Physiol. Plant. 15: 473-497) com
sacarose a 2% e Gelrite® a 0,3% em frascos Magenta. Para
transformagao, cultivar culturas de Agrobacterium durante a
noite em meio AB mais o antibidético apropriado para seleccéo.
Lavar 6 a 8 mL de células durante a noite duas vezes e
ressuspender em 5 mL de meio AB; adicionar 2 mL deste stock a 98
mL de meio de indugdo (meio basal MS com sacarose a 3%,
6-benzilaminopurina a 5 upM (BA) e &acido alfa-naftalenocacético a

0,25 pyM (NAA) e ajustar para uma ODgoy final de 1,0.

Seleccionar explantes de hipocdétilo e inocular na solucgao
de células de Agrobacterium preparadas durante cerca de 4 h
(agitar placas cuidadosamente 1-2 vezes durante este periodo).
Apdés o periodo de infecgao, remover os explantes do meio de
inoculacédo liquido e transferéncia para papel de filtro estéril.
Plaquear 15-20 explantes em 0,7% de meio de indugao solidificada
com agar em placas de cultura de tecidos. Selar as placas com
pelicula aderente e co-cultivar os explantes durante 48 h sob
condigdes de 1luz (23-24 °C). Apds 2 dias, transferir os
explantes verdes, meristemdaticos para o© mesmo meio contendo
300 mg/L de Timentina (meio de pré-seleccdo) e embrulhar com
pelicula aderente. Apdés 3 dias, transferir as culturas para o
meio acima contendo 10 mg/L de DL PPT (Seleccgédo 1). Embrulhar as
placas com Parafilm® e incubar a 24 °C em condigdes de luz.
Transferir as culturas a cada duas semanas e manter neste meio
durante um més. Para o alongamento dos rebentos, transferir as
culturas a cada duas semanas em meio de selecgdao II (meio basal
MS contendo sacarose a 2%, 500 mg/L de tampdo MES, 300 mg/L de
Timentina e 10 mg/L de DL PPT) em frascos Magenta. Os rebentos

transformados putativos, que sobreviveram a seleccao, sao
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verde-escuro e formam rebentos vigorosos em 7-10 dias, guando
plantados individualmente em meio de seleccédo II. Transferir os
rebentos enraizados para uma mistura de solo de estufa
esterilizado em vasos pequenos e cobrir as plédntulas com copos
de pléstico transparentees para aclimatizacdo. Para a maturacao,
transferir plantas de crescem activamente para vasos de um galao
com uma mistura de solo bem drenada e cultivar em condic¢des de

estufa.

Tabela 1 Exemplos de Sequéncias de Insulina Conhecidas

Motivo de Insulina (Identificador da Sequéncia de
SEQ ID N¢ Aminoadcidos) {Identificador da Sequéncia de Acido

Nucleico}

Insulina Nativa Humana

(P01308)Pré-prdé-insulina humana {Compreende o0s genes
7 v00565, M10039, J00265, X70508, L15440, BC005255 e
AJ009655}

Insulina Nativa Nado Humana

Mamiferos

(AAB25818) Péptido C de Pré-insulina de Equus

8 przewalskii (cavalos, zebra, rinoceronte e tapir
(Perissodactyla))
9 (PO01310)Pré-prd—-insulina Equus caballus (cavalo)
(PO1311)Pré-prdé-insulina {Inclui os genes U03610 e
10 M61153} Oryctolagus cuniculus (coelho doméstico)
insulina Balaenoptera physalus (baleia
11 (PO1312)

comum)
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(continuacao)

Motivo de Insulina (Identificador da Sequéncia de

SEQ ID N¢ Aminoadcidos) {Identificador da Sequéncia de Acido
Nucleico}
(P01314) Insulina Balaenoptera borealis (baleia
12 sardinheira)
(P01315)Pré-pré-insulina {Compreende o0s genes
13 AF064555 e AY044828} Sus scrofa (porco) suino
14 (PO01316) Insulina Elephas maximus (elefante asidtico)
(PO01317)Pré-prd-insulina {Gene M54979} Bos taurus
1o (vaca)
(PO01318)Pré-prd—-insulina {Gene U00659}0vis aries
1o (ovelha)
17 (P01320) Insulina Camelus dromedarius (camelo &arabe)
(P01321)Pré-pré—-insulina {Gene V00179} Canis sp.
18 (caninos)
19 (P01328) Insulina Hystrix cristata (porco-espinho)
(P10604)Pré-prd—-insulina {Gene J02989} Aotus
20 trivirgatus (douroucouli) macaco nocturno
(P30406)Pré-pré—-insulina { Gene J00336} Macaca
24 fascicularis (macaca maura)
(P30407)Pré-pré—-insulina {Gene X61092} Cercopithecus
22 aethiops (macacos vervet)
(P30410)Pré-pré—-insulina {Gene X61089} Pan
23 troglodytes (chimpanzé)
24 (Q9TQY7) Insulina Ornithorhynchus anatinus (platypus)
o5 (AAM76641) Insulina {Gene AY092024} Pongo pygmaeus

(orangotango)
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(continuacao)

Motivo de Insulina (Identificador da Sequéncia de

SEQ ID N¢ Aminoadcidos) {Identificador da Sequéncia de Acido
Nucleico}

(AAN06935)Pré-pré—-insulina {Genes: AH011815 (contendo

26 AY137498, AY137499 e AY137500)} Gorilla gorilla
(gorila)
(INMKSQ) Insulina Saimiri sciureus (macaco esquilo

27 comum)
(PO01313)Pré-prd-insulina {Gene M26328} Cricetulus

28 longicaudatus (hamster de cauda longa)
(P01322) precursor de Insulina 1 {inclui os genes

29 v01242, v01242 e M25584} Rattus norvegicus (ratazana
castanha)
(P01323) precursor da Insulina 2 {inclui os genes

30 v01243, J00748, M25583 e M25585} Rattus norvegicus
(ratazana castanha)

31 (P01324) Insulina Acomys cahirinus (ratinho Egipcio)
(P01325) precursor da Insulina 1 (inclui os genes

32 X04725 e AK007482} Mus musculus (ratinho doméstico)
(P01326) precursor da Insulina 2 {Gene X04724} Mus

33 musculus (ratinho doméstico)

34 (P01327)Insulina Chinchilla brevicaudata (chinchila)
(P01329)Pré-pré—-insulina {inclui os genes K02233 e

33 M11713} Cavia porcellus (porquinho da India)
(P17715)Pré-pré—-insulina {Gene M57671} Octodon degus

3 (degu)
(P18109) Insulina Didelphis virginiana (gamba da

37 Virginia)

38 (P21563)Pré-pré—-insulina [Rodentia sp.]
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(continuacao)

Motivo de Insulina (Identificador da Sequéncia de

SEQ ID N¢ Aminoadcidos) {Identificador da Sequéncia de Acido
Nucleico}
(Q62587)Pré—-prd—-insulina {Gene X98241} Psammomys
39 obesus (rato da areia)
(Q91XI3) Pré-prd-insulina {Gene AY038604}
40 Spermophilus tridecemlineatus (Esquilo de treze
linhas)
(740063A) Péptido C da Insulina Cavia porcellus
“ (porquinho da India)
Aves
(P01332)Pré-pré—-insulina {inclui os genes AHQ002454
42 (contendo, J00872, J00873 e J00874), V00416, V00418 e
X58993} Gallus gallus (galinha)
(PO01333)Pré-prdé-insulina Anas platyrhynchos (pato
43 real)
44 (P07454) Insulina Anser anser anser (ganso bravo)
(P51463)Pré-prdé-insulina {Genes: AH006925 (contendo
* S66611 e S66612)} Selasphorus rufus (colibri)
Peixes
(073727) Pré-prdé-insulina {Gene: AF036326} Danio
10 rerio (peixe zebra)
(P01335) Pré-prdé-insulina {Gene: X00989} Cyprinus
47 carpio (caspa comum)
48 (P01337)Insulina Batrachoididae gen. sp. (peixe sapo)
49 (PO01339) Insulina Thunnus thynnus (albacora)
50 (P01340) Insulina Katsuwonus pelamis (gaiado)
51 (PO01341)Pré-prdé-insulina {Gene: V00634} Lophius

piscatorius (tamboril)
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(continuacao)

Motivo de Insulina (Identificador da Sequéncia de

SEQ ID N¢ Aminoadcidos) {Identificador da Sequéncia de Acido
Nucleico}

(P01342)Pré-prd-insulina {Gene: V00649} Myxine

>2 glutinosa (enguia de casulo)
(P04667)Pré-pré—-insulina {Inclui os genes: X00148,

53 J00936, K01655 e X13559} Oncorhynchus keta (salmao
keta)

54 (P07453) Myoxocephalus scorpius (peixe escorpiao)

55 (P09476) Insulina Lepisosteus spatula (peixe agulha)

56 (P09477) Insulina Platichthys flesus (patruca)

57 (P09536) Insulina Hydrolagus colliei (quimera)

58 (P12704) Insulina Squalus acanthias (cacgao)
(P12705)Pré-pré—-insulina Torpedo marmorata (raia

39 eléctrica)
(P13190)Prdé-insulina {Gene: U82395} Callorhinchus

o0 milii (peixe elefante)

61 (P14806) Insulina Petromyzon marinus (lampreia do mar)
(P23187) Insulina Oncorhynchus gorbuscha (salmdo cor-

62 de-rosa)

63 (P29335)Insulina Amia calva (amia)

64 (P42633) Insulina Anguilla rostrata (enguia americana)
(P81025)Pré-pré—-insulina {Gene: AF038123} Oreochromis

65 niloticus (tildpia do Nilo)
(P81423) Insulina Acipenser gueldenstaedtii (esturjao

o6 russo)

67 (P81881l) Insulina Piaractus mesopotamicus (Pacu)

68 (Q9WTR2) Pré-pré—-insulina {Gene ABR029318} Verasper

moseri (solha)
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(continuacao)

Motivo de Insulina (Identificador da Sequéncia de

SEQ ID N¢ Aminoadcidos) {Identificador da Sequéncia de Acido
Nucleico}
(1603264A) Péptido C de Insulina Anguilla anguilla
69 (enguia europeia)
Anfibios
(P12706) precursor da Insulina 1{Gene: M24443}
70 Xenopus laevis (ra Africana)
(P12707) precursor da Insulina 2 {Gene: M24442}
7 Xenopus laevis (ra Africana)
Répteis
(P31887) Insulina Trachemys scripta (tartaruga da
72 Flérida)
(P12703) Insulina Alligator mississippiensis
73 (alligator do Mississipi)
74 (P12708) Insulina Zaocys dhumnades (cobra)
75 (P01334) Insulina Crotalus atrox (cascavel)

Insulina Modificada

Humana
76 (AAA72172) Pré-prd-insulina Sintética{Gene: J02547}
(AAA72916)extremidade 3’ da cadeia alfa da insulina
77 sintética {Genes: AH003171 ou M38610}
(AAA72917) extremidade 3’ da cadeia beta da insulina
78 sintética {Genes: AH003171 ou M38611}
79 (CAA00712) Insulina Sintética {Gene: A07755}
80 (CAA00713) Insulina Sintética {Gene: A07758}
81 (CAA00714) Insulina Sintética {Gene: A07761}
82 (CAAQ00715)Produto de proteina sem nome {Gene: AQ07764}
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(continuacao)

Motivo de Insulina (Identificador da Sequéncia de

SEQ ID N¢ Aminoadcidos) {Identificador da Sequéncia de Acido
Nucleico}
(CAAQ00736) prdé-Insulina Sintética {Gene: A08012} (EP
53 0367163-A)
(CAAQ00783) Insulina Sintética {Gene: A08468} (EP
54 0376156-A)
(CAAQ01581) precursor da Insulina Modificada {Gene:
85 A21951} (documento WO 9011299)
(CAA01254) Insulina Sintética {Gene: A15938} (EP
8¢ 0214826-A)
(CAA01799)2Asp (B1),Asp(B4) ,Asp(B10),Asp(B16),
87 Glu(B27)A26317} construgcado da Insulina Sintética
{Gene: A26317)
(CAA01798)G1lu(B9),Glu(Al12) construcdao do precursor de
58 Insulina Sintética {Gene: A26314}
89 (CAA23424) prdé-Insulina Sintética {Gene: V00082}
(CAA24707) Cadeia C da Insulina Sintética {Gene:
%0 vV01l461}
(CAA25151) Cadeia B da Insulina Sintética {Gene:
- X00462}
(CAD60056) Produto de proteina sintética néao
%2 denominada {Gene: AX573757} (Pat. WO 02/079250)
(Gene: M31026) Cadeias de Insulina Sintética humana B
93 e mini-C utilizando cromatografia de silica gel
desactivada
(1BZVA)Cadeia A [d-Alab26]-Des(B27-B30)-insulina-B26-
94 Amida A Andlogo da Insulina de Substituicéo

Supervasonte Unica
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(continuacao)

Motivo de Insulina (Identificador da Sequéncia de

SEQ ID N° Aminoadcidos) {Identificador da Sequéncia de Acido
Nucleico}
(1BZVB) Cadeia B [d-Alab26]-Des(B27-B30)-Insulina-B26-
95 Amida A Andlogo da Insulina de Substituicgéo
Supervasonte Unica
(1HUIA) Mutante de Insulina Cadeia A (B1, B10, Bl6,
26 B27)glu, Des-B30, Nmr
(1HUIB) Mutante de Insulina Cadeia B (B1, B10, Bl6,
> B27)glu, Des-B30, Nmr
98 (1HLSA) Mutante de Insulina Humana Cadeia A -His (B16)
929 (1HLSB) Mutante de Insulina Humana Cadeia B-His (B16)
(1JCAA) Concepcgao nao convencional de cadeia A de
100 Andlogos de Insulina Instaveis com Actividade
Aumentada
(1JCAB) Concepgao nao convencional de cadeia B de
101 Andlogos de Insulina Instédveis com Actividade
Aumentada
(1JCAC) Concepcgao nao convencional de cadeia C de
102 Andlogos de Insulina Instdveis com Actividade
Aumentada
(1JCAD) Concepcgdo nao convencional de cadeia D de
103 Andlogos de Insulina Instdveis com Actividade
Aumentada
(1J73A)Cadeia A de um Andlogo de Insulina Instavel
104 com Actividade Nativa
105 (1J73B)Cadeia B de um Andlogo de Insulina Instavel

com Actividade Nativa
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(continuacao)

Motivo de Insulina (Identificador da Sequéncia de

SEQ ID N¢ Aminoadcidos) {Identificador da Sequéncia de Acido
Nucleico}

(1J73C) Cadeia C de um Andlogo de Insulina Instavel
106 com Actividade Nativa

(1J73D) Cadeia D de um Andlogo de Insulina Instavel
107 com Actividade Nativa

(1KMFA) Cadeia A de Mutante de Insulina Humana Ile-A2-
108 Allo-Ile, His-B10-Asp, Pro-B28-Lys, Lys-B29-Pro

(1KMFB) Cadeia B de Mutante de Insulina Humana Ile-
109 A2-Allo-ile, His-B10-Asp, Pro-B28-Lys, Lys—-B29- Pro

(1K3MA) Cadeia A de Mutante de Insulina Humana Ile-
10 A2-Ala, His-B10-Asp, Pro-B28-Lys, Lys-B29-Pro

(1K3MB) Cadeia B de Mutante de Insulina Humana Ile-
ti A2-Ala, His-B10-Asp, Pro-B28-Lys, Lys-B29-Pro

(1 LW8A)Cadeia A Allo-ilea2-insulina, Um Analogo
112 Quiral Inactivo

(1LW8RB) Cadeia B Allo-llea2-Insulina, Um Analogo
113 Quiral Inactivo

(1LW8C) Cadeia C Allo-Ilea2-Insulina, Um Analogo
114 Quiral Inactivo

(1LW8D) Cadeia D Allo-ilea2-Insulina, Um Analogo
11 Quiral Inactivo

(1LKQA) Cadeia A de Mutante de Insulina Humana Ile-A2-
116 Gly, Val-A3-Gly, His-B10-Asp, Pro-B28-Lys, Lys-B29-

Pro

(1LKQB) Cadeia B de Mutante de Insulina Humana Ile-A2-
117 Gly, Val-A3-Gly, His-B10-Asp, Pro-B28-Lys, Lys-B29-

Pro
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(continuacao)

Motivo de Insulina (Identificador da Sequéncia de

SEQ ID N¢ Aminoadcidos) {Identificador da Sequéncia de Acido
Nucleico}

118 (1MHIA) Cadeia A de mutante B9 (Asp)
119 (1IMHIB) Cadeia B de mutante B9 (Asp)
120 (1MHJA) Cadeia A de mutante B25(phe)
121 (1IMHJB) Cadeia B de mutante B25 (phe)

(1VKTA) Cadeia A, Modelo de dois Persulfuretos de
122 Insulina Humana

(1VKTB) Cadeia B, Modelo de dois Persulfuretos de
123 Insulina Humana

Nao-Humana

(AAG59607) Insulina albebetina Sintética {Gene:
124 AY017185}

(AAG59606) Insulina albeferdo Sintética {Gene:
125 AY017184}

Proteinas de Fusdo de Insulina
Humana

(AAB27046)N-terminal de uma proteina de fusao
126 interlequina 2-Insulina

(AAB27047) proteina de fusdo Beta-galactosidase-
127 Insulina N-terminal

(PC7082)proteina de fusado factor de crescimento da
128 epiderme/precursor da Insulina humana de cadeia

simples Des-B30

Nao-humana

(AAA72177) proteina de fusao penicilinase de

129 E.coli/extremidade 5’ da insulina I de rato (G

AHO003149 ou J02553}
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(continuacao)

Motivo de Insulina (Identificador da Sequéncia de

SEQ ID N¢ Aminoadcidos) {Identificador da Sequéncia de Acido
Nucleico}

(AAA72178) proteina de fusdo penicilinase de

130 E.coli/extremidade 3’ da insulina I de rato {Genes:
AH003149 ou J02554}
(AAA72179) proteina de fusdo seguéncia sinal de

131 insulina de rato/beta-galactosidase de E.coli {Gene:
J02555}

132 (AAA72181) proteina de fusédo virus de simio 40

(SV40) /Pré-pré—-insulina I de rato {Gene: J02559}

Mini Insulina

Humana

133

(1EFEA)Cadeia A, Uma Mini-Prdé-insulina Activa, M2pi

134

(1JCAA)Cadeia A, concepcgao Nao Convencional de
Andlogos da Insulina Instédveis Com Actividade

Aumentada

135

(1JCAB) Cadeia B, concepcao Nao Convencional de
Andlogos da Insulina Instédveis Com Actividade

Aumentada

136

(1JCAC) Cadeia C, concepcao Nao Convencional de
Andlogos da Insulina Instdaveis Com Actividade

Aumentada

137

(1JCAD) Cadeia D, concepcao Nao Convencional de
Andlogos da Insulina Instaveis Com Actividade

Aumentada

138

(1JK8C) Cadeia C, Um Complexo de Péptido de Insulina

Humana-Hla-Dg8
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(continuacao)

Motivo de Insulina (Identificador da Sequéncia de

SEQ ID N° Aminoadcidos) {Identificador da Sequéncia de Acido
Nucleico}

(1J73A)Cadeia A, Um Andlogo da Insulina Instdvel Com
139 Actividade Nativa

(1J73B)Cadeia B, Um Andlogo da Insulina Instavel Com
140 Actividade Nativa

(1J73C)Cadeia C, Um Andlogo da Insulina Instavel Com
tal Actividade Nativa

(1J73D)Cadeia D, Um Andlogo da Insulina Instavel Com
142 Actividade Nativa

(18JTA)Cadeia A, Mini-Pré-insulina, Mutante Analogo
143 da Insulina com duas cadeias: Des B30,His(B 10)asp,

Pro(B 28)asp

(1SJTB) Cadeia B, , Mini-Prdé-insulina, Mutante Andlogo
144 da Insulina com duas cadeias: Des B30,His(B 10)asp,

Pro(B 28)asp

(1SJU)Mini-Pré-insulina, , Mini-Prdé-insulina, Mutante
145 Andlogo da Insulina com cadeia unica: Des B30,

His (B10)asp, Pro(B28)asp e ligacado peptidica entre
Lys B29 e Gly Al
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SUMARIO DAS SEQUENCIAS

SEQ ID N°:1 e 2 apresentam a sequéncia de nucledbdétidos e a
sequéncia de aminodcidos deduzida, respectivamente, da
proteina de fusdo PRS-D9scFv-KLIP27-MI-KDEL no plasmideo
pSBS4404.

SEQ ID N°:3 e 4 apresenta a sequéncia de nucledtidos e a
sequéncia de aminodcidos deduzida, respectivamente, da
proteina de fuséao 0leo-KLIP8-KLIP27-MI no plasmideo

PSBS4405.

SEQ ID N°:5 e 6 apresentam a sequéncia de nucledtidos e a
sequéncia de aminodcidos deduzida, respectivamente, da
proteina de fusdo PRS-MI-ligando tetrabdsico-D9Scfv-KDEL no
plasmideo pSBS4414.

SEQ ID N°:7 até 145 apresentam as sequéncias de insulina

conhecidas que sado descritas na Tabela 1.

SEQ ID N°: 146 até 148 apresentam as sequéncias de
aminodcidos ou fragmentos do péptido C da insulina.
SEQ ID N°:149 apresentam a sequéncia de aminodcidos do

péptido de processamento tetrabdsico.

SEQ ID N°:150 até 155 apresentam as sequéncias de
aminodcidos dos polipéptidos capazes de reter o polipéptido

da insulina no ER.

SEQ ID N°:156 até 160 apresentam as sequéncias de
aminodcidos dos polipéptidos capazes de reter o polipéptido

da insulina num organito de armazenamento derivado de ER.
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SEQ ID N°:161 apresenta a sequéncia de aminodcidos de uma

sequéncia sinal PRS.

SEQ ID N°:162 até 171 apresentam as sequéncias de
aminoadcidos de sequéncias 1lider de levedura e as suas

sequéncias derivadas.

SEQ ID N°:172 até 173 apresentam as sequéncias de

aminodcidos dos péptidos espacadores.

SEQ ID N°:174 apresenta a sequéncia de aminodacidos da

sequéncia KLIPS8

SEQ ID N°:175 apresenta a sequéncia de nucledtidos do
iniciador de sentido directo 1325 qgque ¢é complementar a
regidao 5’ do <clone de ADNc D9ScFv e é concebido para
adicionar um sitio Sphl a regido 5’ para facilitar a ligacéo

subsequente.

SEQ ID N°:176 apresenta a sequéncia de nucledtidos do
iniciador reverso 1326 que ¢é complementar a regido 3’ do
clone de ADNc D9ScFv e é concebido para adicionar um sitio

Xhol site a regido 3’ para facilitar a ligacdo subsequente.

SEQ ID N°:177 apresenta a sequéncia de nucledtidos do
iniciador de sentido directo 1324 que € complementar a
regiao de 20 nucledtidos do iniciador reverso 1323 e ¢é

concebido para formar a extremidade 5’ da fusdao Klip27-MI.

SEQ ID N°:178 apresenta a sequéncia de nucledtidos do
iniciador reverso 1323 que ¢é complementar a regido de

20 nucledétidos do iniciador de sentido directo 1324 e &
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concebido para formar a extremidade 5’ da proteina de fuséao

Klip27-MI.

SEQ ID N°:179 apresenta a sequéncia de nucledtidos do
iniciador em sentido directo 1322 qgue ¢é complementar a
regidao de 19 nucledtidos do iniciador reverso 1321 e ¢é

concebida para formar a extremidade 3’ da fusao Klip27-MI.

SEQ ID N°:180 apresenta a sequéncia de nucledtidos do
iniciador reverso 1321 que € complementar a regido de
19 nucledétidos do iniciador em sentido directo 1322 e &

concebido para formar a extremidade 3’ da fusdo Klip27-MI.

SEQ ID N°:181 apresenta a sequéncia de nucledtidos do
iniciador em sentido directo 1364 qgue ¢é complementar a
regidao 5’ da sequéncia de Klip27-MI e ¢é concebida para
adicionar um sitio XhoI a regido 5’ para facilitar a ligacéo

subsequente.

SEQ ID N°:182 apresenta a sequéncia de nucledtidos do
iniciador reverso 1334 que ¢é complementar a regido 3’ da
sequéncia Klip27-MI e é concebida para adicionar um sitio
HindIIl a regido 3’ para facilitar a ligacdo subsequente e

uma sequéncia 3’ KDEL.

SEQ ID N°:183 apresenta a sequéncia de nucledtidos do
iniciador reverso 1329 que ¢é concebida para adicionar um
sitio HindIII a &regiao 3’ para facilitar a 1ligacéo

subsequente.

SEQ ID N°:184 apresenta a sequéncia de nucledtidos do

iniciador em sentido directo 1363 que ¢é complementar a
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regiao 5’ da sequéncia Klip27-MI e & concebida para
adicionar um sitio SphI a regido 5’ para facilitar a ligacao

subsequente.

SEQ ID N°:185 apresenta a sequéncia de nucledtidos do
iniciador em sentido directo 1515 que € complementar a
regiao 5’ da sequéncia da cadeia B da Insulina e € concebida
para inserir o sitio tetrabdsico intercalar entre as
auténticas cadeias A e B da insulina humana em conjun¢ao com

0 iniciador reverso 1518.

SEQ ID N°:186 apresenta a sequéncia de nucledtidos do
iniciador reverso 1518 que ¢é complementar a regido 3’da
cadeia B da insulina e a regidao 5’ da cadeia A da insulina
com a sequéncia de mini-péptido C tetrabdsico intercalar e é
concebida para inserir o sitio tetrabdsico intercalar entre

as cadeias A e B auténticas de insulina humana.

SEQ ID N°:187 apresenta a sequéncia de nucledtidos do
iniciador reverso 1517 que ¢é complementar a regidao 3’ da
sequéncia D9 scFV/KDEL e ¢é concebida para amplificar o
MI-ligando tetrabdsico-D9Scfv-KDEL inteiro para criar a

insercgao pSBS4414.

SEQ ID N°:188 e 189 apresentam a sequéncia de nucledtidos e
a sequéncia de aminodcidos deduzida, respectivamente, da

proteina de fusdo PRS-K1lip27-MI no plasmideo pSBS4401.

SEQ ID N°:190 apresenta a sequéncia de nucledtidos do
iniciador em sentido directo 1457 que € complementar a

regiao 5’ da sequéncia da cadeia B da insulina e € concebida
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para criar o fragmento da prdé-insulina humana (hRIN) em

conjuncgdo com o iniciador reverso 1591.

SEQ ID N°:191 apresenta a sequéncia de nucledtidos do
iniciador reverso 1458 que € complementar a regido 3’ da
pré-insulina humana  (hPIN) é concebida para criar a

pro(hPIN) humana e adiciona um sitio de clonagem 3’ HindIII.

SEQ ID N°:192 apresenta a sequéncia de nucledtidos do
iniciador de sentido directo 1455 que € complementar a
regidao 5’ do sitio Sphl de pSBS4404 e ¢é concebida para
amplificar o gene da oleosina de Arabidopsis em conjuncao

com o 1niciador reverso 1456.

SEQ ID N°:193 apresenta a sequéncia de nucledtidos do
iniciador reverso 1456 que é complementar a regido 3’do gene
da oleosina de Arabidopsis e é concebido para amplificar o
gene da oleosina de Arabidopsis em conjuncao com o iniciador

de sentido directo 1455.

SEQ ID N°:194 apresenta a sequéncia de nucledtidos do
iniciador de PCR que faz a ponte sobreponivel que &
complementar a regido 3’ do gene da oleosina de Arabidopsis
e a extremidade 5’ do gene da prdé-insulina humana gene e é
concebida para criar a insercao pSBS4409 em conjungao com O
iniciador em sentido directo 1455 e o iniciador reverso

1456.

SEQ ID N°:195 e 196 apresentam a sequéncia de nucledtidos e
a sequéncia de aminodcidos deduzida, respectivamente, da

proteina de fusdo OLEO-hPIN no plasmideo pSBS4409.
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SEQ ID N°:1
atgaacttccttaagtctttcectttctacgectttectttgttteggtcaatactte
gttgctgttacgcatgctgacattgtgatgacacagtctccatectcectggetatg
tcagtgggacagcgggtcactatgcgctgcaagtccagtcagagecttttaaaaagt
accaatcaaaagaactatttggcctggtaccagcagaaaccaggacagtctcctaaa
cttctggtatactttgcatccactagggaatctggggtccctgatcgettcatagge
agtggatctgggacagatttcactcttaccatcagcagtgtgcaggctgaagacctg
gcagattacttctgtcagcaacattataacactcctcccacgttecggtgectgggacce
aagctggagcttaagcggtctccgaacggtgecttctcatageggttctgecaccagge
actagctctgcatctggatctcaggtgcacctgcagcagtctggagctgagctgatg
aagcctggggcctcaatgaagatatcctgcaaggctactggectacacattcagtage
tactggatagagtgggtaaagcagaggcctggacatggeccttgagtggattggagag
attttacctggcagtggtagtactacctacaatgagaagttcaagggcaaggccaca
ttcactgcagatacatcctccaacacagcctacatgcaactcagcagectgacatcet
gaggactctgccgtctattactgtgcaagattggatgttgactcctggggeccaagge
accactctcacagtctcgagtcaaccaattgatgacactgaatcccagaccacgtca
gtgaacctcatggccgatgatactgagagcgcgtttgctacacaaacaaattcggga
ggtcttgacgttgtcggattgatctccatggetaagagagaagaaggagagcctaag
tttgttaatcaacatctttgtggatctcatcttgttgaggctctectaccttgtgtgt
ggagaaagaggatttttctacactcctaaggctgctaagggaattgttgaacaatgt
tgcacttctatttgctcactttaccaattggagaactattgcaacaaggatgaactt
tga

SEQ ID Ne:2
MNFLKSFPFYAFLCEFGQYFVAVTHADIVMTQSPSSLAMSVGQRVTMRCKSSQSLLKS
TNQKNYLAWYQQKPGQSPKLLVYFASTRESGVPDRFIGSGSGTDETLTISSVQAEDL
ADYFCQQHYNTPPTFGAGTKLELKRSPNGASHSGSAPGTSSASGSQVHLOOSGAELM
KPGASMKISCKATGYTFSSYWIEWVKQRPGHGLEWIGEILPGSGSTTYNEKFKGKAT
FTADTSSNTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARLDVDSWGQGTTLTVSSQPIDDTESQTTS
VNLMADDTESAFATQTNSGGLDVVGLISMAKREEGEPKFVNQHLCGSHLVEALYLVC
GERGFFYTPKAAKGIVEQCCTSICSLYQLENYCNKDEL

SEQ ID N2:3

atggcggatacagctagaggaacccatcacgatatcatcggcagagaccagtacccgatg
atgggccgagaccgagaccagtaccagatgtccggacgaggatctgactactccaagtet
aggcagattgctaaagctgcaactgectgtcacagctggtggttcectecttgttetetec
agccttacccttgttggaactgtcatagetttgactgttgcaacacctctgectegttate
ttcagcccaatccttgtecccggectctcatcacagttgecactectcatcacecggttttett
tcctetggagggtttggecattgececgetataaccgttttectcttggatttacgcaacggga
gagcacccacagggatcagacaagttggacagtgcaaggatgaagttgggaagcaaagct
caggatctgaaagacagagctcagtactacggacagcaacatactggtggggaacatgac
cgtgaccgtactcgtggtggccagcacactaccatggectgagatcaccegecattectcte
tacaaaggtaagtctctcegtaaggcgctgaaggaacatggacttctagaagacttettg
cagaaacaacagtatggcatctcgagcaagttccaaccaattgatgacactgaatcccag
accacgtcagtgaacctcatggccgatgatactgagagecgegtttgctacacaaacaaat
tcgggaggtcttgacgttgtcggattgatctccatggctaagagagaagaaggagagect
aagtttgttaatcaacatctttgtggatctcatecttgttgaggectctctacettgtgtgt
ggagaaagaggatttttctacactcctaaggctgectaagggaattgttgaacaatgttge
acttctatttgctcactttaccaattggagaactattgcaactga
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SEQ ID N2:4
MADTARGTHHDIIGRDQYPMMGRDRDQYOMSGRGSDYSKSRQIAKAATAVTAGGSLLVLSSLTLVGTVI
ALTVATPLLVIFSPILVPALITVALLITGFLSSGGFGIAAITVFSWIYATG
EHPQGSDKLDSARMKLGSKAQDLKDRAQYYGQQHTGGEHDRDRTRGGOHTTMAEITRI PLYKGKSLRKA
LKEHGLLEDFLQKQQYGISSKFQPIDDTESQTTSVNLMADDTESAFATQTN
SGGLDVVGLISMAKREEGEPKFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKAAKGIVEQCCTSICSLYQL
ENYCN

SEQ ID N<9:5
atgaacttccttaagtctttccctttctacgetttectttgtttcggtcaatacttegttgetgttacyg
catgcctttgttaatcaacatctttgtggatctcatcttgttgaggetctctacettgtgtgtggagaa
agaggatttttctacactcctaagactagaagaaagagaggaattgttgaacaatgttgcacttctatt
tgctcactttaccaattggagaactattgcaacagaagaaagagagacattgtgatgacacagtctcca
tcctecectggetatgtcagtgggacagegggtcactatgegetgecaagtccagtcagagecttttaaaa
agtaccaatcaaaagaactatttggcctggtaccagcagaaaccaggacagtctcctaaacttctggta
tactttgcatccactagggaatctggggtccctgatcgecttcataggcagtggatctgggacagatttce
actcttaccatcagcagtgtgcaggctgaagacctggcagattacttctgtcagcaacattataacact
cctcccacgtteggtgectgggaccaagttggagettaageggtctececgaacggtgettcetcatageggt
tctgcaccaggcactagctctgcatctggatctcaggtgcacctgecagecagtctggagetgagetgatg
aagcctggggcectcaatgaagatatcctgcaaggctactggetacacattcagtagectactggatagag
tgggtaaagcagaggcctggacatggecttgagtggattggagagattttacctggcagtggtagtact
acctacaatgagaagttcaagggcaaggccacattcactgcagatacatcctccaacacagcctacatg
caactcagcagcctgacatctgaggactctgececgtctattactgtgcaagattggatgttgactectgg
ggccaaggcaccactctcacagtgagctcaaaggatgagectttga

SEQ ID N2:6
MNFLKSFPFYAFLCFGQYFVAVTHAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTRRKRGIVEQCCTSI
CSLYQLENYCNRRKRDIVMTQSPSSLAMSVGORVTMRCKS SQSLLKSTNQKNYLAWYQOKPGQS PKLLV
YFASTRESGVPDRFIGSGSGTDFTLTISSVQAEDLADY FCQQHYNT PPTFGAGTKLELKRS PNGASHSG
SAPGTSSASGSQVHLOQSGAELMKPGASMKISCKATGYTFSSYWIEWVKQORPGHGLEWIGEILPGSGST
TYNEKFKGKATFTADTSSNTAYMOLSSLTSEDSAVYYCARLDVDSWGQGTTLTVSSKDEL

SEQ ID N2:7
MALWMRLLPLLALLALWGPDPAAAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTRRE
AEDLQVGQVELGGGPGAGSLQPLALEGSLQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN

SEQ ID N2:8
EAEDPQVGEVELGGGPGLGGLQPLALAGPQQ
SEQ ID N2:9

FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKAXXEAEDPQVGEVELGGGPGLGGLQPLALAGPQOXXGIVE
QCCTGICSLYQLENYCN

SEQ ID N©:10
MASLAALLPLLALLVLCRLDPAQAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKSRREVEELQVGQAELG
GGPGAGGLQPSALELALQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN

SEQ ID Ne:11
GIVEQCCTSICSLYQLENYCN

SEQ ID N2:12
GIVEQCCASTCSLYQLENYCN
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SEQ ID H°:13
MALRTRLLPLIALLALKARPAPACAFVNOHLCGSELVEALY LVWCGRRGFFYTPEARRE
AENPOAGAVELGGGLGCLOALALEGPPOKRGIVEQUUTSICSLYDLENYCH

SEQ ID H°:14
GIVEQUCTGVCSLYQLENYCH

SEQ ID H°:15
MALWYRLRFLLALLALHPPEPPARAFVNQHLCGSHINEAL Y ILWVCGERGFFYTPRAREE
VEGPOVGALRLAGG PCAGGLEGPPQRRGIVEQCCASVOESLYQLENYCN

SEQ ID H°:16
HALW TRV LI AL LAT WA PA PR HAPVNOHLCGSHLVEA LY LVCGERGFFYTPRARRE

SEQ ID H°:17
GIVEQUCASVCSLYJLENYCHN

SEQ ID H°:18
MALWMRLLPLLALLATWAPA PTRAFVNOQHLICGSHIVEALY LVCGERGFFYTPKARRE
?EDLQVRDVEL&G&FGEQGLQPLRLEGRLQKRQEVEQCCTSICSLYQ&ENYEN

SEQ ID H°:19
SIVDOOCTGVISLYQLONYCHN

SEQ ID H°:20 o -
MALWMHLLPLIALLALHGPE PRAEAPVNQHLCGPHLVEALY LVCGERGEFEYAPKTRRE
REDLOVGOVELGGGSITGSLPPLEGPMQKRGVVDQUCTS ICSLYQLUIYCN

SEQ ID H°:21 -
MALWMRLLPLLALLALRG P DPAPAFVNOHLCGBHLVEALY LVCGERGFFYTPKTRRE
REDPRVGOVELGGGPGAGSLQPLALEGS LOKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN

SEQ ID H°:22
MALWMRLLPLLALL AL PDRVEAFVNOHLCGSHLYVEALY LVCGERGEFY TFRTRRE
ARDPOVEOVELGEEPGAGSLOPLALEGSLQKRGIVEQUCTSICELYQLENYCN

SEQ ID H®:23 i T i 1
MATLWMELLPLLVLIATLNGPDPASAFVNOHLOGSHLVEALY LVCGERGEEYTPRTRRE
AEDLOVGQVELGGGPGAGSLOPLALEGSLOKRGIVEQUCTSICSLYQLENYCN

SEQ ID H°:24
GIVERCCESVOSMYQLENYCH
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SEQ ID N9:25
CHEERLVEALYLVCGERGEF FYTPRTIRREAEDLOVEOVELGGGEGAGS LOILALEGSLY
KRGIVEQC

SEQ ID H°:26
MALWMELL P LLALLAIMG P DRARAFVNOHLCGSHEVEA LY LVCGERGEEY TERTRER
AR DL OV OV E L GGG PGRGELOPLALEGSLORRGIVEQUOTS TCS LY QL ERYCY

SEQ ID H":27
EVNOHLCGPRBLVEALYLVCGERGEFYAPKTGVVDQCCTRICELYQLONYCN

SEQ ID H?:28
M LHMRL L PLL T L LV PN PACAFVROHLCGSHLVEA LY LVOGERGYEFYTPKESRRG
VEDEOVARLELGEGPGADDIOT LA LEYADORRSIVDOOCTE TCSLYQ