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ES 2 522 627 T3

PROCEDIMIENTOS PARA EL REPLEGAMIENTO DE INSULINA

DESCRIPCION
Campo de la invencion

La invencion se refiere a procedimientos para obtener un precursor de insulina, analogos de insulina o derivados de
los mismos que tiene puentes de cistina unidos correctamente. El procedimiento incluye solubilizar un precursor de
proinsulina que tiene puentes de cistina unidos incorrectamente en una disolucién acuosa o un tampoén que contiene
uno o ambos de cisteina o clorhidrato de cisteina y uno o mas de agentes auxiliares caotrépicos. Entonces se
repliegan los precursores solubilizados afiadiendo un diluyente a la mezcla solubilizada (dilucién inversa). Ademas,
los precursores solubilizados, en los que la concentracion de precursor es de mas de 0,65 g/litro, también pueden
replegarse diluyendo la mezcla de reaccion con un diluyente que contiene aproximadamente el 5-40% v/v de alcohol
isopropilico.

Antecedentes de la invencion

La insulina es una hormona proteica que consiste en una cadena A acida de 21 residuos de aminoacido y una
cadena B basica de 30 aminoacidos. La cadena A y la cadena B estan unidas entre si por seis residuos de cisteina
que forman tres enlaces disulfuro entre las siguientes posiciones: A 6-A 11; A7-B 7; A 20-B 19.
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Los tres enlaces disulfuro son importantes en el mantenimiento de la conformacién nativa y las actividades
biolégicas de la molécula de insulina. La insulina se pliega para dar una estructura tridimensional Gnica compuesta
principalmente por tres segmentos de hélice o (A2-A8, A13-A19 y B9-B19) estabilizados por sus tres enlaces
disulfuro.

Los analogos y derivados de insulina difieren de la insulina humana en una o mas de una posicion de aminoacido
y/o longitud de cadena de aminoacidos.

La insulina, andlogos y derivados de insulina se preparan usando tecnologia de ADN recombinante en E. coli o
levadura. Cuando se usa E. coli como célula huésped, la insulina expresada no estara en su conformacion soluble y
bioldgicamente activa, nativa. A diferencia de la proteina nativa, se acumulan cuerpos de inclusion inactivos en la
célula huésped. Estos cuerpos de inclusion contienen proteina recombinante en una forma altamente enriquecida
con plegamiento incorrecto. Como consecuencia, la proteina recombinante debe aislarse, replegarse en condiciones
adecuadas y convertirse enzimaticamente en la insulina biolégicamente activa.

Existen dos cuestiones importantes en la recuperacion de proteinas activas a partir de cuerpos de inclusion.
Estas incluyen:

(a)Solubilizacion de proinsulinas, y

(b) Replegamiento de proinsulinas.
Se usan comuUnmente agentes caotropicos y detergentes como agentes solubilizantes. Actian como agentes
desnaturalizantes de proteina. Los agentes caotrépicos rompen los puentes de hidrégeno en disolucion, alterando
asi las interacciones intermoleculares e intramoleculares con desplegamiento parcial o completo de la estructura
proteica.
Una clave para el procedimiento de solubilizacion es la adicion de un agente reductor para mantener residuos de
cisteina en el estado reducido y asi impedir la formacion de disulfuro intramolecular e intermolecular no nativo en
disoluciones de proteina altamente concentradas a pH alcalino.
El replegamiento se logra mediante la eliminacion de agentes desnaturalizantes en exceso mediante dilucion,

intercambio de tampdn, diafiliraciones, cromatografia de filtracién en gel o inmovilizaciéon sobre un soporte soélido.
Debido a su simplicidad, habitualmente se prefiere la dilucién para el replegamiento de proteinas a escala industrial.
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La concentracion de proteina presente en una mezcla de solubilizacién que contiene agente reductor y agente
auxiliar caotropico desempefia un papel importante en la decision del rendimiento final de proinsulinas plegadas
correctamente. Como la concentracion de proteina en medios de solubilizacién que contienen tanto cisteina como
agente auxiliar caotropico esta aumentada, la probabilidad de agregacion o precipitacion de proteinas aumenta
debido al aumento de la interaccion.

El otro factor que da como resultado la agregacion de moléculas de proteina es el cambio repentino en la
concentracion de agente desnaturalizante, que fuerza a las moléculas de proteina a colapsarse para dar una
estructura compacta que da como resultado precipitacion o agregacion.

Cuando se elimina el agente desnaturalizante durante el replegamiento, el efecto hidréfobo hace que la molécula de
proteina no plegada secuestre sus grupos hidroéfobos, conduciendo a agregacion. Para la aplicacion industrial es
deseable eliminar o minimizar la formacién de agregados de proteina.

Las patentes estadounidenses n.” 5.663.291; 5.473.049; 5.986.048; 6.380.355 y la solicitud de patente
estadounidense 20070106063 dan a conocer procedimientos para obtener un precursor de insulina o derivados de
insulina del mismo que tienen puentes de cistina unidos correctamente. Ademas, el documento RU2141531 da a
conocer un método de replegamiento del precursor de insulina que implica la disolucién de cuerpos de inclusion con
urea/ditiotreitol presentes al mismo tiempo y la purificacion posterior en alcohol isopropilico al 40%.

Winter, J. et al. Renaturation of human proinsulin-a study on refolding and conversion to insulin. Analytical
biochemistry (2002), 310 (2), 148-155 dan a conocer el replegamiento de proinsulina humana en condiciones redox
adecuadas.

Sumario de la invenciéon

En un aspecto general se proporciona un procedimiento para obtener un precursor de insulina, analogos de insulina
o derivados de los mismos que tienen puentes de cistina unidos correctamente, comprendiendo el procedimiento:

a. mezclar un precursor de insulina, analogos de insulina o derivados de los mismos que tienen puentes de
cistina unidos incorrectamente con una disoluciéon acuosa o un tampdn que contiene tanto cisteina o clorhidrato
de cisteina como uno o mas de agentes auxiliares caotropicos, a un pH de aproximadamente 8 a
aproximadamente 11,5 y a una temperatura de aproximadamente 2°C a aproximadamente 55°C, en el que la
concentracion de precursor es de mas de 0,65 gl/litro;

b. diluir de manera inversa afiadiendo lentamente un diluyente a la mezcla de reaccion de la etapa (a), a un pH
de aproximadamente 8 a aproximadamente 11,5 y a una temperatura de aproximadamente 2°C a
aproximadamente 40°C; y

c. aislar el precursor de insulina, analogos de insulina y derivados de los mismos que tienen puentes de cistina
unidos correctamente.

El término “andlogo de insulina humana” (y expresiones similares) tal como se usa en el presente documento se
refiere a insulina humana en la que uno o mas aminoacidos se han delecionado y/o se han sustituido por otros
aminoacidos, incluyendo aminoacidos no codificables, o insulina humana que comprende aminoacidos adicionales,
es decir mas de 51 aminoacidos.

El término “derivados de insulina humana” (y expresiones similares) tal como se usa en el presente documento se
refiere a insulina humana o un analogo de la misma en la que al menos un sustituyente organico esta unido a uno o
mas de los aminoacidos.

En otro aspecto general se proporciona un procedimiento para obtener un precursor de insulina, analogos de
insulina o derivados de los mismos que tienen puentes de cistina unidos correctamente, comprendiendo el
procedimiento:

a. mezclar un precursor de insulina, analogos de insulina o derivados de los mismos que tienen puentes de
cistina unidos incorrectamente con una disolucién acuosa o un tampdén que comprende cisteina o
clorhidrato de cisteina y uno o mas de agentes auxiliares caotrépicos, a un pH de aproximadamente 7 a
aproximadamente 11,5 y a una temperatura de aproximadamente 15°C a aproximadamente 55°C; en el que
la concentracion de precursor es de mas de 0,65 g/litro,

b. mezclar la mezcla de reaccion de la etapa (a) con un diluyente que contiene el 5-40% (v/v) de alcohol
isopropilico, a un pH de 8 a 11,5 y una temperatura de 2°C a 40°C; y

c. aislar el precursor de insulina, analogos de insulina y derivados de los mismos que tienen puentes de
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cistina unidos correctamente.

Las realizaciones del procedimiento para obtener el precursor de insulina, analogo de insulina o derivados de los
mismos que tienen puentes de cistina unidos correctamente pueden incluir una o mas de las siguientes
caracteristicas. El procedimiento puede incluir ademas tampones, disolventes, aditivos, agentes auxiliares
caotropicos, y similares.

Los detalles de una o mas realizaciones de la invencidon se exponen en la descripcién a continuacion. Otras
caracteristicas, objetos y ventajas de la invencién resultaran evidentes a partir de la descripcion y las
reivindicaciones.

Descripcion detallada de la invencion

Los inventores han descubierto ahora que cuando se solubilizan precursores de proinsulina que tienen puentes de
cistina unidos incorrectamente en una disolucion que contiene tanto cisteina o clorhidrato de cisteina como agente
auxiliar caotropico y luego se diluyen los precursores solubilizados afiadiendo un diluyente en la mezcla solubilizada
(dilucion inversa), el procedimiento da como resultado un aumento del rendimiento del precursor de proinsulina
plegado correctamente como resultado de la reduccidon de la agregacion forzada. Ademas, los inventores han
encontrado sorprendentemente que hay un aumento en el rendimiento de precursores de insulina solubilizados
cuando la concentracion de precursor de insulina es de mas de 0,65 g/l en fase de solubilizacién debido al aumento
de las velocidades de reaccion. Al aumentar el rendimiento de estas proteinas solubilizadas, hay un aumento
posterior en el rendimiento de la proteina plegada correctamente cuando se diluyen estas proteinas solubilizadas
usando un tampén de replegamiento que contiene opcionalmente disolventes alcohdlicos o apréticos.

Los procedimientos pueden aplicarse a escala industrial y son rentables. Todo el procedimiento puede llevarse a
cabo en un solo recipiente.

La concentracién de cisteina o clorhidrato de cisteina en la etapa (a) varia desde aproximadamente 20 mM hasta
aproximadamente 60 mM.

Los agentes auxiliares caotrépicos pueden seleccionarse del grupo que consiste en sulfato de amonio, clorhidrato de
guanidina, carbonato de etileno, tiocianato, dimetilsulfoxido y urea.

En una de las realizaciones, el agente auxiliar caotrépico es urea o clorhidrato de guanidina.

En ofra realizacion de la invencién, la concentracion de agente auxiliar caotropico es desde aproximadamente 5 M
hasta aproximadamente 10 M.

Los tampones adecuados para llevar a cabo la reaccion en la etapa (a) incluyen uno o mas de tampédn glicina,
tampon fosfato, tampdn Tris y tampdn etanolamina.

En una de las realizaciones de la presente invencion, el tampén es tampon Tris.

El diluyente adecuado para llevar a cabo la dilucion en la etapa (b) incluye uno o mas de agua, tampén glicina,
tampon fosfato, tampdn Tris y tampdn etanolamina, alcohol C1-C4 y disolucion de cisteina o clorhidrato de cisteina.

En una de las realizaciones de la presente invencion, el diluyente es tampon Tris.

En otra realizacién de la invencion, el disolvente alcohdlico o aprotico puede seleccionarse del grupo que consiste en
metanol, etanol, isopropanol, n-propanol, t-butanol, dimetilsulféxido, dimetilformamida, N-metilpirrolidona,
tetrahidrofurano, dioxano y acetonitrilo.

AUn en otra realizacién de la invencion, el disolvente alcohdlico es alcohol isopropilico.

En oftra realizacion de la invencion, la disolucidon acuosa o tampoén en la etapa (a) puede comprender ademas uno o
mas aditivos.

Los aditivos adecuados incluyen acido etilendiaminatetraacético, acido etilenglicoltetraacético (EGTA), arginina,
metionina, prolina, glicina, alanina, azucares, polioles, sales tales como sulfato de amonio y cloruro de magnesio, y
ciclodextrinas o sales de las mismas.

En una de las realizaciones de la invencion, el aditivo afiadido al disolvente de la etapa (a) es acido
etilendiaminatetraacético.

En otra realizaciéon de la invencion, la temperatura de la etapa (a) esta en el intervalo de aproximadamente 2°C a
aproximadamente 25°C.
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En otra realizacion de la invencion, la etapa (b) se lleva a cabo en un intervalo de temperatura de 2°C a
aproximadamente 25°C.

En oftra realizacion de la invencion, la etapa (a) se lleva a cabo a un pH de aproximadamente 8 a aproximadamente
9,5.

En oftra realizacion de la invencion, la etapa (b) se lleva a cabo a un pH de aproximadamente 8 a aproximadamente
9,5.

En una de las realizaciones de la invencion, el precursor de la insulina o un derivado de insulina del mismo, tiene la
secuencia segun la formula |

R?-R'-B2-R*-B4-B27-R°-R%-R’-X-Gly-A2-A20-R®
en la que

R? es
a. un atomo de hidrégeno,

b. un residuo de aminoacido del grupo que consiste en lisina (Lys) y arginina (Arg),
o}

c. un péptido que tiene de 2 a 45 residuos de aminoacido, que comprende el residuo de aminoacido lisina (Lys) o
arginina (Arg) en el extremo carboxilo del péptido;

R' es un residuo de fenilalanina (Phe) o un enlace covalente;

R* corresponde a la posicién B-3 de la insulina humana y es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en
asparagina, lisina y prolina

R5-R6-R7corresponde a la posicion B-28, B-29 y B-30 de la cadena de la insulina humana respectivamente.

R® puede seleccionarse del grupo que consiste en asparagina, lisina, leucina, prolina, valina, acido aspartico, acido
glutamico y alanina opcionalmente sustituidos con un grupo acilo que tiene al menos 10 atomos de carbono.

R® puede seleccionarse del grupo que consiste en lisina, acido glutamico y prolina opcionalmente sustituidos con un
grupo acilo que tiene al menos 10 atomos de carbono.

R’ puede seleccionarse del grupo que consiste en treonina, des-treonina, alanina y serina.

(B2 y B4-B27) son los residuos de aminoacido en las posiciones B2, B4 a B27 de la cadena B de la insulina humana,
insulina animal o un derivado de insulina de las mismas;

Xes
i. un residuo de aminoacido del grupo que consiste en lisina (Lys) y arginina (Arg), o

ii. un péptido que tiene de 2 a 35 residuos de aminoacido, que comprende el residuo de aminoacido lisina (Lys) o
arginina (Arg) en el extremo N-terminal y en el extremo carboxilo del péptido, o

ii. un péptido que tiene de 2 a 35 aminoacidos que pueden codificarse genéticamente, que comprende de 1 a 5
residuos de histidina;

(A2-A20) son los residuos de aminoacido en las posiciones A2 a A20 de la cadena A de la insulina humana, insulina
animal o un derivado de insulina de las mismas, y

R® es un residuo de aminoacido que puede codificarse genéticamente.
La secuencia de aminoacidos de péptidos y proteinas se indica desde el extremo N-terminal de la cadena de
aminoacidos hacia delante. Los detalles en la formula | entre paréntesis, por ejemplo A6, A20, B2, B4, B7 o B19,

corresponden a la posicion de residuos de aminoacido en las cadenas A o B de la insulina.

El término “residuo de aminoacido que puede codificarse genéticamente” representa los aminoacidos Gly, Ala, Ser,
Thr, Val, Leu, lle, Asp, Asn, Glu, GIn, Cys, Met, Arg, Lys, His, Tyr, Phe, Trp, Pro y selenocisteina.
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Los términos “residuos A2-A20” y “residuos B2-B29” de “insulina animal” se entiende que significan, por ejemplo, las
secuencias de aminoacidos de insulina de reses, cerdos o pollos. Los términos “residuos A2-A20” y “B2-B29” de
derivados de insulina representan las secuencias de aminoacidos correspondientes de la insulina humana, que se
forman mediante el remplazo de aminoacidos por otros aminoacidos que pueden codificarse genéticamente.
La cadena A de la insulina humana tiene la siguiente secuencia (SEQ ID NO: 1):

Glylle Val GluGInCysCysThr Ser lleCys Ser LeuTyrGInLeuGluAsnTyrCysAsn.

La cadena B de la insulina humana tiene la siguiente secuencia (SEQ ID NO: 2):

PheVal AsnGln His LeuCysGly Ser His Leu Val Glu Ala LeuTyrLeu Val CysG-
lyGluArgGlyPhePheTyrThr Pro LysThr.

El procedimiento segun la invencién es particularmente adecuado para obtener un precursor de insulina o un
derivado de insulina que tiene la férmula I, cuyos puentes de cistina (no mostrados en la férmula 1) estan plegados
correctamente, en la que
R? es

a) un atomo de hidrégeno, o

b) un péptido que tiene de 2 a 15 residuos de aminoacido, en cuyo extremo carboxilo se encuentra un residuo de
arginina (Arg);

R' es un residuo de fenilalanina (Phe);
R* es asparagina o lisina;
R® es lisina, prolina, acido glutamico o acido aspartico;

R® es lisina, prolina, acido glutamico opcionalmente sustituidos con un grupo acilo que tiene al menos 10 atomos de
carbono;

R’ es treonina o des-treonina;
(B2 y B4-B27) son los residuos de aminoacido en las posiciones B2, B4 a B27 de la cadena B de la insulina humana;

X es el residuo de aminoacido arginina (Arg) o un péptido que tiene de 2 a 35 residuos de aminoacido, en el que al
principio y al final del péptido hay dos residuos de aminoacido basicos, en particular arginina (Arg) y/o lisina (Lys);

El residuo Z que codifica para un aminoacido extra en la cadena B de la insulina o analogos de insulina o derivados
de los mismos, por norma general, es parte de X en la secuencia de aminoacidos del precursor de férmula I.

(A2-A20) son los residuos de aminoacido en las posiciones A2 a A20 de la cadena A de la insulina humana; y
R? es el residuo de aminoacido asparagina (Asn), serina (Ser) o glicina (Gly).

En la insulina 7g|argina, R® en la formula | es glicina (Gly), R' es fenilalanina (Phe), R* es asparagina, R® es prolina,
R® es lisina, R” es treonina y Z es un residuo de arginina (Arg) o un residuo peptidico Arg-Arg-OH.

En la insulina Lispro, R® en la formula | es asparagina (Asn), R' es fenilalanina (Phe), R* es asparagina, R® es lisina,
R® es prolina, R’ es treonina.

El procedimiento de la presente invencion puede realizarse en un solo recipiente. El precursor de insulina, analogo
de insulina o derivados de los mismos que tienen puentes de cistina unidos correctamente pueden obtenerse
afadiendo el precursor de insulina, analogo de insulina o derivados de los mismos que tienen puentes de cistina
unidos incorrectamente en un recipiente. Se afiade una disolucién acuosa o un tampdn que contiene cisteina o
clorhidrato de cisteina y uno o mas agentes auxiliares caotrépicos al recipiente que contiene precursor, a un pH de
aproximadamente 7 a aproximadamente 11,5 y a una temperatura de aproximadamente 15 a aproximadamente
55°C. Tras aproximadamente 4 h, se afiade lentamente un diluyente al recipiente que contiene la mezcla de reaccion
a un pH de aproximadamente 8 a aproximadamente 11,5 y una temperatura de aproximadamente 2°C a
aproximadamente 40°C. La mezcla de reaccion diluida se agita durante aproximadamente 24 h. Tras 24 h, se aisla

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 522 627 T3

entonces el precursor de insulina, analogos de insulina y derivados de los mismos que tienen puentes de cistina
unidos correctamente de la mezcla de reaccion.

El precursor de férmula | puede producirse en microorganismos con la ayuda de un constructo genético, que se
expresa en Escherichia coli o estreptomicetos durante la fermentacion usando el procedimiento conocido en la
técnica.
La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos que se proporcionan simplemente a modo
de ejemplo de la invencion y no limitan el alcance de la invencion. Determinadas modificaciones y equivalentes
resultaran evidentes para los expertos en la técnica y se pretende que se incluyan dentro del alcance de la
invencion.
Ejemplo 1: Cuantificacién de precursor de insulina en cuerpos de inclusion
Tras completarse la fermentacion, se separaron las células mediante centrifugacion y se alteraron mediante
homogenizacién a alta presion habitual. Se aislaron los cuerpos de inclusién de proteinas de fusion liberados
mediante centrifugacion. Se liofilizaron los cuerpos de inclusién aislados que tenian secuencia de proinsulina. Se
determind la cantidad de precursor de insulina en los cuerpos de inclusién mediante HPLC.
Se disolvieron 100 mg de cuerpos de inclusién en 100 ml de una disoluciéon de urea 8 M que contenia 100 mm de
ditiotreitol. Se mezclé la disolucién apropiadamente y entonces se calenté a 95°C durante 5 min. Se centrifugd la
disolucion durante 10 min a 10000 rpm y se aplicaron 0,002 ml en una columna HPLC para la cuantificacion.
Condiciones de HPLC analitica:

Velocidad de flujo: 1 ml/min

Deteccion UV: 214 nm

Columna: Spherisorb C 18 de Waters, 4,6 X 250 mm, 5 micrémetros, 120 A

Tampodn A: el 90% de agua, el 10% de acetonitrilo y TFA al 0,1%

Tampon B: el 20% de agua, el 80% de acetonitrilo y TFA al 0,15

Temperatura de la columna: 40°C

Se equilibré la columna con el 10% de tampon B antes de la inyeccion de la muestra.

La elucion en gradiente comienza tras 2 min de inyeccion y aumenta hasta el 100% de B en 25 minutos. El tiempo
de analisis total fue de 30 min.

Ejemplo 2: Procedimiento para obtener un precursor de insulina cuyos puentes de cistina estan plegados
correctamente

Se recogid la proteina de fusidon expresada como cuerpos de inclusion insolubles que tenia la secuencia de
proinsulina 1 (SEQ ID NO: 3) a partir de células de E. coli.

Secuencia de proinsulina 1 (SEQ ID NO: 3)

Ala Thr'Thr Ser ThrGlyAsn Ser Ala ArgPhe Val AsnGln His LeuCysGly Ser His Leu
Val Glu Ala LeuTyrLeu Val CysGlyGluArgGlyPhePheTyrThr Pro LysThrArgArgGlu
Ala Glu Asp LeuGln Val GlyGln Val GluLeuGlyGlyGly Pro Gly Ala Gly Ser LeuGin
Pro Leu Ala LeuGluGly Ser LeuGlInLysArgGlylle Val GluGInCysCysThr Ser IleCys
Ser LeuTyrGlnLeuGluAsnTyrCysAsn

X es el péptido C de la insulina humana (SEQ ID NO: 4);

ArgArgGlu Ala Glu Asp LeuGln Val GlyGln Val GluLeuGlyGlyGly Pro Gly Ala
Gly Ser LeuGln Pro Leu Ala LeuGluGly Ser LeuGInLysArg.
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Ejemplo 2A: Replegamiento mediante dilucion directa

Se afadieron 480 g de urea, 9,08 g de clorhidrato de L-cisteina y 0,75 g de sal disodica del acido
etilendiaminatetraacético a un litro de tampén Tris 20 mM y se ajusté el pH de la disolucién a 8,5 con disolucion de
hidréxido de sodio 5 N. Se verti6 esta disolucion en un recipiente. Se peso6 una cantidad igual a 40 g de cuerpos de
inclusion liofilizados aislados que contenian 16 g de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 1 (SEQ ID
NO: 3) (se determiné la parte de proteina de fusion que contenia insulina con la ayuda de HPLC, era del 40%) y se
disolvid en la disolucion anterior que contenia tanto L-cisteina como urea. Se agit6 la disolucion durante una hora a
temperatura ambiente. Se ajustd el pH de la disolucion a 10,6 con hidroxido de sodio 5 N y se continué agitando
adicionalmente durante 1 h a temperatura ambiente. Se afiadié lentamente la mezcla solubilizada a 29 litros de
tampon Tris (20 mM) enfriado previamente (10+2°C) que contenia EDTA 2 mM a pH 10,6. Se ajusté el pH de la
mezcla de reaccién a 10,6 con disolucion de hidroxido de sodio 5 N. Se agité la mezcla de replegamiento diluida
durante 24 h. Tras 24 h, se determind el contenido de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 1 que tenia
puentes de cistina unidos correctamente en la mezcla de reaccién con la ayuda de HPLC. Se recuperaron 8,0 g de
precursor de insulina de secuencia de proinsulina 1 plegado correctamente (corresponde a una recuperacion del
50%).

Ejemplo 2B: Replegamiento tras dilucion inversa

Se afadieron 480 g de urea, 9,08 g de clorhidrato de L-cisteina y 0,75 g de sal disddica del acido
etilendiaminatetraacético a un litro de tampén Tris 20 mM y se ajusté el pH de la disolucién a 8,5 con disolucion de
hidréxido de sodio 5 N. Se verti6 esta disolucion en un recipiente. Se peso6 una cantidad igual a 40 g de cuerpos de
inclusion liofilizados aislados que contenian 16 g de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 1 (se
determind la parte de proteina de fusion que contenia insulina con la ayuda de HPLC, era del 40%) y se disolvio en
la disolucion anterior que tenia tanto cisteina como urea. Se agit6 la disolucién durante 1 h a temperatura ambiente.
Se ajusto el pH de la disolucién a 10,6 con hidréxido de sodio 5 N y se continué agitando adicionalmente durante 1 h
a temperatura ambiente. A la mezcla solubilizada anterior se le afiadieron lentamente 29 litros de tampén Tris (20
mM) enfriado previamente (10+2°C) que contenia EDTA 2 mM a pH 10,6. Se ajusté el pH de la mezcla de reaccién a
10,6 con disolucion de hidroxido de sodio 5 N. Se agité la mezcla de replegamiento durante 24 h a (10+2°C). Tras 24
h, se determiné el contenido de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 1 que tenia puentes de cistina
unidos correctamente en la mezcla de reaccion con la ayuda de HPLC. Se recuperaron 9,83 g de precursor de
insulina de secuencia de proinsulina 1 plegado correctamente (corresponde a una recuperacion del 61,6%).

Ejemplo 2C: Replegamiento sin IPA

Se afiadieron 573 g de clorhidrato de guanidina, 3,5 g de clorhidrato de L-cisteina 'y 0,75 g de sal disddica del acido
etilendiaminatetraacético a un litro de tampén Tris 20 mM y se ajusté el pH de la disolucién a 8,5 con disolucion de
hidroxido de sodio 5 N. Se vertié esta disolucion en un recipiente. Se pesd una cantidad igual a 8 g de cuerpos de
inclusion liofilizados aislados que contenian 3,2 g de precursor de insulina de secuencia 3 (SEQ ID NO: 3) (se
determind la parte de proteina de fusion que contenia insulina con la ayuda de HPLC, era del 40%) y se disolvi6 en
la disolucion anterior que tenia tanto L-cisteina como clorhidrato de guanidina. Se agit6 la disolucidon durante cuatro
horas a temperatura ambiente y se transfirié a lo largo de un periodo de 4 h a 9 litros de tampo6n Tris 20 mM enfriado
previamente (10+2°C) a pH 9,0 que contenia 6,7 g de EDTA, 1,08 g de L-cistina y 773,79 g de clorhidrato de
guanidina. Se agitdé adicionalmente la mezcla de replegamiento diluida durante 24 h a (10+2°C). Tras 24 h, se
determiné el contenido de precursor de insulina de secuencia 3 que tenia puentes de cistina unidos correctamente
en la mezcla de reaccion con la ayuda de HPLC. Se recuperaron 1,12 g de precursor de insulina de secuencia 3
plegado correctamente (corresponde a una recuperacion del 35,02%).

Ejemplo 2D: Replegamiento con IPA al 10%

Se afiadieron 573 g de clorhidrato de guanidina, 3,5 g de clorhidrato de L-cisteina y 0,75 g de sal disddica del acido
etilendiaminatetraacético a un litro de tampén Tris 20 mM y se ajusté el pH de la disolucién a 8,5 con disolucion de
hidroxido de sodio 5 N. Se vertié esta disolucion en un recipiente. Se pesd una cantidad igual a 8 g de cuerpos de
inclusion liofilizados aislados que contenian 3,2 g de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 3 (SEQ ID
NO: 3) (se determiné la parte de proteina de fusion que contenia insulina con la ayuda de HPLC, era del 40%) y se
disolvioé en la disoluciéon anterior que tenia tanto L-cisteina como clorhidrato de guanidina. Se agit6 la disolucion
durante cuatro horas a temperatura ambiente y se transfirié a lo largo de un periodo de 4 h a 9 litros de tampén Tris
(20 mM) enfriado previamente (10+2°C) que contenia 6,7 g de EDTA, 1,08 g de L-cistina, 773,79 g de clorhidrato de
guanidina y 1 litro de alcohol isopropilico a pH 9. Se agit6 la mezcla de replegamiento diluida durante 24 h a
(10£2°C). Tras 24 h, se determind el contenido de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 3 que tenia
puentes de cistina unidos correctamente en la mezcla de reaccioén con la ayuda de HPLC. Se recuperaron 1,39 g de
precursor de insulina de secuencia de proinsulina 3 plegado correctamente (corresponde a una recuperacion del
43,55%).

Ejemplo 2E: Replegamiento con IPA al 20%
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Se afiadieron 573 g de clorhidrato de guanidina, 3,5 g de clorhidrato de L-cisteina 'y 0,75 g de sal disddica del acido
etilendiaminatetraacético a un litro de tampén Tris 20 mM y se ajustod el pH de la disolucién a 8,5 con disolucion de
hidroxido de sodio 5 N. Se vertié esta disolucion en un recipiente. Se pes6 una cantidad igual a 8 g de cuerpos de
inclusion liofilizados aislados que contenian 3,2 g de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 3 (SEQ ID
NO: 3) (se determiné la parte de proteina de fusion que contenia insulina con la ayuda de HPLC, era del 40%) y se
disolvio en la disoluciéon anterior que tenia tanto L-cisteina como clorhidrato de guanidina. Se agit6 la disolucion
durante cuatro horas a temperatura ambiente y se transfirié a lo largo de un periodo de 4 h a 9 litros de tampén Tris
(20 mM) enfriado previamente (10+2°C) que contenia 6,7 g de EDTA, 1,36 g de L-cistina, 773,79 g de clorhidrato de
guanidina y 2 litros de alcohol isopropilico a pH 9. Se agité la mezcla de replegamiento diluida durante 24 h a
(10+2°C). Tras 24 h, se determind el contenido de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 3 que tenia
puentes de cistina unidos correctamente en la mezcla de reaccion con la ayuda de HPLC. Se recuperaron 1,52 g de
precursor de insulina de secuencia de proinsulina 3 plegado correctamente (corresponde a una recuperacion del
47,64%).

Ejemplo 3: Procedimiento para obtener un precursor de derivados de insulina, cuyos puentes de cistina estan
plegados correctamente

Se recogid la proteina de fusidon expresada como cuerpos de inclusion insolubles que tenia la secuencia de
proinsulina 2 (SEQ ID NO: 5) a partir de células de E. coli.

Secuencia de proinsulina 1. (SEQ ID NO: 5)

Ala ThrThr Ser ThrGlyAsn Ser Ala ArgPhe Val AsnGln His LeuCysGly Ser His Leu
Val Glu Ala LeuTyrLeu Val CysGlyGluArgGlyPhePheTyrThr Pro LysThrArgArgGlu
Ala Glu Asp LeuGln Val GlyGln Val GluLeuGlyGlyGly Pro Gly Ala Gly Ser LeuGln
Pro Leu Ala LeuGluGly Ser LeuGInLysArgGlylle Val GluGInCysCysThr Ser 1leCys
Ser LeuTyrGlnLeuGluAsnTyrCysGly

X es el péptido C de la insulina humana (SEQ ID NO: 4);

ArgArgGlu Ala Glu Asp LeuGln Val GlyGln Val GluLeuGlyGlyGly Pro Gly Ala
Gly Ser LeuGln Pro Leu Ala LeuGluGly Ser LeuGInLysArg.

Ejemplo 3A: Replegamiento mediante dilucion directa

Se afadieron 480 g de urea, 9,08 g de clorhidrato de L-cisteina y 0,75 g de sal disddica del acido
etilendiaminatetraacético a un litro de tampén Tris 20 mM y se ajusté el pH de la disolucién a 8,5 con disolucion de
hidréxido de sodio 5 N. Se verti6 esta disolucion en un recipiente. Se peso6 una cantidad igual a 40 g de cuerpos de
inclusion liofilizados aislados que contenian 14 g de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 2 (SEQ ID
NO: 5) (se determiné la parte de proteina de fusion que contenia insulina con la ayuda de HPLC, era del 35%) y se
disolvio en la disolucion anterior que tenia tanto L-cisteina como urea. Se agité la disolucion durante una hora a
temperatura ambiente. Se ajustd el pH de la disolucion a 10,6 con hidroxido de sodio 5 N y se continudé agitando
adicionalmente durante 1 h a temperatura ambiente. Se afiadié lentamente la mezcla solubilizada a 29 litros de
tampon Tris (20 mM) enfriado previamente (10+2°C) que contenia EDTA 2 mM a pH 10,6. Se ajusté el pH de la
mezcla de reaccion a 10,6 con disolucion de hidroxido de sodio 5 N. Se agit6é la mezcla de replegamiento diluida
durante 24 h. Tras 24 h, se determiné el contenido de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 2 que tenia
puentes de cistina unidos correctamente en la mezcla de reaccion con la ayuda de HPLC. Se recuperaron 6,74 g de
precursor de insulina de secuencia de proinsulina 2 plegado correctamente (corresponde a una recuperacion del
48,28%).

Ejemplo 3B: Replegamiento tras dilucion inversa

Se afadieron 480 g de urea, 9,08 g de clorhidrato de L-cisteina y 0,75 g de sal disddica del acido
etilendiaminatetraacético a un litro de tampén Tris 20 mM y se ajusté el pH de la disolucién a 8,5 con disolucion de
hidréxido de sodio 5 N. Se verti6 esta disolucion en un recipiente. Se peso6 una cantidad igual a 40 g de cuerpos de
inclusion liofilizados aislados que contenian 14 g de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 2 (SEQ ID
NO: 5) (se determiné la parte de proteina de fusion que contenia insulina con la ayuda de HPLC, era del 35%) y se
disolvié en la disolucién anterior que contenia tanto L-cisteina como urea. Se agité la disolucion durante 1 h a
temperatura ambiente. Se aumento6 el pH de la disolucion hasta 10,6 con hidroxido de sodio 5 N y se continué
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agitando adicionalmente durante 1 h a temperatura ambiente. A la mezcla solubilizada anterior se le afiadieron
lentamente 29 litros de tampon Tris (20 mM) enfriado previamente (10+2°C) que contenia EDTA 2 mM a pH 10,6. Se
ajusto el pH de la mezcla de reacciéon a 10,6 con disolucion de hidroxido de sodio 5 N. Se mantuvo la mezcla de
replegamiento con agitacion durante 24 h a (10+2°C). Tras 24 h, se determind el contenido de precursor de insulina
de secuencia de proinsulina 2 (SEQ ID NO: 5) que tenia puentes de cistina unidos correctamente en la mezcla de
reaccion con la ayuda de HPLC. Se recuperaron 7,7 g de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 2
plegado correctamente (corresponde a una recuperacion del 55,7%).

Ejemplo 3C: Replegamiento sin IPA

Se afiadieron 573 g de clorhidrato de guanidina, 3,5 g de clorhidrato de L-cisteina y 0,75 g de sal disddica del acido
etilendiaminatetraacético a un litro de tampén Tris 20 mM y se ajusté el pH de la disolucién a 8,5 con disolucion de
hidroxido de sodio 5 N. Se vertié esta disolucion en un recipiente. Se pesd una cantidad igual a 8 g de cuerpos de
inclusion liofilizados aislados que contenian 3,2 g de precursor de insulina de secuencia 5 (SEQ ID NO: 5) (se
determind la parte de proteina de fusion que contenia insulina con la ayuda de HPLC, era del 40%) y se disolvio en
la disolucion anterior que tenia tanto L-cisteina como clorhidrato de guanidina. Se agit6 la disolucidon durante cuatro
horas a temperatura ambiente y se transfirié a lo largo de un periodo de 4 h a 9 litros de tampo6n Tris 20 mM enfriado
previamente (10+2°C) a pH 9,0 que contenia 6,7 g de EDTA, 1,08 g de L-cisteina y 773,79 g de clorhidrato de
guanidina. Se agitdé adicionalmente la mezcla de replegamiento diluida durante 24 h a (10+2°C). Tras 24 h, se
determiné el contenido de precursor de insulina de secuencia 5 que tenia puentes de cistina unidos correctamente
en la mezcla de reaccién con la ayuda de HPLC. Se recuperaron 1,1 g de precursor de insulina de secuencia de
proinsulina 5 plegado correctamente (corresponde a una recuperacion del 34,5%).

Ejemplo 3D: Replegamiento con IPA al 10%

Se afiadieron 573 g de clorhidrato de guanidina, 3,5 g de clorhidrato de L-cisteina y 0,75 g de sal disddica del acido
etilendiaminatetraacético a un litro de tampén Tris 20 mM y se ajusté el pH de la disolucién a 8,5 con disolucion de
hidroxido de sodio 5 N. Se vertié esta disolucion en un recipiente. Se pesd una cantidad igual a 8 g de cuerpos de
inclusion liofilizados aislados que contenian 3,2 g de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 5 (SEQ ID
NO: 5) (se determiné la parte de proteina de fusion que contenia insulina con la ayuda de HPLC, era del 40%) y se
disolvio en la disoluciéon anterior que tenia tanto L-cisteina como clorhidrato de guanidina. Se agit6 la disolucion
durante cuatro horas a temperatura ambiente y se transfirié a lo largo de un periodo de 4 h a 9 litros de tampén Tris
(20 mM) enfriado previamente (10+2°C) que contenia 6,7 g de EDTA, 1,08 g de L-cistina, 773,79 g de clorhidrato de
guanidina y 1 litro de alcohol isopropilico a pH 9. Se agit6 la mezcla de replegamiento diluida durante 24 h a
(10£2°C). Tras 24 h, se determind el contenido de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 5 que tenia
puentes de cistina unidos correctamente en la mezcla de reaccion con la ayuda de HPLC. Se recuperaron 1,3 g de
precursor de insulina de secuencia de proinsulina 5 plegado correctamente (corresponde a una recuperacion del
40,71%).

Ejemplo 3E: Replegamiento con IPA al 20%

Se afiadieron 573 g de clorhidrato de guanidina, 3,5 g de clorhidrato de L-cisteina y 0,75 g de sal disddica del acido
etilendiaminatetraacético a un litro de tampdn Tris 20 mM y se ajusté el pH de la disolucién a 8,5 con disolucion de
hidroxido de sodio 5 N. Se vertié esta disolucion en un recipiente. Se pesd una cantidad igual a 8 g de cuerpos de
inclusion liofilizados aislados que contenian 3,2 g de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 5 (SEQ ID
NO: 5) (se determiné la parte de proteina de fusion que contenia insulina con la ayuda de HPLC, era del 40%) y se
disolvio en la disoluciéon anterior que tenia tanto L-cisteina como clorhidrato de guanidina. Se agit6 la disolucion
durante cuatro horas a temperatura ambiente y se transfirié a lo largo de un periodo de 4 h a 9 litros de tampén Tris
(201 nM) enfriado previamente (10+2°C) que contenia 6,7 g de EDTA, 1,36 g de L-cistina, 773,79 g de clorhidrato de
guanidina y 2 litros de alcohol isopropilico a pH 9. Se agité la mezcla de replegamiento diluida durante 24 h a
(10£2°C). Tras 24 h, se determind el contenido de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 5 que tenia
puentes de cistina unidos correctamente en la mezcla de reaccioén con la ayuda de HPLC. Se recuperaron 1,47 g de
precursor de insulina de secuencia de proinsulina 5 plegado correctamente (corresponde a una recuperacion del
46,22%).

Ejemplo 4: Procedimiento para obtener un precursor de analogo de insulina, cuyos puentes de cistina estan
plegados correctamente

Se recogid la proteina de fusién expresada como cuerpos de inclusion insolubles que tenia la secuencia de
proinsulina 3 (SEQ ID NO: 6) a partir de células E. coli.

Secuencia de proinsulina 1 (SEQ ID NO: 6)
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Ala ThrThr Ser ThiGlyAsn Ser Ala ArgPhe Val AsnGln His LeuCysGly Ser His Leu
Val Glu Ala LeuTyrLeu Val CysGlyGluArgGlyPhePheTyrThrLys Pro ThrArgArgGlu
Ala Glu Asp LeuGln Val GlyGln Val GluLeuGlyGlyGly Pro Gly Ala Gly Ser LeuGln
Pro Leu Ala LeuGluGly Ser LeuGlnLysArgGlylle Val GluGInCysCysThr Ser IleCys
Ser LeuTyrGlnLeuGluAsnTyrCysAsn.

X es el péptido C de la insulina humana (SEQ ID NO: 4);

ArgArgGlu Ala Glu Asp LeuGln Val GlyGIn Val GluLeuGlyGlyGly Pro Gly Ala
Gly Ser LeuGln Pro Leu Ala LeuGluGly Ser LeuGlnLysArg.

Ejemplo 4A: Replegamiento mediante dilucion directa

Se afadieron 480 g de urea, 9,08 g de clorhidrato de L-cisteina y 0,75 g de sal disddica del acido
etilendiaminatetraacético a un litro de tampén Tris 20 mM y se ajusté el pH de la disolucién a 8,5 con disolucion de
hidréxido de sodio 5 N. Se verti6 esta disolucion en un recipiente. Se peso6 una cantidad igual a 40 g de cuerpos de
inclusion liofilizados aislados que contenian 14 g de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 3 (SEQ ID
NO: 6) (se determiné la parte de proteina de fusion que contenia insulina con la ayuda de HPLC, era del 35%) y se
disolvio en la disolucion anterior que tenia tanto L-cisteina como urea. Se agité la disolucion durante una hora a
temperatura ambiente. Se ajustd el pH de la disolucion a 10,6 con hidroxido de sodio 5 N y se continudé agitando
adicionalmente durante 1 h a temperatura ambiente. Se afiadié lentamente la mezcla solubilizada a 29 litros de
tampon Tris (20 mM) enfriado previamente (10+2°C) que contenia EDTA 2 mM a pH 10,6. Se ajusté el pH de la
mezcla de reaccion a 10,6 con disolucion de hidroxido de sodio 5 N. Se agité la mezcla de replegamiento diluida
durante 24 h. Tras 24 h, se determind el contenido de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 3 que tenia
puentes de cistina unidos correctamente en la mezcla de reaccioén con la ayuda de HPLC. Se recuperaron 7,14 g de
precursor de insulina de secuencia de proinsulina 3 plegado correctamente (corresponde a una recuperacion del
51%).

Ejemplo 4B: Replegamiento tras dilucion inversa

Se afadieron 480 g de urea, 9,08 g de clorhidrato de L-cisteina y 0,75 g de sal disddica del acido
etilendiaminatetraacético a un litro de tampdn Tris 20 mM y se ajusté el pH de la disolucién a 8,5 con disolucion de
hidréxido de sodio 5 N. Se verti6 esta disolucion en un recipiente. Se peso6 una cantidad igual a 40 g de cuerpos de
inclusion liofilizados aislados que contenian 14 g de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 3 (SEQ ID
NO: 6) (se determiné la parte de proteina de fusion que contenia insulina con la ayuda de HPLC, era del 35%) y se
disolvio en la disolucion anterior que tenia tanto L-cisteina como urea. Se agité la disoluciéon durante 1 h a
temperatura ambiente. Se ajustd el pH de la disolucion a 10,6 con hidroxido de sodio 5 N y se continud agitando
adicionalmente durante 1 h a temperatura ambiente. A la mezcla solubilizada anterior se le afiadieron lentamente 29
litros de tampon Tris (20 mM) enfriado previamente (10+2°C) que contenia EDTA 2 mM a pH 10,6. Se ajusto el pH
de la mezcla de reaccion a 10,6 con disolucion de hidroxido de sodio 5 N. Se agité la mezcla de replegamiento
durante 24 h a (10+2°C). Tras 24 h, se determiné el contenido de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 3
que tenia puentes de cistina unidos correctamente en la mezcla de reaccion con la ayuda de HPLC. Se recuperaron
7,5 g de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 3 plegado correctamente (corresponde a una
recuperacion del 54%).

Ejemplo 4C: Replegamiento sin IPA

Se afiadieron 573 g de clorhidrato de guanidina, 3,5 g de clorhidrato de L-cisteina y 0,75 g de sal disddica del acido
etilendiaminatetraacético a un litro de tampén Tris 20 mM y se ajusté el pH de la disolucién a 8,5 con disolucion de
hidroxido de sodio 5 N. Se vertié esta disolucion en un recipiente. Se pesd una cantidad igual a 8 g de cuerpos de
inclusion liofilizados aislados que contenian 2,8 g de precursor de insulina de secuencia 6 (SEQ ID NO: 6) (se
determind la parte de proteina de fusion que contenia insulina con la ayuda de HPLC, era del 35%) y se disolvio en
la disolucion anterior que tenia tanto L-cisteina como clorhidrato de guanidina. Se agit6 la disolucién durante cuatro
horas a temperatura ambiente y se transfirié a lo largo de un periodo de 4 h a 9 litros de tampo6n Tris 20 mM enfriado
previamente (10+2°C) a pH 9,0 que contenia 6,7 g de EDTA, 1,08 g de L-cisteina y 773,79 g de clorhidrato de
guanidina. Se agité adicionalmente la mezcla de replegamiento diluida durante 24 h a (10+2°C). Tras 24 h, se
determiné el contenido de precursor de insulina de secuencia 6 que tenia puentes de cistina unidos correctamente
en la mezcla de reaccion con la ayuda de HPLC. Se recuperaron 0,793 g de precursor de insulina plegado
correctamente de secuencia 6 (corresponde a una recuperacion del 28,34%).
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Ejemplo 4D: Replegamiento con IPA al 1,0%

Se afiadieron 573 g de clorhidrato de guanidina, 3,5 g de clorhidrato de L-cisteina y 0,75 g de sal disddica del acido
etilendiaminatetraacético a un litro de tampén Tris 20 mM y se ajusté el pH de la disolucién a 8,5 con disolucion de
hidroxido de sodio 5 N. Se vertié esta disolucion en un recipiente. Se pesd una cantidad igual a 8 g de cuerpos de
inclusion liofilizados aislados que contenian 2,8 g de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 6 (SEQ ID
NO: 6) (se determind la parte de proteina de fusion que contenia insulina con la ayuda de HPLC, era del 35%) y se
disolvio en la disolucion anterior que tenia tanto L-cisteina como clorhidrato de guanidina. Se agit6 la disolucion
durante cuatro horas a temperatura ambiente y se transfirié a lo largo de un periodo de 4 h a 9 litros de tampén Tris
(20 mM) enfriado previamente (10+2°C) que contenia 6,7 g de EDTA, 1,08 g de L-cistina, 773,79 g de clorhidrato de
guanidina y 1 litro de alcohol isopropilico a pH 9. Se agit6 la mezcla de replegamiento diluida durante 24 h a
(10£2°C). Tras 24 h, se determind el contenido de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 6 que tenia
puentes de cistina unidos correctamente en la mezcla de reaccién con la ayuda de HPLC. Se recuperaron 1,02 g de
precursor de insulina de secuencia de proinsulina 6 plegado correctamente (corresponde a una recuperacion del
36,58%).

Ejemplo 4E: Replegamiento con IPA al 20%

Se afiadieron 573 g de clorhidrato de guanidina, 3,5 g de clorhidrato de L-cisteina y 0,75 g de sal disddica del acido
etilendiaminatetraacético a un litro de tampén Tris 20 mM y se ajusté el pH de la disolucion a 8,5 con disolucion de
hidroxido de sodio 5 N. Se vertié esta disolucion en un recipiente. Se pesd una cantidad igual a 8 g de cuerpos de
inclusion liofilizados aislados que contenian 2,8 g de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 6 (SEQ ID
NO: 6) (se determiné la parte de proteina de fusion que contenia insulina con la ayuda de HPLC, era del 35%) y se
disolvio en la disoluciéon anterior que tenia tanto L-cisteina como clorhidrato de guanidina. Se agit6 la disolucion
durante cuatro horas a temperatura ambiente y se transfirié a lo largo de un periodo de 4 h a 9 litros de tampén Tris
(20 mM) enfriado previamente (10+2°C) que contenia 6,7 g de EDTA, 1,36 g de L-cistina, 773,79 g de clorhidrato de
guanidina y 2 litros de alcohol isopropilico a pH 9. Se agité la mezcla de replegamiento diluida durante 24 h a
(10£2°C). Tras 24 h, se determind el contenido de precursor de insulina de secuencia de proinsulina 6 que tenia
puentes de cistina unidos correctamente en la mezcla de reaccién con la ayuda de HPLC. Se recuperaron 1,6 g de
precursor de insulina de secuencia de proinsulina 6 plegado correctamente (corresponde a una recuperacion del
48,65%).

Aunque la invencién se ha descrito en cuanto a sus realizaciones especificas, determinadas modificaciones y

equivalentes resultaran evidentes para los expertos en la técnica y se pretende que estén incluidas dentro del
alcance de la invencion.
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REIVINDICACIONES

Procedimiento para obtener un precursor de insulina, analogos de insulina o derivados de los mismos que
tienen puentes de cistina unidos correctamente, comprendiendo el procedimiento:

mezclar un precursor de insulina, analogos de insulina o derivados de los mismos que tienen
puentes de cistina unidos incorrectamente con una disolucién acuosa o un tampdn que contiene
tanto cisteina o clorhidrato de cisteina como uno o mas de agentes auxiliares caotrépicos a un pH
de 8 a 11,5 y a una temperatura de desde 2°C hasta 55°C; en el que la concentracién de precursor
es de mas de 0,65 g/litro;

b. diluir de manera inversa afiadiendo lentamente un diluyente a la mezcla de reaccion de
la etapa (a), a un pH de 8 a 11,5 y a una temperatura de 2°C a 40°C; y

c. aislar el precursor de insulina, analogos de insulina o derivados de los mismos que
tienen puentes de cistina unidos correctamente

en el que dicho precursor de la insulina o un derivado de insulina del mismo tiene una secuencia
segun la formula I:

R?-R'-B2-R*-B4-B27-R°-R°%-R’-X-Gly-A2-A20-R?,
en la que
R? es
a. un atomo de hidrégeno,

b. un residuo de aminoacido del grupo que consiste en lisina (Lys) y arginina
(Arg), o

c. un péptido que tiene de 2 a 45 residuos de aminoacido, que comprende el
residuo de aminoacido lisina (Lys) o arginina (Arg) en el extremo carboxilo del
péptido;

R' es un residuo de fenilalanina (Phe) o un enlace covalente;

R* corresponde a la posicién B-3 de la insulina humana y es un aminoacido seleccionado
del grupo que consiste en asparagina, lisina y prolina;

R5-R6-R’ corresponde a la posicion B-28, B-29 y B-30 de la cadena de la insulina humana,
respectivamente;

R® puede seleccionarse del grupo que consiste en asparagina, lisina, leucina, prolina,
valina, acido aspartico, acido glutamico y alanina opcionalmente sustituidos con un grupo
acilo que tiene al menos 10 atomos de carbono;

R® puede seleccionarse del grupo que consiste en lisina, acido glutamico y prolina
opcionalmente sustituidos con un grupo acilo que tiene al menos 10 atomos de carbono;

R’ puede seleccionarse del grupo que consiste en treonina, des-treonina, alanina y serina;

(B2 y B4-B27) son los residuos de aminoacido en las posiciones B2, B4 a B27 de la
cadena B de la insulina humana o insulina animal;

Xes

i. un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en lisina (Lys) y
arginina (Arg), o

ii. un péptido que tiene de 2 a 35 residuos de aminoacido, que comprende el
residuo de aminoacido lisina (Lys) o arginina (Arg) en el extremo N-terminal y en
el extremo carboxilo del péptido, o

iii. un péptido que tiene de 2 a 35 aminoacidos que pueden codificarse
genéticamente, que comprende de 1 a 5 residuos de histidina;
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(A2-A20) son los residuos de aminoacido en las posiciones A2 a A20 de la cadena A de la
insulina humana o insulina animal; y

R® es un residuo de aminoacido que puede codificarse genéticamente.

Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la concentracién de cisteina o clorhidrato de cisteina en
la etapa (a) varia desde 20 mM hasta 60 mM.

Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que uno o mas de agentes auxiliares caotropicos se
seleccionan del grupo que consiste en sulfato de amonio, clorhidrato de guanidina, carbonato de etileno,
tiocianato, dimetilsulféxido y urea.

Procedimiento segun la reivindicacion 3, en el que la concentracion de agente auxiliar caotrépico varia
desde 5 M hasta 10 M.

Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el tampdn en la etapa (a) puede seleccionarse del grupo
que consiste en tampodn glicina, tampdn fosfato, tampdn carbonato, tampoén tris y tampoén etanolamina.

Procedimiento segun la reivindicaciéon 1, en el que el diluyente en la etapa (b) puede seleccionarse del
grupo que consiste en agua, tampon glicina, tampon fosfato, tampon carbonato, tampén tris, tampoén
etanolamina, alcohol C1-C4 y disolucion de cistina o clorhidrato de cistina.

Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la disolucion acuosa o un tampodn en la etapa (a) o
diluyente en la etapa (b) puede comprender ademas uno o mas aditivos seleccionados del grupo que
consiste en acido etilendiaminatetraacético, acido etilenglicoltetraacético (EGTA), arginina, glicina, alanina,
azucares, polioles, sales tales como sulfato de amonio y cloruro de magnesio, y ciclodextrinas o sales de
las mismas.

Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la etapa (a) o la etapa (b) se lleva a cabo a una
temperatura de desde 2°C hasta 25°C.

Procedimiento para obtener un precursor de insulina, analogo de insulina o derivados de los mismos que
tienen puentes de cistina unidos correctamente, comprendiendo el procedimiento:

a. mezclar un precursor de insulina, analogo de insulina o derivados de los mismos que tienen
puentes de cistina unidos incorrectamente con una disolucién acuosa o un tampoén que comprende
tanto cisteina o clorhidrato de cisteina como uno o mas de agentes auxiliares caotrépicos a un pH
de 7 a 11,5 y a una temperatura de 2°C a 55°C; en el que la concentracion de precursor es de mas
de 0,65 g/litro;

b. mezclar la mezcla de reaccion de la etapa (a) con un diluyente que contiene 5-40% (v/v) de
alcohol isopropilico a un pH de 8 a 11,5 y a una temperatura de 2°C a 40°C; y

c. aislar los precursores de insulina, analogos de insulina y derivados de los mismos que tienen
puentes de cistina unidos correctamente

en el que dicho precursor de la insulina o un derivado de insulina del mismo tiene una secuencia segun la
férmula I:

R?%-R'-B2-R*-B4-B27-R°-R°%-R’-X-Gly-A2-A20-R?,
en la que
R? es
a. un atomo de hidrégeno,
b. un residuo de aminoacido del grupo que consiste en lisina (Lys) y arginina (Arg), o

c. un péptido que tiene de 2 a 45 residuos de aminoacido, que comprende el residuo de
aminoacido lisina (Lys) o arginina (Arg) en el extremo carboxilo del péptido;

R' es un residuo de fenilalanina (Phe) o un enlace covalente;

R* corresponde a la posicion B-3 de la insulina humana y es un aminoacido seleccionado del grupo
que consiste en asparagina, lisina y prolina;
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R5-R6-R’ corresponde a la posicion B-28, B-29 y B-30 de cadena de la insulina humana,
respectivamente;

R® puede seleccionarse del grupo que consiste en asparagina, lisina, leucina, prolina, valina, acido
aspartico, acido glutamico y alanina opcionalmente sustituidos con un grupo acilo que tiene al
menos 10 atomos de carbono;

R® puede seleccionarse del grupo que consiste en lisina, acido glutamico y prolina opcionalmente
sustituidos con un grupo acilo que tiene al menos 10 atomos de carbono;

R’ puede seleccionarse del grupo que consiste en treonina, des-treonina, alanina y serina;

(B2 y B4-B27) son los residuos de aminoacido en las posiciones B2, B4 a B27 de la cadena B de la
insulina humana o insulina animal;

Xes

i. un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en lisina (Lys) y arginina
(Arg), o

ii. un péptido que tiene de 2 a 35 residuos de aminoacido, que comprende el residuo de
aminoacido lisina (Lys) o arginina (Arg) en el extremo N-terminal y en el extremo carboxilo
del péptido, o

iii. un péptido que tiene de 2 a 35 aminoacidos que pueden codificarse genéticamente,
que comprende de 1 a 5 residuos de histidina;

(A2-A20) son los residuos de aminoacido en las posiciones A2 a A20 de la cadena A de la insulina
humana o insulina animal; y

R® es un residuo de aminoacido que puede codificarse genéticamente.

Procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que la concentracién de cisteina o clorhidrato de cisteina en
la etapa (a) varia desde 20 mM hasta 60 mM.

Procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que uno o mas de agentes auxiliares caotropicos se
seleccionan del grupo que consiste en sulfato de amonio, clorhidrato de guanidina, carbonato de etileno,
tiocianato, dimetilsulféxido y urea.

Procedimiento segun la reivindicacion 11, en el que la concentracion de agente auxiliar caotropico varia
desde 5 M hasta 10 M.

Procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que el tampdn en la etapa (a) puede seleccionarse del grupo
que consiste en tampodn glicina, tampodn fosfato, tampdn carbonato, tampoén tris y tampoén etanolamina.

Procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que la disolucion acuosa o un tampoén en la etapa (a) y
diluyente en la etapa (b) pueden comprender ademas uno o mas de aditivos seleccionados del grupo que
consiste en, acido etilendiaminatetraacético, acido etilenglicoltetraacético (EGTA), arginina, glicina, alanina,
azucares, sales tales como sulfato de amonio y cloruro de magnesio, y ciclodextrinas o sales de las
mismas.

Procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que la etapa (a) o la etapa (b) se lleva a cabo a una
temperatura de desde 2°C hasta 25°C.
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