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Fundamento da InvencHo

A presente inveng8o diz respeito, de um modo geral,
3 manipulagfo de materiais genéticos e, mals especificadamen-
te, a técnicas recombinantes que tornam possivel a produgio
de polipeptidos que possuem parte ou toda a conformagBo estru
tural primdria e/ou uma ou mais das propriedades bioldégicas

da eritropoietina existente na natureza.

A. Manipulac8o de materiais genéticos

Os materiais genédticos podem ser definidos, de uma
maneira geral, como as substéncias quimicas que programam e
orientam a produglBo de constituintes de células e virus e di-
rigem as respostas de células e virus. Uma substéncia polimé-
rica de cadeia comprida, conhecida como dcido deoxiribonuclei
co (ADN) compreende o material genético de todas as células
vivas e de virus com excepcBo de determinados virus que s8o
programados por 4eido ribonucleico (ARN). As unidades repeti-
das em polfmeros de ADN s8o quatro necleotidos diferentes, ca
da um dos quais & constitufdo ou por uma purina (adenina ou
guanina) ou uma pirimidina (timina ou citosina) ligada a um
agicar deoxiribose a que estd unido um grupo fosfato. A unifo
de nucleotidos em forma polimérica linear & feita mediante fu
s8o do fosfato na posic8Bo 5' de um nucleotido com o grupo hi-
droxi na posigHo 3' de um outro. O ADN funcional ocorre na for
me de associacBes estdveis de cadeias duplas com cadeias sim-

ples de nucleotidos (conhecidos como deoxioligonucleotidos),



associagBes que se produzem através da ligaglBo de hidrogénio
entre as bases purina e pirimidina / isto &, associagBes "com
plementares" existentes ou entre a adenina (A)Ve a timina (T)
ou entre a guanina (G) e a citosina(C)_7. Por convengfio, os
nucleotidos s8o designados pelos nomes das suas bases consti;
tuintes purina ou plrlmldlna e as associagles complementares
de nucleotidos no ADN de cadeia dupla (1sto é, A-T e ¢~C) sfo
designados por "pares de bases". O 4dcido ribonucleico € um po
linucleotido que contém adenina, guanina, citosina e uracilo
(U) em vez de timina, ligados & ribose e a um grupo fosfato.

De uma maneira resumida, a funcg8io de programacfo de
ADN é geralmente efectuada através de um processo em que sfo
"transcritas" sequdncias nucleotf{dicas de ADN especificas (ge
nes) em polimeros de ARN mensageiro (mARN) relativamente ins-
tdveis. O mARN, por sua vez, serve como um templato para a for
mac¥o de protefnas estruturais,reguladoras e cataliticas a par
tir de aminodcidos. Este proceéso de "sransferénecia® de mARN
compreende as operacgdes de pequenas cadeias de ARN (tARN) que
transportam e alinham aminodcidos individuais ao longo da ca-
deia de mARN para permitir a forma¢8o de polipeptidos em se-
quéncias de aminodcidos apropriadas. A "mensagem" do mARN, de-
rivada de ADN e proporcionando a base para o fornecimento de
tARN e a orientag8o de qualquer um dos vinte aminodcidos para
"expressBo" do polipeptido, estd sob a forma de "ebd¥os" de
tripleto-grupos sucessivos de tré&s bases nucleotidicas. Em cer
to sentido, a formagZo de uma protefna é a forma derradeira de
"expressfo" da mensagem genética programada fornecida pela se-
quéncia nucleotidica de um gene.

As sequénecias de ADN "promotoras" "precedem" habitual



mente um gene em um polimero de ADN e fornecem um sitio para
infeio da transcrig8o no mARN. As sequénecias de ADN "regula-
doras", tambdém habitualmente "a montante" de (isto &, prece-
dendo) um gene em um determinado polimero de ADN, ligam pro-
tefnas que determinam a frequéncia (ou velocidade) de infcio
de transcricg8o. Colectivamente designadas por "promotor/regg
lador" ou sequéneia de ADN "de controlo", estas sequéncias
que precedem um gene escolhido (ou série de genes ) em um poli
mero de ADN funcional cooperam para determinar se deverd ocor
rer a transcrigfo (e expressfo eventual) de um gene. As se-
quéncias de ADN que "seguem" um gene em um polimero_de ADN e
fornecem um sinal para termo da transcrigfio para mARN s8o de-
signadas por sequéncias "terminadoras" de transcrigfo.

Un centro de interesse do tratamento microbioldgico
nesta Yltima década tem sido a tentativa de preparar, indus-
trialmente e com fins farmacButicos, substincias importantes
que utilizam organismos que ou nf#o t8&m inicialmente informacfo
codificada geneticamente relacionada com o produto desejado in
clufdo no seu ADN, ou (no caso de células de mam{feros em cul-
tura) nfo exprimem ordinariamente um gene cromosémico a niveis
aprecidveis. Mais simplesmente, um gene gque especifique a es-
trutura de um produto polipeptfdico desejado ou € isolado a
partir de um organismo "dador" ou é sintetizado quimicamente e
introduzido depois de maneira estdvel em um outro organismo
que seja, de prefer@ncia, um organismo unicelular de auto-re-
plicag8o como bactérias, levedura ou células de mamiferos em
cultura. Uma vez feito isto, a maquinaria existente para a ex
press8o do gene nas células de hospedeiros microbianos "trang

formadas" ou "modificadas" funciona de modo a construir o pro
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duto desejado, utilizando o ADN ex6geno como um templato (molzf
de) para a transcrigZo de mARN que € depois transferido para
uma sequénecia cqntinua de restos de aminodcidos.

Existem muitas patentes e publicagBes relativas a
metodologias de "ADN recombinante" para o isolamento, a sinte
se, a purificag8o e a amplificagBo de materiais genéticos para
utilizag8o na transformagﬁo de organismoé;hospedeiros esco;hi—
dos. A patente de invenglo norte;americana Ne 4,237%224, conce
dida a Cohen e colab., por exemplo, descreve a transformacgfo
de organismos;hospedeiros unicelulares com ADN de plasmidio
viral ou circular "hibrido" que compreende sequéneias de ADN
exbgeno. As técnicas da patente de Cohen e colab. envolvem pri
meiro a preparag8o de um vector de transformagZo mediante cisfo
enzimdtica de ADN de plasmidio viral ou circular para formar
cadeias de ADN lineares. As cadeias de ADN estranho ("exégeno"
ou "“heterdlogo") escolhido, incluindo habitualmente sequéncias
gue codificam o produto desejado, s8o preparadas em forma li-
near através da utilizag8o de enzimas similares. O ADN linear
viral ou de plasmfdio € incubado com o ADN estranho na presen
¢a de enzimas de ligag8o capazes de efectuarem um processo de
restauracBo e formam-se vectores "hfbridos" que contém o seg-
mento de ADN exdgeno escolhido "entrangado" no plasmidio de
ADN viral ou circular.

A transformag8o de organismos-hospedeiros unicelula
res compativeis com o vector hfbrido resulta:na formagfo de
cépias mdltiplas do ADN exdgeno na populacg8Bo de células hospe
deiras. Em certos casos, o resultado desejado é simplesmente
a8 amplificac8o do ADN estranho e o "produto" colhido é o ADN.

Mais frequentemente, o objectivo da transformagfo € a expres-
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s8o, pelas células~hospedeiras, do ADN exbgeno sob a forma de [

sfntese, em grande escala, de quantidades isoldveis comercial
mente significativas de protefna ou de fragmentos de polipepti
do codificados pelo ADN estranho. Ver também, por exemplo, pa
tentes de invengéio norte;amerioanas Nes 4,264.731 (concedida

a Shine), 4.273.875 (concedida a Manis), 4.293.652 (concedida

a Cohen) e o pedido de patente de inveng8o europeia N° 093.619,
publicado em 9 de Novembro de 1983. 7

0 desenvolvimento de sequéncias de ADN especificas
para entrangar nos vectores de ADN & efectuado por uma grande
variedade de técnicas, dependendo muito do grau de "estranhe;
za" ("foreignness") do"dador" em relac8io ao hospedeiro projec
tado e do tamanho do polipeptido & ser expresso no hospedeiro.
Correndo o risco de uma simplificag8o excessiva, pode estabe;
lecer;se que podem ser utilizados tré&s métodos principais de
alternativa: (1) o "isolamento" da sequéncia de ADN de cadeia
dupla a partir do ADN genémico do dadorj (2) g preparagfo qué
mica de uma sequlncia de ADN que proporcions um cédigo para
um polipeptido de interesse; e (3) a sintese "in vitro" de uma
sequncia de ADN de cadeia duola mediante "transcrig8o inversa"
enzimética de mARN isolado a partir de células do dador. Os mé
todos mencionados antes que compreendem a formag8o de um "com
plemento" de ADN de mARN sZo geralmente designados por métodos
de "cADN",

A preparac8o de sequéncias de ADN é frequentemente o
método de escolha quando se conhece a sequéncia completa de
restos de aminodcidos do produto polipeptidico desejado. As téc-

nicas de preparac¢®o de ADN do pedido de patente de inveng8o

norte—americana N2 de Série 483.451, de Alton e colab, (apre-



sentada em 15 de Abril de 1983 e correspondente a PCT US83/
/00605, publicada em 24 de Novembro de 1983 como WO083/04053),
por exemplo, proporcionam um meio excelente para counseguir
esses resultados extremamente desejdveis como: proporcionar a
presenca de cbédBos de alternativa geralmente encontrados em
genes que sf8o consideravelmente expressos no organismo~hospe-
deiro escolhido para expressZo (por ex. fornecendo cbdfos "de
preferéncia" de levedura ou de "E. coli"); evitar a presenga
de sequéncias "intron" nfo transferidas (habitualmente presen
tes em sequ@ncias de ADN gendémico de mamiferos e suas transeri
¢Bes de mARN) que n#o s#Ho processadas facllmente por células-
-hospedeiras procariéticas; evitar a expressfio de sequéncias
polipeptfdicas "condutoras" indesejdveis geralmente codifica-
das por sequdncias genémicas de ADN e cADN mas frequentemente
n8o cindidas facilmente do polipeptido de interesse por célu-
las-hospedeiras de bactérias ou de levedura; proporcionar uma
pronta insergﬁo do ADN em vectores de expressf8o convenientes
em associag8o com as desejadas sequéncias de promotor/regula—
dor e de terminador; e proporcionar a construgfio rdpida de gg |
nes que codificam fragmentos e andlogos de polipeptidos dos
polipeptidos desejados,

Quando nfo € conhecida a sequénecia completa dos res-
tos de aminodcidos do polipeptido desejado; nfio € possivel a
preparacfo directa de sequéncias de ADN e o isolamento dashsé—
qudncias de ADN que codificam o polipeptido por um método de
cADN torna-se o método de escolha apesar dos inconvenientes
potenciais na facilidade de montagem de vectores de expresséo
capazes de proporcionar niveis elevados de express8o microbia-

na referidos antes. Entre as técnicas normais para o isolamento



de sequ8ncias de cADN com interesse estd a preparacg8o de "co-
lecgBes" de cADN derivados de plasmidio, resultantes da trang
crigfo inversa do mARN abundante em células dadoras escolhidas
como responsdveis pela expressdo de alto nfvel de genes (por
exemplo, colecgBes de cADN derivado de células da pituitdria
que exprimem quantidades relativamente grandes de produtos da
hormona de crescimento). Quando sZo conhecidas porg¢Bes substan
ciais da sequéncia de aminodeidos do polipeptido, pode utili-
zar-ge sequéncias-sonda de ADN de cadeia simples, marcadas com
um isétopo radioactivo, que duplicam uma‘ sequéncia putativa~-
mente presente no cADN "objectivo"("alvo"), em téenicas de hi-
bridacgfo de ADN/ADN efectuadas sobre cépias clonadas do cADN
que foram desnaturadas até ¥ forma de cadeia simples. [:Vér,
de um modo geral, a descrigio e as diséussﬁes concernentes for
necidas pela patente de invenc8io norte~americana N°, 4.394.443,
concedida a Weissman e colab.s e as demonstragBes recentes da
utilizag8o de sondas da hibridacgfio de oligonucleotidos compri
dos referidas por Wallace e colab,, "Nuc. Acids Res.", 6, 3543~
~3557 (1979), e Reyes e colab., "P.N.A.S. (U.S.A.)", 79, 3270-
~3274 (1982), e Jaye e colab.," Nuc AcidsRes.", 11, 2325-2335
(1983). Ver também, patente de invengHo norte-americana N2,
4,358,535, concedida a Falkow. e colab., relativa a técnicas
de hibridagfo de ADN/ADN para efectuar diagndsticos; os pedidos de pa-
tentes europeias publicados N2s 0070685 e 0070687 referentes a
marcas que emitem luz nas sondas de polinucleotidos de cadeia
simpies; Davis e colab.; "A Manual for Genetic Engineering,
Advanced Bacterial Genetics", Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor, N.¥Y. (1980) nas pdg. 55-58 e 174~176,rela-

tivas a técnicas de hibridagBo em coldnia e em placa; e brochu



ras de New England Nuclear (Boston, Mass.) para "Gene Screen"
"Hybridization Transfer Membrane materials Providing instruction
manuals for the transfer and hybridization of DNA e RNA"; Catd-

logo Ne. NEF-972_7.

Entre os progressos recentes mais significativos nas
téenicas de hibridacHo para a selecgHo de clénios recombinantes
estd a utilizacHo de sondas de oligonucleotidos sintéticos mis-
tos marcados, cada umdas quais € potencialmente o complementocampleto
de uma sequéncia de ADN especifica na amostra de hibridacZo que
inelui uma mistura heterogénea de ADNs ou ARNg de cadeia simples.
Sabe-se que estas técnicas sfo especialmente dteis na detecgHo
de coldénios de cADN provenientes de fontes que fornecem quanti-
dades extremamente pequenas de sequéncias de mARN do polipepti-
do com inter8sse. De uma maneira abreviada, a utilizag8o de con
digBes de hibridacgfBio rigorosas, orientadas para evitar a ligacg8o
n#o especifica, pode permitir, por ex., a visualizagfo auto-ra-
diogrdfica de um clénio de cADN especifico no caso da hibridagfo
do ADN-objectivo para aquela sonda simples dentro da mistura que éo
seu complemento completo. Ver, de um modo geral, Wallace e colab.,
"Nuc., Acids Res.", 9, 879;897 (1981); Suggs e colab.; "P.N.A.S.
(U.S.A. )", 78, 6613;6617 (1981); Choo e colab.; "Nature".; 299,
178-180 (1982); Kurachi e colab.; "P,N.A.S. (U.S.A.)", 79, 6461~
-6464 (1982); OnKubo e colab.; "P.N.A.S. (U.S.A.)". 80, 2196~
-2200(1983); e Kornblihtt e colab.; "P,N.A.S. (U.S.A.)", 80,.
3218-3222 (1983)., Em geral, as técnicas de sonda mista de Wallace
e colab. (1981), Supra, foram desenvolvidas por diversos inves—
tigadores até ao ponto de se terem obtido resultados seguros
em um isolamento de clénio de c¢ADN que utilizou uma "série"

mista de 32 membros .de sondas de oligonucleotidos com um compri-



mento de 16 bases (l6-mer) de sequéncias de ADN que variam un;'
formemente juntamente com um ll-mer simples para efectuar uma
confirmagéo "positiva" de dois sitios da presenga de cADN com
interesse. Ver, Singer;Sam e colab., "P.N.A.S. (U.S.A.)", 80,
802-806 (1983).

A utilizag8o de isolados de ADN genémico € o menos
comum dos trés métodos anteriormente citados para o desenvol-
vimento de sequéncias de ADN especificas para utilizagZo em
t&enicas recombinantes. Isto & especialmente verdadeiro na é4rea
de tdcnicas recombinantes orientadas para assegurar a expressfo
microbiana de polipeptidos de mamiferos e é devido, principal-
mente, & complexidade de ADN genémico de mamiferos. Assim, em-
bora existam técnicas seguras para desenvolver colecgSes, deri
vadas de fases de ADN gendmico de origem humana ou de outras
espécies de mamf{feros Z’Vér, por ex., lawn e colab;, "Cell",

15, 1157;1174 (1978), relacionadas com técnicas para a criagéo
de uma colecgBo gendmica humana vulgarmente designada por "Goleg
¢fo Maniatis"; Karn e colab.; "PeNoA.S. (U.S.A. )"; 71, 5172-5176
(1980) relativa a uma colecg®o genémica humana com base na técni
ca de alternativa de fragmentacgBo da endonuclease de restrigfos
e Blattner e colab., "Science", 196, 161-169 (1977) que descre-
vem a construgfo de uma colecgBo gendmica bovina /, tem havido
relativamente poucas tentativas bem sucedidas na utilizag8o de
tdenicas de hibridagfo no isolamento de ADN genbmico na ausén-
cia de uma previsfo extensiva da sequéncia de aminodcidos ou

do ADN. Como exemplo, Fiddes e colab., "J.Mol. and App. Gene-
ticé", 1, 3-18 (1981) referem o isolamento bem sucedido de um
gene que codifica a sub-unidade & das hormonas glicoproteicas

da pituitéria humana a partir da Colecg8o Maniatis através da



utilizacBo de uma sonda de“comprimento total" que compreenderzf
um fragmento completo de 621 pares de base de uma sequéncia
de cADN previamente isolada da sub-unidade alfa. Como outro
exemplo, Das e colab. "P.N.A.S. (U.S.A.); 80, 1531;1535 (1983)
referem o isolamento de cldénios genémicos humanos de HILA-DR
humano, utilizando um oligonucleotido sintético de 175 pares de
bases. Por Ultimo, Anderson e colab., "P.N.A.S. (U.S.A.)", 80,
6838-6842 (1983) referem o isolamento de clone genémico para

0 inibidor da tripsina pancredtica bovina (BPTI), utilizando
uma sonda simples de 86 pares de bases em comprimento, e cons-
truida de acqrdo com a sequéncia de aminodcidos conhecida de
BPTI. Os autores registam uma determinagﬁo de perspectivas fra
cas para o isolamento de mARN apropriado para a sinﬁese de uma
colecgBo de cADN devidas aos evidentes niveis fracosc% mARN na
gléndula parétida inicialmente marcada e em tecido de pulmdo

e dirigem as expectativas de sucesso na sondagem de uma colec—
cBo gendémica, utilizando uma mistura de sondas marcadas, rela-
tando que: "Mais generalizadamente, t&m sido utilizadas sondas
de oligodeoxinucleotido de sequéncia mista para isolar genes

de protefna de sequédncia desconhecida a partir de colecgdes de
cADN. BEssas sondas s3o tipicamente misturas de 8-32 oligonucleo
tidos, 14-17 nucleotidos em canprimento, representando todas asassociagles de c_o_'_
d%os possiveis para um pequeno alongamento (5-6 restos) da se-
quéncia de aminodcidos. Sob condigles de hibridagfio rigorosas
que fazem a disting8o de sondas de bases incorrectamente empa-
relhadas, estas misturas sf8o capazes de localizar sequéncias de
genes especificas em colecgBes de clénios de complexidade fra-

ca~a-moderada. No entanto, devido ao seu comprimento reduzido

e & sua heterogeneidade, as sondas mistas carecem muitas vezes
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da especificidade necesséria para a sondagem de sequéncias tﬁd
complexas como um genoma de mamifero. Isto torna estemétodo
impraticdvel para o isolamento de genes de proteina de mamife-
ros quando nfo se dispBe dos mARNs correspondentes”, (GitacBes
omitidas).

Deste modo, continua a existir uma necessidade, nes-—
te campo, de métodos melhorados para efectuar o isolamento ri-
pido e eficiente de clénios de cADN nos casos em gue pouco se
conhece da sequéncia de aminodcidos do polipeptido para tal co
dificado e em que n%o se pode dispor facilmente de fontes de
tecido "enriquecido" de mARN para utilizag8o na construgfio de
colecgBes de cADN., Tais métodos melhorados deveriam ser espe-
cialmente dteis se pudessem ser aplicados ao isolamento de ¢l
nios gendmicos de mamiferos em que se dispde de informag8io es-—
cassa relativa a sequdncias de aminodcidos do polipeptido codi .

ficado pelo gene procurado.

B. Eritropoietina como polipeptido com interesse

A eritropoiese, produgdo de células de sangue verme-—
lhas (eritrocitos), ocorre continuamente durante toda a vida
humana paras compensar a destruicfio das células. A eritropoiese
é um mecanismo fisioldgico controlado com muita exactidfo que
permite dispor de um nimero suficiente de células de sangue ver
melhas no sangue para a oxigenagﬁorapropriada dos tecidos, mas
nfo de demasiadas células que impegam a circulagBo. A formaglo
de células vermelhas do sangﬁe ocorre na medula éssea e estd
sob o controlo da hormona, eritropoietina.

A eritropoietina, uma glucoproteina dcida com um peso

molecular de aproximadamente 34.000 daltons, pode ocorrer em
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trés formas:ﬁc¢§ e asialo. As formas™ e ﬁ diferem ligeiramen
te nos componentes de hidratos de carbono mas tém a mesma po-
t8ncia, a mesma actividade bioldgica e o mesmo P.IM. A forma
asialo é uma forma ™ ou B com o hidrato de carbono terminal
removido (4cido sidlico).A eritropoietina estd presente em con
centragBes muito reduzidas no plasma quando o corpo se mantém

em um estado sauddvel em que os tecidos recebem uma oxigenagZo
suficiente do ndméno existente de eritrocitos. Esta fraca con-
centrag¥o normal é suficiente para estimular a substituiclo das
edlulas vermelhas do sangue que se vHo perdendo normalmente por
envelhecimento das mesmas.

A quantidade de eritropoietina na circulagBo é au~
mentada sob dondigBes de hipoxia quando é reduzido o transpor-
te de oxigénio pelas células sanguinéas na circulagfo. A hipo-
xia pode ser causada pela perda de grandes quantidades de san—
gue através de uma hemorragia, destruig#io de eritrocitos median
te uma exposicBo excessiva a radiagBes, redugfo na absorgdo de
oxigénio devida a grandes altitudes ou a inconsciénecia prolon~
gada ou a diversas formas de anemia. Em resposta ao esforgo
hipéxico sofrido pelos tecidos, a eritropoietina ird aumentar
a produgdo de cdlulas sangufneas vermelhas estimulando a conver
s%0 de células precursoras primitivas na medula dssea em pré-
-eritroblastos que, em seguida, amadurecem,sitetizam hemoglobi
na e s¥o libertados na circulagfo como células vermelhas do san
gue. Quando o nimero de células sanguineas vermelhas em circu}
lagBo & superior ao necessério para as exigéncias de oxigénio
do tecido normal, diminui a eritropoietina em circulag#o.

Ver, de um modo geral, Testa e colab., "Exp. Hematol".

8 (Supl. 8), 144-152 (1980); Tong e colab., "J. Biol. Chem.",



256 (24), 12666412672 (1981); Goldwasser, "J.Cell. Physiol.",
110 (Supl. 1),133-135 (1982); Finchr,w"Blood", 60(6), 1241~1246
(1982); Sytowskiweicolab.; "Exptl. Hematol.", 8 (Supl.8), 52-
-64 (1980); Naughton; "Ann., Clin. Iab. Sei.", 13 (5), 432-438
(1983); Weiss e colab., "Am.J.Vet.Res.",44 (10), 1832-1835
(1983); Iappin e colab.; "Exp. Hematol."; 11 (7), 661-666
(1983); Baciu e colab.; "Ann, N.Y, Acad. Sei.", 414, 66-:72 f
(1983 ); Murphy e oolaﬁ., "Acta Haematologica Japonica", 46 (7),
1380-1396 (1983); Dessypris e colab.; "Brit. J. Haematol.",
56, 2954306 (1984); e Emmanouel e colﬂx; "Am., J. Physiol.“;
247 (1 Pt 2), F168;1767(1984).

Como a eritropoietina é essencial no processo de for

mag8o das células sanguineas vermelhas, a hormona tem aplicagHo
utilizdvel potencial tanto na diagnose como no tratamento de
perturbagBes do sangue caracterizadas pela produg8o fraca ou
anormal de células vermelhas do sangue. Ver, de uma maneira ge-
ral, Pennathur-Das e colab., “Blood“,(é;J:L, 1168;1171 (1984)
e Haddy, "Am. Jour. Ped. Hematol./Oncol.", 4, 1914196(1982)rg
lativos & eritropoietina em terapias possiveisrna doenga das
células_falciformes, e Eschbach e colab., J. Clin. Invest.",
74 (2), 434441 (1984), que descrevem um regime terap@utico para
carneiros urémicos com base na resposta "in vivo" a infusSes de
plasma rico em eritropoietina e propSem uma dosagem de 10/U/EP0/
/Kg por dia, durante 15-40 dias, como corrector de anemia do
tipo associado & incapacidade renal créniéa. Ver também, Krane,
“Henry Ford Hosp. Med. J.", 31 (3), 177-181 (1983).

Calculou-se recentemente gque a disponibilidade de eri
tropoietina em quantidade deveria permitir o tratamento, em

cada ano, de anemias de 1,600,000 pessoas sdémente nos Estados
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Unidos. Ver, por ex., Mbrrison, "Bioprocessing in Space ; - an
Overview", pig. 557-571, em "The World Biotech Report", Volu-
me 2: USA, (Online Publications, New York, N.Y. 1984). Estudos
recentes forneceram ums base para projeccgfo da eficdeia da te-
rapla com eritropoietina em uma grande variedade de estados de
doenga, perturbagles e estados de irregularidade hematoldgica:
Vedovato e colab., "Acta Haematol.", 71, 211;213 (1984) (beta-
~-talassemia); Vichinsky e colab., "J. Pediatr.", 105 (1), 15-
-21 (1984) (fivbrose cfstica); Cotes e colab.; "Brit. J. Obstet.
Gyneacol.", 90(4), 304-311 (1983) (gravidez, perturbagles
menstruais); Haga e colab., Acta Pediatr, Scand."; 72, 827;831
(1983) (anemia precoce dos prematuros); Claus-Walker e colab.,
"Arch., Pays, MEd..Rehabil.", 65, 3704374 (1984) (lesfo do cor-
d%o espinal); Dunn e colab.", Bur. J. Appl. Physiol."; 52, 178~
-182 (1982) (voo no espago); Miller e colab., "Brit. J. Haema-
tol.", 52, 545-590 (1982)(perda de sangue aguda); Udupa e colab.;
"J, Iab., Clin. HMed.", 103 (4), 574-580 e 581-588 (1984); e
Iipschitz e colab., "Blood", 63(3), 502-509 (1983) (envelheci-
mento); e Dainiak e colab., "Cancer", 51 (6), 1101-1106 (1983)
e Schwartz e colab., "Otolaryngol", 109, 269-272 (1983) (diver—
sos estados de doengas neopldsticas acompanhados de eritropoiese
anormal ).

As tentativas anteriormente feitas para se obler eri-
tropietina com um rendimento bom a partir de plasma ou de urina
mostraram ser relativamente mal sucedidas. SHo necessdrias técni
cas laboratoriais complicadas e sofisticadas e t8m geralmente,
como resultado, a obteng#o de quantidades muito pequenas de ex-
tractos impuros e instdveis que contém eritropoietina.

A patente de invengBo norte-americana N° 3.033.753



descreve um método de purificacBio parcial de eritropoietina a
partir de plasma de sangue de carneiro que proporciona rendi-
mentos fracos de um extracto sélido bruto que contém eritro-
poietina.

As tentativas iniciais para isolar eritropoietina a
partir de urina proporcionaram preparacdes instdveis, biologi
camente inactivas da hormona. A patente.de inveng#o norte;ame—
ricana N¢, 3.865.801 descreve um método de estabilizagBio da acti
vidade biolégica de uma substincia bruta que contém eritropoie-
tina isolada a vartir de urina. A preparag8o bruta resultante
que contém eritropoietina retém significativamente 90% de acti
vidade da eritropoietina e & estdvel.

Um outro método para a purificag8o de eritropoietina
humana de urina de pacientes com anemia apldstica € descrito
por Miyake e colab., em "J. Biol. Chem.", Vol. 252, N¢, 15 (10
de Agosto de 1977), pdg. 5558-5564, Esta tdcnica de sete fases
compreende uma cromatografia de permuta idnica, uma precipita
¢¥o com etanol, uma filtrag8o sobre gel e uma cromatografia de
adsorc8o e fornece uma preparagfo de eritropoietina pura com
uma poténcia de T0.400 unidades/mg de protefna com um rendi-
mento de 21%.

A patente de inveng8o norte-americana N? 4.397.840,
concedida a Takezawa e colab., descreve métodos para a prepa-
ragfo de "um produto de eritropoietina, a partir de amostras
de urina de seres humanos sauddveis, com permutadores idnicos
fracamente alcalinos e propde que os produtos de P.M. baixo
"n¥o t&8m quaisquer efeitos inibidores sobre a eritropoietina'.

0 pedido de patente de inveng8o briténica Ne, 2,085,887,

apresentado por Sugimoto e colab, e publicado em 6 de Maio de



1982, descreve um processo para a produgHo de células linfom
blastoides humanas hibridas, referindo niveis de produgio com
preendidos entre 3 e 420 Unidades de eritropoietina por ml de

suspensBo de células (distribufdas nas culturas apds propagagéo

7

do hospedeiro-mem{fero) que contém até 10' células por ml. Nos
niveis de producg8o mais elevados que afirmam ter obtido, pdde
calcular-se que a velocidade (taxa) de produgdo da eritropoie-
tina estava compreendida entre 40 e cerca de 4.000 unidades/
/lO6 células/48 horas na cultura "in vitro" apés transferéncia
de células a partir de sistemas de propagagio "in vivo". (Ver
também a patente de invengfo norte-americana N9 4.377.513 equi
valente ). Tém sido feitas muitassﬁgestSes para o isolamento de
eritropoietina a partir de fontes de tecidos, incluindo célu~
las neopldsticas, mas os rendimentos t8m sido muito baixos.
Ver, por ex., Jelkman e colab., "Exptl. Hematol.", 11 (7),
581;588 (1983); Tambaurin e colab.; "P.N.A.S. (U.S.A.); 80,
6269;6273 (1983); Katsuoka e colab.; “Gann."; T4, 534-541
(1983); Hagiwara e colab., "Blood", 63 (4), 828;835 (1984); e
Choppin e colab., "Blood", 64 (2), 341;347 (1984).,
Outras técnicas de isolamento ubilizadas para se obter

eritropoietina pura compreendem técnicas imunoldégicas. Produz—
‘—se um anticorpo policlonal, derivade do soro, dirigido contra
a eritropoietina, injectando um animal de preferéncia um rato
ou um coelho, com eritropoietina humana. A eritropoietina hu-
mana injectada é considerads como uma subst@ncia antigénica es
tranha pelo sistema imune do animal e induz-a produglo de anti
corpos contra o antigénio., Células diferentes que respondem a
estimulag8o pela substlncia antigénica produzem e libertam; ha

circulagfo, anticorpos ligeiramente diferentes dos produzidos



por outras células correspondentes., A actividade de anticorpo
permanece no soro do animal quando o seu sangue é extraido.
Embora o soro nflo purificado ou as preparacles de anticorpo
purificadas sob a forma de uma fracgfo de imunoglobulina G

do soro possam depois ser utilizados em ensaios para detectar
e complexar com eritropoietina humana,os materiais sofrem de
uma desvantagem principal. Este anticorpo do soro, constituido
por todos os anticorpos diferentes produzidos por células in-
dividuais, & de natureza policlonal e ird complexar-se conm
componentes em extractos brutos diferentes da eritropoietina
s6zinha.,

S8o de interesse para o fundamento da presente inven
¢8o os recentes progressos no campo de producéio de culturas con
t{nuas de células capazes de produzirem ums dnica espécie de
anticorpo o gual € especifico e imunologicamente reacfivo com
uma determinante antigénica simplesﬂde um antigéﬁio escolhido.
Ver na generalidade, Chisholm, "High Technology", Vol. 3, Né]w
57-63 (1983). Mém sido feitas tentativas para utilizar técni=-
cas de fusfo de células e de hibridac8o para produzir anticor-
pos "monoclonais" para a eritropoietina e utilizar estes anti-
corpos no isolamento e na detecgfio quantitativa da eritropoie-
tina humana. Como exemplo, apareceu, sob a forma de resumo, em

lee-Huang, Abstract N¢ 1463 de "Fed. Proc.", 41, 520 (1982),
um relatério do desenvolvimento bem sucedido de séries de célu
las de hibridoma murganho-murganho que segregam anticorpos mo-
noclonais para a eritropoietina humana. Como outro exemplo,
aparece uma descricgBo pormenorizada da preparagdo e da utiliza-
¢8o de um anticorpo monoclonal, anti-eritropoietina, em Weiss

e colab., "P.N.A.S. (U.S.A.)", 79, 5465-5469 (1982). Ver tam~
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bém, Sasaki, "Biomed. Biochim. Acta', 42(11/12), 5202-5206
(1983); Yanagawa e coiab., "Blood", 64 (2), 357-364 (1984);
Yanagawa e colab., "J. Biol. Chem.". 259 (5), 2707;2710 (1984);
e patente de invencgHo norte-americana N9 4.465.624,

S8o também de interesse para o fundamento da inven-
¢8o os relatdrios da actividade imunolégica de peptidossinté-
ticos que duplicam substancialmente a sequéncia de aminodcidos

existente em proteinas; glucoprotefnas e nucleoproteinas natu
rais. Mais especificadamente, polepiptidos de P.M. felativameg
te baixo t8m mostrado participar em reacgdes imunes que s8o se
melhantes em duracfio e em grandeza &s reacgles imunes de pro-
tefnas fisiologicamente importantes como antigénios virais,
hormonas polipept{dicas, e similares; Est4d incluida, entre as
reacgBes imunes desses polipeptidos, a indug8o da formaglBo de
anticorpos especificos em animais imunologicamente activos.

Ver, por ex. Lerner e colab., "Cell", 23, 309~310 (1981); Ross
e colab., "Nature",294, 654-656 (1981); Walter e colab., "P.N.
A.S. (U.S.A.)", 717, 5197-5200 (1980); Ierner e colab.; "P, NoAs Se
(U.8.4.)", 18, 3403-3407 (1981); Walter e colab., "P.N.A.S.
(U.S.A.)", T8, 4882-4886 (1981); Wong e colab., "P.N.A.S. (U.S.
A.)", 78 T412-T416 (1981); Green e colab., "Cell", 28, 477-
-487 (1982); Nigg e colab.; "P.N.A. S. (U.S.A.)"; 79, 5322-5326
(1982); Baron e colab., "Cell ",28, 395?404 (1982); Dreesman e
colab,, "Nature", 295, 158-160 (1982); e Ierner, "Scientific
American", 248, Ne¢ 2, 66-74 (1983). Ver também; Kaiser e colab.,
"Science", 223, 249-255 (1984 )cue sereferem &s actividades bio-
18gica e imunolégica de peptidos sintéticos éue partilham apro-

ximadamente estruturas secunddrias de hormonas peptidicas mas

nflo partilham a sua conformacfo estrutural primdria, Os estudos



anteriores referem-se evidentemente, a sequéncias de aminodei
dos de proteinas diferentes da eritropoietina, uma substéncia
para a qual nZio foi publicada qualquer informagéo substancial
sobre a sequéncia de aminodcidos., No pedido de patente de in;
vengdio norte-americana No., de Série 463,724 , apresentado em
4 de Fevereiro de 1983, por J. BEgrie, publicado em 22 de Agos
to de 1984 como pedido de patente europeia N9, 0 116 446, des;
creve-se uma série de células de hibridoma murganho-murganho
(A.T.C.C. No, HB 8209) que produz um anticorpo monoclonal, an
ti-eritropoietina, extremamente especifico, que & também espe
cificamente imuno~reactivo com um polipeptido que contém a se
guinte sequéncia de aminodcidos:
NHZ-Ala-Pro—Eror-'Ang~;Leu - Ile - Cys - Asp - Ser - Arg - Val-
- Leu - Glu - Arg - Tyr - Teu - Ieu - Glu - Ala - Iys -~ COOH.
A sequéneia polipeptidica é a atribuida aos primeiros vinte
restos de aminodcidos de eritropoietina humana completa, iso-
lada de acordo com o método de Miyake e colab., "J. Biol. Chem.",
252, 5558-5564 (1977), apés o que se efectus a andlise de ami-
nodcidos pelo sequenciador de fase gasosa (Applied Biosystems,
Inc. ) de acordo com & técnica de Hewick, M. e colab., "J. Biol.
Chem.", 256, 7990-7997 (1981). Ver,também, Sue e colab., "Proc.
Nat. Acad. Sci (USA)", 80, 3651-3655 (1981), relativo ao desen
volvimento de anticorpos policlonais contra um 26-mer sintéti-
co com base em uma sequéneia de aminodcidos diferente, e
Sytowski e colab., "J. Immunol, Methods", 59, 181-186 (1984) .
Bnbora os anticorpos policlonais e monoclonais des—
critos antes proporcionem materiais extremamente dteis para

utilizac8o em imuno-ensaios para a detecgBo e a quantificag8Bo

de eritropoietina e possam ser utilizados na purificacg8io de



afinidade da eritropoietina, parece pouco provdvel que estes
materiais possam fornecer facilmente o isolamento, em grande
escala, de quantidades de eritropoietina, a partir de fontes
de mam{feros, suficientes para ulteriores anélise; ensaio cli
nico e utilizac8o terap8utica potencial, entre limites afasta;_'
dos, da substincia no tratamento de, por ex., doenga renal crd
nica em que os tecidos doentes nfo mantém a producgfo de eritrg
poietina. Por conseguinte, projectou?se para o efeito que os
melhores planos para caracterizar completamente a eritropoie-
tina de mamiferos e fornecer grandes quantidades da mesma para
diagndstico potencial e utilizagBo clinica compreendem a apli-
cagBlo bem sucedida de técnicas recombinantes para efectuar a
siﬁtese microbiana do composto em grande escala.

Embora tenham sido feitos esforgos substanciais na
tentativa de isolamentd_de sequéncias de ADN que codificam eri
tropoietina humana e de outras espécies de mamiferos, nenhum
parece ter sido bem sucedido. Isto é devido principalmente 3
escassez de fontes de tecidos, especialmente de fontes de té-
cidos humanos, enriguecidos em mARN que permitam a construgfo
de uma colec¢Bo de cADN a partir da gqual possa ser isolada,
mediante técnicas convencionais, uma sequéncia de ADN que codl
fique eritropoietina. Além disso, sabe-se t8o pouco da sequén-
cia continua de restos de aminodcidos da eritropoietina que
n%o é possfvel construir, por ex., sondas longas de polinucleo
tidos facilmente capazes de utilizacHo segura ma avaliacaodahibrida
¢80 ADN/ADN de cADN e, em especial, de colecgBes de ADN gené-
mico. De maneira ilustrativa, a sequlnecia de vinte aminodcidos
utilizada para gerar o anbteriormente denominado anticorpo mo-

noclonal produzido por A.T.C.C. No, HB 8209 nZo permitem a



construgfo de uma sonda inequivoca de oligonucleotido de 60
bases pela maneira descrita por Anderson e colab., Supra. Cal
cula-se que o gene humano da eritropoi€tina pode aparecer como
um “"gene de cdépia simples" dentro d° genoma humano e, em qualQ
quer caso, & provével que o material genético que codifica a
eritropoietina humana constituamenosde 0,00005% de ADN genbmico
humano total gque deveria estar presente em uma colecg8o genb-
mica.

Até agora, a mais bem sucedida das tentativas refe-
ridas conhecidas em métodos recombinantes para proporcionar se
qudncias de ADN apropriadas para ubtilizag8o na expressfo miero
bigna de quantidades iscldveis de eritropoietina n8o atingiu o
objectivo. Como exemplo, Farber e colab., "Exp. Hematol,", 11,
Supls 14, Abstract 101 (1983) referem a extracg8o de mARN a
partir de tecidos de rim de babufnos tratados com fenil;hidra-
zina e a injecgBo do mARN em oocitos de "Xenopus laevis" com
o resultado bastante transitério de produglBo "in vitro" de uma
mistura de "produtos de transferncia" que apresenta as proprie
dades bioldgicas da eritropoietina. Mais recentemente, Farber
e colab., "Blood", 62, N¢ 5, Supl. N°. 1, Resumo 392, na pégi-
na 122a (1983) referiram a transferéncia "in vitro" de mARN de
rim humano por oocitos de rf, Calculou-se que a mistura de pro
dutos de transfer8ncia resultante contém aproximadamente 220
mU de um produto de transferfnecia com a actividade da eritro-
poietina.por cada micrograma de mARN injectado. Embora se sai-
ba que esses niveis de transfer8ncia "in vitro" de mARN exdgeno
codificando eritropoietina sfo muito baixos (mesmo em compara-
¢80 com os niveis anteriormente referidos de transferéncia de

mARN de babufno no produto investigado) considera-se que os



resultados obtidos confirmam o rim humano como o sitio dé
expressfio da eritropoietina, permnitindo a construgfo de uma
colecgBo de cADN de rim numano enriquecido a partir da qual
pode ser isolado o gene desejado / Ver, também, Farber, "Clin.
Res.", 31 (4), 7694 (1983)_/.

Desde a apresentagBio dos pedidos de patentes norte-
-americanas N9s, de Série 561.024 e 582,185, apareceu apenas
uma referénecia & clonagem e expressfo, em "E, coli", do que se
afirma ter sido cADN de eritropoietina humana. De uma maneira
resumida, inseriu-se um certo nimero de clénios de cADN em plas
mideos de "E., coli" e observou;se que os produtos de fus8o de
P-Jactamase s%o imuno-reactivos com um anticorpo monoclonal
para um "epitope" nfo especificado de eritropoietina humana.
Ver, lee-Huang, "Proc. Nat. Acad. Sei. (USA)", 81, 2708-2712
(1984).

Sumdrio abreviado

A presente inveng¢8o proporciona, pela primeira vez,
novos produtos polipeptidicos puros e isolados que t8m parte
ou toda a conformac¢fo estrutural primdria (isto &, uma sequén
cia contfnua de restos de aminodcidos) e uma ou mais das pro=-
priedades biolégicas (a saber, propriedades imunoldgicas e acti
vidade bioldgica "in vivo" e "in vitro") de erifropoietina na-
tural, incluindo as suas variantes alélicas. Estes polipeptidos
s#o também, de modo ¥Ynico, caracterizados por serem o produto
da expressfo por um hospedeiro procaridtico ou eucaridtico (por
ex. por bactérias, leveduras e células de mamiferos em cultura)
de sequéncias de ADN exdgeno obtidas mediante clonagem gendmi-

ca ou de cADN ou mediante sintese de genes. Os produtos de ex-

pressfio microbiana em células de vertebrados (por ex. mamiferos



e aves) podem ainda ser caraeterizados pela liberdade de asso
ciag8o com protefnas humanas ou outros contaminantes que podem
gser associados com eritropoietina no seu ambiente natural de
células de mamiferos ou em fluidos extracelulares como plasma
oururina. 0s produtos de levedura tipica (por ex. "Saccaromy-
ces cerevisiae") ou de células;hospedeiras procaridticas (por
ex. "E, coli") est8o livres de associac8o (nfo se associam)
com quaisquer proteinas de mamiferos. Consoante o hospedeiro
utilizado, os polipeptidos de acordo com a invencgfo podem ser
glucosilados com hidratos de carbono de mamiferos ou de outras
células eucaridticas ou podem nZo ser glucosilados. Os polipe-
ptidos de acordo com a invencg8o podem também conter um resto
do aminodcido metionina (na posigBo 1).

Os novos produtos glucoproteicos de acordo com a pre
sente inveng8o compreendem os que t&8m uma conformagfo estrutu-
ral primdria suficientemente duplicativa da de uma eritropoie—~
tina natural (por ex. humana) para permitir a fruigfo de uma
ou mais das suas propriedades bioldgicas e t&m uma composito
média de hidratos de carbono que é diferente da da eritropoie-
tina natural (por ex. humana).

As cdlulas de vertebrados (por ex., €O0S-1 e CHO) for
necidas pela presente invencgfo compreendem as primeiras células
de que alguma vez se pdde dispor que podem ser propagadas con-
tinuamente "in vitro" e que, depois de desenvolvidas em cultu-
ra, s¥o0 capazes de produzir, no meio em que se desenvolveranm,
mais 100 U (de prefer8ncia mais de 500 U e, com malor vantagem,
mais de 1000 a 5.000 U) de eritropoietina por lO6 cédlulas em
48 horas como se determina mediante ensalo radio-imunoldgico.

S8o0 também fornecidos, pela presente invengBo, poli-



peptidos sintéticos total ou parcialmente duplicativos de se-
qudncias continuas de restos de aminodcidos de eritropoietina
que agui sfo pela primeira vez esclaredidos. BEstas sequéneias,
em virtude de partilharem caracteristicas de conformac8o e de
estrutura primdria, secunddria ou tercidria com a eritropoie-
tina natural, podem possuir uma actividade bioldgica e/ou pro-
priedades imunoldgicas em comum com o produto natural de manei
ra que podem ser utilizados como substitutos biologicamente
activos ou imunoldgicos da eritropoietina em processos terapéu
ticos e imunoldégicos. S8o0 correspondentemente fornecidos anti;
corpos monoclonais ou policlonais gerados mediante meios tipi-
cos, os quais sfo imuno-reactivos com esses polipeptidos e, de
preferéncia, s¥o também imuno-reactivos com eritropoietina natu
ral.

S80 ilustrativas da presente invencHo as sequéncias
de ADN clonadas de macaco e da espécie humana e as sequéncias
polipeptidicas apropriadamente delas provenientes que represen
tam, respectivamente, a conformag8o estrutural primdris de eri
tropoietinas de macaco e da espéeie humana.

S%o0 também prqxﬂbionados pela presente invenc8o novos
vectores de ADN de plasmidio circular ou viral funcional biolo=-
gicamente activo que incorporam as sequénecias de ADN de acordo
com a invencg#o e os organismos-hospedeiros microbianos (por ex.
bactérias, levedura e células de mamiferos) estavelmente trang
formados ou modificados com esses vectores. S8o correspondente
mente proporcionados pela presente inveng8o novos processos
para a preparagdo de polipeptidos utilizdveis que compreendem
o desenvolvimento em cultura desses hospedeiros microbianos

transformados ou modificados sob condigBes que facilitam a



expressfo, em grande escala, das sequéncias de ADN exbgeno,
provenientes de vectores e o isolamento dos polipeptidos de-
sejados a partir do meio de cultura, de lisados celulares ou
de fracgBes de membranas celulares.

0 isolamento e a purificagfio de polipeptidos expres
sos microbiologicamente, proporcionados pela presente invengHo,
podem ser efectuados por processos convencionais que compreen-
dem, por ex. separagdes cromatograficas preparativas e separa-
¢Bes imunoldgicas que envolvem preparagdes de anticorpo mono-
clonal e/ou‘polielonal.

Tendo sido aqui esclarecida a sequéneia de restos de
aminodcidos de eritropoietina, a presente invenc8o proporciona
a preparacg8o total e/ou parcial de sequéncias de ADN que codi-
ficam a eritropoietina e incluem caracterfsticas vantajosas tais

como a incorporacgfo de cédfos "preferidos" para expressfo por
hospedeiros nfZo-mamiferos escolhidos, a provis8o de sitios para
cig8Bo por enzimas de endonuclease de restric8o e a provisZo
de sequénecias de ADN iniciais, terminais ou intermédias adicio-
nais que facilitam a construg8o de vectores prontamente expres-
sos. Correspondentemente, a presente invengZo proporciona a
preparaclo (e o desenvolvimento mediante mubagénese especifica
do sftio de cADN e de ADN gendmico) de sequéncias de ADN que
codificam a express8o microbiana de andlogos de polipeptidos
ou de derivados de eritropoietina que diferem das formas exis-
tentes na natureza em termos da identidade ou da localizag8ode
um ou mais restos de aminodcidos (isto é andlogos de supresso
que cont@m menos de todos os restos especificados para EPO e/ou
andlogos de substituicfo em que um ou mais restos especifica-

dos sZ¥o substitufdos por outros restos e/ou andlogos de adigHo



g, ¥y

em que s3o adicionados um ou mais restos de aminodcidos a uma
porc8o terminal ou média do polipeptido); e que partilham al-
gumas ou todas as propriedades das formas naturais.

As novas sequénecias de ADN de acordo com a invenc8o
compreendem todas as sequéncias utilizdveis para assegurar a
express8o em células-hospedeiras procaridticas ou eucaridticas
de produtos polipeptf{dicos que tém pelo menos uma parte da con
formag8o estrutural primdria e uma ou mais das propriedades big
1légicas da eritropietina que sf8o abrangidas: (a) pelas sequén—
cias de ADN indicadas nos quadros 5 e 6 mais adiante ou as suas
cadeias complementares; (b) pelas sequéncias de ADN que hibri-
dam (sob condigBes de hibridacgBo como as ilustradas antes ou
gob condigBes mais rigorosas) para as sequéncias de ADN defi;
nidas em (a) ou seus fragmentos; er(c) pelas sequéncias de ADN
que, a n¥o ser pela degenerescnéia do cédigo genéticéo, deveriam
hibridar para as sequéncias de ADN definidas antes em (a) e (v).
Est8o especialmente compreendidas na parte (b) as sequéncias
de ADN gendémicas que codificam formas de variantes alélicas de
eritropoietina de macaco e humana e/ou codificam outras eritro
poietinas de espécies de mamiferos. Estdo egpecificamente com—
preendidas pela parte (c) as sequéncias de ADN preparadas que
codificam EPO, fragmentos de EPO e andlogos de EPO, as quais
podem incorporar cédfios que facilitam a transferéncia de ARN
mensageiro em hospedeiros nfo vertebrados.

% abrangida pela presente invengHo a classe de poli-
peptidos codificados por porgles do complemento de ADN para a
cadeia superior da sequéncia de ADN gendmico humano do quadro
6 adiante, isto é "proteinas invertidas complementares" como

descrevem Tramontano e colab.,, Nucleic Acids Research", 12,



5049-5059 (1984).

S8o também abrangidas pela inveng8o as composigles
farmac8uticas que contdm quantidades eficazes de produtos po-
lipeptidicos de acordo com a presente inveng8o juntamente com
diluentes, adjuvantes e/bu excipientes apropriados que permi-
tam proporcionar uma terapia com eritropoietina, em especial
no tratamento de estados de doengas anémicas e muito especial
mente de estados anémicos quando se trata da incapacidade re-
nal crénica.

Os produtos polipeptfdicos de acordo com a presente
invenc8o podem ser "marcados" mediante associagfo covalente
com uma substincia marcadora detectdvel (por ex. marcados com
o isbtopo radioactivo 1251) para constituirem reagentes utili-
zdveis na detecg¥o e na quantificag8o da eritropoietina em
amostras de tecidos sdlidos ou de fluidos como sangue ou urina.
Os produtos de ADN de acordo com a invengZo podem também ser
marcados com marcadores detectdveis (como marcas de isdtopos
radioactivos e marcas n¥o isétbpicas como a biotina) e utili-
zados em processos de hibridagBo de ADN para localizar a posi-
¢80 do gene da eritropoieﬁina e/ou a posigHo de qualquer fam{-
lia de genes afins no quadro cromossémico da espécie humana, do
macaco e de outros mamiferos. Podem também ser utilizados para
identificar as pertudbacBes no gene da eritropoietina ao nivel
do ADN e utilizados como marcadores de genes para identificar
genes vizinhos e suas alteragOes.

Como se descreverd adiante em pormenor, a presente
inveng8o proporciona ainda melhorias significativas em métodos
para a deteccBo de um polinucleotido especifico de cadeia sim-

ples de sequénecia desconhecida em uma amostra celular ou viral



heterogénea que contém polinucleotidos méltiplos de cadeia
simples em que -

(a) se prepara uma mistura de sondas de polinucleo~
tidos de cadeia simples, marcadas, tendo sequéncias de bases
que variam uniformemente , sendo cada uma das sondas citadas
potencial e especificamente complementar em relacg8o a uma se-
quéncia de bases que & putativamente Unice para o polinucleo-
tido a ser detectado, 7

(b) se fixa a amostra em um substrato sélido,

(c) se trata o substrato que tem a amostra nele fixa
da para diminuir a ligac8o ulterior de polinucleotidos ao mes;
mo, excepto no que se refere & hibridag8o para polinucleotidos
na amostra citada, |

(d) se p8e transitoriamente o substrato tratado, que
nele tem fixada a amostra, em contacto com a citada mistura de
sondas marcadas sob condicBes que facilitam a hibridagfio apenas
entre polinucleotidos totvalmente complementares; e

(e) se detecta o polinucleotido especifico mediante
verificac8o cuidadosa da. presenga de uma reacgBo de hibridacHo
entre ele e uma sonda totalmente complementar dentro da citada
mistura de sondas marcadas, como se p¥e em evidéncia pela pre-
senga de uma densidade mais elevada do material marcado sobre
o substrato no local do polinucleotido especifico em compara-—
¢8o com uma densidade de base do material marcado resultante da
ligaggo n8o-especifica de sondas marcadas ao substrato.

As técnicas sfo especialmente eficazes em situagOes
que impSem a utilizago de 64,128, 256, 512, 1024 ou mais son-
das de polinucleotidos misturadas com um comprimente de 17 a

20 bases em hibridagBes ADN/ADN ou ARN/ARN ou ADN/ARN.



Como se descreve adiante, as técnicas melhoradas an

teriormente citadas t8&m permitido ilustrativamente a identifi-
cacBo de clénios de cADN que codificam a eritropoietina de ma
caco dentro de uma coleccBo preparada a partir de mARN de cé
lulas de rim de macaco anémico. Mais especificadamente, utiliQ
za—~se uma mistura de 128 sondas 20-mer que variam uniformemen—
te com base na informacZo da sequéncia de aminodcidos, prove;
niente de fraccBes de sequenciag8o da eritropoietina humana;
em técnicas de hibridacfo dercolénias para identificar sete
clénios cADN de eritropoietina "positivos" dentro de um total
de 200,000 colénias. B mesmo muito mais extraordindrio que a
realizac¥o das técnicas melhoradas de acordo com a invengéo
tenha permitido o isolamento rdpido de tr&s cldénios positivos
a partir de uma avaliacg®o de 1,500,000 placas de fagos que cong
tituem uma colecglBo gendmica humana. Consegue;se isto através
da utilizagBo da mistura anteriormente citada de 128 sondas
20-mer juntamente com um segundo conjunto de 128 sondas 1l7-mer
com base na andlise dos aminodcidos de uma sequéncia continua
diferente de eritropocietina humana.

As técenicas ilustrativas anteriormente citadas cons-
tituem o primeiro caso conhecido da utilizagBo de sondas mis-
turadas de oligonucleotidos miltiplos em processos de hibrida-
¢o ADN/ADN orientadas para o isolamento de clénios gendmicos
de mam{feros e o primeiro caso conhecido da utilizagfBio de uma
misturade mais'de 32 sondas de oligonucleotidos no isolamento de
clénios cADN,

Tornar-se-8o evidentes numerosas modalidades e van-—
tagens da inveng83o para os entendidos na matéria apds conside-

rac8o da seguinte descrig¥o pormenorizada que proporciona es-



zag8o presentemente preferidos.

Descric8o pormenorizada

De acordo com a presente invenglio, foram isoladas e
caracterizadas sequéncias de ADN que codificam parte ou toda a
sequénecia polipeptidica da eritropoietina humana e da espécie
de macaco (de aqui em diante, por vezes designada por "EPO" ).
Além disso, o ADN de origem humana ou do macaco foi submetido
a express8o eucaribtica e procaribtica que fornece quantidades
isoldveis de polipeptidos que apresentam as propriedades bio;
18gicas (por ex. imunoldgicas) da EPO natural assim como as
actividades biolégicas da. EPO "in vivo" e "in vitro?.

0 ADN origindrio do macaco foi isolado a partir de
uma colecg8io de cADN construida com mARN proveniente de teci-
do do rim de um macaco em estado anédmico induzido quimicamen-
te e cujo soro fol avaliado imunologicamente para incluir nf-
veis elevados de EPO em comparag8io com o soro do macaco normal.
Conseguiu~se o isolamento dos clénias cADN desejados que con-
t8m ADN codificador de EPO através da utilizacBlo da hibridagfo
de colénia de ADN/ADN, utilizando um lote de 128 sondas de oli
gonucleotido ZO;mer, misturadas e marcadas com um isdtopo ra-
dioactivo e implicou a avaliacgfio (escolha) rdpida de 200,000
colbénias. A concepgBo das sondas de oligonucleotido apoiou~se
na informacg8o sobre a sequéncia de aminodcidos fornecida pela
fragmentac8o enzimdtica e a sequenciacg8o de uma pequena amostra
de EPO humana.

0 ADN da espéeie humana foi isolado a partir de uma
colecg8o de ADN gendémico humano. Conseguiu~se o isolamento de

clénios contendo ADN codificador de EPO através da hibridac8o
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em placa de ADN/ADN, utilizando o lote citado antes de 128 SO&L
das de oligonucleotido 20-mer misturadas e um segundo lote de
128 sondas 17;mer marcadas com isbtopos radiemdiivos cujas se-
quéncias se baseiam na informagBo sobre sequéncias de aminod-
cidos obtidas a partir de um fragmento enzimdtico e diferente
de EPO humana.

As coldnias e blacas positivas foram verificadas me
diante sequenciac8o dideoxi de ADN clonai, utilizando um sub-
conjunto de 16 sequéncias dentro do lote de sondas 20-mer e
submeteu-se os clénios escolhidos a andlise da sequéneia de
nucleotidos de que resulta a deduglBo da conformagfo estrutural
primdria dos polipeptidos da EPO assim codificados. As sequén~-
cias de polipeptidos deduzidas apresentavam uma homologia de
elevado grau de umas para as outras e para uma sequéncia par-
cial gerada pela andlise de aminodcidos de fragmentos de EPO
humana.

Foram inseridos um clénio cADN positivo escolhido de
macaco e um clénio genbémico positivo escolhido humano em um
vector de ADN "shuttle" que foi amplificado em "E. coli" e uti
lizado para modificar células de mam{feros em cultura. Da cul-
tura de células-hospedeiras modificadas resultaram preparagles
sobrenadantes do meio de cultura que se avaliou conterem umas
3000 mU de EPO por ml de fluido de cultura.

Os exemplos seguintes s8o apresentados a tf{tulo ilug
trativo da invencH8o e s¥o especificamente dirigidos &s técnicas
efectuadas antes para identificagfBo de clénios cADN ae macaco
e clénios genbmicos humanos codificadores de EPO, 3s técnicas
de que resulta essa identificagfio e 2 sequenciagéo; desenvol—

vimento de sistemas de expressfo e verificagfo imunoldgica da
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expressfio de EPO nesses sistemas.

Mais especificadamente, o exemplo 1 é dirigido para
a sequenciacfo de aminodcidos de fragmentos de EPO humana e
para a construcfo de misturas de sondas marcadas com isétopos
radioactivos com base nos resultados desta sequenciagfo. O exem
plo 2 estd orientado, de um modo geral, para téqnicas envolvi;
das na identificagfo de clénios cADN positivos de macaco e for
nece, deste modo, informag8o relativa ao tratamento do animal
e 3 andlise do ensaio rddio-imunoldgico preliminar de soros ani
mais. O exemplo 3 estd orientado para a preparaglo da colecgéo
de cADN, avaliag8o da hibridaglo em colénia e verificaglBo de
clénios positivos, sequenciagZo de ADN de um clénio cADN posi-
tivo e a criagfo de informag®o sobre a conformagfo estrutural
primdria (sequéncia de aminodcidos) do polipeptido de EPQ de
macaco. O exemplo 4 estd orientado para téenicas envolvidas na
identificagB0o de cldnios gendmicos humanos positivos e fornece,
deste modo, informacBo relativa & fonbte da colecgo genémica,
a téenicas de hibridagBo em placa e & verificagfo de clénios
positivos. O exemplo 5 dirige-se & sequenciag8o de ADN de um
cldénio gendmico positivo e & produgfo de informag8o sobre a
sequénecia de aminodeidos do polipeﬁtido de BEPO humana incluin~
do uma comparacHo desta com a informagBo sobre a sequéncia de
aminodcidos da EPO de macaco. O exemplo 6 estd orientado para
tdenicas de construcHo de um vector que incorpora ADN codifica
dor de EPO derivado de um c¢ldnio cADN positivo de macaco, para
a utilizacBo do vector para a modificagHo de células COS-1 e
desenvolvimento, em culbura, das células modificadas. O exem-
plo 7 estd orientado para a construgfo de um veeltor que incor-

pora ADN codificador de EPO, derivado de um cldénio gendmico hu
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mano positivo, para a utilizagBo do vector na transformac8o de
células 00S-1 e para o desegvolvimenﬁo, em cultura, das célu-
las transformadas. O exemplo 8 estd dirigido para técnicas de
imino-ensaio efectuadas sobre meios sobrenadantes obtidos a
partir da cultura de células transformadas de acordo com o0s
exemplos 5 e 7. O exemplo 9 estd orientado para a actividade
biolégica "in vitro" e "in vivo" de EPO expressa microbiologi
camente dos exemplos 6 e 7.

0 exemplo 10 refere-se & produg8o de sistemas de ex
press8o 4o hospedeiro mamifero para o cADN da EIO de macaco e
para o ADN genémico humano que envolve células ("CHO") do ovd
rio do ericeto chinds e As actividades imunoldgica e bioldgica
dos produtos destes sistemas de expressfo, assim como & caracte
rizacgBo destes produtos. O exemplo 1l estd orientado para a pre
parac8o de genes preparados gue codificam a EPO humana e andlo
gos de EPO, genes estes que contém um grande ndmero de c8dZos
preferenciais para expressfo em células-hospedeiras de "B.coli"
e de levedura e para os sistemas de expressfo neles baseados.
0 exemplo 12 refere—se acsperfis de actividade imunoldgica e

bioldgica de produtos de expressfo dos sistemas do exemplo 11,

Exemplo 1

A. Determinacfo da sequéncia de aminodcidos de um fragmento de

EPQ _humana
Isolou~se EPO humana a partir de urina e submeteu-se
aquela a digestHo triptica de que resultou o desenvolvimento e
o isolamento de 17 fragmentos separados em quantidades de apro
ximadamente 100-150 picomoles.

Os fragmentos, a que se atribuiu nimeros arbitraria-

mente, foram analisados para determinac8o da sequéncia de ami-



nodcidos mediante andlise de micro—sequéncia, utilizando um
sequenciador de fase gasosa (Applied Biosystems) para fornecer
a informacg8io sobre a sequéneia indicada no Quadro 1 a seguir,
em que se utiliza cddigos de letra simples e em que o simbolo

"x" designa um resto que n¥o foi determinado inequivocamente.



Fragmento nS.

T4a
T4b
79
T13
716
718
721
725
T26a
T26b
27
728
T30

31
T33
I35
738

Quadro 1

Resultado da andlise da sequéncia

A;P-P-R

G~K~I~K

A-T~G=-A-Q-K

V-I~E-R:

A-V=-5-G-I~R

I~-P-R

K-I~F-R

Y=I~I~E-A=K

I~I-C=D~3=R

Ir~Y=T(@~E~A=C-R

PeI=T=A=D=T-F-R

B-A-I—~8-P-P=D~A-A=M=A~A~P-I~R

B-A-E-¥~TI~ T T G=X~A=E=H=X- 5~ I~
NeE=X=I=T-V-P

Ve Y= 3= N P I R

3= L= T=T=I=I~R

Vo Now Fom Yo Ao Wi K

Goe Qe A T T Vo Koo S Sowe Qe P W
E~Pee L Q= I H= V=D=K
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B. ConcepgBo e construgBo de misturasde sondas de oligonucleo B

tidos

As sequéncias de aminodcidos indicadas no Quadro 1
foram passadas em revista no contexto da degenerescéncia do
cddigo genédtico com o fim de determinar se era poss{vel apli-
car as técnicas de sondas misturadas &s técnicas de hibridag8o
de ADN/ADN sobre colecgBes de cADN e/ou de ADN genémico. Esta
andlise revelou que, dentro do Fragmento N2. T35, existia uma
série de 7 restos de aminodcidos (Val-Asn-Phe-Tyr-Ala-Trp-Iys)
gue apenas podia ser caracterizada quando codificada por umas
das 128 sequéneias de ADN possiveis que abrangiam 20 pares de
bases. Sintetizou por isso um primeiro conjunto de 128 oligo-
nucleotidos 20-mer por métodos de fosfoamidito normal [Ver,
por ex. Beaucage e colab. "Tetrahedron letters", 22, 1859-1862
(1981) / sobre um suporte sélido de acordo com a sequéncia in-

dicada no Quadro 2 a seguir.

Quadro 2
Resto = Val = Asn Phe TIyr Ala Irp Iys
3! CAA TTG AAG ATG CGA ACC IT - 57
T A A A T
G G
c ¢

Uma outra andlise revelou que, dentro do fragmento
Ne. T38, existia uma série de 6 restos de aminodcidos (Gln-
Pro-Trp~Glu~Pro-Ieu) com base nos quais se podia preparar um
lote de 128 sondas 17-mer de oligonucleotidos misturados como

se indica no Quadro 3 a seguir.



Quadro 3

Resto -~ Gln Pro Trp Glu Pro Leu

3? GIT GGA ACC CTT GGA GA - 5?
c T ¢ T A
G G
c C

As sondas de oligonucleotidos foram marcadas na ex-
tremidade 5' com gama - S2P - ATP, 7500-8000 Ci/milimole (ICN)
utilizando quinase de polinucleotido T, (NEN).

Exemplo 2

A, Téenicas de tratamento do macaco e andlise de RIA

Tratpu;se macacos Cynomolgus fémeas ("Macaca fasci-
cularias"), com 2,5-3 Kg de peso e 1,5~- 2 anos de idade, por
via subcutfnea, com uma solugo de cloridrato de fenil-hidra-
zina de pH 7,0 a un nivel de dosagem de 12,5 mg/¥g nos dias 1,

3 e 5. Monitorizou-se o hematocrito antes de cada injecg8o. No
dia 7, ou sempre que O nivel do hematocrito caiu abaixo de 25%
do nivel inicial, colheu-se o soro e os rins apbs administra-
¢80 de doses de 25 mg/Kg de cloridrato de cetamina. Os materiais

colhidos foram imediatamente congelados em azoto liguido a - 70°C.

B. RIA da EPO (Ensaio :radioimunolégico da eritropoietina)

As técnicas de ensaio radioimunolégico aplicadas
para a detecgBo quantiiafiva de EPO em amostras foram efectua-
das de acordo com o seguinte modo de realizagBot

Tncubou~se um padrZo de eritropoietina ou uma amos-—
tra desconhecida juntamente com anti-soro, durante 2 horas, a

37°C. Apés incubacgBo de duas horas, arrefeceu-se os tubos com a



amostra sobre gelo, adicionou~se eritropoietina marcada com
lzBIVe incubou~se o0s tubos a 0°¢ durante pelo menos 15 horas
mais. Cada tubo de ensaio continha 500/ql de mistura de incu~
bacBo, constituida por SO/Ql de soro imune dilufdo, 10,000 cpm
de 1251-eritropoietina, 5/ul de trasilol e 0425O/ul ou do pa-
drfZo de EPO ou da amostra desconhecida, perfazendo o restante
volume com PBS contendo 0,1% de BSA. O anti-soro utilizado foi
a segunda sangria experimental de um coelho imunizado com uma
preparacfo com um grau de pureza de 1% de eritropoietina uri-
néria humana. Ajustou-se, no ensaio, a diluiglo final do anti-
-soro de maneira que a 125I—EPO ligada ao anticorpo nfo exce-
desse 10 a 20% das contagens totais de "input"., De um modo ge
ral, isto correspondia a uma diluigfBo final do soro compreen-
dida entre 1:50.000 e 1:100.000.

Precipitou~se a 1251—eritropoietina ligada ao anti-
corpo mediante adig8o de 150/ul de Staph A, Apds uma incubacHo
de 40 minutos, centrifugou-se as amostras e laveu-se os sedi-
mentos duas vezes com 0,75 ml de 10mM Tris-Hecl, de pH 8, 2,
contendo 0,15 M de cloreto de sbédio, 2mMde dcido etilenodiami
notetraacético e 0,05% de Triton ¥-100. Fez~se a contagem dos
sedimentos lavados em um contador gama para determinar a per-
centagem de l251—eritropoietina ligada. As contagens ligadas
pelos soros pré-imunes foram subtraidss de todos os valores fi-
nais para corrigir a precipitagBo nZo especifica. Determinou~
-ge 0 teor de eritropoietina das amostras desconhecidas por com
parag8o com a curva padrdo.

A técnica anterior foi aplicada a0 soro de macaco
obtido na Parte A anterior assim como 20 soro de macaco no

tratado. Ensaiou-se os niveis do soro normal de maneira a con-



~ ter aproximadamente 36 mU/ml engquanto o soro de macaco tratado

continha desde 1000 a 1700 mU/ml.

Exemplo 3

A. Construclo da colecc8o de cADN de macaco

Isolou-se ARN mensageiro, a partir de rins de maca=
cos normal e anémico, de acordo com a técnica do tiocianato de
, guanidinﬂjdeahirgwih ¢ colab., "Biochemistry", 18, 5294 (1974)
e purificou-se o poli (A)+‘mABN mediante duas cromatografias
de coluna sobre oligo (dT-celulose) como se descreve a pig.197-
-198 em Maniatis e colab., "ﬂblecdlar Cloning, A Iaboratory Ia-
nuel" (Cold Springs Harbor Iaboratory, Cold Springs, Harbor,
N.Y., 1982). A colecgBo de cADN foi construida de acordo com
uma modificagBo das técnicas gerais de Okayama e colab., "Mol.
and Cell, Biol,", 2, 161~170 (1982). As caracter{sticas essen
ciais das técnicas presentemente preferidas foram as seguintes:
(1) utilizou—~se pUC S como vector dnico; cortou-se este com Bstil
e completou~se acrescentando depois com oligo 4T 60 a 80 bha~
ses em comprimento; (2) ubilizou-se a digest8o com Hinc IT para
remover a extremidade oligo 4 T de uma extremidade do vector;
(3) efectuou-se a primeira sintese da cadeia e o acrescentamen
to do oligo dG de acordo .com a técnica publicada; (4) ubtilizoy
-se a digestBo com Bam HI para remover a extremidade oligo 4G
de uma ponta do vector; e (5) a substituicHo da'cadeia de ARN
por ADN foi feita na presenga de dois ligantes (GATCTAAAGACCG
TCCCCOCEAC e ACGGTCTTTA) em um excesso trés vezes molar em re-

lag8o ao vector com a extremidade oligo adG.



B. Téenicas de hibridac8o em coldnia para a seleccl8o da colec—

c8o de cADN de macaco

Espalhou;se "B, coli" transformado em uma densidade
de 9.000 colénias, por placa de 10xLOcm , sobre placas nubtritli
vas que contirham 50 microgramas/ml de Ampicilina. Humedeceu-
-ge previamente filtros GereScreen (New England Nuclear Catalog N ,NEF-
-972) sobre uma placa BHI-CAHN (37g/1 de infus8o de cérebro-co-
ragédo Bacto, 2g/1 de casaminodcidos e 15g/1 de agar, contendo
500 microgramas/hl de cleoranfenicol) que foram wbtilizados para
destacar as coldnias da placa. As coldnias foram cultivadas no
mesmo meio de culbura durante 12 horas ou mais para amplificar
os nimeros de cépias de plasmfdio. As coldénias aumentadas (fa-
ce superior da coldnia) foram tratadas pondo os filtros em sé-
rie sobre 2 pedagos de papel Whatman 3 MM saturados com cada

uma das seguintes solugles:

(1) 50 mi de glucose-25 mM de Tris-HC1l (pH 8,0)-10mM
de dcido etilenodiaminotetraacético (pH 8,0) du-
rante 5 minutos; 7

(2) 0,5 M de hidrdéxido de sbédio durante 10 minutos;e

(3) 1,0 M de Tris~HC1 (pH 7,5) durante 3 minutos.

Os filtros foram depois secos ao ar em uma estufa a
80°c, durante 2 horas.

Os filtros foram depois submetidos a digest8o com
Proteinase K através do tratamento com uma solugBo que continha
50 microgramas/ml do enzima protease em solugfo-tampHo X / 0,1 M
de Pris-HC1 (pH 8,0)-0,15 M de cloreto de s8dio-10 mM de dcido
etilenodiaminotetraacético (pH 8,2)-0;2% de SDS_/.Mais especifi-

camente, adicionou~se 5 ml da solugZio a cada filtro e deixou-se



que a digest8o se produzisse a 55°C durante 30 minutos, apds
0 que se removeu a solugEo.

Tratou-se depois os filtros com 4 ml de uma solugHo-
~tamp8o de pré-hibridacfo (5xSSPE—O,5%Vde SDS-100 microgramas/
/ml de ADN de "E.coli" SS-5xBFP). O tratamento de préhibrida-
g8o foi efectuado a 5500, geralmente duranter4 horas ou mais,
apds o que se remove a solugHo-tampBo de pré-hibridagfo.

0 processo de hibridagfo foi efectuado pela maneira
seguinte. Adicionou-se, a cada filtro, 3 ml de solugZo-tampdo
de hibridagBo (5xSSPE-0,5% de SDS-100 microgramas/ml de ARN de
levedura) que continha 0,025 picomole de cada uma das 128 se-
quéncias de sonda do Quadro 2 (sendo a mistura total designada
por mistura EPV) e manteve-se os filtros a 48°C qurante 20 ho-
ras. Esta temperatura & 2°C inferior & mais baixa das tempera-
turas de dissociagf8io calculadas (Td)'determinadas para qual-
quer das sondas.

Depois da hibridagéo, lavou~-se os filtros, trés ve—
zes, durante 10 minutos, sobre um agitador, com 6x330-0,1% de
SDS & temperatura ambiente e lavou-se duas a trés vezes com
6x33C-1% de SDS 3 temperatura da hibridacfio (48°C).

A auto;radiografia dos filtros revelou sete clénios
positivos entre as 200,000 colénias avaliadas.

A andlise da sequéncia inicial de um dos clénios
cADN putativos de macaco (designado cldnio 83) foi efectuada
com Tins de verificacfo por uma modificac8o da técnica de Walla
ce e colab., "Gene", 16, 21-26 (1981). Resumindo, o ADN de plag
midio do c¢lénio cADN 83 de macaco foi linearizado mediante di-
gest8o com Eco RI e desnaturado mediante aquecimento em um ba-

nho-Maria fervente. A sequéncia de nucleotidos foi determinada

i
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pelo método dideoxi de Sanger e colab., "P.N.A.S. (U.S.A.)",
T4, 5463=546T7 (1977). Utilizou-se, como iniciador para as reac
gﬁés de sequenciac8o, um sub-conjunto da mistura EPV de sondas

constituido por 16 sequéncias.

C. Sequenciacfo de cADN de EPQO de macaco

A andlise da sequénecia de nucleotidos do clénio 83
pelas técnicas de Messing, "Methods in Enzymology", 101, 20-78
(1983). Indica-se, no Quadro 4, uma andlise do mapa de restri-

¢8o preliminar do fragmento clonado com Eco RI/Hind IIT do clé

nio 83 com aproximadamente 1600 pares de bases. As localizagles
aproximadas dos sitios de rcorhecimento do enzima endonuclease
de restricfo s#o indicadas em termos de nimeros de bases 3!
para o sitio Eco RI na extremidade 5' do fragmento. A sequéneig
¢Bo dos nucleotidos foi efectuada mediante sequenciagfio dos
fragmentos de restrigfo individuais com a inteng8o de empare-
lhar fragmentos sobrepostos. Por exemplo, uma sobreposicfio da
informag8o da sequéncia mediante andlise de nucleotidos em um
fragmento de restrigBo designado C113 (Sau 3A a "'Ill/i_S_m_a_ ITa~
324)eaaiseQuenciagao:denordem invérsadéjunfragmeﬁtodésighédo073

(AluI a ~ 424/BstEII a ~ 203).



Quadro 4

Sitio de reconhecimento

do enzima de restricfo LocalizacHo (8es) aproximada(s)
EcoRi 1
Sau3A 111
Smal 180
BetBIL 203
Smal 324
Xpnl 37
Bsal 372
Alul 424
Pstl 426
Alul | 430
Hpal | 466
Alul 546
Bstl 601
Pvull 604
Alul 605
Alul 782
Alul 788
Bsal 792
Bstl 807
Alul 841
Alul 927
Neol 946
Sau3d - 1014
Alul 1072
Alul 1115
Alul 1223

YT



Quadro 4

S{tio de reconhecimento

do enzima de restricfo Toecalizacle (Jes) aproximada(s)
PstI 1301
Bsal 1343
Alul 1384
HindTTT 1449
Alul 1450

Hind IIT 1585



A sequenciagBo de aproximadamente 1342 pares de ba-
ses (dentro da regifio que vai do sitio Sau 34 de 3' até ao si
tio Eco RI e o sitio Hind IIT ) e a andélise de todos os quadros
de leitura possiveis teve em conta o desenvolvimento da infof;
mag8o sobre o ADN e a sequéneia de aminodeidos indicada no Qug
dro 5. No quadro, o resto de aminoécido inicial putativo do
grupo amino terminal da EPO completa (verificada mediante cof-
relacgfio com a anilise da sequéneia mencionads antes de vinte
restos com grupo amind teérminal) é designado pelo numeral + 1.
A presenga de um cddBo ATG especifico da metionina (designado-
-27) "a montante" do resto alanina inicial com um grupo amino
terminal como o primeiro resto deéignado para a sequéncia de
aminodcidos da protefna completa g indicativa da probgbilidade
de a EPO ser inicialmente expressa no citoplasma em uma forma
precursora que compreende uma regifio "eondutora” de727 aminoé;
cidos que & cortada antes da entrada da EPO completa em circu~
lacgBo. Os sitios de gluéosilagéo potencial dentro do polipepti
do s8o designados por asteriscos. 0 P.M, avaliado da regifo
transferida foi determinado como sendo 21,117 daltons‘e o P,
dos 165 restos do polipeptido que constitui a EPO de macaco com

pleta foi determinado como sendo 18,236 daltons.




¥J3 219 JJ3v JlV 1Yy Sy9D Llvvy 911 J9¢v 391 J9Y vYv9o 2301 191 399
031d TBA Iyl 9TI USY NTH uUSYy N37 I3S SAJ I9S NTY 135S sAJ A19
oY * 0¢

1Y 93V J19 1YY 9Y9 339 9y 9yYY 2339 9HY9 911 JiJ Iyl IV Iv9
19W Iyl TEBA USY NTY BTy NT9 sA ery n(9 na nal 1h)1 6iy ni9
* 0c

913 219 ¥92 39V J¥9 191 Ji1v¥ 313 J93 v¥IJ v¥33 330 399 930 319
na teA Bbay 18g dsy sA3 811 nal Bay 01d 01d eBTY ATH 0Id TBA
01 : I+ 1-

¥vJ3 313 399 913 133 313 931 919 213 131 913 313 113 991 913
014 N37 ATH nal 014 N3 I8S TEA N3] I8g nal na] na dij na
01-
991 329 1233 191 VY9 3I¥I 919 999 91¥HYDIINIDIYIINIIJIIVIY
di] BIY 01Xd SAQ N1 STH TBA AT9 18W
0z- . LZ-
9Y91393199Y133939393I¥I1991919933313¥39Y91¥999333113¥v¥91393

9229133939913999919332399¥331931313339339¥3¥9913333393932331Y¥9
venes

- e T e S T (T T P T M — T . o0 P S P Py R Py G St P Vot P VA o S G W iSRS S

ooeorW OpP Odd 9P NAVY Op BTOUDIDISURIL

g 0ua¥nd



a1l
ayd

J1v
311

339
elv

113
nan

132
01d

LA
nio

999
A19

1vv
usy

oy
Iyl

Yvo
nio

399
A13

9vd
utd

val
RS

319
TEA

331
i8S

V932
Biy

0¢el

9va
CR

19v
PELS

00t

J31
i3S

310
naj

(874

avI
Nt

Jvil
Ik}

313
nan

339
eTvy

J1v
CR !

131
135

913
na-

91y
19K

J19
TeA

v33
oid

v99
A19

339
elv

vy

v9d
Bay

139
ety

910
nan

vy
sAT

339
elv

919
na’

avy
sA

a1l
aud

139
BTY

933
elv

1v9
dsy

911
na’

J99
A19

991
diy

J13
na’

ovt

931
189S

993
Bay

o1t

91y
19W

919
TEeA
08

ov3
uid

333
elv
0s

vyuv
sk

339
BTy

113
naq

Jvd
STH

339
ETY

991
diy

391
shk)

239
eTY

913
nai

913
na

ova
uta

319
TEBA

Jl1
ayd

J11
ayd

199
dsy

10V
iyl

9va
utd

399
A19

vyd
nTad

vy
usy

1Y
1Yy

v33
01d

3Jv
Iyl

913
nan

993

Bay

vi9d
TEBA

119
TEA

Aowwm5mﬁnqoo% A oapend

Jvo
dsy

313
naJ

0c¢1

Jly
811

333
oid

06

913
na’

129
ety
09

vyv
sh

139
elv

J01
18§

J9v
189S

9vd
nto

J19
TEeA

avd
utdg

3y
4l

1Jv
Iyl

J1v
911

293
b1y

Jil
ayd

139
BTY

9vJ
uto

av9
dsy



ITIPUTH
1139Y¥3219999193131199134339913999991V33Y

o<w<<0hwou<<wdwhu<wouh<ouwhuo<ookwwuu<hwuuwwu<uo<<mwowhoh0hw
wqoquhhoqhwww<uwhhwu<00hhhhww<u<uuuqkh<<<<<wo<uw<UOHUk<<uwkk
»h<h<<w<w<uhu<040hhouuuuo¢U<<UUohwwhhUQQhUduwowu<0hooow<<Uhu
hhuqohukuuc<uwwkww<hhu<<w<wwhquhqow<u<uoo<0b<uu<huu<uwhhhkp
ckQUQth<<uwu<uuhphuwuqquwquwkqwkhkqaqcuwhuodouowUko<okuwiw
bUU«U((«qowwdUOP<<u<udo<UO<0w<uhU<<<hhhuoquwdw<u<ohk<uw<<woq
uoqwﬁuuowwoquhhudquuouu<000hohquo<<hUhdwqwhobu<<o<ow¢w<uuhwh
u<<wu<w<uuuuwwquhUh<u<Ub<<Qu<UUOkw<UOPQ<U<QOH<QUOPOHUUO<UUUU

w«qhuw<UPuhuuoww<mohquuuu<<wuuuhu<uuﬁobuuuhuouqoquowhOhuouho

YIYY3I¥I1232133¥33¥3031¥3¥3999139¥301939199¥33 vIL YOV JY9 999
: do Biy dsy A9
691

YOV 99Y 091 329 9Y9 999 93¥ OVl 913 9vv J1D 9yy v99 993 313

Bxy Biy sAQ BIY NT9D AT9H IyL IAL nan sk naq sA1 A19H Bay nan
091 0s1

o Tyt it Py e o T o P St e S P S oy O St Pt PO

(ogdenurjuop) g oxpend



Sy Y

A sequdncia polipeptfdica do quadro 5 pode ser pron~
tamente submetida a andlise para avaliac8o de regiBes extre-
mamente hidréfilas e/ou caracteristicas Qonformacionais secun
ddrias indicativas de regi®es potencialmente muito imunogénicas,
por ex. pelos métodos de Hopp e colab., "P.N.A.S. (U.S.A)Y,

78, 3824-3828 (1981) e Kyte e colab., "J. Mol. Biol.", 157,
1054132 (1982) e/qu Chou e colab., "Biochem.", 13, 222;245
(1974) e "Advances in Enzimolgy" , 47, 45447 (1978). Dispﬁs;
~ge da andlise assistida por computador de acordo com o método
de Hopp e colab., utilizando um programa designado "PEP Referen
ce Section 6,7" fornecido por Intelligenetics,Inc., 124 Univer-

sity Avenue, Palo Alto, California.

Exemplo 4

A. Coleccl8d genémica humana

Obtém-se uma colecgBo genbmica de figado de feto hu-
mano produzida por fago Ch4 A de acordo com as técnicas de Iawn
e colab., "Cell", 18, 533-543 (1979) que é mantida para utili-

zac¥o em um ensaio de hibridagéio em placa.

B. Técnicas de hibridac8o em placa para avaliagBio da colecg8o

genbémica humana

-~

Desintegrou~se particulas de fagos e fixou-se os ADN
sobre filtros (50.000 placas por filtro) de acordo com as téon;
cas de Woo, "Methods in Enzimology", 68, 389-395 (1979), excepto
no que se refere 2 utilizag8o de filtros GeneScreen Plus (New
Fngland Nuclear Catalog Ne. NEF-976) e a placas NZYAM (5g de
NaCl; 2 g de 'Mgcig-6HQO; 10 g de NZ-Amina A; 5 g de extracto
de levedura; 2 g de casaminodcidos; 2 g de maltose; e 15 g de

agar por litro).



Os filtros secos ao ar foram cozidos a 80°C durante
uma hqra e digeridos depois comrProteinase K como se descreve
no Exemplo 3, Parte B. A pré-hibridag8o foi efectuada com uma
solucBo-tampfo de 1M NaCl - 1% de SDS, a 55°¢ durante 4 horas
ou mais, apds o que se remove a solugBo-tampio. As lavagens de
hibridacBio e post-hibridagfBio foram efectuadas pela maneira deg
crita no Exemplo 3, Parte B, Foram utilizadas tanto a mistura
de 128 sondas 20-mer designadas EPV como a mistura de 128 son
das 17-mer do Quadro 3 (designada mistura EPQ). A hibridac#o
foi efectuada a 4800, utilizando a mistura de sondas EPV. A
hibridag8o com a mistura de sondas EPQ foi efectuada a 4600,
4° abaixo da T4 calculada mais baixa para membros da mistura.
A remocg8o da sonda de hibridag8o € feita mediante fervura com
1x35C-0,1% de SDS durante 2 minutos. A auto-radiografia dos
filtros revelou tréds clénios positivos (reactivos com ambas as
misturas de sondas)entreas 1,500,000 placas de fagos apreciadas.
A verificac8o de que os clénios positivos codificavam a hemato
poietina (EPO) foi obtida através da sequenciagZio de ADN e a
visualizac8o microgrifica electrdénica de formacfo heteroduplex
com o cADN de macaco do Exemplo 3. BEsta tdécnica pds também em’

evid&ncia os intr8es mdltiplos na sequéncia'de ADN gendmico.

Bxemplo 5
Efectuou-se a andlise da sequéncia de nucleotidos de
un dos clénios positivos (designados.XIhEl) e os resultados obti

dos estBo indicados no Quadro 6.

A
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No quadro 6, a sequéncia de ADN continua inicial de—"
signa uma cadeia superior de 620 bases em que estd aparentemen-
te uma sequéncia n#o transferida que precede imediatamente uma
porg8o transferida do gene de EPO humana. Mais especificadamen—
te, a sequéncia parece conter a extremidade 5' do gene que con-
duz a uma regifio de ADN transferida que codifica os primeiros
quatro aminodcidos (=27 a -24) de uma sequéncia condutora ("pré
~-sequéncia"). Ndo foram ainda determinados inequivocamente qua=-
tro pares de bases na sequéncia antes da codificag8Bo do infeio
do condutor, que sfo, por isso, designados por um "X"., Segue-se
depois um intrfio de cerca de 639 pares de bases (439 pares de
bases dos quais foram postos em sequéncia sendo os restantes 200
pares de bases designados "I.S.") que precede imediatamente um co-
dgo para a glutamina que foi designado por residuo =23 do poli-
peptido transferido. Verifica-se que a sequéncia exon imediata-
mente a seguir codifica os restos de aminodcidos através de um
resto de alanina (designado por resto +1da sequéneia de aminod~
cidos da EPO humana completa) para o cédﬁo’que especifica treo-
nina na posigfo +26, depois da qual se segue um segundo intro
constitufdo por 256 pares de bases como se designou especifica-
damente. A seguir a este intrfo estd uma sequéneia exon dos res-
tos de aminodcido 27 a 55 e, comega depois, um terceiro int¥do
constitufdo por 612 de pares de bases. 0 exon seguinte codifica
os restos 56 a 115 da hematopoietina humana e principia depois
um quarto intr8o de 134 bases como se especifica. A seguir ao
quarto intrHo estd um exon que codifica os restos Nos. 116 a 166
e un cbd%o de "termo" (TGA). Por dltimo, o quadro 6 identifica
uma sequéncia de 568 pares de bases gue parece ser uma regifio

3" n8o transferida do gene da EPO humana, de que nf8o foram ain-

da sequenciados inequivocamente dois pares de bases ("X").



0 quadro 6 serve assim para identificar a conforma
¢8o estrutural primiria (sequéncia de aminodcidos) da EPO hné
mana completa como incluindo 166 restos:de aminodcidos especi
ficados (P.M. avaliado: 18.399). ¥ também revelada no quadro
a sequéncia de ADN que codifica uma sequéneia condutora com 27
restos juntamente com as sequéncias de ADN 5' e 3' que podem
ser importantes para as fungBes de promotor/operador do ope;
r8o do gene humano. Os sitios para a glucosi}agﬁo potencial do
poliptido da hematopoietina (EPO) humana completa s&o designé—
dos, no quadro, por asteriscos. % de notar que a sequéncia de
aminodcidos especifica do Quadro 6 constitul provavelmente a
de uma forma alélica natural de eritropoietina humana., O fun-
damento desta posicBo encontra-se nos resultados dos esforcgos
cont{nuos efectuados para a sequenciag8o de isolados urindrios
de eritropoietina humana que conduziram 3 descoberta de um ni-
mero significativo de moléculas de eritropoietina t&m uma me-
tionina no resto 126 oposto & serina como se mostra no quadro.

0 quadro VII, adiante, ilustra o grau de homologia
de sequdncia polipeptfdica entre a eritropoietina humana e de
macaco. Na linha continua superior do quadro, s@o utilizadas
designacgBes de letras simples para representar as sequéncias
polipeptidicas ﬁransferidas deduzidas da EPO humana que come-
gam com o resto =27 e a linha continua inferior mostra a se-
quéncia polipeptfdica deduzida da EPO de macaco gue comega no
resto a que se atribuiu o nimero -27. 380 utilizados asteris—
cos para indicar as homologias das sequéncias., Deverd notar-se
que as sequéncias de EPO humana e de macaco deduzidas revelam
um resto lisina (K) "adicional" na posigHo 116 (humana). A no

ta remissiva 2o quadro 6 indica que este resto estd na margem
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de uma junglo entrangada putativa de mARN na sequéncia geném;’;’
ca, A presenga do resto de lisina na sequéneia polipeptidica

humana foi ainda verificada mediante sequenciacfio de um clénio
de sequéncia humana cADN preparado a partir do mARN isoladq de
células COS-1 transformadas com o ADN genémico humano do exem-

plo 7, mais adiante.
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Exemplo 6

0 sistema de expressfo esgolhido para as tentativas
iniciais na sintese microbiana de quantidades isoldveis de ma
terial polipeptfdico de EPO, cpdificado pelo cADN de macaco
preparado de acordo com as téenicas descritas no exemplo 3, &
un sistema que compreende células de hospedeiro humano (isto €,
células COS;l, A.T.C.C. N9, CRL;1650). As células foram modi-
ficadas com um vector "shuttle" (vaivém) capaz de se reproduzir
(replicar) de maneira auténoma no hospedeiro "E. coli" (em vir
tude da presenga de ADN defivado de p BR322) e nos hospedeiros
mamiferos (em virtude da presenga de ADN derivado do virus
SV 40).

Mais especificadamente, construiu}se um vector de ex
pressfio de acordo com as técnicas seguintes.»o c¢lénio de plas-
mfdio 83, preparado no exemplo 3, foi amplificadorem "E. coli"
e o ADN que codifica EPO de macaco de aproximadamente 1,4 Kb
foi isolado mediante digestZo com EcoRI e Hind IIT. Isolou-se

separadamente um fragmento Hind III/Sal I de 4,0 Kb a parbtir

de pBR322. Obteve-se um fragmento "ligante" Eco RI/Sal I de
aproximadamente 30 pares de bases a partir de ADN de M13mp1l0
RF (Iaboratdrios P e L). Bste ligante continha,em série, uma
extremidade Eco RI colante, seguida de sitios de reconhecimen-

to Sst I, Sma I, Bam HI e Xba I e uma extremidade colante Sall,

Os trés fragmentos citados estavam ligados para proporcionarem
um plasmfdeo intermédio ("pERS") de aproximadamente 5,4 Kb em
que o ADN de EPO estava flanqueado de um lado por um "banco"

de sitios de reconhecimento utilizdveis de endonuclease de reg
trigfo. O plasmfdio pERS foi depois digérido com Hind ITT e Sall
para se obter o ADN de EPO e o ligante Eco BRI a Sal I (M 13mp10)



Ligou-se o fragmento de 1,4Kb a um Bam HI/Sal I de pBR 322 de
aproximadamente 4,0 Kbecomum outroi fragménto ligante RF Ml3mp
10 Hind III / Eﬁg»ﬁ]itambém com aproximadamente 30 pares de

bases. 0 fragmento ligante M 13 era caracterizado por uma ex-
tremidade colante Hind III, seguida de sf{tios de reconhecimen

to Pst I, 82l I e Xba I e de uma extremidade colante Bam HI.

0 produto de 1ligag8s foi, novamente, um plasmfdio intermédio
utilizdvel ("pBﬁ;EPO") que continha o ADN de EPO flanqueado
em ambos os lados por bancos de si{tios de restricfo.

0 vector escolhido para a expressfo do ADN de EPO em
células COS-1 ("pDSVL1") tinha sido constru{doranteriormente
para permitir a escolha e a reproducZo autbénoma em "E. coli".
Bstas caracteristicasrprovém da origem da reprodugéo e das se
qudncias de ADN do gene de resisté@ncia & Ampicilina na regiflo
que abrange os nucleotidos 2448 a 4362 de pBR322. Esta sequén~
cia foi modificada estruturalmente pela adic8o de um ligante
que fornece um sitio de reconhecimento Hind III imediatamente
adjacente ao nucleotido 2448 antes da incorporagdo no vector.
Entre as outras propriedades utilizdveis do vector escolhido
estava a capacidade para se reproduzir de maneira auténoma em
células COS-1 e na presenga de uma sequéncia de promotor viral
funcional em células de mamiferos. Estas caracteristicas resul
tam da origem da sequncia do ADN de reproduglo e da sequéncia
do ADN do promotor viral "gene derradeiro" presente na sequén
cia de 342 pares de bases que abrange os numeros dos nucleoti=
dos 5171 a 270 do genoma SV40. Foi fornecido um dnico sftio de
restrigfo (Bam HI) imediatamente adjacente 2 sequéncia do pro-

motor viral atrav€s da utilizag8io de uma seéuéncia ligante exis

tente no coméreio (Collaborative Research). Incorporou-se tam-
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bém no vector uma sequéneia de 237 pares de bases (derivadoé
como nucleotidos nimeros 2553 a 2770 de SV40 ) que continham
o sinal de poliadenilagBo de mARN viral "gene derradeiro" (ge
ralmente designado terminador de transformag8o). Este fragmen
to estava colocado no vector na orientagfio apropriada em rela
g8o ao promobtor viral "gene derradeiro" pela via do tUnico sf;
tio Bam HI. Estava também presente no vector um outro gene de
mamifero em uma localizacg8o n8o essencial para a transformagfo
potencial de um gene inserido no Unico sitio Bam HI, entre as
sequéneias do promotor viral e do terminador.:ZTO gene de ma;
mifero compreendia um minigene de redutase dihidrofolato de
murganho (DHFR) com 2.500 pares de bases isolado a partir do
plasmidio pMG;l como descrevem Gasser”é polab. em "P.N.A.S.
(U.S.4.)" 79, 6522;6526 (1982)_7. NWovamente, os principais com
ponentes activos do plasmidiq pDSVL 1 compreendem os nucleoti;
dos 2448 a 4352 de pBR 322 juntamente com os nucleotidos 5171
a 270 (342 pares de bases) e 2553 a 2770 (237 pares de bases)
de ADN de SV40.

Utilizando as técnicas descritas, por ex. em Mariatis
e colab., supra, isolou-se o ADN que codifica EPO a partir do
plasmfdio pBR-EPO sob a forma de um fragmento de Bam HI e li-
gou~-se ao plasmidio pDSVL 1 cortado com Bam HI. Utilizou-se a
andlise do enzima de restrigfo para confirmar a insercfo do ge
ne de EPO na orientag8io correcta em dois dos vectores clonados
resultantes (vectores duplicados H e L). Ver a Figura 2, que
ilustra o plasmidio pDSVI~MKE. Guardou-se os vectores com genes
de EPO na orientag8o errada para serem utilizados como contro-
los negativos em experiéncias de transformac8o destinadas a de-

terminar niveis de expressfo de EPO em hospedeiros transforma-




dos com vectores que %8m ADN de EPO na orientag8o correcta.
Juntou-se os vectores H,L,F,X e G com o ADN do vei--
culo (ADN de ffgado e de bago de murganho ) e utilizou;se estes
para transformar placas de 60 mm em duplicado pelos métodos de
microprecipitagfo com fosfato de cdlcio. Também foram transfor
madas placas de 60 mm em duplicado com ADN velculo como contro
lo negativo de transformagZo “"simulado" ("mock". Decorridos cin
co dias, ensaiou~se todos os meios de cultura para avaliagBo
da presenca de polipeptidos com as propriedades imunolégicas

da EPO natural.
Exemplo T

A. Sistema de expressfo inicial de EPO

envolvendo células CO0S-1

0 sistema escolhido para as tentativas iniciais na
sintese microbiana de quantidades isoldveis de polipeptidos de
EPO humana codificados pelo clénio de ADN de EPO gendémico huma
no também envolveu a expressZo em cétiilas-hospedeiras de mami-
feros (isto &, células COS-1, A.T.C.C. Ne, CRI~1650). O gene
de EPO humana foi primeiro sub-clonado em um vector "shuttle"
que & capaz de se reproduzir de uma maneira autdénoma tanto em
hospedeiros "E. coli" (em virtude da presenga de ADN derivado
de pBR322) como na série de células COS-1 de mamiferos (devi-
do & presenga de ADN derivado de virus SV40). O vector "shuttle',
que cont&m o gene de EPO, foi depois transformado em células
C0S-1. O material polipeptidico de EPO foi produzido nas célg—
las transformadas e segregado no meio de cultura das células.

Mais especificsdamente,construiu~-se um vector de ex—
pressfo de acordo com a téenica seguinte. O ADN isolado a par-

tir do clénio lambda hE1, que contém o gene de EPO gendmica



humena, foi digerido com as endonucleases de restrigfo Bam HIV
e Hind IIT e isolado um fragmento de ADN de 5,6 Kb que se sa-
be conter o gene de EPO total. Misturou-se este fragmento e 1i
gou;se a0 plasmidio bacteriano pUC8 (Bethesda Research Iabora
tories, Inc.) que tinha sidordigeridordo mesmo modo, criando o
plasmidio intermédio "pUCB;HuE" que constitui uma fonte conve
niente deste fragmento de restricfo.

0 vector escolhidp para a expressﬁo do ADN de EPO em
células COS;l (pSV4-SET)-tigpa sido construfdo previamente. O
plasmfdio pSV4SEt continha sequéncias de ADN que permitiam a
selecglBo e a reprodug8o auténoma em "E. coli". Estas caracte-
risticas resultam da origem da reprodugao e das sequéncias de
ADN do gene da resist@ncia & Ampicilina presentes na regifo
que abrange os nucleotidos 2448 a 4362 do plasmidio bacteriano
p BR322 , Esta sequénecia foi modifiecada estruturalmente median—
te adig8o de um ligante que forneceun sitio de reconhecimento
Hind IITI imediatamente adjacenterao nucleotido 2448, 0 plasmi-
dio pSV4SEt foi também capaz de se reproduzir autonomamente em
células COS—l._Esta caracteristica é fornecida pela origem de
reprodugfo do virus SV40que contém um fragmento com 342 pares
de bases (nucleotidos nidmeros 5171 a 270). Este fragmento tinha
sido modificado pela adigfo de um ligante que fornece um sitio
de reconhecimento de Eco RI adjacente ao nucleotido 270 e de
um ligante que fornece um sitio de reconhecimento de Sal 1
adjacente ao nucleotido 5171. Estava também presente um fragmen
to SV40de 1061 pares de bases neste vector (nucleotidos néméros
1711 a 2772 mais um ligante que fornece um sitio de reconheci-
mento de Sal 1 junto do nucleotido nimero 2772). Dentro deste

fragmento estava uma dnica sequéncia de reconhecimento de Bam HI.



Resumindo, o plasmidio pSVA.SEt continharsitios de reconheci-~
mento ﬁnicos_de Bam HI e Hind IITI que permitiam a insergéo do
gene de EPO humana, sequégcias que permitiam a reproducBo e a
selecgBo em  "E. coli" e sequéncias que permitiam a reprodu
cBo em células COS:l. ' :

Com o fim de inserir o gene de EPO em pSV4SEL, dige-
riu-se o plasmidio pUCS-HuUE com as endonucleases de restrigfo
Bam H 1 e Hind IIT e isolou;se o fragmento de ADN que codifica
EPQide 5,6 Kb. Tambéin se digeriu o pSV4SEt com Bam H 1 e Hind III
e isolou}se o fragmento principal de 2513 pares de bases (con-
servando todas as fungles necessdrias). Bstes fragmentos foram
misturados e ligados, criando o vector final "pSVgEuEPO" (Ver,
Figura 3.) Bste vector foi propagado em "B, coli" e isolou-se
o vector de ADN. Utilizou-se a andlise do enzima de restrigHo
para confirmar a insergdo do gene de EPO.

Utilizou~se ADN do plasmidio pSVgHUEPO para exprimir
o material pqlipeptidico de EPO em células COS-l. Mais especi-
ficadamente, o ADN de pSVgHuUEPO foi associado com o ADN do vei
culo e transformado em placas de 60 mm, em triplicado, de célu
las COS-1. Como controlo, foi também transformado ADN do veicu
lo sézinho em célqlas C0S-1. Foram colhidaé'amostras dos meios
de cultura das células, sete dias mais tarde, que foram ensaia
das para avaliagBo da presenga de polipeptidos que possuam as

propriedades imunolégicas da EPO humana natural.

B. Segundo sistema de expressfio de EPO

envolvendo células COS-1

Toi concebidoairdaum outro sistema para proporcionar

a produgfo melhorada de material polipeptidico de EPO humana

codificado pelo clénio ADN de EPO genémico humano em células
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C03~1 (A.T.Q.G. Ne. CRL—1650)._ 7

No sistema imediatamente precedente, a EPO foi ex~
pressa em células C€0S-1, utilizando o seu préprio promotor que
estd dentro do fragmento de restriglio de Bam HIa Hind ITI de
5,6 Kb. Na construgBo seguinte, o gene de EPO foi alterado de
maneira que fosse expresso utilizando o Ultimo promotor SV 40.

Mais pormenorizadamente, o fragmento gendmico de res
trig8o de EPO humana de Bam HI a Hind III de 5,6 Kb, clonado,
foi modificado de acordo com as téenicas seguintes. O plasmi-
dio pUC8-HuB, como se descreveu antes, foi cindido com as en-
donucleases de restrigBio Bam HI e BstE II. BstE IT efectua a
cis8o dentro do gene de EPO de 5,6 Kb em uma posig8o que € a
a posig8Ho 5' de aproximadamente 44 pares de bases em relacg#o
a ATG iniciador que codifica o pré-peptido e a posiglo 3' de
aproximadamente 680 pares de bases em relacfio ao sitio de res
trig8o Hind III. Isolou-se o fragmento de aproximadamente 4900
pares de bases. Foi sintetizado e purificado um fragmento de
ADN ligante sintético, que continha extremidades colantes Sall
e BstE II e um sitio de reconhecimento Bam HI interno. Os dois
fragmentos foram misturados e ligados com o plasmidio pBR322
que tinha sido cortado com Sal I e BAM HI para produzir o plag
mfidio intermédio pBRgHE. 0 gene gendmico de EPO humana pode ser
isolado a partir daquele sob a forma de um fragmento da diges~
t80 de Bam HI com 4 900 pares de bases que comporta o gene es—
trutural completo com um finico ATG com 44 pares de bases em 3'
em relacgZo ao sitio de Bam HI adjacente & regifio de codificaclo
do grupo amino terminal.

Este fragmento foi isolado e inserido compum fragmen

to de Bam HI no plasm{dio pDSVL1l, vector de express8o cindido



com Bam HI (descrito no exemplo 6). O plasmidio resultante,
pSVLgHuEPO, como se ilustra na Figura 4, ?oi utilizado para
exprimir material polipeptidico de EPO a partir de células COS-

-1, como se descreveu nos exemplos 6 e TA.

Exemplo 8

Anslisou~se meios de cultura provenientes do desen-
volvimento das seis culturas de células COS—lrtransformadas>do
exemplo 6 mediante ensaio rédiyimunolégico, de acordo com as
técnicas indicadas no exemplo 2, Parte B. Ensaiou-se cada amog
tra em niveis de pequenas porgSes de 250, 125, 50 e 25 microli
tros. Os liquidos sobrenadantes de células simuladamente trang
formadas ou transformadas com Vectores que t&m uma orientagéo
incorrecta do gene de EPO foram inequivocamente negativos em
relag8o & imuno-reactividade de EPO. Para cada amostra dos
dois 1f{quidos sobrenadantes provenientes da cultura de células
C0S~1 transformadas com vectores (H e L) tendo o ADN de EPO na
orientacg8o correcta, a % de inibigBo da ligagBo de 1251 %P0 a0
anticorpo estava compreendida entre 72 e 88%, o que coloca to-
dos os valores na parte superior da curva-padrfo. Nio foi pos-
sivel avaliar com seguranga a concentragfo exacta de EPO na cul
tura sobrenadante. No entanto, fez-se uma estimativa bastante
cautelosa de 300 mU/ml a partir do cdlculo do valor da porg8o
alfquota maior (250 microlitros). 7

Ensaiou-se no RIA (ensaio radio—imunoldgico) um liqui
do de cultura representativo de acordo com o exemplo 6 e liqui;
dos de cultura de 5 e 7 dias obtidos de acordo com as técnicas
descritas no exemplo 7A com o fim de comparar a actividade de

materiais recombinantes de EPO de macaco e humana em relaglo a
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um padrfo de EPO humana natural e os resultados estﬁo indica~ *
dos em forma gréfica na Figura 1. Besumindo,_qs resultados re
velaram, como se esperava, que a EPO de macaco recombinante
cqmpetia significativamente com O antidorpo de EPO anti;humé-
no embora nflo fosse capaz de inibir completamente a 1igagﬁo
nas condigBes do ensaio. Porém, os valores mdximos da percen~
tagem de inibig8o para a EPO humana recombinante, aproximam-se
bastante dos dopadrfio de EPO humana. A natureza paralela das cur-
vas de dose/resposta sugere a identidade imunoldégica das sequén
cias (epitopes) em comum., Foram novamente avaliadas, nestes ni;
veis de diluig8Bo mais elevados as estimativas anteriores.de EPO
de macaco em fluidos de cultura e verificou;se que estavam com
preendidas entre 2,91 e 3,12 U/ml. Os niveis de produglo de

EPO humana avaliada foram correspondentemente estabeleéidos a

392 mU/ml para a amostra de cultura de 5 dias e 567 mU/ml para

a amostra de cultura de 7 dias. Os nfveis de produgfo de EPO

de macaco avaliados no sistema de expressfo do exemplo 7B foram da mes-

ma ordem ou melhores ainda.

Exemplo 9

Submeteu-se fluldos de cultura, preparados de acordo
com as técnicas descritas nos exemplos 6 e 7, a um ensaio "in
vitro" para avaliagfo da actividade de EPO, utilizando o méto-
do descrito por Goldwasser e colab., "Endocrinology", 97, 2,
315-323 (1975). Os valores de EPO de macaco avaliados para 1{-
quidos de cultura estavam compreendidos entre 3,2 e 4,3 U/ml.
0s fluidos de cultura de EPO humana foram também activos nes-
te ensaio "in vitro" e, além disso, esta actividade pdde ser
neutralizada por anticorpo anti-EPO. Os liquidos de cultura de

EPO de macaco recombinante de acordo com o exemplo 6 foram tam=—



bém submetidos & um ensaio para avaliag8o da actividade bio-
18gica "in vivo" de acordo com as técnicas gerais de Cotes e
colab., "Nature", lg;,'1065;1067 (1961) e Hammond e Colab.,
"Ann, N.Y. Acad. Seci.", 149, 516;527 (1968) e os niveis de

actividade estavam compreendidos entre 0,94 e 1,24 U/ml.

Exemplo 10

Nos exemplos anteriores, produziu-se material de EPO
humana ou de macaco recombinante a partir de vectores utili-
zados para transformar células CO0S-1., Estes vectores reprodu-
zem-se em células COS-1 devido & presencga de antigénio SV40 T
dentro da célula e a uma origem de reprodugl8o de SV40 sobre os
vectores., BEmbora estes vectores produzam quantidades utilizd~
veis de EPO em células CO0S-1, a expressBo é sé transitéria (7 a
14 dias) devido & perda eventual do vector., Adicionalmente,ape-
nas uma pequena percentagem de C0S-1 foi transformada produti-
vamente com os vectores. O presente exemplo descreve sistemas
de express3o que utilizam células (CHO) DHFR--de ovdrio de cri
ceto chings e o marcador selecciondvel DHFR. Z"Para a discus-
s8o de sistemas de expressHo afins, ver Patente de invengHo
norte~americana N2. 4.399.216 e patentes de inveng@io europeias
Nes. 117058, 117059 e 117060, todas elas publicadas em 29 de
Agosto de 1984 /.

As células CHO DHFR~ (Dux-Bll), células CHO X1, Ur-
laub e colab., "Proc. Nat. Acad. Sei. (U.S.A.)", Vol. 77, 4461
(1980) nfo possuem o enzima dihidrofolato-redutase (DHFR) devido
a mutagBes nos genes estruturais e, por isso, exigem a presen-
¢a de glicina, hipoxantina e timidina nos meios de cultura. Os
plasmidios pDSVI~-MKE (Exemplo 6) ou pDSVI~gHUEPO (Exemplo 7 B)

foram transformados juntamente com o ADN do veiculo em células



CHO DHFR™ que se desenvolvem em meios que contém hipoxantina,
timidina e glicina em placas de cultura de 60 mm. Misturou-se
o plasmidio pSVgHuEPO (Exemplo 7 A) com o plasmidio pMG 2 que
contém um gene de dihidrofolato-redutase de murganho clonado
no vector de plasmfdio bacteriano pBR322 (por Gasser, e colab.,
supra). A mistura de plasm{dio e ADN do vefculo foi transfor-
mada em células CHO DHFR . (As células que adquirem um plasmi-
dio podersio também, de um modo geral, adquirir um segundo plasg
midio). Tr&s dias depois, as células foram dispersas mediante
tripsinizac8o em diversas placas de cultura de 100 mm em meios
que nf¥o t8m hipoxantina nem timidina. Apenas as células que te-
nham sido transformadas de maneira estdvel com gene DHFR, e por
isso o gene de EPO, sobrevivem neste meio de cultura. Decorri-
dos T-21 dias, as colénias de células sobreviventes tornam-se
visfveis. Estas coldnias transformantes, apds dispersfio median
te tripsinizac8o, podem ser propagadas continuamente em meios
que carecem de hipoxantina e timidina, criando novas estirpes
de células (por ex. CHO pDSVI-MKEPO, CHO pSVgHuEPO, CHO-pDSVI~
-gHUEPO ). »

0s 1fquidos de cultura das estirpes de células men-
cionadas antes foram ensaiados no ensaio radio-imunolégico
(RIA) para avaliacg8o da presenga de EPO de macaco ou humana
recombinante. Os meios de cultura da estirpe CHO pDSVI-MKEPO
continham EPO com propriedades imunoldgicas idénticas as obti-
das a partir de células CO0S-1 transformadas com plasmidio pDSVI~-
-MKEPO. Um lfquido de cultura de 65 horas representativo conti-
rha EPO de macaco a 0,60 U/ml.

0s liquidos de cultura a partir de CHO pSVgHuUEPO e

CHO pDSVI~gHUEPO continham EPO humana recombinante com proprig



-Tl=-

dades imunolégicasridénticas as obtidas com células CO0S-1
transfprmadas com plasmidio psvgszPOou pDSVL—gHuEPO.Um
liquidq de cultura de 3 dias representativo de CHO pSVgHUEPO
continha 2,99 U/ml de EPO humana e uma amostra de 5 dias e
meio de CHO pDSVI-g HuEPO tinha 18,2 U/ml de EPO humana como
se determinou mediante ensaio rédio-imunolégico (RIA).

A quantidade de EPO produzida pelas estirpes de cé-
lulas descritas antes pode ser aumentada mediante amplificacéo
do gene obtendo-se novas estirpes de células de grande produti
vidade., O enzima dihidrofolato;redutage (DHFR), que & o produ—
to codificado pelo gene DHFR, pode serrinibido pela droga me-
totrexato (MTX). Mais pormenorizadamente, as células propaga-
das em meios de cultura que nf8o tém hipoxantina nem timidina
s#o inibidas ou mortas por MT¥. Sob condigBes apropriadas (por
ex., concentracgfes minimas de MTX) podem ser obtidas células re
sitentes a e capazes de se desenvolver em MTX, Verificou-se que
estas células sfo resistentes a MIX devido a um aumento do nd-
mero dos seus genes DHFR, o que tem, como resultado, uma produ
¢80 aumentada do enzima DHFR. As células sobreviventes podem,
por sua vez, ser tratadas com concentragl@ies crescentes de MIX,
de que resultam estirpes de células que contém um nimero maior
de genes DHFR. Verifica-se também que os "genes passageiros"
(por ex. EPO) transportados sobre o vector de expressfo jun-
tamente com o gene DHFR ou transformados com o gene DHFR tam-
bém sofrem frequentemente um aumento no seu nimero de cdpias
de gene. |

Como exemplos de realizacfo deste sistema de ampli-
ficagBo, submeteu-se estirpes de células CHO pDSVI-MKE a con-

centragBes crescentes de MTX (O nM, 30nM e 100nM). Ensaiou-se



amostras de meios de cultura de 65 horas representativas de
cada fase de amplificag8o mediante ensaio rddio-imunoldgico
(RIA) e determinou-se que continha 0, 60, 2,45 e 6,10 U/ml,
respgctivamente. A estirpe de células CHO pDSVﬁ-gHuEPO foi
submetida a uma série de concentragBes crescentes de MTX de
30nM, 50nM, 100nM, 200nlM, 1 /LLM e 5 M de MTX. Uma amostra re
presentativa do meio de culfu?a de 3rdias, thida g partir da
fase de 100nM de MT¥X, conbtinha EPO humana em uma quantidade
de 3089f129 u/hl como se avaliou mediante ensaio rédio;imung
légico. Amostras representativas de meio de cultura de 48 ho

ras, provenientes das fases de 100nM e l/&M de MTX, continham,
respectivamente, EPO humana em uma quantidade de 466 e 1352

U/ml como se avaliou mediante ensaio rédio;imunolégico (média .
de ensaios em triplicado ). Nestas téenicas, colocou-se uma ca-

6 células em 5 ml de meio de cultura em caixas de

mada de 1x10
cultura de 60 mm. Vinte e quatro horas depois, os meios foram

removidos € substitufdos por 5 ml de meio de culbtura isento de
soro (DMEM com elevado teor de glucose suplementado com 0,1 mM
de aminodcidos n#lo essenciais e I~glutemina.Deixou~-se acumular

EPO, durante 48 horas, nos meios isentos de soro. Os meios de

cultura foram recolhidos para ensaio réddio-imunoldgico (RIA)

e as células foram tripsinizadas e contadas. Os valores médios
de RIA de 467U/ml e 1352 U/ml para as células cultivadas com

100 nM e 1/uM de MTX, respectivamente, forneceram rendimentos

reais de 2335 U/placa e 6750 U/placa. Os nimeros de células

6 3,12><106 células, respecti-

médios por placa foram 1,94x10
vamente. As taxas de produgBio efectiva para estas condigBes de
cultura foram, assim, 1264 e 2167 U/lO6 células /48 horas.

As células nas culturas acabadas de descrever so



uma populac8o geneticamente heterogéneéa. Est8o a ser utiliza
das técnicas normais de apreciagfio (seleccHo) em uma tentati;
va para isolar clénios geneticamente homogéneos com a mais
elevada capacidade de produg8o. Ver, Secglo A, Parte 2, de
"DPoints to Consider in the Characterization of Cell Iines Used
to Produce Biologics" 1 de Junho de 1984, Office of Biologics, Re-
search Review, Centerfor Drugs and Biologics, U.S. Food and Drug
Administration.

A produtividade das séries de células CHO produtoras
de EPO descritas antes pode ser melhorada mediante técnicas
apropriadas de cultura dé células . A propagacio de células
de mamfferos em cultura requer geralmente a presénga de soro
nos meios de cultura. Um método para a produglo de eritropoie
tina a partir de células CHO em meios que nfo contenham soro
facilita consideravelmente a purificag8o da eritropoietina a
partir do meio de cultura. O método descrito a seguir € capaz
de produzir economicamente eritropoietina em meios de cultura
isentos de soro em quantidades grandes suficientes para a pro-
dugéo. , ,

880 utilizadas células da estirpe CHO pDSVLQgHuEEO,
cultivadas em condigBes normais de cultura de células, para se
mear balBes rotativos de cultura de células. As células sZo pro
pagadas, sob a forma de uma suspensfo de uma série de células,
no balfo rotativo de cultura de células em meios de culbura
constituf{dos por uma mistura a 50:50 de DMEM com elevadorteor
de glicose e de F12 de Ham suplementado com 5% de soro & fetode
ﬁﬁela,L—glutamina, Penicilina e Estreptomicina, 0,05mM de ami
nodcidos n¥o essenciais e a concentrag8o apropriada de metotre

xato. A cultura de células em suspensf8o permite que as células



CHO produtoras de EPO se expandam facilmente até volumes gran
des. Utiliza-se células CHO, cultivadas em suspensao, para
semear frascos rotativos com uma densidade inicial de semen-
teira de 1,5X107 célulasrviéveis por frasco rotativo de
850.cm2 em 200 ml de meio de cultura. Deixa-se desenvolver as
células, até confluéncia como uma linha de celulas aderentes,
durante um intervalo de tempo de 3 dias. O meio de cultura
utilizado nesta fase do desenvolvimento & o mesmo utilizado
para o desenvolvimento em suspensao. No fim do periodo de
desenvolvimento de 3 dias, o meio que contém o soro & removido
e substituido por 100 ml de meio isento de soro; mistura a
50:50 de DMEM com elevado teor de glicose e meio F 12 de Ham
suplementado com 0,05 mM de aminodcidos ndo essenciais e gluta-
mina L. Os frascos rotativos voltaram para o incubador de fras
cos rotativos durante 1 a 3 horas e o meio de cultura € nova-
mente removido e substituido por 100 ml de meio novo isento de
soro. A incubacao de 1 - 3 horas do meio isento de soro reduz
a concentracdo de proteinas de soro contaminantes. Os frascos
rotativos voltaram para o incubador por mais 7 dias durante os
quais se acumula eritropoietina no meio de cultura isento de
soro. No fim da fase de producao de sete dias, o meio condi-
cionado & removido e substituido por meio novo isento de soro
para um segundo ciclo de producao. Como exemplo da realiza-
cdo pratica deste sistema de produgao, uma amostra representa
tiva do meio isento de soro de 7 dias continha .eritropoietina
humana em uma quantidade de 3882 T o9 U/ml, como se avaliou
mediante ensaio radio-imunoldgico. Com base na densidade de
células avaliada de 0,9 a 1,8x105 células/cmz, cada frasco

rotativo de 850 cm’ continha desde 0,75 -a. 1,5x108 célu-



las e, deste modo, a taxa de produg@io de EPO, no dia 7, em
100 ml de cultura era de 750 a 1470 U/lO6 células/48 horas.

Submeteu—se 1iquidos de cultura da estirpe de célu
las CHO pDSVL—MkEPO, efectuada em 10nlM de MTX, a ensaios da
actividede de EPO "in vitro" e "in vivo" mediante ensaio radio-
-imunoldégico (RIA). A amostra do meio condicionado continha
41,25f1,4 U/hlrde MkEPO avaliado pelo ensalo rédio-imunolégico,
41,25r0,064 U/ml avaliado pelo ensaio da acitvidade biolégica
"in vitro® e 42,5-i5 U/ml avaliado pelo ensaio da actividade
“biolbgica "in vivo", A sequenciagﬁo de aminodcidos de produtos
polipeptidicos revelou a presenga de produtos de EPO, uma es-
pécie de origem que tem 3 restos da sequéncia "condutora“ adja
cente ao grupo amino terminal putativq da alamina. Desconhece-
~ge presentemente se isto & o resultado do tratamento incorrecto
da membrana do polipeptido em células CHO ou se reflecte uma ai
ferenga na estrutura do grupo amino terminal da EPO de macaco
em relacfo & EPO humana,

Os liguidos de cultura da estirpe celular CHO pDSVI-
-g HuEPO foram submetidos a trés ensaios. Uma amostra de cinco
dias e meio continha EPO recombinante no meio de cultura em um
nfvel de 18,2 U/ml mediante ensaio radio-imunoldgico, 15,84:
4,6 U/ml mediante ensaio "in vitro" e 16,85f3,0 U/ml mediante
ensaio "in vivo".

0s 1fquidos de cultura de células CHO pSDVI~gHu EPO
preparadas e amplificadés gradualmente por 100 nM de MTX foram
submetidos aos tr8s ensaios. Uma amostrade 3,0 dias continha EPO
humana recombinante em um nivel de 30892 129 U/ml mediante en-—
saio ré4dio-imunoldgico, 2589 71,5 U/ml pelo emsaio "in vitro"
e 20407160 U/ml pelo ensaio "in vivo". A sequenciacBio de ami

nodcidos deste produto revela a presenca de um grupo amino ter-



minal que corresponde ao indicado no quadro 6o

Reuniu-se osrmeios de cultura condicionados de cé
lulas CHO transformadas com plasmidio pDSVi;MkE em 10nM de MIX
e dialisou~-se o MIX durante vérios dias, obtendo-se meios de
cultura com uma actividade de EPO de 221 ¥5,1 U/ml (EPO-CCM).
Para determinar o efeito "in vivo" da EPO-CCM sobre niveis de
hematqcrito em murganhos Balb/C normais,refectuou—se a seguin-
te experiencia. Ajustou-se com PBS, meios de cultura condicio-
nados de células de células CHO (CCM) & EPO-CCM nfio transfor-
madas. Utilizou-se CCM no grupo de contrgloﬂ(B murganhos) e
dois niveis de dose de EPO~CCM- 4 unidades por injqugo e 44
unidades por injecc8o - nos grupos experimentais ( 2 murganhos/
/grupo). No decurso de 5 semanas, os sete murganhos foram in-
jectados por via intraperitoneal, 3 vezes por semana. Depois da
oitava injecgfo, determinou-se que os valores médios de hemato-
crito para o grupo de controlo eram 50,4%; para o grupo 47U,
55,1%; e, para o grupo 44U, 67,9%.

0s produtos de expressfo de células de mamiferos po-
dem ser isolados facilmente em forma substancialmente pura-a
partir de meios de cultura, utilizando a cromatografia 1iquida
a pressfio elevada (04) e um gradiente de etanol, de preferéncia
a pHT .

Poi feita uma tentativa preliminar para caracterizar
produtos glucoproteicos recombinantes a partir do meio de cul-
tura condicionado de expressHo de células COS-1 e CHO do gene
de EPO humana em comparac¢Ho com isolados de EPO urindria humana
utilizando a andlise de "Western blot" e a de SDS-PAGE. Estes
estudos indicaram que o material de EPO produzido por CHO ti-
nha um P.M. um tanto mais elevado que o produto de expressfo

C0s-1, o qual, por sua vez, era ligeiramente maior que os ex-



tractos urindrios de origem humana reunidos. Todos os produtos

eram um tanto ou quanto heterogéneos. Do tratamento com o en-
zima neuraminidase para eliminar o 4cido sidlico, resultaram
produtos recombinantes COS-1 e CHO com P.M. aproximadamente
iguais, que foram no entanto maiores que o do extracto urind-
rio humano asialo resultante. Do tratamento do produto de CHO
recombinante e do produto do extracto urindrio com o enzima en
doglucosidade F (EC 3, 2, 1) (para remover totalmente os hidra
tos de carbono de ambos), resultaram produtos substancialmente
homogéneos que t&m caracterfsticas de P.M. essencialmente idén
ticas.

A EPO urindria humana purificada e uma EPO recombi-
nante, produzida por células QHO, de acordo com a presente in-
veng8o, foram submetidas a andlise de hidratos de carbono de
acordo com a técnica de Iedeen e colab., "Methods in Enzimolo-
gy", 83 (Parte D), 139-191 (1982) modificada através da ubili-
zac8o das técnicas de hidrdlise de Nesser e colab., "Anal., Bio-
chem"., 142, 58-67 (1984). Os valores da constituigfio de hidra
tos de carbono determinada experimentalmente (expressa em rela
¢Bes molares de hidratos de carbono no produto) para o isolado
urindrio foram os seguintes: Hexoses, 1,73; N?acetilglucosami-
na, 1l; 4cido N;acetilneuraminico; 0,93; Pucose, 0; e N-acetil-
galactosamina; 0. Valores correspondentes para o produto recom
binante (derivado de um meio de cultura dHO pDSVL -~ gHUEPO com
trés dias a 100 nM MTX) foram os seguintes: Hexoses, 15;09; N~
acetilglicosamida, 1; 4cido acetilneuraminico; 0;998; Fucose 03
e N—acetilgalactosamina; 0. Estas conclusGes estfio de acordo
com a andlise de"Western blot" e de SDS~PAGE descritas antes.

0s produtos glicoproteicos de acordo com a presente

invenc8o sfo, deste modo, esclarecedores de produtos que +t8m



uma conformacfo estrutural primiria suficientemente dupla da
da eritropoietina natural para permitir que possuam uma ou mais
das suas propriedades bioldégicas e que tenham uma composicg8o
média de hidratos de carbono diferente da da eritropoietina na
tural.

Exemplo 11

0 presente exemplo refere-se & preparaglo total me-
diante reunifo de bases nucleotf{dicas dé dois genes estruturais
que codificam a sequénecia da eritropoietina da espécie humana
do quadro 6 e incorporam, respectivamente, cddfos "preferidos"
para expressfo em células de "E. coli" e de levedura ("S. ce-
revisiae"). Descreveése também a construgBio de genes que codi-
ficam anélogos de EPO humana. De um modo abreviado, o protoco-
lo utilizado foi, na generalidade, o indicado na descrigfo an-
teriormente citada de Alton e colab., (WO 83/04053). Os geneé
foram projectados para reunifio inicial de componentes oligonu~-
cleot{dicos em duplexes miltiplos os quéis, por sua vez, foram
reunidos em trés secgBes separadas. Estas secgBes foram conce-
bidas para amplificacHo fdcil e, apds eliminaglBo do sistema de
amplificacdo, puderam ser reunidas sucessivamente ou através
de uma ligacio miltipla de fragmento em um vector de expresséo
apropriado.

O0s quadros 8 a 14 a seguir ilustram a concepgfo e a
reunifio de um gene preparado que codifica um produto de trans-
feréncia de eritropoietina humana a que falta qualguer condu-
tor ou pré-sequéncia mas que inclui um resto metionina inicial
na posigBo 1. Além disso, o gene incorporado em parte substan-
cial dos codfos de preferéncia de "B. coli" e da construgfo,

foi por isso designado gene "ECEPQ",



Quadro 8

OLIGONUCLEQOTIDOS DA SECCAO 1 DE ECEPO

1. AATTCTAGAAACCATGAGGGTAATAAAATA
2. CCATTATTTTATTACCCTCATGGTTTCTAG
3. ATGGCTCCGCCGCGTCTGATCTGCGAC

4, CTCGAGTCGCAGATCAGACGCGGCGRACG
De TCGAGAGTTCTGGAACGTTACCTGCTG

6, CITCCAGCAGGTAACGTTCCAGAACT

Te GAAGCTAAAGAAGCTGAAAACATC

8. GTGGTGATGTTTTCAGCTTCTTTAG

9. ACCACIGGTTGTGCTGAACACTGTTC
10. CAAAGAACAGTGTTCAGCACAACCA
11. TTTGAACGAAAACATTACGGTACCG
12. GATCCGGTACCGTAATGTTTTCGTT



" Quadro 9

. Secgdo 1 de ECEPO

Xbal
EcoRI 1 3
RATTCTAG AAACCATGAG GGTAATAAAA TA TGGCTCC GCCGCGTCTG
GATC TTTGGTACTC CCATTATTTT ATTAC GAGG CGGCGCAGAC
2 4

5
ATCTGCGAC CGAGAGTTCT GGAACGTTAC CTGCTGGAAG CTAARAGAAGC
TAGACGCTGA GCTCITCAAGA CCTTGCAATG GACGACCTT GATTTCTTCG
6

7 9 11
TGAAAACATC CCACTGGTT GTGCTGAACA CTGTTCITTG AACGAARACA
ACTTTTGTAG TGGTGPCCAA CACGACTTGT GACAAGAAAC TTGCTTTTGT

8 10
Kpnl  BamHI
TTACGGTACC G

AATGCCATGG CCTAG
12



10.
11.
12.
13.
14,
15.
16.

Quadro 10

Oligonucleotidos da seccdo 2 de ECEPO

AATTCGGTACCAGACACCAAGGT
GTTAACCTTGGTGTCTGGTACCG
TAACTTCTACGCTTGGAAACGTAT
TTCCATACGTTTCCAAGCGTAGAA
GGAAGTTGGTCAACAAGCAGTTGAAGT
CCAAACTTCAACTGCTTGTTGACCAAC
TTGGCAGGGTCTGGCACTGCTGAGCG
GCCTCGCTCAGCAGTGCCAGACCCTG
AGGCTGTACTGCGTGGCCAGGCA
GCAGTGCCTGGCCACGCAGTACA
CTGCTGGTAAACTCCTCTCAGCCGT
TTCCCACGGCTGAGAGGAGTTTACCA
GGGAACCGCTGCAGCTGCATGTTGAC
GCTTTGTCAACATGCAGCTGCAGCGG
AAAGCAGTATCTGGCCTGAGATCTG

GATCCAGATCTCAGGCCAGATACT
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

Quadro 12

Secgdo 3 de ECEPO

GATCCAGATCTCTGACTACTCTGC
ACGCAGCAGAGTAGTCAGAGATCTG
TGCGTGCTCTGGGTGCACAGAAAGAGG
GATAGCCTCTTTCTGTGCACCCAGAGC
CTATCTCTCCGCCGGATGCTGCATCT
CAGCAGATGCAGCATCCGGCGGAGA
GCTGCACCGCTGCGTACCATCACTG
ATCAGCAGTGATGGTACGCAGCGGTG
CTGATACCTTCCGCAAACTGTTTCG
ATACACGAAACAGTTTGCGGAAGGT
TGTATACTCTAACTTCCTGCGTGGTA
CAGTTTACCACGCAGGAAGTTAGAGT
AACTGAAACTGTATACTGGCGAAGC
GGCATGCTTCGCCAGTATACAGTTT
ATGCCGTACTGGTGACCGCTAATAG
TCGACTATTAGCGGTCACCAGTAC




BamHI Bglll
GA TCCAGATC
GTCTAG

1

TCTG
AGAC

ACTACTCTGC [TGCGTYGCTCT
TGATGAGACG ACGCALCGAGA

2

GGATGCTGCA
CCTACGACGT
6

GCAAACTGTT
CGTTTGACAA
10

TATACTGGCG
ATATGACCGC
14

TCTGCTGCAC
AGACGACETG

TCGFGTATAC
AGCACATAITG

AAGCRTGCCG
TTCGTACG

Quadro 13

Seccao 3 de ECEPO

3 5

TGGTGCACAG AAAGAGGETA TCTCTCCGCC
CCCACGTGTC TTTCTCCGAT AGAGAGGCGG
4
7 9
CGCTGCGTAC CATCACTGET GATACCTTCC
GCGACGCATG GTAGTGACGA CTATGGAAGG
8

il 13
TCTRACTTCC TGCGTGGTAR ACTGAAACTG
AGATTGAAGG ACGCACCATT TGACITTTGAC

12
15 sall

TACTGGTGAC CGCTAATAG
ATGACCACTG GCGATTATC AGCT
16




Xbal

CTAG AAACCATGAG

ATCTGCGACT
TAGACGCTGA

TGAAAACATC
ACTTTTGTAG

TTACGGTACC
AATGCCATGG

GTTGGTCAAC
CAACCAGTTG

GGCTGTACTG
CCGACATGAC

AACCGCTGCA
TTGGCGACGT

ACTACTCTGC
TGATGAGACG

GGATGCTGCA
CCTACGACGT

GCAAACTGTT
CGTTTGACAA

TATACTGGCG
ATATGACCGC

TTTGGTACTC

CGAGAGTTCT
GCTCTCAAGA

ACCACTGGTT
TGGTGACCAA

AGACACCAAG
TCTGTGGTTC

RAGCAGTTGA
TTCGTCAACT

CGTGGCCAGG
GCACCGGTCC

GCTGCATGTT
CGACGTACAA

TGCGTGCTCT
ACGCACGAGA

TCTGCTGCAC
AGACGACGTG

TCGTGTATAC
AGCACATATG

AAGCATGCCG
TTCGTACGGC

Quadro 14

Gene ECEPO

GGTAATAAAA
CCATTATTTT

GGAACGTTAC
CCTTGCAATG

GTGCTGAACA
CACGACTTGT

GTTAACTTCT
CAATTGAAGA

AGTTTGGCAG
TCAAACCGTC

CACTGCTGGT
GTGACGACCA

GACAAAGCAG
CTGTTTCGTC

GGGTGCACAG
CCCACGTGTC

CGCTGCGTAC
GCGACGCATG

TCTAACTTCC
AGATTGAAGG

TACTGGTGAC
ATGACCACTG

-1 1
MetAla
TAATGGCTCC
ATTACCGAGG

CTGCTGGAAG
GACGACCTTC

CTGTTCTTIG
GACAAGAAAC

ACGCTTGGAR
TGCGAACCTT

GGTCTGGCAC
CCAGACCGTG

AARACTCCTCT
TTTGAGGAGA

TATCTGGCCT
ATAGACCGGA

AAAGAGGCTA
TTTCTCCGAT

CATCACTGCT
GTAGTGACGA

TGCGTGGTAA
ACGCACCATT

GCCGCGTCTG
CGGCGCAGAC

CTAAAGAAGC
GATTTCTTCG

AACGAAAACA
TTGCTTTTGT

ACGTATGGAA
TGCATACCTT

TGCTGAGCGA
ACGACTCGCT

CAGCCGTGGG
GTCGGCACCC

GAGATCTCTG
CTCTAGAGAC

TCTCTCCGCC
AGAGAGGCGG

GATACCTTCC
CTATGGAAGG

ACTGAAACTG

TGACTTTGAC

sall
CGCTAATAG

GCGATTATCA

GCT
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Mais pormenorizadamente, o quadro 8 ilustra oligonu
cleotidos utilizados para formar a Secééo 1 do gene ECEPO que
codifica os restos com grupo amino terminal do polipeptido da
espécie humana, Os oligonucleotidos foram reunidos em duplexes
(i e 2, 3 e 4, etec, ) e os duplexes foram depois ligados para
proporcionarem a Secgdo 1 de ECEPO como se indica no Quadro 9.
B de notar que a secglo reunida contém as extremidades colan~
tes EcoRT e BamHI terminais respectivas, sendo a extremidade
colante EcoRI "a jusante" um sitio de reconhecimento do enzi?
ma de restrigBo XbaIe a extremidade colante Bam HI "a monﬁané
te' um sftio de reconhecimento do enzima Epn I. Foi possivel am
plificar facilmente a secclBio 1, utilizando o vector de fago M13
utilizado para a verificacfio da sequéncia da secgBo. Foram en-
contradas algumas dificuldades no isolamento da secgfo sob a
forma de um fragmento XpbaI/Xpn I de ADN de RF gerado em "E.
coli", provavelmente devido & metilagZo das bases do sitio de
reconhecimento de Kpn I dentro do hospedeiro. O ADN de fago de
cadeia simples foi, por isso, isolado e levado & forma de cadeia
dupla "in vitro" mediante extens8o inicial e o fragmento de ca-
deia dupla desejado foi depois isolado facilmente.

As SecgBes 2 e 3 do gene ECEPO (Quadros 11 e 13) foram
construidas por uma maneira andloga a partir dos oligonucleoti~
dos dos quadros 10 e 12, respectivamente. Amplificou-se cada
Secg8o no vector M13 wutilizado para verificag8o da sequéncia
e isolou~se aquela a partir do ADN de fago. Como se torna evi-
dente a partir do Quadro 11, a SeccZo 2 de ECEPO foi construi-
da com extremidades colantes EcoRI e Bam HI e pbde ser isolada
sob a forma de um fragmento Kpn I/’§gl II. Analogamente, a Secgfo

3 de ECEPO foi preparada com extremidades colentesr Bam HI e Sal I e
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pdde ser isolada a partir do ADN de RPF de fagq sqb a forma de
um fragmento Bgl Ir/ Sal I. As trés secgles assim preparadas
podem ser reunidas facilmente em uma sequéncia continua de ADN
(Quadro 14) que codifica o polipeptido de eritropoietina da
espécie humana completo com um cdd&o de metionina com grupo
amino terminal (ATG) para iniciacg8io da transfer8ncia de "BE.
coli", B também de notar que "a montante" do ATG inicial estd
uma série de pares de bases que duplicam substan01almente a se
gudneia do sitio de ligac8o do ribosoma do gene OMPLf extrema—
mente expresso de "E. coli".

Pode utilizar-se qualquer vector de expressfdo apro-
priado para transportar o ECEPO. O vector especialmente esco-
1lhido para expressfo do gene de ECEPO & o plasmfdio pCFM536
"sens{vel & temperatura" - um derivado de plasmidio pCFM414
(AeTeCeCe 40076)~ descrito no pedido de patente de invengdo
norte~americana No., de Série 636.727, depositado em 6 de Agos—
to de 1984 por Charles F. MNorris., Mais especificadamente, o
pCFM 536 foi digerido com ZXba I e Hind III; o fragmento gran
de foi isolado e utilizado em uma ligac8o de duas partes com
o gene de ECEPO. As SecgBes 1 (Xba I/Xpn I), 2 (Xpn I/ Bgl II)
e 3 (Bgl II,/§§l I) tinham sido reunidas previamente pela ordem
correcta em M13 e o gene de EPO foi isolado, a partir daquele,

sob a forma de um fragmento Xba I/Hind III simples. Este fra-

gmento comtém uma porg¥o do poli-ligante do fago M13 mp9 que
compreende os sitis $al I a Hind IIT. O controlo de expresso
no plasmf{dio de expressfo resultante, p536, foi feito por in-
termédio de um promotor lambda PL’ que pode, por si sd, estar
sob controlo do gene repressor CI857 (tal fornecido na estir—

pe K 12 AHtrp de "B. coli.").



0 gene de ECEPO preparado anterior pode ser modifi- -
cado de vdrias maneiras para codificar andlogos der eritropoie
tina tais como [Asnz, des.----rPro2 atravds de Ile6_7h EPO e
Z_His7_7hEPO, como se descreve adiante.

.

A. 415.531’12J des-Pro~ a Iles_] hEPO

0 plasmidio 536, que 'trfansporta 0 gene preparado de
ECEPO do quadro 14 sob a forma de uma insercfo Xba I a Hind III,
foi digerido com Hind IIT e Xho I. Esta dltima endonuclease cor
ta o gene de ECEPO em um sftio de reconhecimento dnico de 6 pa-
res de bases que abrange desde a dltima base do cédfo que codi-

10

fica Asp8 até 3 segunda base do codso Arg™". Preparou-se uma se

quéneia "liganfe“ Xba I/Xho I com a seguinte sequéncia.

Xbal +1 2 7 8 9
Met Ala Asn Cys Asp Tho I

5' -CTAG ATG GCT AAT TGC GAC - 3°
3' -TAC CGA TTA ACG CTG  AGCT-5!

0 ligante Xba szggg I e o fragmento da sequénecia do
gene Xho I/ Hind III ECEPO foram inseridos no fragmento gran
de resultante da digest8o, por Xba I e Hind III, do plasmidio
pCAM 526-um derivado de plasmfdio pCFM41l4 (A.T.C.C. 40076 )-deg
crito no pedido de patente de invengHo norte-americana N2, de
Série 636.727, depositado em 6 de Agosto de 1984 por Charles
P, Morris, paras formar uma sequéncia ADN originada em plasmi-
dio que codifica a expressfo de "B. coli" da forma Met_l do

andlogo desejado.

B. [/ His!_ 7 hEPO

0 plasmidio 536 foi digerido com Hind IIT e Xho I



como se descreveu antes na parte A. Preparou-se um ligante

Xoa I / Xho I que t8m a seguinte sequéncia:

Xba I + 2 3 4 5 6 1 8» 9 XhoI
Met Ala Pro Pro Arg ILeu TIle His Asp
S'QGTAG ATG GCT CCG CCA CGT CTG ATC CAT GAC-3'
3'= TAC CGA GGC GGT GCA GAC TAG GTA CTG AGCT-5'

0 ligante e o fragmento da sequéneia de ECEPO tratado

com Xho I//Hind IIT foram depois inseridos em pCFM 526 para for
mar uma sequéncia de ADN origindrio do plasmidio, que codifica
a express3o de "B, coli" da forma Met-l do andlogo desejado.

A construgHo de um gene preparado ("SCEPO") que in-
corpora cédfos, de preferéncia de levedura, é a descrita nos
quadros 15 a 21 a seguir. Como acontecia com o gene de ECEPO,

a construcfo completa envolveu a formag8io de trés conjuntos de
oligonucleotidos (Quadros 15, 17 e 19) que foram formados em du
plexes e reunidos em seccgBes (Quadros 16, 18 e 20). E de notar
que a sintese foi facilitada em parte pela utilizacZo de alguns
c8d8o0s sub-4ptimos em ambas as construgBes de SCEPO e ECEPO,
isto &, os oligonucleotidos 7~ 12 da Secglio 1 de ambos os ge-

nes eram id&nticos como o eram os oligonucleotidos 1- 6 da Secgfo

2 em cada gene.



Quadro 15

Oligonucleotidos da secgao 1 de SCEPO

1. AARTTCAAGCTTGGATAAAAGAGCT
2. GTGGAGCTCTTTTATCCAAGCTTG
3. CCACCAAGATTGATCTGTGACTC

4. TCTCGAGTCACAGATCAATCTTG

5. GAGAGTTTTGGAAAGATACTTIGTTG
6. CTTCCAACAAGTATCTTTCCAAAAC
7. GAAGCTAAAGAAGCTGAAAACATC
8. GTGGTGATGTTTTCAGCTTCTTTAG
9. ACCACTGGTTGTGCTGAACACTGTTC
10. CAAAGAACAGTGTTCAGCACAACCA
11. TTTGAACGAAAACATTACGGTACCG
12. GATCCGGTACCGTAATGTTTTCGTT

Quadro 16

Seccdo 1 de SCEPO

EcoRI HindIII 1
AATTCA AGCTTGGATA

GT TCGAACCTAT
2

3
AAAGAGCTEC ACCAAGATTG ATCTGTGACT CBAGAGTTTT
TTTCTCGAGG TGGTTCTAAC TAGACACTGA GCTCTCAAAA
4

5 7
GGAAAGATAC TTGTTGBAAG CTAAAGAAGC TGAAAACATC CCACTGGTT
CCTTTCTATG AACAACCTTC] GATTTCTTCG ACTTTTGTAG TGGT CCAA

6 8

g 11 Kpnl BamHI
GTGCTGAACA CTGTTCJTTG AACGAAAACA TTACGGTACC G
CACGACTTGT GACAAGAAAC| TTGCTTTTGT AATGCCATGG CCTAG

. 12




1.
2.

9.
10.
11.
12.
13,
14.
15.
16.

.~ Quadro 17

. Oligonucleotidos da secgao 2 de SCEPO

AATTCGGTACCAGACACCAAGGT
GTTARACCTTGGTGTCTGGTACCG
TAACTTCTACGCTTGGAAACGTAT
TTCCATACGTTTCCAAGCGTAGAA
GGAAGTTGGTCAACAAGCAGTTGAAGT
CCAAACTTCAACTGCTTGTTGACCAAC
TTGGCAAGGTTTGGCCTTGTTATCTG
GCTTCAGATAACAAGGCCAAACCTTG
AAGCTGTTTTGAGAGGTCAAGCCT
AACAAGGCTTGACCTCTCAAAACA
TGTTGGTTAACTCTTCTCAACCATGGG
TGGTTCCCATGGTTGAGAAGAGTTAACC
AACCATTGCAATTGCACGTCGAT
CTTTATCGACGTGCAATTGCAA
AAAGCCGTCTCTGGTTTGAGATCTG

GATCCAGATCTCAAACCAGAGACGG




Kpnl
ECORI 1

Quadro 18

Secgao 2 de SCEPO

A ATTCGGTACC AGACACCAAG
GCCATGG TCTGTGGTTC

2

3
GTFAACTTCT ACGCTTGGAA
CARTTGRAGA TGCGAACCTT

4
AGTJTGG
TCAARAC

11

CAA

TT
ccThGTTGGT TAACTCTTCT
GGARCAACCA ATTGAGAAGA

7
GGTTTGGCCT
12

CCAAACCGGA
8

.15
cATRAAGCCG TCTCTGGTTT
CTATTTICEGC AGAGACCAAA

16

5

ACGTATEGAA GTTGGTCAAC AAGCTGTTGA

TGCATACCTT] CAACCAGTTG TTCGACAACT
3

9

TGTTATCTGR AGCTGTTTTG AGAGGTCAAG

ACAATAGACT TCGRCAAAAC TCTCCAGTTC
10

13
CAACCATGGG ACCATTGCA ATTGCACGTC
GTTGGTACCC TTGGTRACGT TAACGTGCAG
14

Bglll BamHI
GAGATCTG
CTCTAGACCTA G




2.
3.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

. Quadro 19

. Oligonucleotidos da secgdo 3 de SCEPO

GATCCAGATCTTTGACTACTTTGTT
TCTCAACAAAGTAGTCAAAGATCTG
GAGAGCTTTGGGTGCTCAAAAGGAAG
ATGGCTTCCTTTTGAGCACCCAAAGC
CCATTTCCCCACCAGACGCTGCTT
GCAGAAGCAGCGTCTGGTGGGGAA
CTGCCGCTCCATTGAGAACCATC
CAGTGATGGTTCTCAATGGAGCG
ACTGCTGATACCTTCAGARAGTT
GAATAACTTTCTGAAGGTATCAG
ATTCAGAGTTTACTCCAACTTCT
CTCAAGAAGTTGGAGTAAACTCT
TGAGAGGTAAATTGAAGTTGTACAC
ACCGGTGTACAACTTCAATTTACCT
CGGTGAAGCCTGTAGAACTGGT
CTGTCACCAGTTCTACAGGCTTC
GACAGATAAGCCCGACTGATAA
GTTGTTATCAGTCGGGCTTAT
CAACAGTGTAGATGTAACAAAG

TCGACTTTGTTACATCTACACT




. Quadro 20

. Secgdo. .3 de SCEPO

BamHI BglII 1
GATC CAGATCTTTG ACTACITIGT TBAGAGCTTT
GTCTAGAAAC TGATGARACA ACTCTEGAAA

2

3 5
GGGTGCTCAA AAGGAAGECA TTTCCCCACC AGACGCTGCT TCTGCCGCTC
CCCACGAGTT TTCCTTCGG AGGGGTGG TCTGCGACGA AGACGGCGAG
4 6

7 9 11
CATTGAGAAC CATCECTGCT GATACCTTCA GAAAGTT#TT CAGAGTTTAC
GTAACTCTTG GTAGTGACGA CTATGGAAGT CTTTCAATAA G CTCAARATG

8 10 12
13 15
TCCAACTTCT “GAGAGGTAA ATTGAAGTTG TACACEGGTG AAGCCTGTAG
AGGTTGAAGA ACTCITCCATT TAACTTCAAC ATGTGGCC TTCGGACATC
14 16

1 19
AACTGGTAC AGATAAGCCC GACTGATAA AACAGTGTAG
TTGACCAETG TCIATTCGGG CTGACTATTG TTGTCACATC
18

Sall
ATGTAACAAA G
TACATTGTTT CAGCT
20




HindIII
AGCTTGGATA
ARCCTAT

GGAAAGATAC
CCTTTCTATG

GTGCTGAACA
CACGACTTGT

GTTAACTTCT
CAATTGAAGA

AGTTTGGCAA
TCAAACCGTT

CCTTGTTGGT
GGAACAACCA

GATAAAGCCG
CTATTTCGGC

GGGTGCTCAA
CCCACGAGTT

CATTGAGAAC
GTAACTCTTG

TCCAACTTCT
AGGTTGAAGA

AACTGGTGAC
TTGACCACTG

ATGTAACAARA
TACATTGTTT

-1 +1
ArgAla
ARAAGAGCTCC
TTTCTCGAGG

TTGTTGGAAG
AACAACCTTC

CTGTTCTTIG
GACAAGAAAC

ACGCTTGGAA
TGCGAACCTT

GGTTTGGCCT
CCAAACCGGA

TAACTCTTCT
ATTGAGAAGA

TCTCTGGTTT
AGAGACCAAA

RAGGAAGCCA
TTCCTTCGGT

CATCACTGCT
GTAGTGACGA

TGAGAGGTAA
ACTCTCCATT

AGATAAGCCC
TCTATTCGGG

sall
G
CAGCT

_ Quadro 21

Gene SCEPO

ACCAAGATTG
TGGTTCTAAC

CTAARAGAAGC
GATTTCTTCG

AACGAAAACA
TTGCTTTIGT

ACGTATGGAA
TGCATACCTT

TGTTATCTGA
ACAATAGACT

CAACCATGGG
GTTGGTACCC

GAGATCTTTG
CTCTAGAAAC

TTTCCCCACC
AAAGGGGTGG

GATACCTTCA
CTATGGAAGT

ATTGAAGTTG
TAACTTCAAC

GACTGATAAC
CTGACTATTG

ATCTGTGACT
TAGACACTGA

TGAAAACATC
ACTTTTGTAG

TTACGGTACC
AATGCCATGG

GTTGGTCAAC
CAACCAGTTG

AGCTGTTTTG
TCGACAAAAC

RACCATTGCA
TTGGTAACGT

ACTACTTTGT
TGATGAAACA

AGACGCTGCT
TCTGCGACGA

GAAAGTTATT
CTTTCAATAA

TACACCGGTG
ATGTGGCCAC

AACAGTGTAG
TTGTCACATC

CGAGAGTTTT
GCTCTCAAAA

ACCACTGGTT
TGGTGACCAA

AGACACCAAG
TCTGTGGTTC

AAGCTGTTGA
TTCGACAACT

AGAGGTCAAG
TCTCCAGTTC

ATTGCACGTC
TAACGTGCAG

TGAGAGCTTT
ACTCTCGAAA

TCTGCCGCTC
AGACGGCGAG

CAGAGTTTAC
GTCTCAAATG

AAGCCTGTAG
TTCGGACATC




As secgBes de SCEPO reunidas foram postas em sequég»
cia em M13 e as SecgBes 1, 2 e 3 puderam ser isoladas do fago
sob a forma de fragmentos Hind IIT / KpnI, Bgl IT e Bgl IT /
/Sal 1. _

0 sistema de expressﬁq presentemente preferido para
os produtos do gene SCEPO é un sistema de secregBo com base na
secregfio do factor®™® de "S. cerevisiame", como se descreve no
pedido de patente de invengZio norte-americana N2 de Série
487.753, depositado em 22 de Abril de 1983 por Grant A. Bitter,
publicado em 31 de Outubro de 1984 como patente de invencglio eu~
ropeia O 123.294. De uma maneira resumida, o sistema implica
construgBes em que o ADN que codifica a sequéncia condutora do
produto genético factor ¢ de levedura estd situado imediatamen
te na posigHo 5' em relagHo & regifio de codificagBio do gene ex§
geno a ser expresso. Como reéultado, o produto genético trans—
ferido contém uma sequéncia condutora ou de sinal que é "pro-
cessado" por um enzima de levedura enddgeno no decurso da secre
¢%o do remanescente do produto. Como a construglo utiliza o -
d%0 de infcio de transfer8ncia do factor & (ATG), n#6 € neces-
srio fornecer tal cédBo & posiclBo 1 do gene de SCEPO. Como poQ
de observar-se a partir do quadro 21, a seguéncia que codifica
a alanina (+1) & precedida por uma sequéncia ligante que per-
mite a insercg8o directa em um plasmidio que contém o ADN para
os primeiros 80 restos do condutor do factor & que segue o pPro
motor do factor X. A construgfo preferida especifica para ex-—
press8o do gene de SCEPO envolveu uma ligag8o em quatro partes
que compreende os fragmentos de secgHo de SCEPO mencionados an
tes e o fragmento grande da digest®o, por Hind IIT / Sal I, do
plasmfdio p¢ %3 . A partir do plasmidio ¢ C3/SCEPO resultante,

isolou-se o promotor do fattor ™ e a sequéncia condutora e o



gene de SCEPO»mediante digest8o com Bam HI e ligou~se ao plas-—
mf{dio pYE digerido por Bam HI para formar o plasmidio de ex~-

pressfio pYE/SCEPO.

Exemplo 12
0 presente exemplo refere-se & expressfio de produtos
recombinantes dos genes de ECEPO e SCEPO preparados dentro dos

sistemas de expressfo do exemplo 11.
Na utilizacg8io do sistema de expressfo concebido para

ser utilizado com células-hospedeiras de "B. coli", o plasmi-

1

dio p536 do exemplo 11 foi transformado em células de "E. coli
AMT7 previamente transformadas com um plasmidio apropriado,
pMWI1, que aloja um gene 61857' As culturas de células em cal-
do IB (Am pieilina, 50 /bg/ml e canamicina S/Mg/ml, de preferén
cia com 10 mM de sulféto de magnésio) foram mantidas a 28° ¢ e,
apds  desenvolvimento das células em cultura até D.0.g00= 0y 1,
induziu~se a expressfo de EPO mediante elevagfBio da temperatura
da cultura até 42° C. As células cultivadas até cerca de D.0. 40
proporcionaram uma producgdo de eritropoietina (EPO) (a@valiada

em gel) de cerca de 5 mg/D0 litro.

As células foram colhidas, desintegradas, quebradas
com uma Prensa Francesa (704 Kg/bmz; 10.000 psi) e tratadés com
lisozima e detergente NP-40. O sedimento, resultante da centri-
fugac8o a 24.000xg, foi solubilizado com cloridrato de guani-
dina e submetido a purificac8o ulterior em uma sé fase, utili-
zando uma cromatografia 1fquida a pressfio elevada, de fase in-
versa C, (Vydsc) (etanol, 0-80%, 50mlMde acetato de aménio,
oH 4,5). A sequenciag8o da protefna revelou que o produto ti-

nha um grau de pureza superior a 95% e os produbtos obtidos re~

velaram dois grupos amino terminais diferentes, A-P-P-R... e
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P-P-R... em uma razfo quantitativa relativa de cerca de 3 paraV‘
1. Esta dltima observagBio de produtos h EPO e / des Alal_7

h EPO indica que o "processamento" do grupo amino terminal den
tro das células;hospedeiras serve para remover a metionina ter
minal e, em certos casos, a alanina inicial. A actividade, no
ensaio rédio;imunolégieo, para os isolados era de 150.000 a
160,000 U/mg; a actividade, no ensaio "in vitro", era de 30.000
a 62,000 U/mg 5 e a actividade, no ensaio "in vivo", estava.
compreendida entre cerca de 120 e 720U/ﬁg. (Cf., padrio de iso
lado urindrio humano de 70.000U/mgem cada ensaio). A curva de
dose resposta para o produto recombinante no ensaio "in vivo"
diferia acentuadamente do padrfo de eritropoietina urindria
humana.

Os plasmfdios andlogos de eritropoietina formados nas
partes A e B do exemplo ll'foram, cada um deles, transformados
em células AMT de "E. coli" transformadas por pMW1l e as célu-
las foram cultivadas como se indicou antes. Os isolados purifi
cados foram submetidos a ensaio rddio-imunoldgico e a ensaios
"in vitro". Os valores destes ensaios para os produtos de ex—
presséo [TAsnz, des—Pr02 a Ilef7hEPO foram aproximadamente -
11,000 U/mg e 6000U/mg de proteina; respectivamente; enquanto
os valores de ensaio para [THis7_]hEPO foram cerca de 41.000
U/mg e 14.000 U/mg de protefna, respectivamente, indicando que
os produtos andlogos eram desde um quarto a um décimo t8o "acti
vos" como o nroduto de expressfo "original" nos ensaios.

No sistema de expressfio destinado a ser utilizado por
células-hospedeiras de "S. cerevisiag“,.o plasmfdio pYE/SCEPO

foi transformado em duas estirpes diferentes , YSDP4 (genoti-

poX. pep 4-3 trpl) e RKBL (genotipooc o¢ pep4=3 trpl). Os hosg
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pedeiros YSDP4 transformados foram cultivados em meio SD
/ "Methods - in Yeast Genetics", Cold Spring Harbor Iabora-
tory, Cold Spring Harbor, N.Y., pdg. 62 (1983)_/ suplementado
com | casaminodcidos a 0,5%, de pH 6,5, a 30°C. Os meios co-
lhidos quando as células tinham sido cultivadas até D.0. 36
continham produtos de eritropqietina em conqentragﬁes de cer—
ca de 244 U/ml (97/wg/bo litro no ensaio rédio-imunolégico).
As células RK 81 transformadas, cultivadas a D.0. de 6,5 ou a
D.0. de 60, forneceram meios com concentragdes de eritropoie-
tina de cerca de 80—90U/m1(34’/gg/D0 litro no ensaio rddio-
~imunoldgico). Andlises preliminares revelam uma heterogenei-
dade significativa em produtos produzidos pelo sistema de ex-—
pressfo, provavelmente devido a variagBes na glucosilagfio de
protef{nas expressas, e um teor de manose relativamente elevado
do hidrato de carbono associado.

Os plasmfidios PXC3e pYE em células de "E, coli"
HB 101 foram depositados, de acordo com as Regras de Prédtica
da Repartig8Bio de patentes norte-americana, em 27 de Setembro
de 1984, com a "American Type Culture Collection", 12301 Par-
klawn Drive, Rockville, Maryland, sob os nimeros de depbsito
A.T.C.C. 39881 e A.T.C.C0. 39882, respectivamente. Os plasmi-
dios pCFYM 526 em células AMT, pCFM536 em células JM103 e
pIW1l em células JM103 foram igualmente dgpositados em 21 de
Novembro de 1984 como A.T.C.C. 33932, 33934 e 33933; respecti-
vamente. Foram depositadas estirpes YSPD4 e RK81 de "Saccha-
romyces cerevisiae" em 21 de Novembro de 1984 como A;T.C.C.
20734 e 20733, respectivamente.

Deverd tornar-se perfeitamente 6bvio depois da consi

derac8o dos exemplos ilustrativos anteriores que sfo proporcio-



nados vela presente invengfio nas suas mﬁltiplas‘mbdalidédes,
muitos produtos e processos excepcionalmente valiosos,

Os polipeptidos de acordo com a presente invenco
sfo produtos manifestamente dteis, quer sejam produtos expres-—
sos microbiologicamente quer sejam produtos sintéticos, cuja
conformagé8o estrutural priméria, secunddria ou tercidria foi
pela primeira vez tornada conhecida pela presente invenc#o.

Como se indicou antes, os produtos obtidos por méto-
dos recombinantes e os produtos sintéticos de acordo com a pre
sente inveng8o partilham, em graus varidveis, a actividade bio
légica "in vitro" de isolados de eritropoietina de fontes natu
rais e, por conseguinte, s8o concebidos para terem utilidade
como substitutos de isolados de eritropoietina em meios de cul
tura utilizados para desenvolvimento de células eritropoidti~
cas em cultura. Analogamente, pelo facto de os produtos polipep-

tf{dicos de acordo com a presente invengfo partilham a activi-

dade "in wivo" de isolados de- eritropoietina natural, sdo ma-
nifestamente apropriados para utilizac8oc em técnicas de terapia
com eritropoietina praticadas em mamiferos,'incluindo 0 homen,
para desenvolver qualquer efeito  ou todos os efeitos até ago-
ra atribufdos "in vivo" & eritropoietina, por ex. estimulacgsio
da resposta do reticulocito, desenvolvimento de efeitos ferro-
ciféticos (como os efeitos de "turnover" do ferro do plasma e
os efeitos do tempo de passagem pela medula), alteragBes da mag
sa dos eritrocitos, estimulagBo da sintese de hemoglobina C
(ver, Eschbach e colab., supra) e, como se indicou no exemplo 10,
niveis de hematocrito aumentados em mamiferos., Est8o compreen-
didos na classe de seres humanos que podem ser tratados com

produtos de acordo com a presente invenc8o os pacientes que



geralmente necessitam de transfusfes de sangue que incluem vi
timas de trauma, pacientes cirirgicos, pacientes de doengas re
nais como os pacientes de didlise e pacientes com perturbacBes
que afectam uma variedade de composigles de sangue, como hemo-
filia, doencga das células em foice, anemias fisioldgicas e si-
milares. Pode esperar-se que, da minimizag8o da necessidade de
terapia de transfusBo através da utilizagfBio de terapia de eri-
tropoietina, resulte uma reduclio na transmissfo de agentes in-
fecciosos, Espera-se que os produtos de acordo com a invencg#o,
em virtude da sua produc8o por métodos recombinantes, estejam
isentos de pirogénios, de substincias inibidoras naturais, e
similares e proporcionem assim uma eficdecia global aumentada
em processos terap8uticos relativamente aos produtos derivados
naturalmente., B também de esperar que a terapia da eritropoie-
tina da presente invengfio seja utilizada no aumento .da capaci-
dade de transporte do oxigénio de individuos que se encontram
em condigBes de ambiente hipbxico e, possivelmente, para pro-
porcionar efeitos cardiovasculares benéficos.

Um método preferido para a administracg8io de produtos
polipeptidicos de acordo com a invencfo é o que utiliza a via
parenteral (arsaber, intravenosa, intramuscular, subéutlnea ou
intraperitoneal) é as composigBes administradas deverfo habi-
fualmente conter quantidades terapeuticamente eficazes de pro-
duto associado a diluentes; excipientes e/ou adjuvantes aceitd
veis. Bstudos farmacocinéticos preliminares indicam uma semi-
-vida mais prolongada vara os produtos de eritropoietina de ma
caco quando administrados por via intramuscular em vez da via

intravenosa. B de esperar que as dosagens eficazes variem su-

bstancialmente consoante a situaglo tratada, mas as doses tera



pduticas devem estar compreendidas entre 0,1 (~7U) e 100
(~ 7000II)/xg/Zg de peso de corpo, do produto activo. Conside
ra§se, para as composigBes farmac8uticas de acordo com a inven
¢%o, diluentes convencionais como a albumina de soro humano

e excipientes convencionais como o soro fisioldgico.

Os adjuvantes apropriados para utilizag8o nas compo-
sicBes de acordo com a presente invengHo incluem compostos in-
dependentemente indicados para a obteng8o de efeitos estimula-
dores eritropoiéticos, como as testosteronas, os estimuladores
de células progenitoras, factor de crescimento andlogo & insu-
lina, prostaglandinas, serotonina, 4cido 5'-adenflico (AMP),
prolactina e triiodotironina, aésim como os agentes geralmen—
te utilizados no tratamento de anemia apldstica, como metenolg
no, estanozolol e nandrolona vaer, por ex., Resegotti e co-
lab,, "Panminerva Medica", 23, 243-248 (1981) ; McGonigle e co-.
lab., "Kidney Int", 25 (2), 437-444 (1984); Pavlovic-Kantera e
colab., "Exptl. Hematol.", 8 (Supl, 8), 283-291 (1980); eKhrtz;
"FEBS Letters", 14 a (1), 105-108 (1982) /. Sfo tambén conside-

radas como adjuvantes as subst@ncias que s8o referidas como au
mentando os efeitos da, ou sineréizarem a, eritropoietina ou
asialo-eritropoietina, como os agonistas adrenérgicos, as hor—
monas da tiroide, os androgénios e BPA / ver, Dunn, "Current
Concepts in Erythropoiesis", John Wiley and Sons (Chichester,
Fngland, 1983); Weiland e colab., "Blu#, 44(3), 173-175 (1982);
Kalmanti, "Kidney Int.", 22, 383-391 (1982);VShahidi, “Ngw Eng.
J. Med.", 289, 72-80 (1973); Fisher e colab., "Steroids", 30(6),
833-845 (1977); Urabe e colab., "J. Exp. Med.", 149, 131441325

(1979); e Billat e colab., "Exptl. Hematol." 10(1), 133-140
(1982) / assim como as clasges de compostos designados "factores



eritropoidticos hepatlcos" /[ ver, Naughton e colab., "Acta
Haemat.", 69, 171-179 (1983 ) / e "eritrotropinas" / descritas
por Congote e colab., em "Abstract"_(Besumo) 364, "Proceedings

7th

bec, 1—7 de Julho de 1984); Congote, "Biochem. Biophys. Res.

International Congress of Endocrinology" (Quebec City, Que

Comm. ", 115(2), 447—483 (1983) e Congote, "Anal. Biochem."

140, 428-433 (1984)_/ e "eritrogeninas" / descritas por Rothman
e colab., "J. Surg. Oncol.", 20, 105-108 (1982)_/. AvaliagBes
preliminares destinadas a medir as respostas eritropoiéticas

de murganhos policitémicos ex~hipéxicos previamente tratados
com 5-&-dihidrotestosterona ou com mandrolona e a que se admi
nistrou eritropoietina da presente invenc8o conduziram a resul-
tados duvidosos.

As utilizagBes, com fins de diagndéstico, dos polipe-—
ptidos de acordo com a presente invengHBo sfo analogamente exten
sivas e compreendem a utilizacg8o em formas marcadas ou nfo mar-
cadas em um grande variedade de técnicas de imuno-ensaio que
incluem os de RIA, de Elisa e similares, assim como uma varie-
dade de ensaios de actividade "in vitro" e "in vivo". Ver por
ex., Dunn e colab., "Exptl. Hematol.", 11(7), 590-600 (1983);
Gibson e colab., "Pathology"; 16, 155-156 (1984); Krystal;
"Exptl. Hematol.", 11(7), 649-660 (1983); Saito e colab.; "Jap.
J. Med.", 23(1), 16-21 (1984); Nathan e colab,, "New Eng. J.
Med.", 308 (9), 520-522 (1983); e diversas referéncias relati-
vas a ensajos aqui mencionados. Os polipeptidos de acordo com
a presente invengfo, que compreendem peptidos sintéticos que con
t8m sequdncias de restos de eritropoietina aqui revelados pela

primeira vez, também proporcionam materiais puros extremamen-

te activos para gerar anticorpos policlonais e "bancos" de an-



ticorpos monoclonais espéci{ficos para distinguir epitopes cog.
t{nuos ou descontinuos de eritropoietina. Como exemplo, a ang
lise preliminar das sequéneias de aminodcidos do quadro 6 no
contexto de hidropaticidade de acordo com Hopp e colab., "P.N.
A.S. (U.S.A.)", 78, 3824-3828 (1981) e de estruturas secundd-
rias de acordo com Chou e colab., "Ann, Rev. Biochemd, 47,251
(1978) revelou que os peptidos sintéticos duplicativos de se-.
quéncias continuas de restos que abrangem as posigBes 41 a 57
inclusive, 116 a 118 inclusive e 144 a 166 inclusive s8o sus-
ceptfveis de produzir uma resposta altamente antigénica e de
gerar anticorpos monoclonais e policlonais utilizdveis imuno-
~reactivos com o peptido sintético e a proteina completa. Pre-
vé-se que estes anticorpoé possam ser utilizados na detecglo
e na purificagfo de afinidade de eritropoietina “e de produtos
relacionados com a eritropoietina.

Tlustrativamente, foram preparados os trés peptidos

gintéticos seguintes:

(1) hEPO 41457, V=P-D-T-K- V=N-F-Y-A-W-K-~
R-M-E-V-G; |

(2) hEPO 116~128, K-E-A-I=~S-P-P-D-A-A-S-A-A-;

(3) hEPO 144-166; V=Y S=N-PF-I~ B~ G-E-I~ K- I~ Y-
T (= B A= G R T~ G~D~R.

Bstudos de imunizacHo preliminares que utilizam os

polipeptidos mencionados antes revelaram uma resposta positiva
relativamente fraca a hEPO 41-57, nenhuma resposta aprecidvel
a hEPO 116-128 e uma resposta positiva forte a hEPO 144-166,

medidas pela capacidade de os anticorpos de soro de coelho imu



no=-precipitarem isolados de EPO urindrio humano marcado com
1251.’Estudos de actividade preliminares "in vivo" efectuados
sobre os trés peptidos nfo revelaram qualquer actividade signi
ficativa quer sozinhos quer associados.

Embora as sequdncias deduzidas de restos de aminodci
dos de eritropoietina de mamiferos fornecidas pelos exemplos
ilustrativos definam essencialmente a conformag8o estrutural
primédria da eritropoietina completa, deversd entender-se que 2
sequéncia espec{fica de 165 restos de aminodcidos da eritropoie
tina de macaco no quadro 5 e os 166 restos da eritropoietina
humana no quadro 6 nfo limitam o &mbito dos polipeptidos uti-
lizdveis de acordo com a presente invengéo. Bst8o compreendidos
na presente invengfo as diversas formas alélicas naturais de
eritropoietina que as investigacBes jé4 efectuadas em.polipepti
dos de mam{fero biologicamente activos como o interferon g‘hur
mano indicam que poderfZio existir. [Tbomparar, por ex. a espécie
de interferon imune humano a que se atribul um resto arginina
na posigHo N¢. 140 na eritropoietina, como refere o pedido de
patente de invengHo europeia publicado N2. 0077670, e a espé-
cie a que se atribui um resto de glutamina na posic8o Ne. 140,
como referem Gray e colab, em "Nature", 295, 503—508 (1982).
Ambas as espécies s86 caracterizadas por constituirem sequén—
cias de interferon ¥ humano "eompleto" /. As formas alélicas
dos polipeptidos de eritropoietina completa podem diferir umas
das outras e das sequénecias dos quadros 5 e 6 em termos de com
primento da sequéncia e/ou em termos de supressﬁes; substitui-
¢Bes, insergles ou adigBes de aminodcidos na sequéncia; com va=~

riantes potenciais consequentes na capacidade de glicosilac8o.

Como se referiu antes,8admite-ce -que uma forma alélica putativa da eri



tropoietina da espécie humana cont&m um resﬁo metionina na po
sig8o 126. Como se esperava, podem também ocorrer formas alé;
licas naturais de EPO codificando ADN genémicq e sequéncias de
CcADN, as quais codificam os tipos anteriormente citados de po-
lipeptidos alélicos ou utilizam simplesmente cddfos diferentes
para designag8o dos mesmos polipeptidos especificados.

Além das formas aldlicas naturais de eritropoietina
completa, a presente invengfio compreende também outros "produ-
tos de eritropoietina" como andlogos de eritropoietina e frag-
mentos de eritropoietina "completa"., Utilizando as fécnicas
descritas no pedido de patente publicado anteriormente citado
de Alton e colab. (W0/83/04053) pode conceber-se e preparar-se
facilmente genes que codificam a expressfio microbiana de poli-
peptidos com conformag8es primdrias que diferem da especificada
agqui para a eritropoietina completa em termos da identidade de
localizagBo de um ou mais restos (por ex. substituigBes, adi-
¢Bes terminais e intermédias e supress¥es). Em alternativa, pode
conseguir-se facilmente modificagBes de cADN e de genes de eri-
tropoietina gendmica mediante técnicas de mutagénese orienta—.
das para o sitio, bem dxmecidas, e utilizadas para formar and-
logos e derivados de eritropoietina. Estes produtos de eritro-
poietina deveriam partilhar pelo menos uma das propriedades bio-
1l6gicas da eritropoietina mas podem diferir nas outras. Como
exemplos, os produtos de eritropoietina projectados de acordo
com a presente invengBo compreendem os que sfo encurtados, por
exemplo, por supressdes ZrAan, des—Pr02 a Ile6_7 hEPO, Zﬁes—
Thr163 a Argl66_7 hEPO e " A\ 27-55nEPO", teﬁdo a dltima os res

tos codificados por um exon completo suprimido; ou os que s8o

mais estéveis & hidrélise (e, por isso, podem ter efeitos dura-



douros mais pronunciados ou prolongados que a eritropoietina
natural); ou os que t8m sido alterados para suprimir um ou
mais sitios potenciais para glicosilacfBio (que podem resultar
em actividades superiores para produtos derivados da levedura);
o8 que t8m um ou mais restosd cistéina Suprimides tu sibstitufdgs por
por ex., restos de histidina ou de serina (como o andlogo
[MHis7,7hEPO) e, potencialmente mais fdceis de isolar em for-
ma activa a partir dos sistemas microbianos; ou que t&m um ou
mais restos de tirosina subsﬁituidos por fenilalanina (como os
anflogos ZTPhe15m7hEP0; ZTPhe49_7 hEPO e ZjPhel45@7 hEPO) e
podem ligar-se mais ou menos prontamente a receptores de eri-
tropoietina como células de alvo. Estfo também compreendidos
fragmentos de polipeptido que duplicam apenas uma parte da se-
quéncia de aminodcidos continua ou as conformagSes secunddrias
dentro de EPO completa, fragmehtos estes que podem possuir uma
actividade de EPO (por ex. ligacHo de receptor) e nfo outras
(por ex. actividade eritropoiética). SHo especialmente signifi
cativos a este respeito os fragmentos potenciais de EPO que sfo
esclarecidos apds considerac8o da sequéncia de ADN genémico hu-—
mano do quadro 6, isto 4, "fragmentos" da sequéncia de EPO con~
tinua total que s8o delineados por sequdncias intr8o e que po-
dem constituir "domfnios" distintos de actividade bioldgica.B
de notar que a aus8ncia de actividade "in vivo" para qualquer
um ou mais dos "produtos de EPO" de acordo com a invenc#o n#o
& totalmente impeditiva de utilidade terap8utica (ver Weiland
e colab.,, supra) ou de utilidade em outros contextos, como em
ensaios de EPO ou antagonismo de EPO. Os antagonistas da eri-

tropoietina podem ser muito Uteis no tratamento de policitémié

ou em casos de produglo excessiva de eritropoietina vaer, por



ex., Adamson, "Hosp. Practice", 18(12), 49;57 (1983) e Hell~-
mann e colab., "Clin, Iab, Haemat.", 3, 335;342 (1983) 7.

De acordo com uma outra modalidade da presente in-
veng8o, as sequénecias de ADN clonadas”aqui descritas que codi
ficam polipeptidos de eritropoietina humana ou de macaco s&o
manifestamente valiosas para a informacgfo que proporcionam re
lativamente & sequdncia de aminodcidos de eritropoietina de
mamiferos derque n8o se dispunha anteriormente apesar de décéé
~das de processamento analitico de isolados de produtos naturais.
As sequéncias de ADN sZo também manifestamente valiosas como
produtos fiteis para efectuar a sintese micfobiana, em grande
escala, da eritropoietina mediante uma grande variedade de téc-

nicas recombinantes. Ou, por outras palavras, as sequénecias

de ADN de acordo com a presente invenc8io podem ser utilizadas
para gerar novos vectores de ADN de plasmidio viral ou cirecu~
lar utilizédveis, novas células procaribticas ou eucaridbticas
microbianas transformadas ou modificadas utilizdveis (ineluin-
do células de bactérias e de levedura e células de mamiferos
desenvolvidas em cultura) e novos métodos que podem ser ubi-
lizados no desenvolvimento, mediante cultura, dessas células-
~hospedeiras microbianas capazes da expressfo de eritropoieti
na e de produtos de eritropoietina. As sequénciés de ADN da in-
vencfo s8o também materiais manifestamente apropriados para se-
rem utilizados como sondas marcadas no isolamento de EPO e de
protefna com aquela relacionada que codificam sequéncias de
CcADN e de ADN gendmico de mamiferos além das do homem e do ma-
caco aqui especificadas. N8o pode ainda calcular-se até que pon

to as sequdncias de ADN da inveng8o poderfio ser utilizadas em

diversos processos de alternativa da sintese de protefnas



(por ex. em células de insectos) ou em terapia genédtica no ho;
mem e em outros'mamiferos,  de esperar que as sequlncias de
ADN de acordo com a presente invencBo possam ser utilizadas no
desenvolvimento de espécies transgénicas de mamiferos que podem
gervir como “hospedeiros“'@ucariétioos para a producglo de eri-
tropoietina e de produtos de eritropoietina em quantidade. Vér,
na generalidade, Palmiter e colab., "Science", 222 (4625) ,
809-814 (1983).

Por isso, consideradas deste modo, as descrigles es—
pecificas dos exemplos ilustrativos nfo pretendem nitidamente
ser limitativas do Bmbito da presente invengfo sendo previsf-
veis numerosas modificacBes e variagBes para os entendidos na
matéria., Como exemplo, embora as sequéncias de ADN fornecidas
pelos exemplos ilustrativos compreendam sequéncias de cADN e
de ADN genémico, porque este pedido de patente de invencgé8o for
nece informag8o sobre a sequéncia de aminodcidos essencial 2
preparac8o da sequéncia de‘ADN, a invencHo compreende também as
sequéncias de ADN preparadas que podem ser construidas com ba-
se no conhecimento das seduéncias de aminodcidos de eritropoie-
tina. Estas podem codificar EPO (como no exemplo 12) assim como
Vfragmentaseénélogos de polipeptidos de EPO (isto &, "Produtos
de EPO") que podem partilhar uma ou mais propriedades bioldgi-
cas da EPO natural mas n8o partilham outras (ou possuem outras
em graus diferentes).

Observa~se assim que as sequéncias de ADN de acordo
éom a presente invencdo compreendem todas as sequénecias de ADN
apropriadas para utilizag8io com o fim de assegurar a expres-

s%0 em uma célula-hospedeira procaribtica ou eucaridtica de um

produto polipeptfdico que tenha pelo menos uma parte da corfor—



magfo estrutural primdria e uma ou mais das propriedades bio—'
18gicas da eritropoietina, e escolhidas entre: (a) as sequén-
cias de ADN indicadas nos quadros 5 e 6; (b) as sequéncias de
ADN que hibridam para as sequéncias de ADN definidas em (a)

ou fragmentos destas; e (c) as sequéncias de ADN que, se nfo
fosse a degeneracio do cddigo genético, deveriam hibridar para
as sequéncias de ADN definidas em (a) e (b). Deverd notar-se a
este respeito, por exemplo, que existem sequéneias de gene de
EPO de macaco e humana alélicas e & de esperar que haja outras
sequéncias de genes de mamfferos que hibridem para as sequén—
cias dos quadros 5 e 6 ou para fragmentos destas. Alénm disso,
se n8o fosse ad@gxmréséémﬁh do cbdigo genético, os genes de
SCEPO e de ECEPO e as sequéncias de ADN gendmico ou de cADN mu-
tagenizado ou preparado que codificam diversos fragmentos e
andlogos de EPO deveriam também hibridar para as sequéﬂcias de
ADN mencionadas antes. Bssas hibridac¢Ges podiam ser efectuadas
facilmente sob as condigBes de hibridacfio aqui descritas em re-
lagBo ao isolamento inicial do ADN que codifica EPO de macaco
ou humana ou.sob condicBes mais rigorosas, para reduzir even-
tualmente a hibridag8o de base.

De maneira andloga, embora os exemplos anteriores
jlustrem a invencgfBo da expressfo microbiana de produtos de EPO
no contexto da expressfo, em células de mamiferos, de ADN inse
rido em um vector hibrido de um plasmfdio bacteriano ou de ori-
gem gendémica viral, est4 considerada, na presente invengfo, uma
grande variedade de sistemas de express#o. Est8o obviamente
considerados, no 8mbito da invengHo, sistemas de expressfo que

envolvem vectores de origens homogéneas aplicados a uma varie-

dade de bactérias, de leveduras ou de células de mamiferos em
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cultura, assim como sistemas de expressfio que nfo envolvem
vectores (como modificagéo de células com qufato de cdlcio),
A este respeito, deverd compreender-se que a expressfo de,por
ex. ADN de macaco em células hospedeiras de macaco em cultura
e células hospedeiras humanas em cultura, constitui realmente
casos de expressfo de ADN "exégeno" uma vez que o ADN de eri-
tropoietina, cujo nivel elevado de expressZio se pretende, ndo
deverd ter a sua origem no genoma do hospedeiro. Os sistemas
de expressf8o da invencg83o abrangem ainda estas prdticas do que
resulta a formacgéo citoplésmica de produtos de eritropoietina
e a acumulagép de produtos de EPO glicosilados e n8o-glicosi~-
lados no citoplasma ou na membrana da célula~hospedeira (por
ex. acumulacfo em espagos peripldsmicos bacterianos) ou em 1f-
quidos éobrenadantes de meios de cultura como se ilustrou an-
tes, ou em sistemas muito pouco comuns, comoc os sistemas de ex
pressfo de "P. aeruginosa" / descritos por Gray e colab. em
"Biotechnology", 2, 161-165 (1984)_/.

As metodologias de hibridag8o melhoradas da invencéo,
conquanto gque aplicadas ilustrativamente & avaliag®o da hibri-
dag8o de ADN/ADN, s#o igualmente aplicéveis 3 avaliac8o de ARN/
/ARN e ARN/ADN, As técnicas de sondas misturadas, como se ilus—
trou antes, Cénstituem um grande nimero de melhorias em procesg
sos de hibridac8o que permitem isolamentos mais rdpidos e pre-
cisos de polinucleotidos. Todos estes aperfeigoamentos no pro-
cessamento individual compreendem: transferéncia de colénias e
téenicas de manutencgBo melhoradas; ubtilizaglo de filtros de
nylon como GeneScreen e GeneScreen Plus para permitir uma nova
sondagem com os mesmos filtros e a utilizag8o repetida do fil—

tro, aplicag8o de novos tratamentos com protease [Eomparar, por -



ex. com Taub e colab. em "Anal, Biochem.ﬂl&@22;23o (1982) /;
utilizag8o de concentragles individuéis muito fracas (da ordem
de 0,025 picomole) de um grande nimero de sondas mistas (por

ex. um excesso de mais de 32); e fases de realizagBio da hibri
dag8o e da post;hibridagﬁo sob temperaturas rigorosas que se
aproximam estreitamente (isto € dentro de 4%¢ e; de preferénQ
cia, dentro de 2% o partir de) da mais baixa temperatura de
dissociacg8o calculada de qualquer das sondas mistas utilizadas.
Estas melhorias reunidas proporcionam resultados que nfo podiam
ser esperados da sua utilizagéo. Isto é amplamente ilustrado
pelo facto de que as técnicas de sondas mistas que envolvem
quatro vezes o nimero de sondas alguma vez referido antes como
tendo sido utilizado com 8xito em avaliacBes de cADN sobre espé
cies de ARN mensageiro relativamente pouco abundantes foram apli
cadas com sucesso 20 isolamento de um Unico gene de sequéncia

em uma avaliacfo de colecgBo gendmica de 1,500.000 placas de
fagos. Bste feito foi conseguido essencialmente ao mesmo tempo
da publicag8io da opiniZio considerada de Anderson e colab.; supra,
de que os métodos de avaliagfo com sondas mistas eram "...pou-
co prédticos para o isolamento de genes proteicos de mamfferos

quando nfo se dispBe dos ARN correspondentes."



VOR e BA LY

Reivindicacgoes

"processo para a produgao de eritropoietina”

1.- Processo para a preparacao de um polipeptido purificado
e isolado tendo parte ou toda a conformagdo estrutural primaria e
uma ou mais das probriedades bioldgicas da eritropoietina existen-
te na natureza, caracterizado pelo facto de se promover a expressao
procaridtica ou eucaridtica de uma sequéncia de ADN exdgena.

2.- Processo de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado
ainda pelo facto de se eliminar do polipeptido a associagao com
qualgquer proteina de um mamifero.

3.~ Processo de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado
pelo facto de a sequéncia de ADN exdgena ser uma sequéncia de
CADN.

4.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo facto de a sequéncia de ADN exOgena ser uma sequéncia de ADN
manufacturada.

5.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo facto de a sequéncia de ADN exbgena ser uma sequéncia de ADN
gendmica.

6.- DProcesso de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo facto de se efectuar a sequéncia de ADN exdgena sobre um plas
mideo de ADN circular que se reproduz exactamente de maneira autd-
noma ou sobre um vector viral.

7.- Processo de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado



facto de o polipeptido obtido possuir parte ou toda a confor

pelo

aria

trutural prim

magao es

de eritropoietina humana indicada a se-

guir
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Processo de acordo com a reivindicagéo 1, caracteriza-

8.~
do pelo facto de o polipeptido cbtido possuir parte ou toda acon

ou uma sua variante alélica gqualquer existente na natureza.
formagdo estrutural primadria de eritropoietina de macaco indicada

a seguir
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ou uma sua variante alélica qualquer existente na natureza.

9.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-
zado pelo facto de o polipeptido obtido possuir as propriedades
imunoldgicas da eritropoietina existente na natureza.

10.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-
zado pelo facto de o polipeptido obtido possuir a actividade

bioldgica "in vivo" da eritropoietina existente na natureza.

11.- Processo .de acordo com a reivindicagao 1, caracteriza
do pelo facto de o polipeptido obtido possuir a actividade biold
gica "in vitro" da eritropoietina existente na natureza.

12.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracteriza
do ainda pelo facto de se associar o polipeptido covalentemente a
uma substancia de marca detectavel.

13.- Processo de acordo com a reivindicacao 12, caracteriza
do pelo facto de a citada marca detectavel ser uma marca radioacti
va.

14.- DProcesso para a consecucido da expressdo em uma célula
hospedeira procaridtica ou eucaridtica de um produto polipeptidico
gue tem pelo menos uma parte da conformagéo estrutural primaria
e uma ou mais das propriedades bioldgicas da eritropoietina exis
tente na natureza, caracterizado pelo facto de se utilizar uma se
guéncia de ADN escolhida entre:

(a) as sequéncias de ADN indicadas a seguir:
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130 140
Pro Leu Arg Thr Ile Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser
CCA CTC CGA ACA ATC ACT GCT GAC ACT TTC CGC AAA CTC TTC CGA GTC TAC TCC

150 : 160

Asn Phe Leu Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly
AAT TTC CTC €GG GGA AAG CTG AAG CTG TAC ACA GGG GAG GCC TGC AGG ACA GGG

166
Asp Arg OP -
GAC AGA TGA CCAGGTGTGTCCACCTGGGCATATCCACCACCTCCCTCACCAACATTGCTTGTGCCACA

CCCTCCCCCGCCACTCCTGAACCCCGTCGAGGGGCTCTCAGCTCAGCGCCAGCCTGTCCCATGGACACTCC
AGTGCCAGCAATGACATCTCAGGGGCCAGAGGAACTGTCCAGAGAGCAACTCTGAGATCTAAGGATGTCAC
AGGGCCAACTTGAAGGGCCCAGAGCAGGAAGCATTCAGAGAGCAGCTTTAAACTCAGGGACAGAGCCATGC
TGGGAAGACGCCTGAGCTCACTCGGCACCCTGCAAAATTTCATGCCAGGACACGCTTTGGAGGCGATTTAC
CTGTTTTCGCACCTACCATCAGGGACAGGATGACCTGCAGAACTTAGGTGGCAAGCTGTGACTTCTCCAGG
TCTCACGGGCATGGGCACTCCCTTGGTGGCAAGAGCCCCCTTGACACCGGGGTGGTGGGAACCATGAAGAC

AXGATXGGGGCTGGCCTCTGGCTCTCATGGGGTCCAAGTTTTGTGTATTCTCAACCTATTGACAGACTGAA

ACACAATATGAC

ou as suas cadeias complementares;

(b) sequéncias de ADN gue hibridam para as sequencias de
ADN definidas em (a) ou seus fragmentos{
e (c) sequéncias de ADN que, se n3o fosse a degeneragao do

cddigo genético, hibridariam para as sequéncias de ADN definidas

15.- Processo para a transformacdao ou modificacao de uma
célula de hospedeiro procaridtica ou eucaridtica, caracterizado
pelo facto de se utilizar uma sequéncia de ADN de acordo com a

reivindicacdo 14 por uma maneira tal que permita, & célula hospe-



deira, exprimir o citado produto polipeptidico.

16.- Processo para a preparagao de um produto polipeptidi-
co, caracterizado pelo facto de se exprimir uma sequéncia de ADN
de acordo com a reivindicacdo 14 em um hospedeiro procaridtico ou
eucariotico.

17.- Processo para a preparac¢ao de uma sequéncia de ADN,
caracterizado pelo facto de se purificar e isolar codificando a
expressao, em um hospedeiro procariotico,ou eucaribtico,um polipeptido que te

)
parte ou toda a conformacao estrutural primadria e uma ou mais das
propriedades bioldgicas da eritropoietina.

18.- Processo de acordo com a reivindicagéo 17, caracteri-
zado pelo facto de se obter uma sequéncia de cADN.

19.- Processo para a preparacgao de eritropoietina da espe-
cie de macaco, caracterizado pelo facto de codificar a sequéncia
.de ADN de acordo com a reivindicagao 18.

20.- Processo de acordo com a reivindicagéo 19, caracteri-

zado pelo facto de a sequéncia de ADN utilizada incluir a regiao

de codificacao de proteina indicada a seguir:
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150 160
Leu Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Arg
CTC CGG GGA AAG CTG AAG CTG TAC ACG GGG GAG GCC TGC AGG AGA

165
Gly Asp Arg OP
GGG GAC AGA TGA CCAGGTGCGTCCAGCTGGGCACATCCACCACCTCCCTCACCAACA

CTGCCTGTGCCACACCCTCCCTCACCACTCCCGAACCCCATCGAGGGGCTCTCAGCTAAG

-

CGCCAGCCTGTCCCATGGACACTCCAGTGCCAGCAATGACATCTCAGGGGCCAGAGGAAC
TGTCCAGAGCACAACTCTGAGATCTAAGGATGTCGCAGGGCCAACTTGAGGGCCCAGAGC
AGGAAGCATTCAGAGAGCAG&TTTAAACTCAGGAGCAGAGACAATGCAGGGAAAACACCT
GAGCTCACTCGGCCACCTGCAAAATTTGATGCAGGACACGCTTTGGAGGCAATTTACCTG
TTTTTGCACCTACCATCAGGGACAGGATGACTGGAGAACTTAGGTGGCAAGCTGTGACTT
CTCAAGGCCTCACGGGCACTCCCTTGGTGGCAAGAGCCCCCTTGACACTGAGAGAATATT
TTGCAATCTGCAGCAGGAAAAATTACGGACAGGTTTTGGAGGTTGGAGGGTACTTGACAG
GTGTGTGGGGAAGCAGGGCGGTAéGGGTGGAGCTGGGATGCGAGTGAGAACCGTGAAGAC

AGGATGGGGGCTGGCCTCTGGTTCTCGTGGGGTCCAAGETT
HindIII

21.- Processo de acordo com a reivindicagao 17, caracteri-
zado pelo facto de se obter uma sequéncia de ADN gendmica.

22.- Processo para a preparacdo de eritropoietina da espé-
cie humana, caracterizado pelo facto de codificar a sequéncia
de ADN obtida de acordo com a reivindicagdo 21.

23.- Processo de acordo com a reivindicagéo 22, caracteri-
zado pelo facto de a sequéncia de ADN utilizada incluir a regiao

de codificacao de proteina indicada a seguirs:
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Quadro 6 (continuagdo)

130 ' , 140
Pro Leu Arg Thr Ile Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg val Tyr Ser

CCA CTC CGA ACA ATC ACT GCT GAC ACT TTC CGC AAA CTC TTC CGA GTC TAC TCC

150 160

Asn Phe Leu Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly
AAT TTC CTC CGG GGA AAG CTG AAG CTG TAC ACA GGG GAG GCC TGC AGG ACA GGG

166

Asp Arg OP
GAC AGA TGA CCAGGTGTGTCCACCTGGGCATATCCACCACCTCCCTCACCAACATTGCTTGTGCCACA

CCCTCCCCCGCCACTCCTGAACCCCGTCGAGGGGCTCTCAGCTCAGCGCCAGCCTGTCCCATGGACACTCC
AGTGCCAGCAATGACATCTCAGGGGCCAGAGGAACTGTCCAGAGAGCAACTCTGAGATCTAAGGATGTCAC7
AGGGCCARCTTGAAGGGCCCAGAGCAGGAAGCATTCAGAGAGCQCCTTTAAACTCAGGGACAGAGCCATGC
TGGGAAGACGCCTGAGCTCACTCGGCACCCTGCAAAATTTGATGCCAGGACACGCTTTGGACGCGATTWAC
CTGTTTTCGCACCTACCATCAGGGACAGGATGACCTGGAGAACTTAGCTGGCAAGCTGTGACTTCTCCAGG
TCTCACGGGCATGGGCACTCCCTTGGTGGCAAGAGCCCCCTTGACACCGGGCTGCYGGGAACCATGAAGAC
AXGATXGGGGCTGGCCTCTGGCTCTCATGGGGTCCAAGTTTTGTGTATTCTCAACCTATTGACAGACTGAA

ACACAATATGAC

24.- Processo de acordo com a reivindicagao 14, caracteriza-
do pelo facto de se obter uma sequéncia de ADN manufacturada.

25.- Processo de acordo com a reivindicacao 24, caracteriza-
do pelo facto de arsequéncia,de ADN manufacturada obtida incluir um
ou mais cddaos preferidos para expressao em células de "E.coli".

26.- Processo de acordo com a reivindicagao 25, caracteriza
do pelo facto de a sequéncia de ADN manufacturada obtida codificar

para a expressao da eritropoietina da espécie humana.



27.-

Xbal

CTAG AAACCATGAG

ATCTGCGACT
TAGACGCTGA

TGARAACATC
ACTTTTIGTAG

TTACGGTACC
AATGCCATGG

GTTGGTCARAC
CAACCAGTTG

GGCTGTACTG
CCGACATGAC

AACCGCTGCA
TTGGCGACGT

ACTACTCTGC
TGATGAGACG

GGATGCTGCA
CCTACGACGT

GCAAACTGTT
CGTTTGACAA

TATACTGGCG
ATATGACCGC

GENE ECEPO

TTTGGTACTC

CGAGAGTTCT
GCTCTCAARGA

ACCACTGGTT
TGGTGARCCAA

AGACACCAAG
TCTGTGGTTC

RAGCAGTTGA
TTCGTCAACT

CGTGGCCAGG
GCACCGGTCC

GCTGCATGTT
CGACGTACAA

TGCGTGCTCT
ACGCACGAGA

TCTGCTGCAC
AGACGACGTG

TCGTGTATAC
AGCACATATG

AAGCATGCCG
TTCGTACGGC

GGTAATAAAA
CCATTATTTT

GGAACGTTAC
CCTTGCARTG

GTGCTGAACA
CACGACTTGT

GTTAACTTCT
CAATTGAAGA

AGTTTGGCAG
TCAAACCGTC

CACTGCTGGT
GTGACGACCA

GACAARAGCAG
CTGTTTCGTC

GGGTGCACAG
CCCACGTGTC

CGCTGCGTAC
GCGACGCATG

TCTAACTTCC
AGATTGAAGG

TACTGGTGAC
ATGACCACTG

-1 1
MetAla
TAATGGCTCC
ATTACCGAGG

CTGCTGGAAG
GACGACCTTC

CTGTTCTTIG
GACAAGAAAC

ACGCTTGGAA
TGCGAACCTT

GGTCTGGCAC
CCAGACCGTG

AAACTCCTCT
TTTGAGGAGA

TATCTGGCCT
ATAGACCGGA

RAAAGAGGCTA

TTTCTCCGAT

CATCACTGCT
GTAGTGACGA

TGCGTGGTAA
ACGCACCATT

Processo de acordo com a reivindicagao 26,caracteri-
zado pelo facto de a sequéncia de ADN manufacturada obtida incluir

a regiao de codificacao da protelna indicada a seguir:

GCCGCGTCTG
CGGCGCAGAC

CTAAAGAAGC
GATTTCTTCG

AACGAAARACA
TTGCTTTIGT

ACGTATGGRA
TGCATACCTT

TGCTGAGCGA
ACGACTCGCT

CAGCCGTGGG
GTCGGCACCC

GAGATCTCTG
CTCTAGAGAC

TCTCTCCGCC
AGAGAGGCGG

GATACCTTCC
CTATGGARGG

ACTGAARACTG

TGACTTTGAC

sall
CGCTAATAG

GCGATTATCA

GCT




28.- Processo de acordo com a reivindicagao 24, caracte-
rizado pelo facto de a sequéncia de ADN manufacturada obtida in-

cluir um ou mais cdd3os preferidos para expressao .em células de

levedura.

29.- Processo de acordo com a reivindicagao 28, caracte-
rizado pelo facto de a sequéncia de ADN manufacturada obtida co-
dificar para expressao de eritropoietina da espécie humana.

30.- Processo de acordo com a reivindicagao 29, caracte-
rizado pelo facto de a sequéncia de ADN manufacturada obtida in-

cluir a regido de codificagao de proteina indicada a seguir:



HindIII
AGCTTGGATA
ACCTAT

GGARAAGATAC
CCTTTCTATG

GTGCTGAACA
CACGACTTGT

GTTAACTTCTY
CAATTGAAGA

AGTTTGGCAA
TCAAACCGTT

CCTTGTTGGT
GGAACAACCA

GATAAAGCCG
CTATTTCGGC

GGGTGCTCAA
CCCACGAGTT

- CATTGAGAAC

GTAACTCTTG

TCCAACTTCT
AGGTTGAAGA

AACTGGTGAC
TTGACCACTG

ATGTAACAAR
TACATTGTTT

GENE ECEPO

-1 +1
ArghAla
AAAGAGCTCC
TTTCTCGAGG

TTGTTGGAAG
AACAACCTTC

CTGTTCTITTG
GACAAGAAAC

ACGCTTGGAA
TGCGAACCTT

GGTTTGGCCT
CCAARACCGGA

TAACTCTTICT
ATTGAGAAGA

TCTCTGGTTT
AGAGACCAAA

AAGGAAGCCA

TTCCTTCGGT

CATCACTGCT
GTAGTGACGA

TGAGAGGTAA
ACTCTCCATT

AGATAAGCCC
TCTATTCGGG

sall
G
CAGCT

ACCAARGATTG
TGGTTCTAAC

CTAARAGAAGC
GATTTCTTCG

AACGAAAACA
TTGCTTTTIGT

ACGTATGGAA
TGCATACCTT

TGTTATCTGA
ACAATAGACT

CAACCATGGG
GTTGGTACCC

GAGATCTTTG
CTCTAGAAAC

TTTCCCCACC
AAAGGGGTGG

GATACCTTCA
CTATGGAAGT

ATTGAAGTTG
TAACTTCAAC

GACTGATAAC
CTGACTATTG

RTCTGTGACT
TAGACACTGA

TGAAARACATC
ACTTTTGTAG

TTACGGTACC
ARATGCCATGG

GTTGGTCAAC
CAACCAGTTG

AGCTGTTTTG
TCGACAAARC

AACCATTGCA
TTGGTAACGT

ACTACTTTGT
TGATGARACA

AGACGCTGCT
TCTGCGACGA

GAAAGTTATT
CTTTCAATAA

TACACCGGTG
ATGTGGCCAC

RACAGTGTAG
TTGTCACATC

CGAGAGTTTT
GCTCTCAAAA

ACCACTGGTT
TGGTGACCAA

AGACACCAAG
TCTGTGGTTC

AAGCTGTTGA
TTCGACARCT

AGAGGTCAAG
TCTCCAGTTC

ATTGCACGTC
TAACGTGCAG

TGAGAGCTTT
ACTCTCGAAA

TCTGCCGCTC
AGACGGCGAG

CAGAGTTTAC
ETCTCARATG

AAGCCTGTAG
TTCGGACATC




31.- DProcesso de acordo com a reivindicagao 17, caracte-
rizado pelo facto de se associar a sequéncia de ADN obtida co-
valentemente com uma substdncia marcadora detectavel. |

32.- Processo de acordo com a reivindicagao 31,carécteri—
zado pelo facto de a marca detectavel ser uma marca radioactiva.

33.- Processo de .acordo com a reivindicagao 31, caracteri -
zado pelo facto de se obter uma sequéncia de ADN de cadeia sim-
ples.

34.- Processo de acordo com as reivindicagoes anteriores
caracterizado pelo facto de a sequéncia de ADN obtida codificar
para um fragmento deipolipeptido ou um andlogo de polipeptido
de eritropoietina existente na natureza.

35.- Processo de acordo com as reivindicagoes anteriores
caracterizado pelo facto de a sequénéia de ADN obtida codificar

145 5 yppo, [ His! 7
hEPO, ZfAsnz des-Pro2 através de Ile6_7 hEPO, Z:des—Thrl63 atra

vés de Arg ®® 7 hEPO, ou [ Z\27-55 7 LEPO.

para [‘PhelSMV hEPO,‘[’Phe49_7 hEPO, / Phe

36.- Processo de acordo com a reivindicagao 34, caracteri
zado pelo facto de a sequéncia de ADN ser uma sequéncia manufac-

turada.

37.- Processo para a preparagac de um plasmidio circular
biologicamente funcional ou vector de ADN viral, caracterizado
pelo facto de se incluir uma sequéncia deADN obtida de acordo
com uma qualquer das reivindicagao 14, 17, 34 ou 35.

38.- Processo para a preparagao de uma célula hospedeira
procaridtica ou eucariotica, caracterizado pelo facto de se trans

formar ou modificar estavelmente uma célula com um vector de ADN



obtido de acordo com a reivindicagao 37.

39.- Processo para a preparacao de um produto polipepti-
dico da expressdao em uma célula hospedeira procaridtica ou euca-
ridtica, caracterizado pelo facto de se utilizar uma sequéncia
de ADN obtida de acordo com a reivindicagdo 17 ou 34.

40.~- Processo para a produgao de um polipeptido tendo

parte ou toda a conformagao estrutural primdria e uma ou mais das
propriedades bioldgicas da eritropoietina existente na natureza
caracterizado pelo facto:

de se cultivar, sob condigOes nutritivas apropriadas, ce-
lulas hospedeiras procaridticas oueucaridticas, transformadas
ou modificadas com um vector de ADN obtido de acordo com a rei-
vindicagao 37, e de se isolar os produtos polipeptidicos dese-
jados da expressdo de sequéncias de ADN no vector citado.

41.- Processo de acordo com a reivindicagao 40, caracte-
rizado pelo facto de se obter um polipeptido sintético que pos-
sui parte ou toda a sequéncia de aminoadcidos indicada antes na
reivindicagao 8 e uma ou mais das actividades bicldgicas
"in vivo" ou "in vitro" da eritropoietina de macaco existente na

natureza.
42.- Processo de acordo com a reivindicagao 40,caracteri-

zado pelo facto de se obter um polipeptido sintético gque possui
parte ou toda a sequéncia de aminoacidos indicada antes na rei-
vindicagao 7, diferente de uma sequéncia de restqs inteiramente
dentro da sequéncia numerados de 1 a 20, e uma propriedade bio-
16gica da eritropoietina humana existente na natureza.

43.- DProcesso de acordo com a reivindicagao 40, caracte-
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rizado pelo facto de se obter um polipeptido sintético que possui
parte ou toda a conformagdo secundaria de parte ou toda a sequén
cia de aminoacidos indicada antes na reivindicagao 7, diferente de
uma sequéncia de restos inteiramente dentro da seguéncia numera-
dos de 1 a 20, e uma propriédadé'biolégica da eritropoietina hu-
mana existente na natureza.

44.- Processo de acordo com a reivindicagao 40,caracteri-
zado pelo facto de se obter um produto glicoprbteico gue possui
uma conformacdo estrutural primdria suficientemente duplicativa
da de uma eritropoietina existente na natureza para permitir a
fruicao de uma ou mais das suas propriedades biologicas e com
uma composigao.média de hidratos de carbono que difere da da eritro_
poietina existente na natureza.

45.- Processorde acordo com a reivindicagao 40, caracte-
rizado pelo facto de se obter um produto glicoproteico que pos-
sui uma conformacac estrutural primdria suficientemente dupli-
cativa da de uma eritropoietina humana existente na natureza
para permitir a fruigdo de uma ou mais das suas propriedades
bioldgicas e com uma composigdo média de hidratos de carbono
que difere da da eritropoietina humana existente na natureza.

46.- Células de vertebrados , caracterizadas pelo facto de
poderem ser propagadas continuamente "in vitro" e que, apds de-
senvolvimento em cultura sao capazes de produzir, no meio do .seu
desenvolvimento, mais de 100 U de eritropoietina por 106 células
em 48 horas, como se determina mediante ensaio radio-imunoldgico.

47.- Células de vertebrados de acordo com a reivindica-
cao 46, caracterizadas pelo facto de serem capazes de produzir

mais de 500 U de eritropoietina pér 106 células em 48 horas.
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48 .- Célﬁlas de vertebrados de aéordo com a reivindica-
cao 46, caracterizadas pelo facto de serem capazes de produzir
mais de 1.000 U de eritropoietina por 106 células em 48 horas.

49.- Células de vertebrados de acordo com a reiviﬁdica—
cio 46, caracterizadas pelo facto de serem células de mamiferos
ou de aves.

50.- Célulés de vertebrados de acordo com a reivindica-
cao 49, caracterizadas pelo facto de serem células COS-1 ou cé-
lulas CHO.

51.- Anticorpo com caracteristicas de substdncia antibié—
tica, caracterizado .por apfesentar imunoreactividade com eritro-
poietina e com um polipeptido sintético que tem uma conformagao
estrutural primaria substancialmente duplicativa de uma sequén-
cia continua de restos de aminoacidos existente na eritropoieti-
na existente na natureéa exceptuando qualguer polipeptido que
contenha uma sequéncia de restos de aminodcido inteiramente com-
‘preendidos dentro da sequéncia A-P-P-R-L-I-C-D-S8-R-V-L-E-R-Y-L-
-L-E-A-K.

52.- Anticorpo de acordo com a reivindicagéo 51, caracte-
rizado pelo facto de ser um anticorpo monoclonal.

53.- Anticorpo de acordo com a reivindicagao 51, carabteri
zado pelo facto de ser uﬁ anticorpo policlonal.

54,- Anticorpo de acordo com a reivindicagao 51, caracte-
rizado pelo facto de ser imuno-reactivo com eritropoietina e um
polipeptido sintético qﬁe tem a sequéncia escolhida a partir das

sequéncias:
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V-P-D-T-K-V-N~-F-Y-A-W-K-R-M-E-V~-G,
K-E-A-L-S-P-P-D-A-A-S-A-A, €

V-Y-S-N-F-L-R~G-K-L-K-L-Y-T-G-E-A-C~-R-T-G-D-R.

55.- Processo para a preparagap de uma composigao farmacéuti
ca, caracterizado pelo facto de se misturar uma quantidade eficaz
de um polipeptido de acordo com a reivipdicagéo 1,16,39,40 ou 41
com um diluente, adjuvante ou excipiente aceitével sob o ponto

de vista farmacéutico.

56.—- Processo de acordo com a reiviﬁdicagéo 14, caracteriza-
do pelo facto de a sequéncia de ADN purificada e isolada correspon-
der aos valores indicados em a) ou um seu fragmento ou a cadeia com-
plementar dessa sequéncia ou desse fragmento.

57.- Processo para a preparacac de um produto polipeptidico,
caracterizado pelo facto de se promover a eﬁpresséo de uma sequéen-
cia de ADN obtida de acordo com a reivindicagdo 56 em uma célula
hospedeira procaridtica ou eucaridtica.

58.~ Método aperfeicgoado para a detecgao de um polinucleoti-
do especifico, de cadeia simples e de sequéncia desconhecida em uma
amostra celular ou viral heterogénea que contém polinucleotidos mil-
tiplos de cadeia simples, caracterizado pelo facto:

(a) de se preparar uma mistura de sondas de polinucléotido
de cadeia simples, marcadas com isOtopos radioactivos, que tém se-
quéncias uniformemente variadas de bases, sendo cada uma das gondas
citadas potencial e especificamente complementares em relagcao a uma
sequéncia de bases que & putativamente finica para o polinucleotido
a ser detectado;

(b) de se fixar a amostra em um substrato solido;



(c) de se fixar o substrato que tem a amostra nele fixado
para diminuir depois a ligagao de polinucleotidos ao = mesmo, exce
pto na hibridacao para polinucleotidos na amostra citada.

(d) de se pdr transitoriamente o substréto tratado tendo a
amostra nele fixada em contacto com a mistura citada de sondas
marcadas com isdtopos radioactivos sob condigoes que facilitema
hibridacao apenas entre polinucleotidos totalmente complementares,e

(e) de se detectar o polinucleotido especifico mediante ve-
rificagao cuidadosa da pfesenga de uma reaccdo de hibridagdo entre
ele e uma sonda totalmente complementar dentro da citada misturade
sondas marcadas, como se mostra pela presenca de uma maior densida
de de material marcado sobre o substrato no local do polinucleoti-
do espec{fico em comparagao com uma densidade-base de material mar
cado resultante da ligacao ndo-especifica de sondas marcadas ao
sﬁbstrato;

consistindo o aperfeicoamento em utilizar mais 32 sondas mis-
tas e em realizar uma ou mais das seguintes operagoes:

(1) wutilizacao de um papel com nylon como substrato s6lido
citado;

(2) tratamento com uma protease na fase (c);

(3) utilizacdo de concentragoes e sonda marcada individual
de aproximadamente 0,025 picomole; e

(4) utilizacdo, como uma das condigdes de hibridag@o na fase
(d), de temperaturas rigorosas proximas de 4°C e muito longe da Td

calculada mais baixa de gualquer das sondas utilizadas.

Lisboa, 2 de Dezembro de 1985

O Agente Oficial da Propriedade Industri@
/



RESUMDO

"Processo para a produgao de eritropoietina"

Descreve-se novos polipeptidos que possuem parte
ou toda a conformagao estrutural primdria e uma ou mais das
propriedades bioldogicas da eritropoietina de mamiferos ("EPO")

e que sao caracterizados em formas preferidas por serem o pro-
duto de expressao de hospedeiro procariétiéo ou eucaridtico
de uma sequéncia de ADN exOgena.

Com fins ilustrativos, sao incorporadas sequéncias
de ADN gendmico, cADN e ADN manufacturado, que codificam parte
ou toda a sequéncia de restos de aminoacido de EPO ou os seus
analogos, em um plasmidio que se reproduz de maneira autdnoma
ou em vectores virais utilizados para transformar ou modificar
células de hospedeiro procaridtico ou eucaridtico apropriadas
como bactérias, levedura ou células de vertebrados em cultura.
Apds isolamento a partir dos meios de cultura ou de lisados
celulares ou fragmentos, os produtos de expressao das sequéncias
de ADN apresentanm, a*éaber, as propriedades imunolégicas e as
actividades bioldgicas "in vitro" e "in vivo" de EPO humana ou
de macaco. Descreve~se também polipeptidos sintetizados quimi-
camente que partilham as propriedades bioquimicas e imunologicas
de EPO. Sao também descritos métodos aperfeigoados para a de-
tecgao de polinucleotidos especificos de cadeia simples em uma
amostra celular ou viral heterogénea preparada a partir, por ex.,
do ADN presente em um plasmidio ou cADN de origem viral ou
"colecgao" de ADN gendmico.

Lisboa, 27 de Setembro de 1985
) Agente Oficial da Proprjedade Indusirial
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