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(57) Resumo: VARIANTES DE ERITROPOIETINA. A presente
invengdo refere-se a novas variantes enddgenas de eritropoietina
(EPO) e seu uso para o tratamento ou prevencio de uma condigcio
associada com o dano tecidual causado pela morte celular (apoptose,
necrose) e inflamagdo, particularmente para neuroprotegdo, por
exemplo, tratamento de doenca aguda (por exemplo, apoplexia) e
cronica (por exemplo, ALS) do sistema nervoso.
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Relatério Descritivo da Patente de Invencao para "VARIANTES
DE ERITROPOIETINA".

Campo da invencao

A presente invencao refere-se a novas variantes endégenas de
eritropoietina (EPO) e seus usos para o tratamento ou prevengdo de uma
condicao associada com o dano tecidual devido a morte celular (apoptose,
necrose) e inflamacao, particularmente para ‘neuroprotegéo, por exemplo,
tratamento de doenga aguda (por exemplo, apoplexia) e crénica (por exem-
plo, ALS) do sistema nervoso.

Antecedentes da invencéo

Apoplexia € uma doenca debilitante a qual afeta mais de
400.000 pessoas por ano nos Estados Unidos e é a terceira causa mais co-
mum de morte nos Estados Unidos. Além disso, metade dos pacientes inter-
nados tem problemas relacionados com apoplexia. Nas tendéncias atuais,

. essa quantidade € projetada para pular para um milh&o por ano por volta do

ano 2050. Quando os custos diretos (cuidado e tratamento) e os custos indi-

retos (perda de produtividade) das apoplexias sdo considerados juntos, apo-

. plexias colocam um encargo de $ 43,3 bilhdes por ano somente na socieda-
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de americana. Cerca de 1/3 dos pacientes morrem nos primeiros trés meses,

1/3 permanece com incapacidade severa, e 1/3 se recupera com um resul-

. tado aceitavel. Em 1990, doencgas cerebrovasculares foram a segunda causa

principal de morte no mundo, matando mais de 4,3 milhdes de pessoas por
todo o mundo. Dessa forma, de uma perspectiva de saude publica, apople-
xia € uma das doengas mais relevantes.

Apoplexia é caracterizado pela perda repentina de circulacdo a-
uma area do cérebro, resultando em uma perda correspondente de fungao
neurolégica. Também chamado de acidente neurovascular ou sindrome do
apoplexia, apoplexia € um termo ndo-especifico englobando um grupo hete-
rogéneo de causas patofisioldgicas, incluindo trombose, embolismo e hemor-
ragia. Apoplexias sao atualmente classificados ou como hemorragicos ou
como isquémicos. Apoplexia isquémico agudo refere-se aos apoplexias cau-

sados por trombose ou embolismo e respondem por 80% de todos os apo-
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plexias.

Apoplexias isquémicos resultam do bloqueio das artérias que
suprem o cérebro, mais comumente nas ramificacdes das artérias carétidas
internas. O bloqueio geralmente resulta quando um pedago de um coagulo
sanguineo (trombo) ou de um depdsito de gordura (ateroma) devido ao rom-
pimento de aterosclerose (se tornando um émbolo) viaja pela corrente san-
glinea e se aloja em uma artéria que supre o cérebro. Os coagulos sangui-
neos podem se formar quando u.m depdsito de gordura se deposita na pare-
de de uma ruptura de artéria. A ruptura de tal depésito de gordura também
pode se formar quando um grande depdsito de gordura reduz o’fluxo san-
giineo, reduzindo ele até um gotejamento. Sangue que flui lentamente é
mais provavel de coagular. Dessa forma, o risco de'formagéo de um coagulo
e de bloqueio em uma artéria estreita € alto. Coagulos sangliineos também
podem se formar em outras &reas, tais como no coragdo ou em uma vélvula
cardiaca. Apoplexias devido a tais codgulos sanglineos sdo mais comuns
entre pessoas as quaié tiveram recentemente cirurgia do coragéo e pessoas
que tém um disturbio de vélvula cardiaca ou um ritmo cardiaco anormal (ar-
ritmia), especialmente fibrilagdo atrial. Também, em certos disturbios tais
como excesso de hemacias (policitemia), o risco de coagulos sanguineos é
aumentado porque 0 sangue é espessado. | .

Um apoplexia isquémico também pode resultar, se o fluxo san-
guineo para o.cérebro for reduzido, como pode ocorrer quando uma pessoa
perde muito sangue ou tem uma pressdo sanguinea muito baixa. Ocasio-
nalmente, um apoplexia isquémico ocorre quando o fluxo sangﬁ,ineo para o
cérebro é normal, mas o sangue ndo contém oxigénio suficiente. Disturbios
que reduzem o conteudo de oxigénio do sangue incluem anemia severa (u-
ma deficiéncia das hemdcias), sufocagdo e envenenamento por monoéxido
de carbono. Geralmente, o dano cerebral em tais casos é muito difundido
(difuso) e resulta em coma. Um apoplexia isquémico pode ocorrer se infla-
magao ou infecgdo estreitar os vasos sanguineos que alimentam o cérebro.
Similarmente, drogas tais como cocaina e anfetaminas podem causar es-

pasmo das artérias, 0 que pode levar.a um estreitamento das artérias que
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alimentam o cérebro até uma extensao tal que cause um apoplexia.

O cérebro necessita de glicose e oxigénio para manter o meta-
bolismo e a fungdo neuronal. A distribuicdo inadequada de oxigénio para o
cérebro leva a uma hipéxia e a isquemia resulta do fluxo sangiineo cerebral
insuficiente. As consequéncias da isquemia cerebral dependem do grau e da
duragao do fluxo sanguineo cerebral reduzido. Os neurénios podem tolerar
isquemia por 30 — 60 minutos. Se o fluxo ndo for restabelecido para a éreaA
iSquémica, isso resulta em uma série ‘de.processos metabdlicos. Os neurd-
nios ficam esgotados de ATP e mudam para a glicélise anaerdbica, uma via
muito menos eficiente. Lactato se acumula e o pH intracelular diminui. Sem
um fornecimento adequado de ATP, as bombas de ions na membrana plas-
matica falham. O influxo resultante de sddio, agua e célcio na célula causa o
rapido inchago dos neurbnios e das células da glia. A despolarizagdo da

membrana também estimula a liberagdo massiva dos aminoacidos glutamato

e aspartato, ambos os quais agem como neurotransmissores excitatorios no

cérebro. Glutamato ativa ainda os canais de ions sodio e célcio na membra-

na celular neuronal, a saber, o canal de célcio N-metil-D-aspartato (NMDA)

. bem-caracterizado. Influxo de célcio excessivo causa a ativacdo desordena-

da de uma ampla faixa de sistemas enzimaticos (proteases, lipases e nucle-

ases). Essas enzimas e seus produtos metabdlicos, tais como radicais livres

. de oxigénio, danificam as membranas celulares, o material genético e as

proteinas estruturais nos neurdnios, levando como resultado a morte celular

dos neurdnios (Dirnagl, U. et al. (1999) Trends Neurosci. 22: 391-397).
Apoplexias se iniciam repentinamente, se desenvolvem rapida-

mente e causam a morte do tecido cerebral de minutos até dias. No cérebro

isquémico, comumente distingui-se dois volumes de tecido — o nucleo do

-enfarte e a zona circundante, conhecida como peem umbra isquémica — a

margem subperfundida e metabolicamente comprometida ao redor do ntcleo
irrevogavelmente danificado. O nucleo e a peem umbra sdo caracterizados
por dois diferentes tipos de morte celular: necrose e apoptose (a qual é tam-
bém chamada de morte celular programada ou morte celular neuronal retar-

dada). O deficit de perfusdo severa no nucleo causa uma quebra dos pro--
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cessos metabdlicos, do fornecimento de energia celular e da homeostase
idnica, 0 que causa a perda da integridade celular em minutos. Dessa forma,
a necrose aguda da célula e do tecido prevalece no nucleo. Na peem umbra,
alguma reperfuséo residual € mantida pelos vasos colaterais, os quais po-
dem ser incapazes de manter o metabolismo funcional completo, mas previ-
ne a desintegragao estrutural imediata. Entretanto, no decorrer do tempo (de
horas até varios ‘dias), a alteragdo da homeostase celular faz com que mais
e mais células morram, e o volume do enfarte aumenta. A peem umbra, des-
sa forma, tem que ser considerada como tecido em risco durante a matura-
¢ao do enfarte. Nessa regiao, apoptose e cascatas de sinalizagéo' inflamaté- -
ria desempenham um importante papel. Ela pode inicialmente constituir 50%
do volume que ir4 terminar como enfarte. Os mecanismos que levam a mor-
te celular retardada proporcionam alvos para uma terapia neuroprotetora
especifica nas regides cerebrais desafiadas pela isquemia,‘ mas as quais
ainda sao viaveis.

Opcoes terépéuticas até aqui sao altamente frustrantes: Trombé-
lise com rtPA, a Unica terapia com eficacia comprovada em um teste clinico
maior (NINDS), somente é eficaz em uma janela de témpo de trés horas,
limitando sua aplicagio para somente uma pequena porcentagem de pacien-
tes com apoplexia isquémico. Em outras palavras, além da te‘rapia aprobati-
va bésica, atualmente mais de 95% das apoplexias ndo podem ser tratadas
especificamente. Isso estd em contraste pronunciado com ¢ conhecimento
envolvendo a patofisiolbgia basica dessa doenga, a qual se desenvolveu na
ultima década. Particularmente, conhecimento extensivo tem se acumulado
nos mecanismos do dano cerebral parenquimal e da neuroproteg¢ao endoge-
na, assim como na reorganizac¢ao funcional e estrutural. |

Recentemente, atengéo tem se focado nos papéis terapéuticos
potenciais para as proteinas cerebrais endégenas que possuem proprieda-
des neuroprotetoras. EPO, um horménio de glicoproteina produzido primari-
amente pelas células do endotélio capilar peritubular do rim; o qual é um
membro do horménio do crescimento/familia de citocina prolactona (Zhu Y. e
D'Andrea A.D: (1994) Curr. Opin. Hematol. 1: 113-118) é um candidato pro-
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missor. Embora EPO fosse primeiramente caracterizada e é agora ampla-
mente conhecida por seu papel como um horménio hematopoiético, a detec-
¢ao de EPO e seu receptor (EPOR) no tecido cerebral de roedor e ser hu-
mano, assim como em neurdnios e astrécitos cultivados expandiu a busca
por outros papeéis biolégicos do EPO.

No cerebro, um sistema EPO parécrino/(Epo-R). existe indepen-
dentemente do sistema endécrino da eritropoiése adulta; neurdnios expres- |
sam (Epo-R)2 e astrécitos produzem EPO (Ruscher et al. (2002) J. Neurosci.
22, 10291-301; Prass et al. (2003) Stroke 34,1981-1986). Foi demonstrado in
vitro e in vivo que EPO é um potente inibidor da apoptose neuronal induzida
por isquemia e hipoxia (Ruscher et al. (2002) J. Neurosci. 22, 10291-301;
Bernaudin, M., et al. (1999) J Cereb Blood Flow Metab. 19: 643-51; Morishi-
ta, E., et al. (1997) Neuroscience. 76: 105-16). Foi reportado por varios gru-

pos que a adi¢cdo de EPO em culturas neuronais protege contra a toxicidade

. do acido glutamico e hipdxica (Henn F. A: e Braus D.F. (1999) Eur. Arch.

Psychiatry Clin. Neurosci. 249: 48-56, Vogeley K. et al. (2000) Am. J. Psy-

chiatry 1567: 34-39) e reduz a disfungdo neurolégica em modelos de roedores

- de isca (Brines M. L. et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 97: 10526-

10531 e Bernaudin et al. (1999) J. Cereb. Blood Flow Metab. 10: 643-.651).

Os resultados promissores desses experimentos confirmaram em estudos

- humanos em que foi demonstrado que a terapia com EPO para apoplexia

agudo € segura e deve ser benéfica (Ehrenreich H. et al. (2002) Mol. Medici-
ne 8: 495-505) e WO 00/35475 A2. Essas células e propriedades neuropro-
tetoras mais paniculares do EPO levaram a pesquisas adicionais nessa area
para substanciar essas descébertas em um teste mais amplo e o uso de
EPO é agora proposto em outra indicagé@o assim como incluindo, por exem-
plo, esquizofrenia (Ehrenreich H et al. (2004) Molecular Psychiatry 9: 42-54 e
WO 02/20031 A2).

Para a aplicagdo do EPO prevenir o dano tecidual, a atividade
hematopoiética ndo € geralmente requerida e deve ser prejudicial se gran-
des quantidades de EPO forem administradas para tratar ou melhorar os

efeitos de hipdxia ou de dano tecidual induzido por isquemia. Consequente-
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mente, tém sido feitas tentativas para criar variantes de EPO, as quais so-
mente exibam a propriedade protetora celular, porém nao as propriedades
hematopoiéticas. US 2003/0130197 descreve peptidomiméticos de EPO pa-
ra o tratamento de disturbios neurodegenerativos, os quais nao apresentam
homologia de sequéncia com EPO de ocorréncia natural ou fragmentos
seus. US 6.531.121 descreve uma asialoeritropoietina a qual é gerada por
desialilacao completa do EPO recombinante mostrou uma capacidade au-
mentada de cruzar a barreira da célula endotelial e tinha uma atividade he-
matopoiética diminuida. Eritropoietina carbamilada' (CEPO) também foi de-
monstrada por exibir um efeito protetor tecidual, porém nenhum efeito eritro- -
poiético (Leist et al. (2004) Science 305: 239-242 e WO 2005/025606 Al..
Finalmente, foi demonstrado que um peptideo de 17-mer de
EPO inibiu a morte celular de duas iinhagens celulares neuronais, SK-N-MC
e NS20Y (Campana W. M. et al (1998) Int. J. Mol. Medicine 1": 235-241), en-
quanto ao mesmo tempo nao teve atividade hematopoiética. Entretanto, 1
ng/mL do peptideo EPO foi necessario para eliciar o mesmo efeito antiapop-
tético que 100 pg/mL de EPO recombinante (rhEPO) em células NS20Y e
que 400 pg/mL de rhEPO em células SK-N-MC. Dado o peso molecular apa-
rente do rhEPO de cerca de 66.000 g/mol (o peso molecular calculado é de
cerca de 33.000 g@/mol, mas n&o inclui o peso dos residuos de oligossacari-
deo compreendidos no rhEPO) e de cerca de 1.900 g/mol do peptideo EPO
em uma concentracao de. 1,52 pmol/L e 6,06 pmol/L, respectivamente, de
rhEPO e 1 nmol/L do peptideo EPO eliciaram o mesmo nivel de um efeito
protetor celular. Conseqliientemente, o peptideo EPO esta entre 650 vezes e
165 vezes menos ativo do que o do rhEPO na prevencao da morte celular. E _'
evidente a partir desses dados que a regido do EPO compreendida no 17-
mer nao desempenha um papel principal na fungao protetora celular do E-
PO. Consequentemente, todas as variantes de EPO, as quais tém uma ativi-
dade hematopoiética diminuida conhecida na técnica anterior, sofrem da
desvantagem de que elas ndo séo de ocorréncia natural, uma vez que elas
ou perderam sua glicosilagdo natural ou elas sdo mutilagdes . artificiais e/ou

elas diminuiram vastamente a atividade protetora celular, em comparagdo
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com o rhEPO. Consequientemente, existe uma necessidade na técnica ante-
rior de propofcionar um derivado de EPO, o qual é préximo ao EPO de ocor-
réncia natural e o qual tem uma atividade protetora tecidual igual ou melhor
que o rhEPO, mas com menos ou sem hematopoiética, particularmente sem
atividade eritropoiética.

Esse problema é solucionado pela provisao de novas variantes

EPO, as quais foram descobertas como ocorrendo naturalmente no tecido

-humano e -de camundongo (cérebro, rim) e as quais exibem uma atividade

protetora celular semelhante ou melhor ao rhEPO, mas as quais ndo exibem
qualquer atividade hematopoiética significativa.
Sumario da invencao

Em um aspecto, a presente invencao diz respeito com uma vari-
ante de EPO que codifica o polinucleotideo selecionado do grupo consistin-
do em:

(a) polinucleotideos codificando pelo menos a forma madura dos

- polipeptideos nomeados como hs3, h1-4, h1-5, hs4, h1-1, h2-l, mS, mG3,

mG5, m301 e mK3 com a seqléncia de aminoacidos deduzida conforme

- mostrado nas SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 e 22, respecti-

vamente;

(b) polinucleotideos com a seqliéncia codificadora, conforme

. mostrado nas SEQ ID NOs: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 e 21 codificando
pelo menos a forma madura do polipeptideo;

(c) polinucleotideo codificando uma versdo humanizada dos po-
lipeptideos mS, mG3, mG5, m301 e mK3 corh a sequéncia de aminoacidos
deduzida conforme mostrado na SEQ ID NOs: 14, 16, 18, 20 e 22,

(d) polinucleoﬁdeos codificando um polipeptideo compreenden-
do uma fusao de uma seqiéncia de aminoédcidos selecionada do grupo de

sequéncias de aminoacidos conforme mostrado na SEQ ID NO: 24, 26, 28 e

30, no N-terminal de uma sequéncia de amino4cidos selecionada do grupo

de sequéncias de aminoacidos conforme mostrado na SEQ ID NO: 32, 34,
36 e 38; |

(e) polinucleotideos compreendendo uma fusdo de sequiéncias
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de polinucleotideo selecionados do grupo de sequéncias de polinucleotideo
conforme mostrado na SEQ ID NO: 23, 25, 27 e 29, 5’ de uma sequéncia de
polinucleotideo selecionada do grupo de seqléncias de polinucleotideo con-
forme mostrado na SEQ ID NO: 31, 33, 35 e 37;

(f) polinucleotideos codifiCandd um derivado de um polipeptideo
codificado por um polinucleotideo de qualquer um de (a) até (e), em que no

referido derivado entre 1 e 10 residuos de aminodcidos sdo conservativa-

“mente substituidos em comparagdo com o referido polipeptideo, e o referido

derivado tem atividade protetora celular e, particularmente, neuroprotetora,
mas essencialmente ndo tem atividade hematopoiética;

(9) polinucleotideos que codificam um fragmento de um polipep-
tideo codificado por um polinucleotideo de qualquer um de (a) até (f), em
que no referido fragmento entre 1 e 10 residuos de aminodacidos sdo N- e/ou
C-terminaimente anulados e/ou entre 1 e 10 aminoacidos sdo anulados N-
e/ou C-terminalmente da jungcdo em comparagdo com o referido polipepti-
deo, e o referido fragménto tem atividade protetora celular e, particularmen-
te, neuroprotetora, mas essencialmente sem atividade hematopoiética;

(h) polinucleotideos os quais sdo pelo men.os 50% idénticos a
um poIinucIebtu’deo, conforme definido em qualquer um de (a) a (g) e os
quais codificam para um polipeptideo com atividade protetora ceiular e, par-
ticularmente, neuroprotetora, mas essencialmente sem atividade hematopoi-
ética; e

(i) polinucleotideos, o filamento complementar dos quais hibridi-
zam sob condigbes estringentes com um polinucleotideo conforme definido
em qualquer um de (a) até (h), e os quais codificam para um polipeptideo
com atividade protetora celular e, particularmente, neuroprotetora, m’as es-
sencialmente sem atividade hematopoiética;

Ou o filamento complementar de tal polinucleotl’deo.'

Outro aspecto da presente invengdo é um homdélogo de um poli-
nucleotideo que codifica uma variante de eritropoietina (EPO) de outra espeé-
cie eucariética superior.

Outro aspecto da presente invengdo é uma variante EPO que
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codifica um polinucleotideo selecionado do grupo consistindo em:

(a) polinucleotideos que codificam um polipeptideo variante E-
PO, os quais compreendem a parte N-terminal do EPO de comprimento total
incluindo a hélice A, e os quais nao tém pelo menos um dos seguintes:

(i) um fragmento de pelo menos 10 aminoacidos, preferivelmente
11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ou 20 aminodcidos entre a hélice A e a hé-
lice B; | |

(i) um fragmento de pelo menos 10 aminoacidos, preferivelmen- -
te 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ,22, 23, 24, 25, 26, 27 ou 28 ami-
noacidos da hélice B;

(iif) um fragmento de pelo menos 2 aminoéacidos, preferivelmente
3, 4, 5 ou 6 aminoacidos entre a hélice B e a hélice C;

(iv) um fragmento de pelo menos 10 aminoéacidos, preferivelmen-
te 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 ou 23 aminoéacidos da hélice C;

(v) um fragmento de pelo menos 10 aminoéacidos, preferivelmen-

te 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 ou 27 aminoa-

cidos entre as hélices C e D; e/ou
(vi) um fragmento de pelo menos 10 aminoéacidos, preferivelmen-
te 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22 da hélice D;

em que o referido variante tem atividade protetora celular e, par-

- ticularmente, neuroprotetora, mas essencialmente sem atividade hematopoi-

ética. |

(b) polinucleotideos que codificam um derivado de um polipepti-
deo codificado por um polinucleotideo de qualquer um de (a), em que no
referido derivado entre 1 e 10 residuos de aminoacidos sdo conservativa-
mente substituidos em corriparagéo com o referido polipeptideo, e o referido
derivado tem atividade protetora celular e, particularmente, neuroprotetora,
mas essencialmente sem atividade hematopoiética;

(c) polinucleotideos, o filamento complementar dos quais hibridi-
za sob condi¢des estringentes para um polinucleotideo conforme definido
em qualquer um de (a) até (b) e o qual codifica para um polipeptideo com
atividade protetora celular e, particularmente, neuroprotetora, mas essenci-
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almente sem atividade hematopoiética;

ou o filamento complementar de tal polinucleotideo.

Em um aspecto preferido, o polinucleotideo da presente inven-
¢édo o qual é DNA, DNA gendmico ou RNA.

Em outro aspecto, a presente invengdo diz respeito a um vetor
contendo o polinucleotideo da presente invencéo. E preferivel que o polinu-
cleotideo contido no vetor esteja operativamente ligado as seqiiéncias de
controle de expressdo que permitem a expressdo nas células hospedeiras
procaribticas e/ou eucaridticas. |

Outro aspecto da invengé@o é uma célula hospedeira genetica-
mente projetada com o polinucleotideo da presente invencdo ou com o vetor
da presente invengao. ‘

Outro aspecto da invencdo é um animal n&o-humano transgéni-
co contendo um polinucleotideo da presente invengao, um vetor da presente
invencao e/ou uma célula hospedeira da presente invencao. |

Outro aspécto da invengéo € um processo para produzir um po-
lipeptideo variante de EPO codificado pelo polinucleotideo da presente in-
vengao compreendendo: o cultivo da célula hospedeira’ da presente inven-
¢ao e a recuperagéo do polipeptideo codificado pelo referido polinucleotideo.

Em uma modalidade pfeferida, O processo da presente invengéo
compreende ainda a etapa de modificar a referida variante de EPO, em que
a modificagé@o é selecionada do grupo consistindo em oxidacao, sulfatagao,
fosforilagao, adi¢é@o de oligossacarideos ou combinagées destes.

Outro aspecto da invengdo é um processo para produzir células
capazes de expressar pelo menos uma das variantes EPO compreendendo
células geneticamente projetadas in vitro com o vetor da invengao, em que
a(s) referida(s) variante(s) de EPO é/sdo codificadas por um polinucleotideo
da invengao. -

Outro aspecto da invengéo é um polipeptideo com a sequéncia
de aminodcidos codificada por um polinucleotideo da presente invengao ou
obtenivel pelo processo da presente invencao. ‘

Outro aspecto da invengéo é um anticorpo que se liga especifi-
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camente ao polipeptideo da presente invencgao.

Outro aspecto da invengdo é uma composicdo farmacéutica
compreendendo um polinucleotideo da presente invencdo, um vetor da pre-
sente invencgao, uma célula hospedeira da presente invengao, um polipepti-
deo da presente invengdo e/ou um anticorpo da presente invengdo e um ou
mais veiculos farmaceuticamente aceitaveis.

Outro aspecto da invéngéo € 0 uso de um polinucleotideo da
presente invencao, um vetor da presenté invengao, uma célula hospedeira -
da presente invengao, um polipeptideo da presente invencao para-a'produ-
¢ao de um medicamento para o tratamento ou prevengao de uma condi¢éo
associada com o dano tecidual devido & morte celular, por exemplo, apopto-
se e necrose, assim como por inflamagao.

Q Em um uso preferido da presente invengdo, a morte celular é

induzida por isquemia, hipdxia, infecgdo bacteriana, infecgéo vi"rall, induzida

~auto-imunoldgica, traumatica ou quimicamente (por exemplo, metabdlica,

toxicamente), ou induzida por radiagéo.

Em um uso preferido da presente invengdo, a condigdo é um

. disturbio neurodegenerativo/neuroinflamatério agudo ou um disturbio neuro-

degenerativo/neuroinflamatério crénico, é um disturbio agudo ou crénico do

coragdo (por exemplo, enfarte do miocardio), pulméo (por exemplo, asma,

. doenga pulmonar obstrutiva crénica, rim (glomerulonefrite), figado (por e-

xemplo, faléncia hepatica crénica) ou pancreas (por exemplo, pancreatite) ou
a referida condigdo esta associada com um érgao (por exemplo, rim ou figa-
do) ou transplante de célula (por exemplo, célula tronco).

Preferivelmente, o disturbio neurodegenerativo e/ou neuroinfla-
matério agudo é selecionado do grupo consistindo em enfarte ou isquemia
cerebral incluindo oclusdo embdlica e oclusdo trombética, reperfusdo segui-
do de isquemia aguda, injuria hipdxica-isquémica perinatal, parada cardiaca,
hemorragia intracranial, hemorragia subaraquindide e lesdes intracranianas
(por exemplo, trauma do SNC), lesdes da medula espinal lesdes intraverte-
brais, sindrome de crianga sacudida ("whiplash shaken infant syndrome"),

encefalite infecciosa (por exemplo, encefalite por herpes), meningite (por
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exemplo, bacteriana)dor de cabega (por exemplo, enxaqueca).
Preferivelmente, o disturbio neurodegenerativo/neuroinflamatério
crénico € selecionado do grupo consistindo em deméncias (por exemplo,
doenca de Alzheimer, deméncias vasculares), doenga de Pick, doenca do
corpo de Lewy difuso, paralisia supranucléar progressiva (sindrome de Ste-
el-Richardson), esclerose muiltipla, atrofia sistémica mdltipla (incluindo a sin-
drome de Shy-Drager), condigdes epilépticas cronicas associadas com neu-
rodegeneragdo, doengas neuronais motoras, ataxias degenerativas, degene-
racao basal cortical, complexo de Guam-Parkinson-—deméncia-SLA, panence-
falite esclerosante subaguda, doenga de Huntington, doenca de 'Parkinson, :
sinucleinopatias, afasia progressiva primaria, degeneragéo estriatonigral,
doenga de Machado/Joseph/ataxia espinocerebelar tipo 3 e degeneragdes
olivopontocerebelares, doenca de Gilles de La Tourette, paralisia bulbar e
pseudobulbar, atrofia muscular espinal e espinobulbar (doen’g':a de Kennedy),
esclerose lateral primaria, paraplegia espastica f_amilial, doenca de Werdnig-
Hoffman, doenca de K‘ugelberg-WeIander, doenga de Tay-Sach, doenca de
Sandhoff, doenga espastica familial, paraparese espastica, leucoencefalopa-
tia multifocal progressiva, disautonomia familial (sindrdme de Riley-Day),
polineuropatias (por exemplo, diabética, alcool-téxica, sindrome Guillain-
Barré, polineuropatia desmielinizante inflamatéria crénica), dbengas de pri- -
on, vicio, disturbios afetivos (por exemplo, depressao), distirbios esquizofré-
nicos, sindrome da fadiga crénica, dor crénica (por exemplo, dor nas costas
inferiores). _ '
Em um uso preferido da presente invengédo, a condicdo é o en-
velhecimento. _
Em um uso preferido da presente invengao, o medicamento é
administrado antes de ou depois do inicio da referida condicao.
Descricao detalhada da invencéao

A nao ser que seja definido de outra forma, todos os termos téc-
nicos e cientificos aqui usados tém o mesmo significado que os comumente
entendidos por uma pessoa versada na técnica para a qual essa invencao

pertence. Em caso de conflito, o presente documento, incluindo defini¢des,
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ira controlar. Métodos e materiais preferidos sdo descritos abaixo, embora
métodos e materiais similares ou equivalentes aqueles descritos aqui podem
ser usados na pratica ou testagem da presente invengéo. Todas as publica-
¢oes, pedidos de patente, patentes e outras referéncias aqui mencionadas
s&o incorporadas por referéncia na sua totalidade. Os materiais, métodos e
exemplos aqui descritos sdo somente ilustrativos e ndo pretendem ser limi-
tantes. | |

A presente invengao é baseada na surpreendente observagao
de que variantes de EPO sao expressas no tecido neuronal e na determina-
¢ao de que as variantes protegeram os neurénios de danos induzidos por
oxigénio e privagdo de glicose, mas nédo apresentaram atividade hematopoi-
ética. Esse comportamento os tornam adequados para uso como terapéuti-
cos em situagoes onde a fungdo hematopoiética do EPO néo é requerida ou
prejudicial. De acordo com um primeiro aspecto da presente in've_nc;éo esta

"~ uma variante de EPO que codifica polinucleotideo selecionado do grupo

consistindo em:

(a) polinucleotideos que codificam pelo menos a forma madura

. dos polipeptideos nomeados hs3, h1-4, h1-5, hs4, h1-1, h2-1, mS, mG3,

mG5, m301 e mK3 com a sequéncia de aminoacidos deduzida conforme
mostrado nas SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 e 22, respecti-

. vamente;

(b) polinucleotideos com a sequéncia codificante, conforme mos-
trado nas SEQIDNOs: 1, 3,5,7,9, 11, 13, 15, 17,19 e 21; codificando pelo
menos a forma madura do polipeptideo; , »

(c) polinucleotideo que codifica uma versdo humanizada dos po-
lipeptideos mS, mG3, mG5, m301 e mK3 com a sequéncia de aminocidos
deduzida conforme mostrado nas SEQ ID Nos: 14, 16, 18, 20 e 22,

(d) polinucleotideos que codificam um polipeptideo compreen-
dendo uma fusao de uma seqliéncia de aminoacidos selecionada do grupo
de sequéncias de aminoacidos conforme mostrado nas SEQ ID NOs: 24, 26,
28 e 30, no N-terminal, preferivelmente diretamente, isto €, sem quaisquer

aminoé&cidos intervenientes, de uma seqiiéncia de aminoacidos selecionada’
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do grupo de sequéncias de aminoacidos conforme mostrado nas SEQ ID

NOs: 32, 34, 36 e 38;

(e) polinucleotideos compreendendo uma fusdo de sequéncias
de polinucleotideo selecionadas do grupo de sequiéncias de polinucleotideo
conforme mostrado nas SEQ ID NOs: 23, 25, 27 e 29, 5, preferivélmente
diretamente 5', isto é, sem quaisquer polinucleotideos intervenientes, de
uma sequéncia de polinucleotideo selecionada do grupo de sequéncias de
polinucleotideo conforme mostrado nas SEQ ID NOs: 31, 33, 35 e 37:

(f) polinucleotideos que codificam um derivado de um polipepfi—
deo codificado por um polinucleotideo de qualquer um de (a) a (e), em que -
no referido derivado entre 1 e 10 residuos de aminoéacidos sdo conservati-'
vamente substituidos em comparagao com o referido polipeptideo, e o refe-
rido derivado tem atividade celular protetora e_, particularmente, neuroprote-

tora, mas essencialmente sem atividade hematopoiética;

(9) polinucleotideos que codificam um fragmento de um polipep-
tideo codificado por um polinucleotideo de qualquer um de (a) até (f), em
que no referido fragménto entre 1 e 10 residuos de aminoacidos sdo N- e/ou
C-terminalmente anulados e/ou entre 1 e 10 aminoécidos sdo anulados N-
e/ou C-terminalmente da jungcdo em comparagdo com o referido polipepti-
deo, e o referido fragmento tem atividade protetora celular e,'particularmen-'
te, neuroprotetora, mas essencialmente nao tem atividade_ hematopoiética;

(h) polinucleotideos os quais sdo pelo menos 50% idénticos a
um polinucleotideo conforme definido em qualquer um de (a) até (g) e os
quais codificam para um polipeptideo com atividade protetora celular e, par-
ticularmente, neuroprotetora, mas essencialmente sem atividade hematopoi-
ética; e _

(i) polinucleotideos, o filamento complementar dos quais hibridi-
za sob condigdes estringentes em um polinucleotideo conforme definido em
qualquer um de (a) até (h) e o qual codifica para um polipeptideo com ativi-
dade protetora celular e, particularmente, neuroprotetora, mas essencial-
mente sem atividade hematopoiética;

ou o filamento complementar de tal polinucleotideo.
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A ihvengéo refere-se ainda a um peptideo de uma variante EPO
que codifica um polipeptideo selecionado do grupo consistindo em:

(a) polinucleotideos que codificam os polipeptideos nomeados
sequéncias ha, hAma, hAme, ha-20 e ha- de transporte, com a seqliéncia de
aminoacido deduzida conforme mostrado nas SEQ ID NOS: 50, 51, 52, 53 e
60, respectivamente; ,

(b) polinucleotideos com a seqdéncia codificadora, conforme
mostrado nas SEQ ID NOS: 55, 56, 57 5‘8 e 61 codificam pelo menos a for-
ma madura do polipeptideo; | |

(c) polinucleotideos que codificam um derivado de um polipepti-
deo codificado por um polinucleotideo de qualquer um de (a) a (b), em que

no referido derivado entre 1 e 10 residuos de aminoacidos siao conservati-

~ vamente substituidos em comparagao com o referido polipeptideo, e o refe-

rido derivado tem atividade protetora celular e, particularmente, neuroprote-

- tora, mas essencialmente sem atividade hematopoiética;

(d) polinucleotideos codificando um fragmento de um polipepti-

deo codificado por um polinucleotideo de qualquer um de (a) a (b), em que

- no referido fragmento entre 1 e 10 residuos de aminoécidos sdo N- e/ou C-

terminalmente anulados e/ou entre 1 e 10 aminoécidos sdo anulados N- e/ou

C-terminalmente da juncéo em comparagédo com o referido polipeptideo, e o

. fragmento derivado tem atividade protetora celular e, particularmente, neu-

roprotetora, mas essencialmente sem atividade hematopoiética;

(e) polinucleotf.deos, 0S quais sao pelo menos 50% idénticos a
um polinuclebtideo conforme definido em qualquer um de (a) a (b), e os
quais codificam para um polipeptideo com atividade protetora celular e, par-
ticularmente, neuroprotetoré, mas essencialmente sem atividade hematopoi-
etica; e

(f) polinucleotideos, o filamento complementar do qual hibridiza
sob condigbes estringentes para um nucleotideo conforme definido em qual-
quer um de (a) a (h), e os quais codificam para um polipeptideo com ativida-
de protetora celular e, particularmente‘, neuroprotetora, mas essencialmente
sem atividade hematopoiética;
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ou o filamento complementar de tal polinucleotideo.
Em um outro aspecto, os polinucleotideos da presente invencgao
compreendem homologos das variantes EPO da presente invencéo deriva-

dos de outra espécie eucaribtica superior, particularmente de mamiferos,

~mais preferivelmente de primatas ndo-humanos; de roedores, por exemplo,

rato ou porquinho-da-india; ruminante, por exemplo, vaca; ou ovelha; cavalo;

porco; coelho; cachorro; ou gato, os quais tém atividade protetora celular e,

~particularmente, neuroprotetora, mas essencialmente sem atividade hema-

topoiética. Nesse contexto, o termo homélogo refere-se a um polinucleotideo
codificando uma variante EPO derivada de outra espécie, a qual compreen-
de essencialmente a mesma anulagdo que os polinucleotideos de acordo
com as SEQID NOS: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13,1 15, 17, 19, 21, 55, 56, 57, 58 ou
61. Uma anulacdo de um polinucleotideo é considerada como sendo essen-
cialmente a mesma, se ela envolver a anulagdo de polinucléotl'deos codifi-
cando um polipeptideo, o qual seja homélogo aos polipeptideos 'réspectiva-
mente anulados nos pblipeptideos da variante EPO de acordo com as SEQ
ID NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 50, 51, 62, 53 ou 60. Os crité-
rios para determinar a homologia entre duas ‘seqUénciés de peptideos sao
bem-estabelecidos. Para esse propdsito, programas como BLASTP podem
ser usados. Uma anulagéo é ainda considerada como sendo eésencialmente‘
a mesma se ela envolver 1, 2, 3, 4,5,6,7,8, 9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16,
17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 55, 56, 57, 58 ou 61
mais ou menos nucleotideos que a respectiva anulagdo nas SEQ ID Nos: 1,
3,5,7,9, 11,13, 15, 17, 19, ou 21, as quais também sédo representadas na
figura 1 e 2. o

Outro aspecto da presente invengdo é uma variante EPO que
codifica um polinucleotideo selecionado do grupo consistindo em:

(a) polinucleotideos que codificam um polipeptideo variante de
EPO, o qual compreende a parte N-terminal do comprimento total do EPO,
incluindo a hélice A a qual nao tem pelo menos um dos seguintes:

(i) um fragmento de pelo menos 10 aminoacidos, preferivelmente
11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ou 20 aminoacidos entre a hélice A e a hé-
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lice B;

(i) um fragmento de pelo menos 10 aminoéacidos, preferivelmen-
te 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 ou 28 ami-
noacidos da hélice B;

(iii) um fragmento de pelo menos 2 aminoéacidos, preferivelmente
3, 4, 5 ou 6 aminoéacidos entre a hélice B e a hélice C; |

(iv) um fragmento de pelo menos 10 aminoacidos, preferivelmen-

- te 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,}22 ou 23 aminoacidos de hélice C;

(v) um fragmento de pelo menos 10 aminoacidos, preferiv'elmen-
te 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 ou 27 aminoa-
cidos entre as hélices C e D; e/ou | ,

(vi) um fragmento de pelo menos 10 aminoéacidos, preferivelmen-
te 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, ou 22 de hélice D;

em que a referida variante tem atividade protetora celular e, par-

. ticularmente, neuroprotetora, mas essencialmente sem atividade hematopoi-

- ética.

(b) polinucleotideos codificando um derivado de um polipeptideo

- codificado por um polinucleotideo de qualquer um de (a), em que no referido

derivado entre 1 e 10 residuos de aminoacidos siao conservativamente subs-

tituidos em comparagao com o referido polipeptideo, e o referido derivado

. tem atividade protetora celular e, particularmente, neuroprotetora, mas es-

sencialmente sem atividade hematopoiética;

(c) polinucleotideos, o filamento complementar do qual hibridiza
sob cond}igc")e's estringentes para um polinucleotideo conforme definido em
qualquer um de (a) a (b), e o qual codifica para um polipeptideo com ativida-
de protetora celular e, parti'cularmente, neuroprotetora, mas essencialmente
sem atividade hematopoiética;

ou o filamento complementar de tal polinucleotideo.

Nesse contexto, a hélice A, B, C e D do polipeptideo EPO szo
regides homologas as respectivas regides da hélice A, B, C e D do EPO de
comprimento total de camundongo e humano conforme delineado na figura .

4. E bem-conhecido na técnica como determinar homologias entre duas se-
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qiéncias de polipeptideos e alguém versado na técnica sera capaz de ali-
nhar uma dada seqléncia de polipeptideo EPO derivada, por exemplo, de
outra espécie, e de determinar a respectiva posicao da hélice A, B, C e D
nesse polipeptideo EPO. E preferivel que o polinucleotideo variante do EPO
seja derivado de um eucarioto superior, pénicularmente de um mamifero ou
passaro. Mamiferos preferidos sdo seres humanos, primatas ndo-humanos;
roedores, por exemplo, rato ou porquinho-da-india; ruminante, por exemplo,
vaca; ou ovelha; cavalo; porco; coelho; cachorro; ou gato. Um grande nime-
ro de tais polinucleotideos que codificam EPO de comprimento total de va-
rias espécies é conhecido, incluindo sem limitagdo gato (Acesso Gene Bank
L10606), porco (Acesso Gene Bank 10607), ovelha )Acesso Gene Bank
10610), cachorro (Acesso Gene Bank L13027), macaco (Acesso Gene Bank
M18189), macaco resus (Acesso Gene Bank L10609), camundongo (Acesso
Gene Bank 12930), rato (Acesso Gene Bank L10608), humano (Acesso Ge-
ne Bank M11319), Bos taurus (Acesso Gene Bank U44762) e Bos indicus
(Acesso Gene Bank L41 354).

Preferivelmente, os polinucleotideos que codificam um polipepti-
deo variante de EPO nao tém o seguinte: (i); (ii); (iii); (iv)‘; (v); (vi); (i) e (ii); (i)
e (iii); (i) e (iv); (i) e (v); (i) e (vi); (ii) e (iii); (i) e (iv); (ii) e (v); (i) e (vi); (iii) e
(iv); (iil) e (v); (iil) e (vi); (iv) e (v); (iv) e (vi); (v) e (vi); (i), (ii) e (iii); (i), (i) e
(iv), (), (ii) e (v), (i), (i), (vi), (i), (iii) e (iv); (), (i) e (v); (), (iii) e (vi); (i), (iv) e
(vV); (i), (iv) e (vi); (i), (v) e (vi); (i), (iii) e (iv); (ii), (iii) e (v); (i), (iii) e (vi); (ii),
(iv) e (v); (it), (iv) e (vi); (ii), (v) e (vi); (iii), (iv) e (v); iii), (iv) e (vi); (iii), (v) e
(vi); ou (iv), (v) e (vi). _

Um polipeptideo que exibe atividade protetora celular € um poli-
peptideo que tem pelo menos 50% (por exemplo, pelo menos: 55%; 60%:
65%; 70%; 75%; 80%; 85%; 90%; 95%; 98%; 99%; 99,5%; ou 100% ou
mesmo mais) da capacidade do respectivo variante de EPO de proteger os
neurénios de danos por apoptose, em que a apoptose ¢ induzida por oxigé-
nio ou privacédo de glicose, por exposi¢do quimica ou radioativa ou por infec-
¢ao viral ou bacteriana. Ensaios para determinar danos em células, particu-

larmente em células neuronais, sao conhecidos na técnica. Um ensaio ade-
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quado € o ensaio de privagdo de glicose oxigénio, conforme descrito aqui
abaixo. No ensaio descrito, a leitura para exibi¢io é a quantidade de ativida-
de de lactato desidrogenase (LDH). Entretanto, uma variedade de outros
métodos existem, os quais permitem a avaliagdo dos danos induzidos em
uma célula e, particularmente, a quantidade de morte celular (por exemplo,
apoptose, necrose). Esses ensaios incluem, sem limitacdo, ensaios Tunnel,
ensaio MTT, ensaio de vida/morte por manchamento (por exemplo, man-
chamento com brometo de etidio e laranja acridina), ensaio da caspase, mi- -
croscopia de elétron, corrida de DNA, os quais sdo bem-conhecidos na técnica.

Um polipeptideo variante do EPO que exibe ndo essencialmente
atividade homeopatica é um polipeptideo, o qual elicia na técnica conhecida
os ensaios de formagéo de colbnia, um exemplo do qual é descrito abaixo,
na mesma concentragao molar que o rhEPO e o wt mEPO, respectivamente,
menos do que 10% da CFU-E (unidade de eritroblasto formador_a de col6-

. nia), preferivelmente menos do que 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, ou

1%. As quantidades da CFU-E respectivas sao calculadas para um dado
rhEPO, wt mEPO ou variante EPO pela subtracdo de cada valor da quantidade

- de CFU-E observada em uma reagéo de controle (sem wt ou variante EPO).

No contexto dos polipeptideos da presente invencdo, o termo
"juncao” refere-se ao sitio em que dois aminoacidos seguem um ao outro, os

. quais nao sao consecutivos no rhEPO ou wt EPO de camundongo, e 0s

quais sdo potencialmente o resultado de eventos de unido ou outros rearran-
jos no RNAm de EPO. A respectiva jungdo das variantes EPO da presente
invenca@o pode ser derivada da figura 4, por exemplo, é ENIT | RVGQ para
hS3, VGQQ | ALLV para h1-4, VNFY | ALLV para h1-5, KRME | PWEP para
hS4, ITVP | GPVG para h1-1, LNEN | NHC para h2-l, KRME | KELM para
mS, LLAN | FLRG para mG3, DTFC | RRGD para mG5, KVNF | LRGK para
m301 ou LSEA | VHGR para mKa.

As moléculas de polinucleotideo da invencdo podem ser sinteti-
zadas in vitro (por exemplo, por sintese baseada em fosforoamidita) ou po-
dem ser obtidas de uma célula, tal como a célula de um mamifero.

As variantes de EPO nomeadas mS, mG3, mG5, m301 e mK3
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com a sequéncia de aminoacido deduzida conforme mostrado nas SEQ ID
NOS: 14, 16, 18, 20 e 22, respectivamente, foram isoladas de camundongo.
A sequéncia de camundongo é altamente homéloga a sequéncia humana.
Um alinhamento das sequéncias de aminoacido do EPQO derivado de seres
humanos e camundongo € fornecido na figura 4. Conforme é aparente, a
sequéncia de camundongo é distinguida da seqUéncia humana pela falta de
um residuo de alanina na posicao 8 e pelas seguintes 39 substituicoes (a em
umeragé@o € de acordo com a respectiva posicdo de aminodacido no EPO
humano, o primeiro aminoacido indicado é o aminoacido humano naquela
posicdo e o segundo é aminoécido de camundongo correspondente): *H —
4P, 6c BR, W — 9-|-; LV VR 11L,’ 188 - 18L; 9 _, 19|; 7G 27C; B8 _, 43|;
52 _, 52V; 54T _, 54M; 80 _, SOG; 61 _, 8'p, 62g R GZR; 84N _, 64S; 843 _,
84E; BSQ N 85E; 95‘A N 955; 101V - 101|; 103R N 103Q; 104G N 104A; 109v N 109A;
115W N 115P; 117P N 117T; 122V N 122|; 126V — 126I; 134T - 134S; 138A . 138V;
145A N 145'.; 146| N 146M;' 151A N 151T; 152A — 152T.; 153s N 153P; 154A N 154P;
160| N 1v60|_; 162A N 162VI; -166R N 1660; 1738 — 173A; 187A N 1B7V e 190T _) 190R.

Um mS, mG3, mG5, m301 ou mK3 humanizado carrega o residuo de alani-

na adicional na posi¢cao 8 e/ou em um ou mais preferivélmente 2,3,4,5, 6,
7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 ou 37 posicdes da seqﬂéncié de aminoaci-
dos humana ao invés da de camundongo. E partfcularmente preferido que
mS, mG3, mG5, m301 e mK3 sejam completamente humanizados, isto é,
que todo aminoacido mas posigdes de equilibrio delineadas acima, até a
extensao deles estarem presentes na respectiva variante, é de sequéncia
humana ao invés de ser da seqiiéncia de camundongo. E esperado que a’
humanizagdo das variantes de camundongo va diminuir quaisquer proble-
mas imunologicos, 0s quais devem ser encontrados quando do uso no tra-
tamento de seres humanos.

As moléculas de acido nucléico variante do EPO da invengéo
podem ser DNA, CDNA, DNA gendmico, DNA sintético ou RNA, e podem
ser de filamento duplo ou de filamento Unico, o filamento de. sentido ou de

anti-sentido. Essas moléculas podem ser produzidas, por exemplo, pela rea-
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¢éo em cadeia da polimerase (PCR) ou geradas por tratamento com uma ou
mais endonucleases de restrigéo. Uma molécula de &cido ribonucléico
(RNA) pode ser produzida por transcri¢ao in vitro.

As moléculas de polinucleotideo da invengdo podem conter se-
quéncias de ocorréncia natural, ou seqliéncias que diferem daquelas que
ocorrem naturalmente mas, devido a degeneragdo do cddigo genético, codi-
ficam o mesmo polipeptideo, isto é, os polipeptideos com as SEQ ID NOS:'
2,47, 6, 8,10, 12, 14, 16, 18, 20 e 22. Além‘di'sso, essas moléculas de acido -
nucléico nao estao limitadas as seiqijéncias codificantes, por exemplb, elas
podem incluir algumas ou todas as seqiiéncias néo-codificantes que se en-
contram a montante ou a jusante de uma seqiiéncia codificadora.

Além disso, as moléculas de acido nucléico isoladas da invengao
podem englobar segmentos que ndo sdo encontrados como tais no estado
natural. Déssa forma, a invenc@o engloba moléculas de acido nucléico re-

combinantes incorporadas em um vetor (por exemplo, em um plasmideo ou

‘vetor viral), ou no genoma de uma célula homdloga (ou o genoma de uma

célula homdloga, em uma posicéo diferente do local cromossomal natural).

. Moléculas de acido nucléico recombinantes e seus usos sdo discutidos adi-

cionalmente abaixo.

Em modalidades preferidas, os polinucleotideos da presente in-

. vengdo também compreendem moléculas. de acido nucléico as quais sdo

pelo menos 50%, preferivelmente 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou
99% idénticas a: (a) uma molécula de &cido nucléico que codifica o polipep-
tideo das SEQ ID NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 50, 51, 52, 53
ou 60 e (b) a seqléncia de.nucleotideos das SEQ ID NOS: 1, 3, 5, 7, 9, 11,
13, 15, 17, 19, 21, 55, 56, 57, 58 ou 61, respectivamente, e os quais apre-
sentam ao mesmo tempo atividade protetora celular e, particularmente, neu-
roprotetora, mas essencialmente sem atividade hematopoiética.

A determinagao da identidade porcentual entre duas seqiiéncias
é conséguida usando o algoritmo métemético de Karlin e Altschul (1993) .
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873- 5877. Tal algoritmo é incorporado nos
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programas BLASTN e BLASTP de Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:
403-410. Buscas por nucleotideo BLAST sao efetuadas com o programa
BLASTN, pontuagdo = 100, comprimento de palavra = 12, para obter se-
quéncias de nucleotideos homélogas ao polipeptideo variante EPO que codi-
fica acidos nucléicos. Buscas de proteina BLAST s&o efetuadas com o pro-
grama BLASTP, pontuagado = 50, comprimento de palavra = 3, para obter
sequéncias de aminodacidos homdlogas ao polipeptideo variante EPO, res-
pectivamente. Para obter alinhamentos intervalados para propésitos compa-
rativos, gapped BLAST ¢ utilizado conforme descrito em Altschul et al.
(1997) Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402. Ao utilizar os programas BLAST e -
gapped BLAST, os parametros predefinidos dos respectivos programas séo
usados. |

A hibridizagdo também pode ser usada como uma medida de
homologia entre duas sequéncias de acidos nucléicos. Umé sequéncia de
acidos nucléicos codificando qualquer uma das variantes EPO aqui descri-
tas, ou um derivado ou'fragmento seu, pode ser usada como uma sonda de
hibridizacdo de acordo com técnicas de hibridizacéo padrao. A hibridizagédo
de uma sonda de variante EPO em DNA ou RNA de uma fonte de teste (por
exemplo, uma célula de mamifero) é uma indicagdo da presenca do DNA ou
RNA relevante do EPO na melhor fonte. As condi¢bes de hibridizagéo sao
conhecidas pelas pessoas versadas na técnica e podem ser encontradas em
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y., 6.3.1-
6.3.6, 1991. Condigbes estringentes sdo definidas como equivalentes a hi-
bridizagao em cloreto de sédio/citrato de sddio 6X (SSC) a 45°C, seguido por
uma lavagem em 0,2X SSC, SDS 0,1% a 65°C. Ao selecionar uma sonda
especifica para uma variante carregando uma anulagéo interna, é preferivel
que a sonda usada para detectar acidos nucléicos homdlogos sobrepde os
limites da anulagao, por exemplo, hs3, h1-4, h1-5, hS4, mS, mG3, mG5 ou
m301. Em casos onde a unido leva a um C-terminal alternado da proteina,
por exemplo, h1-1, h2-l ou mK3 é preferido que a sonda usada para detectar
sequiéncias de DNA homologas sobrep&e os limites entre a sequéncia EPO

conhecida e o C-terminal alternado. Por exemplo, uma sonda poderia ser
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projetada, a qual compreende 10 bases complementares 5’ do sitio de unido
e 10 bases complementares 3’ do sitio de unido.

Um "DNA isolado" é ou (1) um DNA que contém seqiiéncia nao-
idéntica aquela de qualquer seqléncia de ocorréncia natural, ou (2), no con-
texto de um DNA com uma sequéncia de ocorréncia natural (por exemplo,
um CDNA ou um DNA gendmico), um DNA livre de pelo menos um dos ge-

nes que flangueiam o gene contendo o DNA de interesse no genoma do or-

ganismo no qual o gene contendo o DNA de interesse ocorre naturalmente.

O termo, dessa forma, inclui um DNA recombinante incorporado em um ve-
tor, em um plasmideo autonomicamente replicante ou virus, ou no DNA ge-
ndbmico de um procarioto ou eucarioto. O termo também inclui uma molécula
separada tal como um CDNA onde o DNA gendmico correspondente tem
introns e, consequentemente, uma seqﬁéncia diferente; um fragmento ge-

némico que nao tem pelo menos um dos genes flanqueadores; um fragmen-

. to de CDNA ou DNA genémico produzido pela reagdo em cadeia da polime-

‘rase (PCR) e que n&do tem pelo menos um dos genes flanqueadores; um

fragmento de restricdo que nao tem pelo menos um dos genes flanqueado-

. res; um DNA que codifica uma proteina de ocorréncia nao-natural tal como

uma proteina d efusdo, muteina ou fragmento de uma dada proteina; e um

acido nucléico o qual é uma variante degenerada de um CDNA ou de um

. &cido nucléico de ocorréncia natural. Além disso, ele inclui uma sequéncia

de nucleotideos recombinante que é parte de um gene hibrido, isto é, um
gene que codifica uma proteina de fusdo de ocorréncia nao-natural. Sera
aparente a partir do precedente que DNA isolado n&o significa um DNA pre-
sente dentre centenas a milhc”)es de outras moléculas de DNA em, por e-
xemplo, bibliotecas de CDNA ou de DNA gendmico ou de digestos de restri-

- ¢ao de DNA gendmico em, por exemplo, uma mistura reacional de digesto

de restricdo ou uma fatia de gel eletroforético.
Outro aspecto da presente invencdo é um vetor contendo o(s)
polinucleotideo(s) da presente invengdo ou uma proteina codificada por um

polinucleotideo da presente invencao. O termo "vetor" refere-se a uma prote-

ina ou polinucleotideo ou uma mistura desses a qual é capaz de ser introdu-’
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zida ou de introduzir as proteinas e/ou acidos nucléicos compreendidos na
célula. E preferivel que as proteinas codificadas pelo polinucleotideo intro-
duzido sejam expressas na célula na introdugéo do vetor.

Em uma modalidade preferida, o vetor da presente invencgéo

- compreende plasmideos, fagemideos, fagos, cosmideos, cromossomos de

mamifero artificiais, constructos "knock-out" e "knock-in", virus, particular-
mente adenovirus, virus vaccinia, virus vaccinia atenuados, virus pox cana-
rio, lentivirus (Chang, LJ. e Gay, E.E. (20001) Curr. Gene Therap. 1:237-
251), herpes virus, particularmente virus herpes simplex (HSV-1, Carlezoh,
W. A. et al. (2000) Crit. Rev. Neurobiol.), baculovirus, retrovirus, virus adeno-
associado (AAV, Carter, P.J. e Samulski, R.J. (2000) J. Mol. Med. 6:17-27),
rinovirus, virus da imunodeficiéncia humana (HIV), filovirus e versdes proje-
tadas suas (ver, por exemplo, Cobinger G. P. et al (2001) Nat. Biotechnol.
19:225—30), virossomas, lipossomas de DNA "nus" e partl'culés revestidas de
acido nucléico, particularmente esferas de ouro. Particularmente preferidos
sao os vetores virais éomo vetores adenovirais ou vetores retrovirais (Lin-
demann et al. (1997) Mol. Med. 3:466-76 e Springer et al. (1998) Mol. Cell.
2:549-58). Lipossomas sdo geralmente pequenas vesiculas unilamelares ou
multilamelares feitas de lipideos catidnicos, neutros e/ou anibnicos, por e-
xemplo, por tratamento de ultra-som de suspensoes Iipossbmais. O DNA
pode, por exemplo, estar ligado ionicamente & superficie dos lipossomas ou
internamente encerrado no lipossoma. Misturas de lipideos adequadas so
conhecidasAna técnica e compreendem, por exemplo, DOTMA (brometo de
1,2-dioleiloxpropil-3-trimetilaménio) e DPOE (dioleoilfosfatidiletanolamina),
0s gquais ambos tém sido usados em uma variedade de linhagens celulares.

Particulas revestidas de acido nucléico sao outro instrumento
para a introdugéo de acidos nucléicos nas células usando as chamadas "ar-
mas de gene", as quais permitem a introdugdo mecanica de particulas nas
células. Preferivelmente, as particulas por si s6 séo inertes, e consequente-
mente, estao em uma modalidade preferida feita de esferas de ouro.

Em outro aspecto, o polinucleotideo da presente invengéo é ope-

rativamente ligado as sequéncias de controle de expressdo que permitem a
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expressdo em células hospedeiras procariéticas e/ou eucariéticas. Os ele-
mentos regulatérios transcricionais/traducionais referidos acima incluem,
mas n&o estao limitados, a promotores, intensificadores, operadores, silenci-
adores, repressores e outros elementos induziveis e ndo-induziveis, consti-
tutivos, regulados por ciclo celular e regulados metabolicamente que sdo
conhecidos pelas pessoas versadas na técnica e que direcionam ou, de ou-
tra forma, regulam a expressao génica. Tais elementos regulatérios incluem,
mas nao estao limitados, a elementos regulatérios que direcionam a expres- -
sao constitutiva como, por exemplb, promotores transcritos pela RNA poli-
merase do tipo Ill, por exempio, promotores do gene RNAsn U6 ou RNAsc
7SK, o gene inicial imediato hCMV de citomegalovirus, os promotores inicial
ou tardio do SV40 de adenovirus, promotor viral e as seqiiéncias ativadoras
derivadas de, por exemplo, NBV, HCV, HSV, HPV, EBV, HTLV, MMTV ou

HIV; as quais permitem a expressao induzivel como, por exemplo, 0 promo- -

. tor CUP-1, o repressor tet, conforme empregado, por exemplo, nos sistemas

‘tet-on e tet-off, o sistema lac, o sistema trp; elementos regulatérios direcio-

nando a expressao tecido-especifica, preferivelmente a expressio especifica

. de ceélula nervosa, por exemplo, promotor (por exemplo, Thy-1.2, NSE, ca-

deia leve de miosina ll, tirosina hidroxilase, promotor CaMKllalfa, cadeia be-
ta do fator de crescimento derivado de plagueta (PDGF), dopamina bea-

. hidroxilase, Tau, elementos regulatérios (por exemplo, NRSE/RE-1; elemen-

to silenciador neurdnio-restritivo/elemento repressor 1) direcionando a ex-
pressao especifica do ciclo celular como, por exemplo, cdc2, cdc25C ou ci-
clina A; ou o sistema TAC, o sistema TRC, as principais regides operadora e
promotora do fago A, as regides de controle da proteina revestida fd, o pro-
motor da 3-fosfoglicerato quinase, os promotores da fosfatase acida e os
promotores dos fatores de emparelhamento a- ou a- de levedura.

Conforme aqui' utilizado, "operativamente ligado" significa incor-
porado em um constructo genético de forma que as seqiiéncias de controle
de expressao eficaz controlam a expressdo de uma seqiiéncia codificadora
de interesse. ' |

Semelhantemente, os polinucleotideos da presente invencéo
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podem formar parte de um gene hibrido que codifica sequiéncias de polipep-
tideo adicionais, por exemplo, uma sequéncia a qual codifica uma proteina
que funciona como um marcador ou repérter. O gene hibrido pode levar a
uma proteina de fus@o ou as duas ou mais partes podem ser separadas por
sitios de entrada ribossomais internos (IRES), 0s quais levam a expressao
de duas ou mais proteinas separadas. Exemplos de genes marcador e re-
pérter incluem da B-lactamase, cloranfenicol acetiltransferase, (CAT), ade-
nosina desaminase (ADA), aminoglicosideo fosfotransferase (neo’, G418"),
diidrofolato redutase (DHFR), higromicina-B-fosfotransferase (HPH), timidina
quinase (TK), lacZ (codificando a PB-galactosidase), proteina ﬂUorescente
verde (GFP) e variantes suas e xantina guanina fosforibosiltransferase (XG-
PRT). Como com muitos dos procedimentos padrdo associados com a prati-
ca da invengao, artesdos versados estardo informados dos reagentes Uteis
adicionais, por exemplo, seqiiéncias adicionais que podem servir a fungéo
de um marcador ou repérter. Se a expressao do gene hibrido leva a um poli-
peptideo, o polipeptideb hibrido ira geralmente incluir uma primeira pofgéo e
uma segunda porgéo;‘ a primeira por¢cdo sendo um polipeptideo variante
EPO e a segunda porgdo sendo, por exemplo, o repértér descrito acima de
uma regiao constante de Ig ou parte de uma regido constante lg, por exem-
plo, os dominios CH2 e CH3 da cadeia pesada de I1gG2. Outros hibridos po-
deriam incluir uma seqiéncia de peptideo heterdloga para facilitar a purifica-
cao e/ou }detecgéo, por exemplo, de um sinalizador antigénico como, por e-
xemplo, um sinalizador myc, ou um sinalizador com ligagdo preferencial a
uma regiao, por exemplo, taq de quitina ou sinalizador His. Moléculas de
acido nucléico recombinantes também podem conter uma seqiiéncia de po-
linucleotideo codificando um polipeptideo variante EPO operativamente liga-
do a uma seqléncia de sinal heteréloga. Tais sequéncias de sinal podem
direcionar a proteina para diferentes compartimentos na célula e sdo bem-
conhecidas por alguém versado na técnica. Uma seqiiéncia de sinalizagéo
preferida é uma seqléncia que facilita a secrecdo da proteina resultante.
Preferivelmente, essas seqléncias de sinalizagdo e/ou taq s&o projetadas de

forma que elas possam ser clivadas da variante EPO depois da purificagdo
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para proporcionar uma proteina essencialmente pura sem dois muitos ami-
noacidos , preferivelmente ndo mais do que 10 aminoécidos adicionais para
o EPO final. Tais sitios de clivagem sdo bem-conhecidos na técnica e com-
preendem, por exemplo, sitios de clivagem de endopeptidase e sitios de cli-
vagem de inteina.

Outro aspecto da presente invengdo é uma célula hospedeira
geneticamente projetada com o pblinucleotl’ded ou o vetor conforme delinea-
do acima. As células hospedeiras que podem ser usadas para propositos da
invengdo incluem, mas ndo estéo limitadas, a células procaridticas tais como
bacterias (por exemplo, E. coli e B. subtilis), as quais podem ser transforma-
das com, por exemplo, vetores de expressdo de DNA de cosmideo, DNA
bacteriéfago recombinante ou DNA de plasmideo contendo as moléculas de
polinucleotideo da invengéo; células eucariéticas simples como levedura (por
exemplo, Saccharomyces e Pichia), as quais podem ser transformadas com,

~ por exemplo, vetores de expressado de levedura recombinantes contendo a

- molécula de polinucleotideo da invencéo; sistemas de célula de inseto como,

por exemplo, células Sf9 ou Hi5, as quais podem ser infectadas com, por

. exemplo, vetores de expressao de virus recombinante (por exemplo, baculo-

virus) contendo as moléculas de polinucleotideo da invencéo; odcitos Xeno-

pus, os quais podem ser injetados com, por exemplo, plasmideos; sistemas

. de célula vegetal, os quais podem ser infectados com, por exemplo, vetores

de expressao de virus recombinantes (por exemplo, virus mosaico de couve-
flor (CaMV) ou virus mosaico de tabaco (TMV)) ou transformados com veto-
res de expressdo de plasmideo recombinantes (por exemplo, plasmideo Ti)
contendo uma sequéncia de nucleotideo variante EPO; ou sistemas de célu-
la de mamifero (por exemplo, células COS, CHO, BHK, HEK293, VERO,
Hela, MDCK, Wi38, Swiss 3T3 e NIH 3T3) as quais podem ser transforma-
das com constructos de expressdo recombinantes contendo, por exemplo,
promotores derivados, por exemplo, do genoma de células de mamiferos
(por exemplo, o promotor de metalotioneina) de virus mamifero (por exem-
plo, o promotor tardio de adenovirus,‘ CMV IE e o promotor 7,5K do virus

vaccinia) ou de células bacterianas (por exemplo, a ligacdo do repressor tet
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é empregada nos sistemas tet-on e tet-off). Também uteis como células
hospedeiras sdo as células primarias ou secundarias obtidas diretamente de
um mamifero e transfectadas co um vetor de plasmideo ou infectadas com
um vetor viral. Dependendo da célula hospedeira e do respectivo vetor usa-
do para introduzir o polinucleotideo da invengéo o polinucleotideo pode inte-
grar, por exemplo, no cromossomo ou no DNA mitocondrial ou pode ser
mantido extracrdmossomalrhente como, por exemplo, epissomalmente ou
pode estar somente temporariamente compreendido nas células.

Uma vez que o EPO é altamente glicosilado in vivo, é desejévél
escolher um sistema de expressao, o qual proporcione a glicosila'géo fiel da
proteina. Consequentemente, é preferivel introduzir os polinucleotideos que
codificam variantes de partes do EPO da presente invengdo em células eu-
caridticas superiores, particularmente em células de mamifero, por exemplo,
células COS, CHO, BHK, HEK293, VERO, HelLa, MDCK, Wi38, Swiss 3T3
ou NIH 3T3. _

Outro aspe'cto da presente invencdo é um animal nao-humano
transgénico contendo um polinucleotideo, um vetor e/ou uma célula hospe-
deira conforme descrito acima. O animal pode ser um an'imal mosaico, 0 que
significa que somente parte das células compondo o corpo compreendem
polinuclebtideos, vetores e/ou células da presente invencao ou o animal po-
de ser um animal transgénico o que significa que todas as células do animal
compreendem os polinucleotideos e/ou vetores da presente invengéo ou séo
derivadas de uma célula da presente invengdo. Animais mosaicos ou trans-
génicos podem ser ou homo- ou heterozigéticos, em relagéo aos polinucleo-
tideos da presente invengao contidos na célula. Em uma modalidade preferi-
da, os animais transgénicos sdo ou animais "knock-out" ou "knock-in" homo-
ou heterozigdticos com relagdo aos genes os quais codificam para as protei-
nas da presente invengdo. Os animais podem, em principio, ser qualquer
animal, preferivelmente, entretanto, ele € um mamifero, selecionado do grupo
de primatas nao-humanos, cavalo, bovino, ovelha, cabra, porco, cachorro, gato,
bode, coelho, camundongo, rato, porquinho-da-india, hdmster ou gerbo.

Outro aspecto da presente invengédo € um processo para produ-
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zir um polipeptideo variante EPO codificado por um polinucleotideo da pre-
sente invengao compreendendo: o cultivo da célula hospedeira descrita aci-
ma e a recuperacgao do polipeptideo codificado pelo referido polinucleotideo.
Combinacdes preferidas de células hospedeiras e vetores sdo delineadas
acima e a combinacgdo adicional sera prontamente aparente para alguém
versado na técnica. Dependendo do uso posterior tencionado do peptideo
recuperado, um tipo celular adequédo pode ser escolhido. Conforme deline-
ado acima, células eucarioticas sao prefevrivelmente escolhidas, se for dese- -
jado que as proteinas produzidas pelas células exibam um padrao essenci-
almente natural de glicosilagéo e células procariéticas sdo escolhidas se, por
exemplo, glicosilacao ou outras modificagbes, as quais sdo normalmente
introduzidas nas proteinas somente em células eucariéticas, nao forem de-
sejadas ou necessarias.

E conhecido na técnica anterior que a farmacocinética dos far-

~ macos de proteina pode ser significativamente alterada por modificacdo da

‘proteina. Para EPO de comprimento total, foi descrito que a glicosilagéo,

particularmente a presenga de residuos de acido sialico no final das cadeias

- laterais de oligossacarideo, atribui para o tempo de circulagido (WO

95/05465) e que a remocao dos grupos de acido sidlico expde os residuos

de galactose, o que aumenta a depuragao pelo figado. Conseqglientemente,

. uma tentativa tomada para aumentar o tempo de circulagdo do EPO foi o

aumento nos residuos de &cido sialico. Varias tentativas, dessa forma, en-
volvem o fornecimento de sitios de glicosilagao adicionais (ver, por exemplo,
WO 91/05867, WO 94/09257 e WO 01/81405. Tais analogos de EPO modifi-
cados podem ter pelo menoé uma cadeia de carboidrato N-ligada ou O-
ligada adicional. Outras tentativas de aumentar a meia-vida do EPO envolve-
ram a adicao de residuos de polietilenoglicol (PEG) de comprimento de es-
trutura de aminoacido variada (ver, por exemplo, WO 00/32772, WO
01/02017, WO 03/029291. Outra tentativa usou a modificagdo de moléculas
EPO com pelo menos um oligossacarideo N-ligado ou O-ligado, as quais
foram ainda modificadas por oxidagéo,' sulfatacao, fosforilagao PEGilagédo ou
uma combinagao destes (ver WO 2005/025606). Todas essas tentativas po-
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dem ser igualmente empregadas para estender a meia vida das variantes
EPO da presente invengéo e, concordantemente, em uma modalidade prefe-
rida acima, o processo compreendendo ainda a etapa de modificacdo da
variante EPO, em que a modificagéo é selecionada do grupo consistindo em
oxidacgao, sulfatagdo, fosforilagdo, adigao de oligossacarideos ou combina-
¢Oes destes. Se a adigéo de outros oligonucleotideos N-ligados ou O-ligados
for desejada, é possivel introduzi-las pela introdugéo de sitios de glicosilagéo
adicionais conforme tem sido descrito. na técnica anterior, por exemplo, nas
posicoes 30, 51, 57, 69, 88, 89, 136 e/ou 138, se a respectiva posi¢ao esti-
ver presente na variante da presente invengao (ver WO 01/81405).

Outro aspecto da invengdo é um processo para produzir células
capazes de expressar pelo menos uma das variantes EPO compreendendo
células geneticamente projetadas in vitro com o vetor da reivindicagdo 3 ou
4, em que o(s) referido(s) polipeptideo(s) variante(s) é(séo) cddificado(s) por
um polinucleotideo da presente invencao.

Outro aspebto da invengcao é um polipeptideo com a seqdéncia
de aminoéacidos codificada por um polinucleotideo da invengdo ou obtenivel
pelo processo mencionado acima. Os polipeptideos da inveng¢do incluem
todos aqueles descritos aqui e fragmentos desses polipeptideos, os quais
carregam entre anulagdes 1 e 10N- e/ou C-terminais. Preferivelmente, as
anulagdes sao de menos de 10, menos de 9, menos de 8, menos de 7, me-
nos de 6, menos de 5, menos de 4, menos de 3, menos de 2 ou menos de 1
aminoacido. Os polipeptideos embarcados pela invengdo também incluem
proteinas de fusdo que contém ou a variante da por¢do EPO conforme indi-
cado nas SEQ ID NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 e 22 ou a versao
humanizada de 14, 16, 18, 20 e 22 ou um fragmento seu conforme definido
acima fundido com uma sequéncia de aminoacido néo-relacibnada. As se-
quéncias ndo-relacionadas podem compreender dominios funcionais adicio-
nais ou peptideos de sinalizagdo. Peptideos de sinalizacdo estdo descritos
em maiores detalhes e exemplificados abaixo.

Os polipeptideos podem ser qualquer um daqueles descritos
acima, mas com nao mais do que 10 (por exemplo, ndo mais do que: 10,
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nove, oito, sete, seis, cinco, quatro, trés, dois ou uma) substituicdes conser-
vativas. Substituicdes conservativas sao conhecidas na técnica e tipicamen-
te incluem a substituicdo de, por exemplo, um aminoédcido polar com outro
aminoacido polar e um aminoéacido acido com outro aminoécido acido. Con-
cordantemente, substituicbes conservativas preferivelmente incluem substi-
tuicbes com os seguintes grupos de aminodcidos: glicina, alanina, valina,
prolina, isoleucina e leucina (cadeia lateral alifatica, ndo-polar); acido aspar-
tico e acido glutamico (cadeia lateral negétivamente carregada); asparagina,
glutamina, metionina, cisteina, serina e treonina (cadeia lateral polar ndo-
carregada); lisina, histidina e arginina; e fenilalanina, triptofano e tirosina
(cadeia lateral aromatica); e lisina, arginina e histidina (cadeia lateral positi-
vamente carregada). E bem-conhecido na técnica como determinar o efeito
de uma dada substituigdo, por exemplo, no pKj, etc. Tudo o que é requerido

de um polipeptideo com uma ou mais substituigdes conservativas é que ele

~ tenha pelo menos 50% (por exemplo, pelo menos: 55%; 60%; 65%, 70%;
75%; 80%; 85%; 90%; 95%; 98%; 99%; 99,5%; ou 100% ou mais) da capa-

cidade da variante EPO inalterada de proteger os neurdnios de dano/morte

. celular (por exemplo, por apoptose ou necrose), em que a morte celular é

induzida por privagao de oxigénio e/ou glicose, por exposi¢ao tdxica, quimi-

ca, fisica, mecénica, inflamatéria ou de radiagdo ou por infecgéo viral ou bac-

. teriana.

Tanto polipeptideos quanto peptideos podem ser produzidos por

~ técnicas de DNA recombinante in vitro padrao e transgénese in vivo, usando

sequéncias de nucleotideos codificando os polipeptideos ou peptideos apro-
priados. Métodos bem-conhecidos por aqueles versados na técnica podem
ser usados para construir vetores de expressao contendo sequéncias codifi-
cantes relevantes e sinais de controle de transcrigdo/tradugcao apropriados.
Ver, por exemplo, as técnicas descritas em Sambrook et al., Molecular Clo-
ning: A Laboratory Manual (22 Ed.) [Cold Spring Harbor Laboratory, N. Y.,
1989] e Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology [Green Publi-
shing Associates e Wiley Interscience, N.Y., 1989].

Polipeptideos e fragmentos da invencdo também incluem aque-
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les descritos acima, porém modificados para uso in vivo pela adicdo, nas
extremidades amino- e/ou carbdxi-terminais, de agentes e bloqueio para fa-
cilitar a sobrevivéncia do polipeptideo relevante in vivo. Isso pode ser util
naquelas situagOes nas quais o peptideo terminal tende a ser degradado
pelas proteases antes da absorgao celula‘r. Tais agentes blogueadores po-
dem incluir, sem limitagdo, seqiéncias peptidicas relacionadas ou nio-
relacionadas adicionais que podem ser ligadas aos residuos amino e carbé-
xi-terminais do peptideo a ser administrado. Isso pode ser feito ou quimica-
mente durante a sintese do peptideo ou por tecnologia do DNA recombinan-
te por métodos familiares aos artesdos de habilidade mediana.

Alternativamente, agentes bloqueadores, tais como &cido piro-
glutdmico ou outras moléculas conhecidas na técnica podem ser ligadas aos
residuos amino- e carboxi-terminais, ou o grupo amino no amino terminal ou
o grupo carboxila no carbéxi-terminal pode ser substituido com uma diferen-
te porcao. Da mesma forma, os peptideos podem ser covalentemente ou
héo-covalentemente aéoplados a proteinas "carreadoras" farmaceuticamen-
te aceitaveis antes da administragdo.

O termo fragmento de peptideo ou polipepfideo ‘isolado”, con-
forme aqui utilizado, refere-se a um fragmento de peptideo ou polipeptideo o
qual ou ndo tem uma contraparte de ocorréncia natural ou foi separado ou
purificado de componentes os quais naturalmente o acompanham, por e-
xemplo, em tecidos tais como lingua, pancreas, figado, baco, ovario, testicu-
lo, musculo, tecido de articulagdo, tecido neural, tecido gastrointestinal ou
tecido tumoral ou fluidos corporais tais como sangue, soro ou urina. Tipica-
mente, o fragmento de peptideo ou polipeptideo é considerado "isolado"
quando ele esta pelo menos 70%, por peso seco, livre das proteinas e ou-
tras moléculas orgénicas de ocorréncia natural com a qual ele esta natural-
mente associado. Preferivelmente, uma preparagdo de um polipeptideo (ou
fragmento de peptideo seu) da invengéo é pelo menos 80%, mais preferi-
velmente pelo menos 90% e mais preferivelmente pelo menos 99%, em pe-
so seco, o polipeptideo (ou o fragmento de peptideo seu), respectivamente,

da invengao. Dessa forma, por exemplo, uma preparagéo do polipeptideo x é
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pelo menos 80%, mais preferivelmente pelo menos 90%, e mais preferivel-
mente 99% em peso seco, de polipeptideo x. Uma vez que um polipeptideo
que € quimicamente sintetizado &, por sua natureza, separado dos componen-
tes que naturalmente o0 acompanham, o polipeptideo sintético é "isolado".

Um polipeptideo isolado (ou fragmento de peptideo) da invencao
pode ser obtido, por exemplo, pela extragdo de uma fonte natural (por e-
xemplo, de fluidos de tecidos ou Corporais); pe‘Ia'expresséo de um acido nu-
cléico recombinante que codifica o polipéptl’deo; ou por sintese quimica. Um
polipeptideo que é produzido em um sistema celular diferente da. fonte da
qual ele naturalmente se origina é "isolado", porque sera necessario ser livre
de componentes os quais naturalmente o acompanham. O grau de isolamen-
to ou pureza pode ser medido por um método apropriado, por exemplo, croma-
tografia em coluna, eletroforese em gel de poliacrilamida ou anélise de HPLC.

Outro aspecto da invengdo € um anticorpo, o qual especifica-

. mente se liga ao polipeptideo variante EPO codificado por polinuclleotl'deos

da invengéo ou obteniveis pelo processo mencionado acima. O termo "anti-

corpo” compreende anticorpos monoclonais ou policlonais e seus fragmen-

. tosde ligac&o, particularmente fragmentos Fc assim como os chamados "an-
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ticorpos de cadeia individual" (Bird R. E. et al (1988) Science 242:423-6),

anticorpos quiméricds, humanizados, particularmente CDR-enxertados, e dia

. por tetracorpos (Holliger P. et al (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.

90:6444-8). Sao também compreendidas imunoglobulinas como proteinas
que sao selecionadas através de técnicas incluindo, por exemplo, exposicao
de fago para se ligar especificamente aos polipeptideos da presente inven-
¢ao. Nesse contexto, o termo "ligagdo especifica" refere-se a anticorpos
promovidos contra peptl'debs derivados de jungbes de unido ou jungdes cri-
adas por outros processos, por exemplo, ENIT | RVGQ de hS3, VGQQ | AL-
LV de h1-4, VNFY | ALLV de h1-5, KRME | PWEP de hS4, ITVP | GPVG de
h1-1, LNEN | NHC de h2-l, KRME | KELM de mS, LLAN | FLRG de mG3, -
DTFC | RRGD de mGS5, KVNF | LRGK de m301 ou LSEA | VHGR de mKa3.

Tais peptideos podem compreender mais ou menos aminoacidos N- ou C-

terminais. Um anticorpo € considerado como sendo especifico para a varian-
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te EPO, se sua afinidade para a variante for pelo menos 50 vezes superior,
preferivelmente 100 vezes superior, mais preferivelmente pelo menos 1000
vezes superior do que para o EPO humano ou de murino de comprimento

total. Preferivelmente anticorpos especificos da presente invengdo ndo se

ligam ou essencialmente ndo se ligam ao EPO humano ou de murino de

comprimento total. E bem-conhecido na técnica como fazer anticorpos e se-
lecionar anticorpbs com uma dada especificidade. - '
Outro aspecto da presente invengdo envolve o uso de um poli-
nucleotideo, um vetor, uma célula hospedeira ou um polipeptideo da presen-
te invengéo para a produgdo de um medicamento para o tratamehto ou pre- -
vencao de uma condi¢@o associada com o dano tecidual devido & morte ce-
lular (por exemplo, apoptose e necrose). A apoptose ou necrose leva a des-
truicdo celular, a qual pode ser prevenida ou melhorada ao usar um polinu-
cleotideo, vetor, célula hospedeira ou polipeptideo da presehte invencao. A
morte celular pode ser induzida por muitos estimulos internos e -externos
diferentes e incluem, pfeferivelmente, isquemia, hipdxia, infecgdo bacteriana
ou viral, radiagdo, ou induzida por estimulos metabdlicos, téxicos, quimicos,
auto-imunoldgicos ou traumaticos. E bem-conhecido na iécnica como detec-
tar morte celular como, por exemplo, usando critérios morfolégicos, um en-
saio de TUNNEL, ensaio de MTT, ensaio de vida/morte por'manchamentol

(por exemplo, manchamento com brometo de etidio e laranja acridina), en-

saio de caspase, microscopia eletronica, corrida de DNA ou o ensaio de libe-
ragao de LDH descrito abaixo. Por exemplo, apoptose é caracterizada por
fragmentagdo de cromatina, extravasamento dos conteudos celulares e e-
ventualmente morte da célula. Ela foi reconhecida por desempenhar um pa-
pel em muitos processos patolégicos agudos ou crénicos. Concordantemen-
te, um uso preferido da presente invengdo compreende a administragdo de
polinucieotideos, vetores, células hospedeiras ou polipeptideos da presente
invengao para prevenir, tratar ou melhorar disturbios neurodegenerativos ou
neurinflamatérios agudos e crénicos, disturbio agudo ou crénico do coracédo
(por exemplo, enfarte do miocardio), pulméo (por exemplo, asma, doenca

pulmonar obstrutiva cronica), rim (por exemplo, glomerulonefrite), figado (por
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exemplo, faléncia hepatica crénica) ou pancreas (por exemplo, pancreatite),
assim como condigbes associadas com transplante de célula (por exemplo,
célula tronco) ou 6rgéo (por exemplo, rim ou figado). Nesse aspecto, é tam-
bém previsto que as variantes EPO da presente invengédo podem ser inclui-
das em solugbes de estocagem usadas para estocar 6rgdos ou membros
para transporte e/ou depois de injlria traumética.

Disturbios neurodegeherativos agudos incluem, mas ndo estdo
limitados, a varios tipos de disturbios néurodegenerativos agudos associa-
dos com a morte celular neuronal, incluindo insuficiéncia cerebrovascular,
trauma cerebral focal ou difuso, dano cerebral difuso e injuria da medula es-
pinal. Exemplos de disturbios neurodegenerativos agudos s&o: isquemia ou
enfarte cerebral incluindo oclusdo embdlica e oclusao trombotica, reperfusio
seguido de isquemia aguda, injuria hipéxica-isquémica perinatal, parada car-

diaca, assim como hemorragia intracranial de qualquer tipo (tal como epidu- -

~ ral, subdural, subaraquindide e intracerebral) e lesdes intracraniais e intra-

vertebrais (tais como contuséo, penetragéo, corte, compresséo e laceragio),
encefalite infecciosa da sindrome de crianga sacudida ("whiplash shaken

. infant syndrome") (por exemplo, herpes encefalite), meningite (por exemplo,

bacteriana), dor de cabega (por exemplo, enxaqueca).

Disturbios neurodegenerativos crénicos que podem ser tratados

. como as variantes EPO da presente invengao incluem, mas ndo estéo limi-

tadas, a deméncias (por exemplo, doenga de Alzheimer, deméncias vascula-
res), doenga de Pick, doencga do corpo de Lewy difuso, paralisia supranucle-
ar progressiva (sindrome de Steel-Richardson), esclerose muiltipla, atrofia
sistémica multipla (incluindo sindrome de Shy-Drager), condigdes epiléticas
crénicas associadas com heurodegeneragéo, doencgas neuronais motoras
incluindo esclerose lateral amiotréfica, ataxias degenerativas, degeneragéo
basal cortical, complexo de Guam-Parkinson-deméncia-SLA, panencefalite
esclerosante subaguda, doenga de Huntington, doenca de Parkinson, sinu-
cleinopatias (incluindo atrofia sistémica muiltipla), afasia progressiva primaria,
degeneragdo estriatonigral, doenca de Machado-Joseph/ataxia espinocere-

belar tipo 3 e degeneragbes olivopontocerebelares, doenca de Gilles de La
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Tourette, paralisia bulbar e pseudobulbar, atrofia muscular espinal e espino-

bulbar (doenga de Kennedy), esclerose lateral primaria, paraplegia espéstica

“familial, doenga de Werdnig-Hoffman, doenca de Kugelberg-Welander, do-

enca de Tay-Sach, doenga de Sandhoff, doenca espastica familial, parapa-
rese espastica, leucoencefalopatia multifocal progressiva, disautonomia fa-
milial (sindrome de Riley-Day), e doengas de prion (incluindo, mas sem se
limitar, a doenga'de Creutzfeldt-Jakob, Gerstmann-Strussler-Scheinker, Kuru
e insbnia familial fatal), polineuropatias (por exemplo, diabética, alcool-
toxica, sindrome Guillain-Barré, polineuropatia desmielinizante inflamatdria
crbnica), doengas de prion, vicio, distlrbios afetivos (por exemplo, depres- -
sao), disturbios esquizofrénicos, sindrome da fadiga crénica, dor crénica (por
exemplo, dor nas costas inferior). '

Outro aspecto da presente invengdo. envolve o uso de um poli-
nucleotideo, um vetor, uma célula hospedeira ou um polipepti’deo da presen-
te invencao para a produgéo de um agente antienvelhecimento. A base para
essa aplicagcao das variantes EPO da presente invengao é o fato de que a
deteriorag@o progressiva da maioria das fungdes corporais, as quais acom-
panham o envelhecimento, tem sido associadas com a morte celular e é,
dessa forma, previsto que as variantes EPO da presente invencéo, as quais
somente fornecem o efeito protetor celular benéfico, podem ser tomadas
continuamente sem sofrer os efeitos colaterais geralmente associados com a
administragdo continua de EPO, o que, entretanto, pode ser atribuido ao
efeito eritropoiético do EPO.

Os inventores também descobriram surpreendentemente que
os &cidos nucléicos e proteinas de acordo com a invengcdo possuem proprie-
dades antiinflamatorias surpreendentes (ver figuras e experimentos). Dessa
forma, essas variantes EPO s&o Uteis no tratamento da inflamacéo e de do-
encas degenerativas. Ddengas inflamatdrias sdo doengas tais como, porém
sem se limitar, a esclerose muiltipla, infecgdes virais e bacterianas ou sepsia.
Doengas degenerativas sao doengas tais como, porém nédo limitadas, a apo-
plexia, enfartes do miocardio. '

A invencao também refere-se a todos os tipos e formas de ex-
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pressao in vivo dos acidos nucléicos de acordo com a invencdo. Ela ainda
refere-se a células transformadas, particularmente a células tronco as quais
sao usadas como agentes terapéuticos. Tais células podem ser estavelmen-
te transformadas com um &cido nucléico de acordo com a invengdo. O &cido
nucléico pode estar em um casssete onde ele é operativamente ligado a um
promotor. O promotor pode ser capaz de direcionar a expressdo somente
em tecidos particulares, tais como, porém sem se limitar, a tecido neuronal
ou ao cérebro ou tecido o qual exibe inflamagéo ou degeneracgdo. Ensina- -
mentos respectivos podem ser tomados do WO 97/14307. |

A atividade (em unidades) de polipeptideo EPO é tradicional-
mente definida baseando-se na sua eficcia na estimulagéo da produgdo de
hemacias em modelos de roedores (e conforme derivado por padrdes inter-
nacionais de EPO). Uma unidade (U) de EPO regular (PM de cerca de
34.000) € cerca de 10 ng de proteina (1 mg de proteina é aproximadamente

. 100.000 U). Entretanto, conforme mencionado, a inveng¢éo envolve o uso de

formas ndo-hematopoiéticas da eritropoietina, e como tais, essa defini¢gao
baseada na atividade hematopoiética é inapropriada. Dessa forma, conforme

- aqui utilizado, a unidade de atividade da variante EPO é definida como a
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quantidade de proteina necessaria para eliciar a mesma atividade em siste-

mas celulares neurais ou outro responsivo & eritropoietina conforme é elicia-

. do por EPO natural no mesmo sistema. O artes@o versado ird prontamente
determinar as unidades de um EPO nao-hematopoiético seguindo as orien-

tagOes aqui. ‘

Em um outro aspecto, a presente invencao fornece uma compo-
sicao farmacéutica compreendendo um polinucleotideo, um vetor, uma célu-
la hospedeira, um polipepﬁdeo e/ou um anticorpo da presente invengéo e
um ou mais veiculos farmaceuticamente aceitaveis.

Na pratica de um aspecto da presente invengdo, uma composi-
¢ao farmacéutica conforme descrito acima pode ser administrada a um ma-
mifero por qualquer via a qual proporcione um nivel suficiente de uma vari-
ante de eritropoietina. Ela pode ser administrada sistematicamente ou local- _

mente. Tal administragao pode ser de forma parenteral, transmucosal, por
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exemplo, oral, nasal, retal, intravaginal, sublingual, submucosal ou transdér-
mica. Preferivelmente, a administracao é parenteral, por exemplo, através de
injecao intravenosa ou intraperitoneal, e também incluindo, mas sem se limi-
tar, a administragéo intra-arterial, intramuscular, intradérmica e subcutanea.
Se a composicdo farmacéutica da presente invencédo for administrada local-
mente, ela pode ser injetada diretamente no 6rgdo ou tecido a ser tratado.
Em casos de tratamento do sistema nervoso, essa via de administracao in-
clui, porém nao estd limitada, as vias de administragdo intracerebral, intra-
ventricular, intracerebroventricular, intrateéal, intracisternal, intra-espinal e/ou
peri-espinal, as quais podem empregar agulhas' intracraniais e'intraverte-
brais, e cateteres com ou sem dispositivos de bomba.

Em uma modalidade preferida da cbmposigéo farmacéutica
compreende um polipetideo variante EPO em uma forma de unidade de do-
sagem adaptada para a protegdo ou intensificacdo de células, tecidos ou
orgaos EPO-responsivos, os quais compreendem, por unidade de dosagem,
uma quantidade ndo-toxica eficaz na faixa de cerca de 0,5 mg até 5 mg de
variantes EPO/ 0,6 mg até 5 mg de variantes EPO; 0,7 mg até 5 mg de vari-
antes EPO; 0,8 mg até 5 mg de variantes EPO; 0,9 mg até 5 mg de variantes
EPO; 1 até 5 mg de variantes EPO; 1,5 até 5 mg de variantes EPO; 2 até 5
mg de variantes EPO; 2,5 até 5 mg de variantes EPO: 3,5 até 5 mg de vari- -
antes EPO; 4 mg até 5 mg de variantes EPO; ou 4,5 até 5 mg de variantes
EPO e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Em uma modalidade preferida, um polipeptideo variante EPO
pode ser administrado sistematicamente em uma dosagem entre 100 nano-
gramas até cerca de 50 microgramas por Kg de peso corporal, preferivel--
mente de cerca de 20 microgramas até cerca de 50 microgramas por Kg de
peso corporal. Tais niveis de soro podem ser alcangados em cerca de 1, 2,
3,4,5,6,7,8, 9 ou 10 horas pds-administracdo. Tais dosagens podem ser
repetidas conforme necessario. Por exemplo, a administragdo pode ser repe-
tida diariamente, ou a cada outro, terceiro, quarto, quinto, sexto ou sétimo
dia, contanto que seja clinicamente necessério, ou depo’is de um intervalo

apropriado, por exemplo, a cada 1 a 12 semanas, preferivelmente, a cada 3
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a 8 semanas. Em uma modalidade, a quantidade eficaz de variante EPO e
um veiculo farmaceuticamente aceitdvel pode ser empacotada em um Unica
frasco de dose individual ou outro recipiente. Dependendo da doencga ou
condigcao respectivamente tratada, a variante EPO pode ser administrada em
uma unica dose, por um periodo predeterminado de tempo ou continuamen-
te. Quando uma condigdo ou doenca aguda ¢ tratada, ele deve ser suficiente
para proporcionar o paciente com uma unica dose de variante EPO ou por
um periodo de, por exemplo, por 2 dias até 12 meses, preferivelmente 1 se- -
mana até 6 meses, mais preferivelmente 2 semanas até 3 meses. Se uma
doenca ou condi¢do crbnica ¢ tratada ou se a variante EPO é usada para
prevenir ou reduzir a deterioragdo associada com o envelhecimento, a vari-
ante EPO pode ser administrada continuamente. Se a variante EPO da pre-
sente invengao for administrada por um dado periodo de tempo ou continu-

amente, ela é preferivelmente administrada nos intervalos e intervalos prefe-

. ridos indicados acima. Os intervalos necessarios irdo depender em parte do

nivel de soro da variante EPO necessario para tratar ou melhorar a doenca
respectiva e na farmacocinética da variante EPO respectiva, a qual ird em

. parte depender das modificagdes do EPO, por exemplo, por PEG. Estara na

discricdo do médico determinar a duragdo, dose e tipo exatos da variante

EPO levando em consideragéo, por exemplo, a condigdo do paciente a ser

. tratado, a severidade da condigao, etc.

Para outras vias de administracdo, tais como pelo uso de um
perfusato, inje¢do em um érgao ou outra administragao local, uma composi-
¢ao farmacéutica iré ser fornecida, a qual resulta em niveis similares de uma
variante EPO conforme descrito acima. Um nivel de cerca de 10 pg/mL até
cerca de 1000 ng/mL é deséjado. }

As composi¢oOes farmacéuticas da invengdo podem compreen-
der uma quantidade terapeuticamente eficaz de um composto, por exemplo,
polinucleotideo, polipeptideo, célula ou vetor, e um veiculo farmaceutica-
mente aceitavel. Em uma modalidade especifica, o termo "farmaceuticamen-
te aceitavel" significa aprovado por urha agéncia regulatéria do governo fe-

deral ou estadual ou listado na Farmacopéia Americana ou outra farmaco-
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péia geralmente reconhecida para uso em animais, e mais particularmente
em seres humanos. O termo "veiculo" refere-se a um diluente, adjuvante,
excipiente ou veiculo com o qual o terapéutico é administrado. Tais veiculos
farmacéuticos podem ser liquidos estéreis, tais como solu¢des salinas em
agua e Oleos, incluindo aqueles de origem de petréleo, animal, vegetal ou
sintética, tais como Oleo de amendoim, dleo de soja, 6leo mineral, dleo se
sésamo e similars. Uma solugéo salina é um veiculo preferido quando a
composigdo farmacéutica é administrada intravenosamente. Solugcbes sali-
nas e dextrose aquosa e solugbes de glicerol também podem ser empregé-
das como veiculos liquidos, particularmente para solugdes injetévéis. Excipi-
entes farmaceuticamente adequados incluem amido, glicose, lactose, saca-
rose, gelatina, malte, arroz, farinha, giz, silica-gel, estearato de sodio, mono-
estearato de glicerol, talco, cloreto de sédio, leite desnatado seco, glicerol,
propilenoglicol, agua, etanol e similars. A composigdo, caso desejado, tam-
bém pode conter quantidades menores de agentes umidificantes ou emulsi-
ficantes, ou agentes tamponantes de pH. Essas composicdes podem tomar
a forma de solucgdes, Suspensées, emulsdo, comprimidos, pilulas, capsulas,
pos, formulagdes de liberagdo sustentada e similars. A cbmposigéo pode ser
formulada cofno um supositério, com aglutinantes tradicionais e veiculos tais
como triglicerideos. Os compostos da invengdo podem ser formulados como
formas de sal ou neutras. Sais farmaceuticamente aceitaveis incluem aque-
les formados com grupos amino livres tais como aqueles derivados dos 4ci-
dos cloridrico, fosforico, acético, oxalico, tartarico, etc., e aqueles formados
com grupos carboxila livres tais como aqueles derivados de hidroxidos de
sodio, potassio, aménio, caicio, férrico, isopropilamina, trietilamina, 2-

etilaminoetanol, histidina, procaina, etc. Exemplos de veiculos farmaceuti-

camente adequados estdo descritos em "Remington's Pharmaceutical Sci-

ences" por E. W. Martin. Tais composigdes conterdo uma quantidade tera-
peuticamente eficaz do composto, preferivelmente na forma purificada, jun-
tamente com uma quantidade adequada de veiculo de forma a fornecer a
forma para a administragao prépria para o paciente. A formulacdo deve de

adequar ao modo de administragao.
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Composic¢des farmacéuticas adaptadas para administracéo oral
podem ser fornecidas como capsulas ou comprimidos; como pds ou granu-
los; como solugbes, xaropes ou suspensdes (em liquidos aquosos ou néo-
aquosos); como espumas ou sobremesas comestiveis. Comprimidos ou
capsulas de gelatina dura podem compreender lactose, amido ou seus deri-
vados, estearato de magnésio, sacarina sddica, celulose, carbonato de
magnésio, acido estearico ou seus sais. Cépéulas de gelatina mole podem‘
compreender Oleos vegetais, ceras, gorduras, polidis liquidos ou semi- -
solidos, etc. Solugdes e xaropes podem compreender agua, polidis e agulcares.

Um agente ativo tencionado para administragdo oral pode ser
revestido com ou misturado com um material que retarde a desintegragéo
e/ou absor¢édo do agente ativo no trato gastrointestinal (por exemplo, mono-
estearato de glicerila ou diestearato de glicerila podem ser usados). Dessa
forma, a liberagdo sustentada do agente ativo pode ser alcancada durante

_ muitas horas e, caso necessario, 0 agente ativo pode ser protegido de ser

-degradado no estdmago. Composicdes farmac_éutiéas para administracao

oral podem ser formuladas para facilitar a liberagdo de um agente ativo em

- um local gastrointestinal particular devido a condi¢cbes enzimaticas ou pH

especifico.

Composigdes farmacéuticas adaptadas para administragéo

. transdérmica podem ser fornecidas como placas discretas tencionados a

permanecer em contato intimo com a epiderme do receptor por um periodo
prolongado de tempo. Composi¢des farmacéuticas adaptadas para adminis-
tracdo topica podem ser fornecidas como unguentos, cremes, suspensdes,
logbes, pos, solugdes, pastas, géis, borrifos, aerossois ou 6leos. Para admi-
nistragc&do topica a pele, boca, olho ou outros tecidos externos, um ungiiento
topico ou creme ¢é preferivelmente usado. Quando formulado em um ungiien-
to, o ingrediente ativo pode ser empregado ou com uma base de unguento
parafinico ou miscivel em agua. Alternativamente, o ingrediente ativo pode
ser formulado em um creme com uma base 6leo-em-agua ou com uma base
égua-em-éleo. Composigdes farmacéuticas adaptadas para administracdo

topica ao olho inclui gotas oftalmicas. Nessas composicdes, o ingrediente
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ativo pode ser dissolvido ou suspenso em um veiculo adequado, por exem-

plo, em um solvente aquoso. Composi¢cdes farmacéuticas adaptadas para

administragéo topica na boca inclui "lozenges" pastilhas e enxaguies bucais.

- Composigbes farmacéuticas adaptadas para administragao na-
sal podem compreender veiculos sélidos tais como pos (preferiveimente com
um tamanho de particula na faixa de 20 a 500 microns). Pés podem ser ad-
ministrados de forma na qual a dose é consumida, isto &, por inalagdo répida
através do nariz de um recipiente de p6 mantido proximo ao nariz. Alternati-
vamente, composigoes adotadas para administragao nasal podem compré-
ender veiculos liquidos, por exemplo, borrifos nasais ou gotas naséis. Essas -
composi¢des podem compreender solugdes aquosas ou oleosas do ingredi-
ente ativo. Composi¢des para administragdo por inalagdo podem ser forne-
cidas em dispositivos especialmente adaptados incluindo, mas sem se limi-
tar, a aerossois pressurizados, nebulizadores ou insufladores, os quais po-
dem ser construidos de forma a fornecer dosagens predeterminadas do in-
grediente ativo. Em uma modalidade preferida, composigdes farmacéuticas
da invengéo sao administradas através da cavidade nasal para os pulmdes.

Composigbes farmacéuticas adaptadas para administragéo retal
podem ser fornecidas como supositérios ou enemas. Composicdes farma-
céuticas para administracao vaginal podem ser fornecidas como formulagbes
de pessarios, tamp0es, cremes, géis, pastas, espumas ou borrifos.

Composigbes farmacéuticas adaptadas para administracdo pa-
renteral incluem solugdes ou suspensdes injetaveis estéreis aquosas e nao-
aquosas, as quais podem conter antioxidantes, tampdes, bacteriostaticos e
solutos que tornam as composicoes substancialmente isotdnicas com o san-
gue de um receptor tencionado. Outros componentes que podem estar pre-
sentes em tais composigdes incluem agua, alcoois, polidis, glicerina e dleos
vegetais, por exemplo. Composi¢des adaptadas para administragdo parente-
ral podem ser apresentadas em recipientes de dose unitdria ou de dose mul-
tipla, por exemplo ampolas fechadas e frasquinhos, e podem ser estocadas
em uma condi¢éo seca por congelamento (liofilizada) requerendo somente a

adicdo de um veiculo liquido estéril, por exemplo, solugdo salina estéril para
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inje¢coes, imediatamente antes do uso. Solugdes e suspensdes de inje¢do
extemporéaneas podem ser preparadas a partir de granulos, comprimidos e
pos estéreis. Em uma modalidade, um auto-injetor compreendendo uma so-
lugéo injetavel de um variante EPO pode ser fornecida para uso emergencial
por ambulancias, salas de emergéncia e situagdes de campo de guerra, e
mesmo para auto-administracdo em um ambiente doméstico, particularmen-
te onde a possibilidade de amputagéo traumética pode ocorrer, tal como pelo
uso imprudente de uma segadeira. A probabilidade de que as células e teci-
dos em um pé ou dedo grave ira sobreviver depois do religamento pode ser
aumentada pela administracdo de um variante EPO em sitios multiplos na
parte em gravidade tao logo quanto praticavel, mesmo antes da chegada do
pessoal medico no local, ou a chegada do individuo afligido gravemente com
o dedo na sala de emergéncia.

Em uma modalidade preferida, a composicdo é formulada de

 acordo com os procedimentos de rotina como uma composicao farmacéutica

-adaptada para administragdo intravenosa a seres humanos. Tipicamente,

composi¢cdes para administracéo intravenosa sdo solugdes em tampao a-

. quoso isotonico estéril. Onde necessario, a composigao também pode incluir

um agente solubilizante e um anestésico local, tal como lidocaina para aliviar

a dor no local da inje¢do. Geralmente, os ingredientes sao fornecidos ou se-

. paradamente ou misturados juntos em uma forma de dosagem unitéria, por

exemplo, como um po liofilizado seco ou um concentrado sem agua em um
recipiente hermeticamente fechado tal como em uma ampla ou saché indi-
cando a quantidade de agente ativo. Onde a composi¢ao évpara ser adminis-
trada por infuséo, ela pode ser dispersa com uma garrafa de infusdo conten-
do solugao salina ou agua de grau farmacéutico estéril. Onde a composigéo
€ administrada por inje¢do, uma ampola de solugédo salina estéril pode ser
fornecida de forma que os ingredientes podem ser misturados antes da ad-
ministracao.

» Supositorios geralmente contém ingrediente ativo na faixa de
0,5% até 10% em peso; formulagc”)esv orais preferivelmente contém 10% a
95% de ingrediente ativo.
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Um'a composi¢ao perfusato pode ser fornecida para uso em ba-
nhos de érgéos transplantados, para perfuséo in situ, ou para administragdo
a vasculatura de um 6rgao doador antes da coleta do 6rgéo.

Tais composi¢gdes farmacéuticas podem compreender niveis de
uma variante EPO ou de uma forma de uma variante EPO ndo adequada
para administragao aguda ou crénica, local ou sistémica a um individuo, mas
ira servir as fungbes tencionadas aqui em um cadaver, banho de 6rgéo, per-
fusato de 6rgdo ou em um perf‘usato in situ antes da remogao ou redugao
dos niveis de variante EPO contidos ali antes da exposigdo ou retorno do
6rgéo ou tecido tratado a circulagao regular. |

A invengao também fornece uma embalagem ou kit farmacéutico
compreendendo um ou mais recipientes enchidos com um ou mais dos in-
gredientes das composigdes farmacéuticas da invengdo. Opcionalmente as-
sociado com tal(s)is recipiente(s) pode ser um boletim na forrha prescrita por
uma agéncia governamental regulando o produto, o uso ou a vehda de pro-
dutos farmacéuticos ou bioldgicos, cujo boletim reflete a aprovacéo pela a-
géncia de producgao, uso ou venda para administracao humana.

Em outra modalidade ,por exemplo, varlante EPO pode ser dis-
tribuida em um sistema de liberagdo controlada. Por exemplo, o polipeptideo
pode ser administrado usando infuséo intravenosa, uma bomba osmotica
implantavel, uma placa transdérmico, lipossomas ou outras formas de admi-
nistracdo. Em uma modalidade, uma bomba pode ser usada (ver Sefton
(1987) CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14: 201; Buchwald et al. (1980) Surgery
88:507; Saudek et al. (1989) N. Eng. J. Med. 321: 574). Em outra modalida-
de, o composto pode ser distribuido em uma vesicula, particularmente em
um lipossoma (ver Langer (1990) Science 249:1527-1533: Treat et al.v (1989)
em Liposomes in the Therapy of Infectious Disease and Cancer, Lopez-
Berestein e Fidler (eds.), Liss, N. Y. 353-365; WO 91/04014; U.S.
4.704.355). Em outra modalidade, materiais poliméricos podem ser usados
(ver Medical Applications of Controlled Release (1974) Langef e Wise (eds.),
CRC Press: Boca Raton, Fla.; Controlled Drug Bioavailability, Drug Product
Design and Performance, (1984) Smolen e Ball (eds.), Wiley: N.Y.; Ranger e
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Peppas (1953) J. Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23: 61; ver também

Levy et al. (1985) Science 228:190; During et al. (1989) Ann. Neurol. 25: 351

; Howard et al. (1989) J. Neurosurg. 71: 105). _
Em ainda outra modalidade, um sistema de liberagdo controlada

pode ser colocado em proximidade do alvo terapéutico, isto é, as células,

tecido ou 6rgéo alvo, requerendo dessa forma uma fragéo da dose sistémica

(ver, por exemplo, Goodson (1984) 115-138 em Medical Applications of Con-
trolled Release, vol. 2). Outros sistemas de liberagao controlada sdo dISCUtI-
dos na revisao por Langer (1990, Science 249: 1527- -1533).

Em outra ‘modalidade, variante EPO, conforme propriamente
formulada, pode ser administrada por administragéo nasal, oral, retal, vaginal
ou sublingual.

Em uma modalidade especifica, pode ser desejavel administrar

as composicdes farmacéuticas da invengao localmente para a area necessi- -

_ tada de tratamento; isso pode ser alcangado, por exemplo, e ndo a titulo de

‘limitagao, por infuséo local durante a cirurgia, aplicagéo tdpica, por exemplo,

juntamente com um curativo de ferimento apds a cirurgia, por aplicacéo topi-

. ca, por exemplo, juntamente com um curativo de ferimento depois de cirurgi-

20

25

30

a, por injecao, através de um cateter, através de um supositério ou através

de um implante, o referido implante sendo um material poroso, ndo-poroso

. ou gelatinoso, incluindo membranas, tais como membranas silasticas, ou

fibras.

A selegéo da dose eficaz preferida sera determinada por um ar-
tesdo versado baseando-se na considerac¢do de varios fatores os quais se-
rao conhecidos por uma pessoa normalmente versada na técnica. Tais fato-
res incluem a forma particular da composicdo farmacéutica, por exemplo,
polipeptideo ou vetor, e seus pardmetros farmacocinéticos tais como biodis-
ponibilidade, metabolismo, meia-vida, etc., os quais foram estabelecidos du-
rante os procedimentos de desenvolvimento usuais tipicamente empregados
na obtengao da aprovagao regulatona para um composto farmacéutico. Ou-
tros fatores na consideragé@o da dose incluem a condigdo ou doenca a ser

tratada ou o beneficio a ser alcancado em um individuo normal, a massa
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corporal do paciente, a via de administragao, se a administracao é aguda ou

cronica, medicamentos concomitantes e outros fatores bem-conhecidos por

“afetar a eficacia dos agentes farmacéuticos administrados. Dessa forma, a

dosagem precisa deve ser decidida de acordo com o julgamento do clinico e
cada circunsténcia do paciente, por exemplo, dependendo da condigédo e do
status imune do paciente individual, de acordo com técnicas clinicas padro-
nizadas. "

Em outro aspecto da. invengao, uma solugao de perfusao ou per-
fusato € fornecida para a perfusao e estocagem de 6rgaos para transplanté,
a solugdo de perfusdo incluindo uma quantidade de composi¢oes farmacéu-
ticas eficazes para proteger células responsivas ao variante EPO e células,
tecidos ou 6rgdos associados.

Transplante inclui, mas ndo estd limitado, ao xenotransplante,
onde um orgao (incluindo células, tecido ou outra parte corpbral) € coletado
de um doador e transplantado em um receptor diferente; um autotransplante,
onde o érgao é tomadb-de uma parte de um corpo e recolocado em outra,
incluindo procedimentds cirdrgicos de bancada, nos quais um 6rgdo pode
ser removido, e enquanto ex vivo, ressecado, reparado ou, de outra forma,
manipulado, tal como para remog¢ao tumoral, e a seguir retornado para o lo-
cal original. Em uma modalidade, a solugao de perfuséo € a solugéo da Uni-
versidade de Wisconsin (UW) (U.S. 4.798.824), a qual contém de cerca de 1
até cerca de 25 U/mL de eritropoietina, 5% de hidroxietilamino (com um. peso
molecular de cerca de 200.000 até cerca de 300.000 e substancialmente
livre de etilenoglicol, etilenocloridrina, cloreto de sédio e acetona): KHoPO4
25 mM/ glutationa 3 mM; adenosina 5 mM; glicose 10 mM; tamp&o HEPES
10 mM; gluconato de magnésio 5 mM; CaCl, 1,5 mM; gliconato de sddio 105
mM; 200.000 unidades de penicilina; 40 unidades de insulina; 16 mg de de-
xametasona; 12 mg de vermelho de fenol; e tem um pH de 7,4 — 7,5 e uma
osmolalidade de cerca de 320 mOSm/L. A solugdo é usada para manter rins
e pancreas cadavéricos antes do transplante. Ao usar a solucédo, a conser-
vacgéo pode ser prolongada além do limite de 30 horas recomendado para a

conservagao do rim cadavérico. Esse perfusato particular é meramente ilus-
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trativo de uma variedade de tais solu¢gdes que podem ser adaptadas para o
presente uso pela inclusao de uma quantidade eficaz a composi¢ao farma-
céutica. Em uma outra modalidade, a solugéo de perfusato contém o equiva-
lente de cerca de 5 até cerca de 35 U/mL de eritropoietina, ou de cerca de
10 até cerca de 30 U/mL de eritropoietina.

Enquanto o receptor preferido de um variante EPO para os pro-
pdsitos aqui inteiramente é um hUmano, os métodos aqui se aplicam igual-
mente a outros mamiferos, particularménte animais domesticados, gado, -
animais de companhia e de zoolégico. Entretanto, a invencao nao é tao limi-
tante e os beneficios pode ser aplicados a qualquer mamifero.

Se uma pessoa for conhecida por estar em risco de desenvolver
uma apoplexia, a administrag@o profilatica da composicao farmacéutica da
presente invencéo é possivel. Nesses casos, as composi¢cdes farmacéuticas,
particularmente o polipeptideo variante EPO é preferivelmente administrado
em doses preferidas delineadas acima e particulares preferidas com base
diaria. Preferivelmente, entre 100 nanogramas até cerca de 50 microgramas

por Kg de peso corporal, preferivelmente cerca de 20 microgramas até cerca

. de 50 microgramas por Kg de peso corporal. Essa administracdo pode conti-

nuar até a redugao do risco de desenvolver uma apoplexia. Na maioria dos

exemplos, entretanto, a composigcdo farmacéutica sera administrada uma

. vez que a apoplexia tenha sido diagnosticada. Nesses casos, é preferivel

que uma primeira dose da composi¢do farmacéutica seja administrada pela
primeira vez dentro de 24 horas depois dos primeiros sintomas de uma apo-
plexia serem evidentes, preferivelmente dentro de 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4,
3, 2 ou 1 hora ou menos. Preferivelmente, a administragédo ¢, a seguir conti-
nuada por preferivelmente -pelo menos 7, mais preferivelmente pelo menos
14 e, mais preferivelmente, por pelo menos 21 dias. As doses sdo adminis-
tradas preferivelmente uma vez por dia e, preferivelmente, nas doses indica-
das acima. '

Breve descricao das fiquras e desenhos

A figura 1: comparac¢ao dos produtos de PCR do EPO: Painel A
representa os produtos de DNA de varias reagdes de PCR efetuadas ou com’
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plasmideo puro compreendendo as variantes EPO de murino diferentes ou
CDNA de cérebro ou rim de camundongo, os quais sdo separados em um
gel de agarose 1,2%. Da esquerda para a direita as raias compreendem:
marcador de peso molecular de 1 Kb, o produto de mK3 puro, mG3 puro,
mG5 puro, m301 puro, mS puro, mWT puro, CDNA puro, CDNA de rim. Pai-
nel B representa o produto de DNA de um PCR efetuado com CDNA de cé-
rebro humano. Da esquerda para a direita as raias compreendem padrdo de
peso molecular de 1 Kb e o produto de PCR do CDNA de cérebro humano.

A figura 2: Alinhamento de sequiéncias de nucleotideos das vari-
antes EPO identificadas no CDNA de cérebro de murino e de EPO de muri- -
no do "tipo selvagem", isto &, a sequiéncia do EPO anteriormente descrita.

A figura 3: Alinhamento de seqiiéncias de nucleotideos das vari-
antes EPO identificadas no CDNA de cérebro humano e de EPO humano do
"tipo selvagem". |

A figura 4: Alinhamento de seqiéncias de nucleotideos das vari-
antes EPO identificadaé em camundongo e humano com o EPO de-"tipo sel-
vagem" respectivo. |

A figura 5: Atividade hematopoiética de variantes EPO e de EPO
humano e de murino da presente invengéo. Painel A representa os resulta-
dos de um ensaio formador de colénia para variantes EPO e EPO de murino
e o Painel B representa o ensaio de formacéo de col6nia para variantes EPO
e EPO humano. '

A figura 6: ajuste experimental para ensaios de neuroprote¢éo
com rhEPO e isdbmeros EPO. ,

A figura 7: painel A mostra um experimento com extensdo de
privagao de glicose oxigénio (OGD) de 1 h 40 min e 1 h 50 min. Em ambos
0s pontos de tempo uma taa de protegao de 40 — 50% para os neuroguardi-
Oes, mas sem prote¢ao com mEPO e rhEPO foi observada. Painel B repre-
senta um experimento com dois pontos de tempo diferentes (extensdo de
OGD entre dois experimentos varia de acordo com a densidade de neurd-
nios). Em 2 h 45 min somente uma fraca protecdo é alcancada com wtEPO

(23 — 30%) em comparagao com os neuroguardides (60 — 70%). A capaci-
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dade de prote¢éo total do rhEPO somente é observada em niveis de danos
mais elevados (3 h 15 min).

A figura 8: painel amostra um experimento com 2 h 00 min, 2 h
15 min e 2 h 20 min de extensdo de OGD com uma concentracao de protei-
na se igualando a 100 U/L de hEPO. Em todos os trés pontos de tempo uma
taxa de protegao de 40 — 50% para seres humanos, porém sem protecéo
com mEPO e rhEPO. Painel B mostra um experimento com dois diferentes
pontos de tempo (extensdo de PGD entre dois experimentos varia de acordo
com a densidade de neurdnios). Em 2 h 45 min somente uma fraca protecao
é alcangcada com WtEPO (20 — 30%) em comparagdo com os neuroguardi-
des (60 — 70%). A capacidade de protecao total do EPO é somente observa-
da em niveis de danos mais elevados (3 h 15 min).

A figura 9: painel A mostra um Western Blot de meio de células
HEK293 transfectadas com pcDNA3.1-V5/His-hEPO, pcDNA3.1-V5/His-hS3

~ ou pcDNAB3.1-V5/His-hS4, respectivamente. Esses meios foram usados para

os experimentos mostrados na figura 8. A concentragdo de hEPO, quantifi-
cada por ELISA-EPO de camundongo (R & D) foi de 2 U/mL. rhEPO (= 2,5

. ng forma carregados no gel), hEPO (=0,4 ng foram carregados no gel), hS3

e hS4; cada 20 uL de meio (coletado 2 dias depois da transfeccao). Marca-
dor = 5 pL de proteina padréo sinalizada com His BenchMark® (Invitrogen).

. Painel B mostra um Western Blot de EPO do tipo selvagem de camundongo

purificado sinalizado com His (mEPO), variantes do EPO hS3 e hS4 huma-
no. mEPO foi quantificado com o ELISA de EPO de camundongo. 130 pg de
EPO foram carregados no gel (anticorpo primario: rhEPO-Antikérper anticoe-
lho; Santa-Cruz).

A figura 10. Alinhamento das sequéncias de amino&cidos das
variantes EPO criadas recombinantemente (mutantes alfa-hélice) e identifi-
cadas in vivo. Aqui, SEQ ID NO: 50 é a sequéncia do tipo selvagem alfa-
hélice humana; SEQ ID NO: 51 € hAmA (mutagéo pontual de alanina); SEQ
ID NO: 52 é hAmE (mutagdo pontual de acido glutamico); SEQ ID NO: 53 é hA-
10 (mutante por anulacédo) e SEQ ID NO: 54 & hA-20 (mutante por anulacéo).

A figura 11: citoprotecao mediada por hEPO e hS3 em um mo-
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delo de isquemia consistindo em privacdo de soro e hipdxia em mioblastos
cardiacos H9c2. Células H9c2 foram incubadas em meio DMEM privado de
soro seja em condigoes norméxiéas ou hipoxicas pér 24 h.

- Apoptose foi avaliada 24 h mais tarde por ensaio LDH. Os dados
foram normalizados pelo ajuste da liberagcao de delta LDH delta de células
néo-tratadas em condi¢bes normdxicas ou hipdxicas até 100%. A: diagrama
de coluna representando os valores médios da liberag@o de LDH normaliza-
da. B: dados foram representados como um diagrama de "box plot" mos-
trando a mediana (linha transversal a caixa), o 252 percentil (dobradica infe-
rior), o 75° percentil (dobradigca superior), o valor maximo e o valor minimo. A -
quantidade de experimentos n = 7. P* < 0,001 (ANOVAT1).

A figura 12: imunoprecipitagdo de variantes EPO usando um an-
ticorpo anti-mEPO de R&D (cabra, marcado com biotina); A: detecgédo de
uma segunda isoforma de EPO (30 KDa) em uma proteina de rim extraida
de camundongos tratados com CoCl, (129S6). B: bloqueio da interagdo an-
ticorpo-antigeno por DarbpoietinA.

A figura 13. Neuroprote¢ao mediada por eritropoietina alfa-hélice
(hA; n = 4). 100/UL hA: 30 pM; 50 U/L de hA: 15 pM; hEPO: 30 pM = 100
U/L; P* < 0,05; ANOVA1 versus controle.

A figura 14. Neuroprote¢dao mediada por varias isoformas de
EPO humanas (n = 6) P* < 0,05; ANOVA1 versus controle.

| A figura 15. Neuroprotegcdo mediada por vari'antes de anulacao
de alfa-hélice de eritropoietina (n = 6) P* < 0,05; ANOVA1 versus controle A:
diagrama de coluna mostrando os valores médios da liberagéo de LDH nor-
malizada. B: "Box plot" mostrando os valores das medianas e percentis‘-
(25%, 75%) da liberagdo de LDH normalizada.

A figura 16. Efeitos das variantes EPO e do EPO humano de
comprimento completo na produgéo de citocina induzida por LPS por macro-
fagos humanos. Mondcitos humanos purificados foram diferenciados em
macréfagos na presenga de rhu M-CS (50 ng/mL) por 6 dias. Macréfagos (1
x 106/mL) foram pré-incubados com hS4, hS3 ou hEPO (300 mU/mL cada)
por 3 h e, a seguir, estimulados com 10 ng/mL de endotoxina (LPS de E. coli
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0127:B8) por 4 h. A concentragédo de citocina nos sobrenadantes foi deter-
minada por ELISA (Cytometric Beads Array , Becton Dickinson, Heidelberg,
Alemanha). Os dados sdo apresentados como média + SD. **Resultados
diferiram do grupo de controle (PBS) (p < 0,01; teste U de Mann-Whitney; n
= 3 — 9 por grupo).

A figura 17: alinhamento das seqléncias de acido nucléico de
variantes de anulagao EPO. |

A figura 18: sequiéncias de DNA de mutantes e variantes de anu-
lagéo criadas de forma recombinante assim como hélice A do tipo selvagem
(hélice A Hwt-epo). Aqui, SEQ ID NO: 55 é hA (hélice A do tipo selvagem),
SEQ ID NO: 56 € hAmA (mutante de anulagédo com alanina), SEQ ID NO: 57
€ hAmE (mutante de anulagdo com &cido glutamico), SEQ ID NO: 58 é hA-
10 (mutante de anulagdo e hélice A menos 10 aa) e SEQ ID NO: 59 é hA-20
(mutante de anulagao de hélice A menos 20 aa).

A figura 19: uma modalidade preferida em que as sequéncias de
transporte lider sdo anuladas é demonstrada. A mostra a sequéncia de hA
DNA sem lider como SEQ ID NO: 60. Essa é a proteina exportada madura.

. Ele também mostra a seqiiéncia lider (SEQ ID NO: 63). B mostra 0 aminoa-

cido hA sem lider como SEQ ID NO: 61 e a seqiéncia de aminoacidos da
sequéncia lider como SEQ ID NO: 62.

. Exemplos

Sintese de CDNA de EPO de murino
RNA foi isolado dos rins de camundongos C57BL/6 ou SV129S6

do tipo selvagém ou de dois diferentes cérebros de camundongo (1 hora de-

pois da apoplexia) por extragdo com trizol. O RNA foi precipitado com cloro-
férmio e isopropanol e finalmente dissolvido em: DEPC-H,0. DNA foi digerido
para o protocolo de DNase sem RNase RQ1 da Promega. A reagéo foi inter-
rompida pela adicdo de 200 uL de fenol/cloroférmio/alcool isopropilico
(25/24/1) a mistura reacional e centrifugada por 10 min a 10000 rpm e 10°C.
O sobrenadante foi misturado com 200 pL de cloroférmio/alcool isopropilico
(24/1) e centrifugado por 10 min a 10000 rom e 10°C. 20 uL de cloreto de
lito 8 M e 550 uL de etanol absoluto foram adicionados ao sobrenadahte.'
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Essa mistura foi, a seguir, incubada por 1 h a -70°C e subseq[]enteme‘nte
precipitada por 30 min por centrifugacéo a 11000 rpm e 0°C. O pélete resul-
tante foi lavado com 600 uL de etanol 75%, centrifugado a 8000 rpm (4°C,
10 min) e seco a temperatura ambiente. O RNA foi dissolvido em 20 L de
DEPC-H0.

A transcriptase reversa de virus de leucemia de murino Monoley
(MuLV, RNase menos H, comprada da Promega) foi empregada na sintese
de CDNA do primeiro filamento em um volume reacional de 15 pL com
DEPC-H;0 compreendendo 3 ug de RNA e 3 ulL de iniciador hexamero alea-
torio (10 uM). A transcricdo revérsa foi executada com 6 ulL de tampéo rea- -
cional M-MuLV (5 x), dNTP 2 pL (2,5 mM cada), 1 uL de inibidor da RNase
(1 U/uL), 1 uL de transcriptase reversa M-MuLV e 5 uL. de DEPC-H,0 em
uma maquina de PCR correndo o seguinte programa: 5 min a 21°C; 1 h a
37°C; 5 min a 95°C. |

O "pool" de CDNA resultante foi usado par amplificar o CDNA de
EPO completo por uma aproximacao de PCR "nested". A primeira .etapa
empregou iniciadores posicionados fora da regido codificadora do gene EPO
(genepo_sentido (SEQ ID NO 39) gaa ctt cca agg atg aég act tgc agc e ge-
nepo-anti-sentido; SEQ ID NO 40): gtg gca gca gca tgt cac ctg tc). A segun-
da etapa usou iniciadores projetados para amplificar o gené do codon de
inicio ao de parada, o qual se ligou aos sitios de clivagem BamHI para a clo-
nagem subsequente (epo_sentido (SEQ ID NO 41 tat gga‘tcc atg ggg gtg ccc
gaa cgt ccc ac e epo_antisentido (SEQ ID NO 42 tat gga tcc tca cct gtc ccc
tct cct gca gac). Todos os iniciadores foram da MWG-Biotech AG. Um PCR
nested foi efetuado em uma méaquina PCR Hybaid em dois etapas, primeiro
PCR (3 min a 95°C; 35 ciclos; 30 seg a 65°C, 1 min a 72°C, 30 seg a 95°C;
10 min a 72°C; 4°C de parada) e um segundo PCR (3 min a 95‘—’C; 5 ciclos:
30 seg a 67°C, 1 min a 72°C, 30 seg a 95°C; 15 ciclos: 30 seg a 70°C, 1 min
a 72°C, 30 seg a 95°C; 10 min a 72°C; 4°C). '

Em ambos os PCRs, a DNA Polimerase Pfu Turbo Hotstart (S-
tratagene) foi usada de acordo com o protocolo do fabricante. O produto de
PCR do primeira etapa foi diluido 1:50 para o segundo PCR. Um segundo
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protocolo de sintese de CDNA foi efetuado usando o sistema RT-PCR de
acesso (Invitfogen) com os seguintes parametros: 48°C por 5 min; 94°C por
2 min; 40 ciclos: 94°C por 30 seg, 65°C por 1 min, 70°C por 2 min; 70°C por
7 min; 4°C. O segundo PCR foi efetuado conforme descrito acima.

O CDNA de EPO de comprimento total amplificado e os iséme-
ros EPO foram separados em um gel de TAE-agarose 1,2%. Uma figura dos
varios produtos de PCR é mostrada na figura 1a. Os fragmentos foram, a
seguir, purificados usando o sistema de limpeza total Wizard SV-Gel (Pro- -
mega) ou o Kit de Extracdo de Gel (Qiagen, Hilden, Alemanha). Uma vez
que a Pfu polimerase gera produtos terminais cegos, o CDNA foi subclonado
no vetor I-TOPO pCR-Cego (pCR-Blunt) usando células Top10 One Shot
quimicamente competentes da (ambas da Invitrogen).

DNA de plasmideo foi isolado de colénias individuais pelo uso do
kit de preparagéo QIA da Qiagen. As insergdes foram seqiienciadas em um

~ sequenciador de DNA ALFexpress® (Pharmacia Biotech) usando o kit de
-seqlienciamento de ciclo de iniciador (Primer Cycle Sequencing Kit) Thermo

Sequenase® (Amersham Biosciences). Os iniciadores M13FWDCY (SEQ ID

B NO 43: gtc gtg act ggg aaa acc ctg gcg) e M13REVCY (SEQ ID NO 44 agc

gga taa caa ttt cac aca gga) foram marcados com Cy5. Os parametros para
0 sequenciamento foram: t = 900 min; T = 55°C; 800 V; 55 mA e 30 W. A

. andlise de sequéncia revelou a existéncia de uma nova variante de EPQ

sem o éxon 4 e trés variantes internamente anuladas. As sequéncias de nu-
cleotideos estdo demonstradas na figura 2a e figura 2b e as sequiéncias de
peptideo codificadas estdo demonstradas na figura 4. A seqiiéncia de nucle-
otideo e de peptideo da variante EPO mS corresponde 8 SEQ ID NO 13 e
SEQ ID NO 14, respectivarhente. A sequéncia de nucleotideo e peptideo da
variante EPO mG3 corresponde & SEQ ID NO 15 e SEQ ID NO 16, respecti-
vamente. A sequéncia de nucleotideo e peptideo da variante EPO mG5 cor-
responde a SEQ ID NO 17 e SEQ ID NO 18, respectivamente. A sequéncia
de nucleotideo e peptideo da variante EPO m301 corresponde a SEQ ID NO
19 e SEQ ID NO 20, respectivamente; A seqléncia de nucleotideo e pepti-
deo da variante EPO mK3 corresponde a SEQ ID NO 21 e SEQ ID NO 22,
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respectivamente.
Sintese do CDNA de EPO humano
Poli A + RNA de rim adulto humano (macho) e cérebro fetal (ma-

cho) foi comprado da Stratagene. CDNA foi gerado de 250 ng de RNA de rim
ou 200 ng de RNA de cérebro de acordo com a transcriptase reversa de vi-
rus de leucemia de murino Moloney (MuLV, RNase menos H) conforme des-
crito acima. O "pool" de CDNA resultante foi usado para amplificar o CDNA

-de EPO completo usando Pfu polimerase (Stratagene) com os seguintes

iniciadores: Hepo_sentido (SEQ ID NO 45): gat ggg ggt gca cga atg tcc tgc e
Hepo_antisentido (SEQ ID NO 46): cac acc tgg tca tct gtc ccc tgt c.

O PCR foi efetuado em uma méaquina de PCR da Invitrogen (3
min a 95°C; 35 ciclos; 30 seg a 67°C, 1 min a 72°C, 30 seg a 95°C; 10 min a
72°C). No caso de CDNA de cérebro fetal, uma aproximagéo de PCR nested
foi usada, efetuando um segunda etapa de amplificacdo no produto de PCR
de 20 ciclos. Os produtos de PCR amplificados foram separados em um gel
de TAE-agarose 1,2% (figura 1b) e purificados usando o Kit de Extracdo de
Gel (Qiagen, Hilden, Alemanha). O CDNA purificado foi subclonado no vetor
II-TOPO de pCR-cego (pCR-Blunt) usando células Top'10 One Shot quimi-
camente competentes (ambos da Invitrogen). DNA de plasmideo foi isolado
de coldénias individuais pelo uso do kit de preparacdao QIA (Qiagen, hilden,
Alemanha). As insergcdes foram sequenciadas em um seqienciador de DNA
ALFexpress® (Pharmacia Biotech) usando o kit de seqguenciamento de ciclo
de iniciador Thermo Sequenase® (Amersham Biosciences). Os iniciadores
M13FWDCY (SEQ ID NO 43) e M13REVCY (SEQ ID NO 44) foram marca-
dos com Cy5. Os pardmetros para o seqlienciamento foram: t = 900 min; T =
55°C; 800 V; 55 mA e 30 W. A andlise de sequéncia revelou a existéncia de
dois novos variantes de EPO sem o éxon 3 e a primeira metade do éxon 4,
respectivamente, e uma variedade de variantes que seguem a regra de tri-
meros ou hexameros repetidos conforme detectado no camundongo. As se-
gténcias de nucleotideos estdo demonstradas na figura 3a e na figura 3b e
as seqléncias de peptideos codificadas estdo mostradas na figura 4. A se-

qiéncia de nucleotideo e de peptideo da variante EPO hS3 corresponde 2
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SEQ ID NO 1 e SEQ ID NO 2, respectivamente. A seqiiéncia de nucleotideo
e peptideo da variante EPO h1-4 corresponde a SEQ ID NO 3 e SEQ ID NO
4, respectivamente. A seqliéncia de nucleotideo e peptideo da variante EPO
1-5 corresponde a SEQ ID NO 5 e SEQ ID NO 6, respectivamente. A se-
qliéncia de nucleotideo e peptideo da variante EPO hS4 corresponde a SEQ
ID NO 7 e SEQ ID NO 8, respectivamente. A sequéncia de nucleotideo e
peptideo da variante EPO h1-1 corresponde a SEQ ID NO 9 e SEQ ID NO
10, respectivamente. A seqiéncia de nucleotideo e peptideo da variante
EPO h2-1 corresponde a SEQ ID NO 11 e SEQ ID NO 12, respectivamente.

Expressdo das proteinas sinalizadas com His nas células HEK

Sitios de restricao BamHI e EcoRl para clonagem foram adicio-
nados tanto as variantes EPO de camundongo quanto de humanos pelo uso
de projeg¢des de iniciadores sentido e proje¢des de iniciadores anti-sentido
sem cddon de parada (para variantes de camundongo: epo_sentido (SEQ ID

NO 41) e epoeco_anti-sentido (SEQ ID NO 47): aaa gaa ttc cct gtc ccc tet cct

‘gca gac ctc; para variantes humanas; hepobam_se (SEQ ID NO 48): tat gga

tcc atg ggg gtg cac gaa tgt cc, hepoeco_as [SEQ ID NO 49]: aga gaa ttc tct

.. gtc ccc tgt cet gea g). Os produtos de PCR foram clonados em pcDNA-3.1-

HIS/V5 A (Invitrogen) usando os sitios de restricdo BamHI e EcoRI. Os

plasmideos foram amplificados em células XL-1 azul competentes (recAl

- endAl gyrA96 thil hsdR17 supE44 relAl lac [F' proAB lacl'ZAM15 Tn10 (Te-

t?)]) (Stratagene). O protocolo de transformacao das células XL-1 azul com-
petentes foi efetuado sem B-mercaptoetanol e com um pulso de aquecimen-
to prolongado de 60 segundos. DNA de plasmideo foi extraido usando o Kit
de Minipreparagdo QlAprep (Qiagen, Hilden, Alemanha). Para transfecc;éo-
em células de mamiferos o DNA foi extraido usando o Kit Maxi de Plasmideo
EndoFree (Qiagen, Hilden, Alemanha). Células HEK 293 (BD biosciences)
cresceram por 18 dias em meio Eagle modificado da Dulbecco (DMEM; Bio-
chrom, Berlim, 1 g/1 de glicose, 3.7 g/L de NaHCOg; suplementado com 10%
de soro de bezerro fetal GOLD, 1% de penicilina/estreptavidina e 1% de L-
glutamina) em frascos de cultura de tecido (25 cm?) a 37°C e 5% de CO,. As
células foram divididas a cada 2 ~ 3 dias depois de alcancar 80 — 90% de
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confluéncia. Na DIV18, 120.000 células foram plaqueadas por cavidade em

uma placa de 12 cavidades contendo meio Eagle modificado da Dulbecco

‘sem antibiéticos. As células cresceram por aproximadamente 48 h até 50%

de confluéncia. A transfec¢do foi efetuada com Lipofectamine 2000 (Invitro-
gen) adaptando o protocolo fornecido para 'células HEK.

‘ O meio de plaqueamento das células HEK foi substituido 10 mi-
nutos antes da transfecgéo por DMEM sem soro sem antibidticos. As células
foram incubadas 5 h a 37°C com. exemplos DNA-lipofectamina. O meio foi, a
seguir, alterado para um DMEM contendo soro fresco sem antibiéticos. Na
DIV12, as células foram divididas e plaqueadas em Eagle modificado da -
Dulbecco com antibiéticos.

Expressao e purificacdo de variantes EPO sinalizadas com His

Proteinas sinalizadas com His foram expressas de forma transi-
toria em células HEK. Meio das células HEK293 foi coletado 2 — 6 dias de-
pois da transfecgédo com constructos — pcDNA-3.1-HIS/V5 A. Os fragmentos
celulares foram peletizédos a 3500 rpm, 4°C por 15 min. Resina de Aﬁhidade
com Metal BD TALON® (BD Biosciences) foi usada para purificagao de pro-
teinas sinalizadas com his. Todas as etapas (equill'rio,llavagem e eluicao)
foram efetuadas em pH 7,1. O protocolo fornecido foi modificado para uma
etapa de ligagdo de um dia para o outro prolongado a 4°C. O eluato foi cole-
tado em fragdes de 500 pL. As fragdes foram analisadas por Western Blots
usando um anticorpo anti-thEPO da Santa Cruz ou um Kit de ELISA de EPQO
de murino (R&D). Imidazol foi removido das fragbes contendo proteina u-
sando colunas dessalinizadoras HiTrap® (5 mL) da Amersham Biosciences
de acordo com o protocolo dos fabricantes. Isso incluiu uma alteragao do
tampao para PBS.

Western Blot

Um gel SDS 16% foi preparado usando protocolos padronizados
e correu a 110 V. O "blot" foi feito em membranas de nitrocelulose por 45
min a 200 mA. O "blot" foi bloqueado por pelo menos uma hora em tampao
de bloqueio contendo 5% de leite em pd desnatado em 0,1% de Tween-20.
A incubagéo com o primeiro anticorpo (IgG policlonal de coelho EPO (H-162)
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sc-7956, Santa Cruz, 1:500) foi efetuada de um dia para o outro a 4°C. O
anticorpo secundario (HRP anti-coelho de cabra; 1:1000) foi adicionado por
2 horas em temperatura ambiente. O "blot" foi descrito pelo uso de Luminol;
as fotos foram expostas por 2 minutos. As membranas oram manchadas
com Vermelho Ponceau. O anticorpo EPO especifico foi capaz de detectar
todas as variantes EPO.

Ensaio de formacéao de colbnia eritroide

Células da medula éssea fofam coletadas da tibia e fémur de
camundongos machos C57BL/6 (8’— 11 semanas) e ressuspensas-em meio
o (suplementado com-10% de soro de bezerro fetal GOLD, 1% de penicili-
na/estreptavidina e 1% de L-glutamina). As células foram semeadas em pla-
cas de Petri de 35 mm? (225.000 células/plaaca) contendo 8 partes de metil-
celulose Metho Cult SF 3236 ((StemCell Technologie Inc), 1 parte de células

e 2 partes de meio oo misturado com meio pré-condicionado de célula HEK

. contendo os derivados EPO (150 U/L no caso de EPO de murino). 150 U/L
~de rhEPO (Roche) foi usado como controle positivo. As placas foram incu-

badas a 37°C em uma atmosfera umidificada contendo 5% de CO, por 48

. horas. Para avaliagdo, somente as coldnias avermelhadas contendo pelo

menos 6 céIuI‘as hemoglobinizadas foram levadas em consideragéo.
Potencial hematopoiético das variantes EPO

- Metho Cult SF 3236 dispara a formagdo de colénias (CFU-M,
CFU-G ou CFU-E) somente depois da adigdo das citocinas apropriadas. A

formacédo da CFU-E (unidade de eritroblasto formadora de coldnia) pode ser
observada, d'epois da adigdo de eritropoietina, depois de 2 dias. As peque-
nas coldnias avermelhadas irregulares desaparecem pelo dia 3.

Nesse ensaio, o potencial hematopoiético das variantes foi tes-
tado e comparado com a forma de tipo selvagem do EPO, assim como do
rhEPO. As seguintes condigbes foram preparadas por comparagao: meio
das células HEK transfectado com pZ/EG como controle negativo, meio das
células HEK transfectado com células pZ/EG mais 150 U/L de rhEPO (Ro-
che) como um controle positivo, e meio das células HEK transfectado ou
com pZ/EG-EPO-IRES (150 U/L de EPO murino), pZ/EG-unido-IRES (vari-
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ante S; mS) ou pZ/EG-G3-IRES (variante G3; mG3). Na DIV2 somente as

colénias avermelhadas foram contadas contendo pelo menos 6 células he-

'moglobinizadas. Os resultados dos trés experimentos independentes estao

demonstrados na figura 5.
Em comparagdo com EPO de murino e rhEPO, as variantes de
EPO de murino (variante mG3 e mS) nao tiveram potencial hematopoiético.

Culturas neuronais primarias

Culturas neuronais primarias de rato foram obtidas dos E16 até
0s embrides iniciais E19 de ratos Wistar (Bundesinstitut fur gesundheitlicheh
Verbraucherschutz und Veterinarmedizin, Berlim, Alemanha). Os neurdnios -
de camundongo que expressam Cre foram obtidos dos embrides E16 de"
camundongos transgénicos heterozigéticos expres'sando Cre-recombinase
sob o controle do promotor o-1 de tubulina (fornecido pelo Dr. U. Schweitzer;
Experimental Endocrinology, Charité). Culturas de rato e muﬁno foram pre-
paradas de acordo com um protocolo modificado de Brewer (1995) J Neu-
rosci Res. 42: 674-83. O cortex cerebral foi isolado depois da remogao das
meninges e rinsado duas vezes em PBS (Biochrom, Berlim, Alemanha). De-
pois de 15 min de incubag¢ao em tripsina/EDTA (0,0S/0,02% p/v em PBS) a
37°C, os tecidos foram rinsados duas vezes em N-Med (meio Eagle modifi-
cado da Gibco com 10% de soro de bezerro fetal, 100 U de penicilina mais
estreptomicina da Biochrom, L-gIUtamina 2 mM, 100 IE de insulina/L, HEPES
10 mM e glicose 44 mM) e dissociados cuidadosamente em um pequeno
volume de N-med usando uma pipeta Pasteur. As células foram peletizadas
em temperatura ambiente por 2 min de centrifugaca@o a 210 g e ressuspen-
sas em meio iniciador NBM (meio neurobasal da Gibco com B27 2% suple-
mentado da Gibco, 1% de Pen/Strep, L-glutamina 0,5 mM e glutamato 25 uM).
Preparacéo de placas de cultura

Placas de 24 cavidades e placas de 6 cavidades foram pré-
tratadas por incubagé@o de um dia para o outro a 4°C com poli-L-lisina da Bi-
ochrom (2,5 ug/mL em PBS). A rinsagem das cavidades com PBS foi segui-
da por 1 h de incubagao a 37°C com meio de revestimento (meio Eagle mo-
dificado com 5% de FCS Gold de PAA, 1% de Pen/Strep, HEPES 10 mm e
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0,03 p/v de colageno G da Biochrom), a seguir as cavidades foram cuidado-
samente rinsados duas vezes com PBS. O volume e o tipo do meio de pla-
queamento foram escolhidos dependendo do procedimento experimental.

Privacao de oxigénio glicose em neurdnios corticais primarios de rato — um

modelo de cultura celular de isquemia cerebral

Para OGD, o meio de cultura foi removido por lavagem pela rin-
sagem de uma vez com PBS. OGD foi induzida com 500 uL de uma solugao
aglicémica desoxigenada (BSS,-Oy; 143,8 mM de Na*, 5,5 mM de K*, 1,8 .
mM de Ca®*, 0,8 mM de Mg**, 125,3 mM de CI', 26,2 mM de HCO3 e 0,8
mM de SO, pH 7,4) em uma atmosfera hipdxica gerada por um incubador
que nao permite a entrada ou saida de gas umidificado (Concept 400, Rus-
kinn Technologies, Bridgend, RU) esguichado com uma mistura de gas con-
tendo 5% de CO,, 85% de N, w 10% de H,. O tempo de OGD dependeu da
densidade e da idade da cultura e variou entre 2 h 30 min e 2 h 40 min. Em

experimentos de controle, as cavidades foram tratadas com 500 pL da solu-

¢&o de BSS, glicémica oxigenada (BSSy+0;; 143,8 mM de Na*, 5,5 mM de

K*, 1,8 mM de Ca®*, 0,8 mM de Mg?*, 125,3 mM de CI', 26,2 mM de HCOs,

N 0,8 mM de SO4% e 20 mM de glicose, pH 7,4) e incubados a 37°C em uma

atmosfera norméxica contendo 5% de CO.. Imediatamente apés OGD, os

controles e as células tratadas foram alterados da solugdo de BSS para 500

. uL. de meio contendo 40% de NBM condicionado mais 60% de NBM fresco.

Depois de 24 h; a atividade da lactato desidrogenase (LDH) foi medida nos
sobrenadantes como um indicador de morte celular. |

_ Para a medi¢ao de LDH, 25 uL de meio foi misturado com 100
uL de solugéo de B-NADH fresco (0,15 mg/mL em tamp&o 1 x LDH; Sigma,
forma reduzida) em placa de 96 cavidades (Greiner). 25 uL de piruvato 22,7
mM (Sigma) foi adicionado imediatamente antes da colocacgéo da placa no
leitor (Thermo Labsystems; MRX™ Revelation). Os parametros foram esco-
Ihidos como se segue: filtro de 340 nm, tempo de agitagdo: 5 seg, intervalo:
30 seg, contagens: 10. A concentragdo de LDH foi calculada proporcional-
mente ao padrao de LDH (Greiner, calibrador de sistema).

Inducéo da neuroprotecao por meio condicionado a partir de céiulas HEK293
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transfectadas expressando variantes EPO

‘ Nos seguintes experimentos rhEPO (EPO recombinante humano
da Sigma Aldrich, Deisen-hofen, Alemanha) foi usado como um controle po-
sitivo. Ensaios de neuroprotecéo estdo esquematicamente demonstrados na
figura 6. Os neurdnios foram plaqueados em placas de 24 cavidades em
uma densidade de 300.000 células em um volume final de 600 uL de meio
iniciador NBM. Dépois de 4 dias, 200 pL do meio foram substituidos por 250

uL de NBM fresco (o mesmo que o NBM iniciador sem glutamato).
~Para o pré-tratamento com rhEPO, mEPO de tipo selvagerh,
hEPO de tipo selvagem ou variantes EPO, o meio foi removido até um volu-
me final de 200 pL e enchido com 200 pL de NBM+B27 contendo quantida-
des equimolares (correspondendo a 200 U/L de rhEPO) de EPO e variantes
EPO, respectivamente. Concentragbes equivalentes das varias variantes
EPO (assim como mEPO e hEPO) no meio condicionado de células HEK293
foram estimadas por Western blot e Elisa-EPO. Depois disso, ‘oé neuronios
cresceram por 48 h sob condi¢oes umidificadas e norméxicas a 37°C antes
da privagdo de oxigénio e glicose (OGD) ser efetuada (intervalo de OGD
conforme indicado). A morte celular foi avaliada 24 h depois de OGD pela
medi¢éo da liberagdo de LDH. A reducédo na liberagao de LDH, em compa-
racao covm 0s neurdnios falsamente tratados (meio das cé'lulas .HEK293
transfectado com o plasmideo da estrutura; ko: 100%) é uma medida quanti-
tativa da neuroprotecdo. Em todos os experimentos observou-se um efeito
neuroprotetor mais robusto fornecido pelas variantes EPO, se comparado
com EPO do tipo selvagem (wt) (ver figura 7 painel A e B para EPO de muri-
no e suas variantes e figura 8 painel A e B para EPO humano e suas variantes).
A neuroprote¢ao induzida pelas variantes de EPO de murino é
mais robusta do que aquela induzida pelo EPO (rhEPO assim como EPO de
camundongo do tipo selvagem). Por exemplo, a neuroprote¢do mediada por
EPO pode somente ser observada em uma janela claramente definida de
extensdo OGD (correspondendo a um nivel de dano claramente definido).
Em baixa concentracdo, a neuroprote¢ao por hS3 e hS4 foi igual ou melhor &

neuroprotecdo de wt hEPO. no total, a neuroprotecdo induzida pelas varian-
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tes é mais forte do que aquela induzida pelo rhEPO. Além disso, as varian-
tes tém um potencial neuroprotetor mais elevado do que tanto as formas do
tipo selvagem mEPO quanto hEPO, as quais foram produzidas pelo mesmo
procedimento que as variantes EPO.

H9c2 — modelo de isquemia

A linhagem celular de mioblasto de coracdo BDIX de rato (obtida
da European Collection of Cell Cultures) foi cultivada em DMEM (biochrom)
contendo 4,5 g/L de glicose suplementado com L-glutamina 2 mM, 10% de -
soro de bezerro fetal inativado e 1% de penicilina-estreptavidina. Culturas
subconfluentes (70%) foram subcultivadas 1:4. As células foram plaqueadas
em 400 pL de meio contendo hEPO ou hS3 120 pM, respectivamente, em
uma densidade de 15.000 células por cavidade em placas de 24 cavidades e
cultivadas por 48 horas. Hipdxia foi alcangada pelo cultivo das células em
400 pulL de DMEM deficiente de soro contendo 4,5 g/L de glicose suplemen-

~ tado com L-glutamina 2 mM e 1% de penicilina/estreptavidina e deixando-as

‘por 24 horas em uma estagao de trabalho anaerdbica (Concept 400, Ruskinn

Technologies, Bridgend, RU) saturada com uma mistura de gas contendo

N 5% de CO,, 85% de N> e 10% de H, a 37°C. As células de controle foram

deixadas em DMEM deficiente de soro em um incubador norméxico. No fim
do experimento o meio foi substituido para 400 uL. de DMEM deficiente de

. soro fresco e LDH foi medida de acordo com os protocolos padronizados 24

horas antes.

Imunoprecipitacao

Camundongos 129S6 machos ou camundongos C57BI6 machos
(8 — 10 semanas, Bundesinstituts fur Risikobewertung, Berlim) com livre a-:
cesso para comida e égua foram usados para os experimentos. CoCl, foi
injetado subcutaneamente em uma dose de 60 mg/Kg e os animais foram
mortos 18 horas mais tarde. A express&o de proteina foi medida nos extratos
de proteina de soro, rim e cérebro por um ELISA comercialmente disponivel
(R&D, mEPO).
| Anticorpos para a imunopfecipitagéo foram comprados da R&D

(anticorpo anti-mEPO, cabra, marcado com biotina) e Santa-Cruz (anti-
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rhEPO, coelho). A imunoprecipitagao foi efetuada de acordo com os protoco-
los padronizados e avaliada por western blot). |

O bloqueio do anticorpo de detecgao do western blot foi conse-
guido por duas horas de incubagao com 10 pg de darbpoietina A em tempe-
ratura ambiente antes da incubagao em "blot".

Geracao de mutantes de alfa-hélice (figura 10)

Mutantes de alfa-hélice humanos foram todos gerados por apro-
ximacdes baseadas em PCR usando protocolos padronizados.

- Mutante A (hAmA) e mutante E (hRAmE) sdo variantes da alfa-
hélice com troca de amino&cido na posigéo 41 (arginina). A sequéncia de -
CDNA foi alterada de AGG para GCG para o mutante A (alanina) ou para
GAG para o mutante E (glutamato) — 20aa e -10aa séo variantes de anula-
¢ao da alfa-hélice sem 20 aminoé&cidos ou 10 aminodcidos, respectivamente,
no c-terminal. Todos os mutantes foram gerados sem V5 e éinalizados com
His e expressos em células HEK 293. Experimentos de neuroprotecdo foram
efetuados conforme déscrito anteriormente usando meio de células HEK
transfectado expressahdo as diferentes variantes.

Citoprotecdo mediada por hEPO e hS3 em um modelo dé isquemia em célu-
las H9c2 (fiqura 11)
O potencial citoprotetor das variantes EPO foi mostrado de for-

ma exemplar para hEPO e hS3 purificado em um modelo de isquemia con-
sistindo em privacéo de soro e hipdxia em mioblastos cardiacos H9c2 (figura
1). A liberagdo de LDH foi avaliada como um marcador de morte celular a-
poptdtica. Descobriu-se capacidades citoprotetoras para ambas as variantes
(aproximadamente 20% e 25% para hEPO e hS3).

Imunoprotecao descreve a isoforma de unido EPO em extratos de proteina

de rim de camundongos tratados com CoCls (figura, 12)

Para reforgar nossa descoberta das isoformas de unido EPO em
tecidos de murino € humano por uma aproximagao baseada em PCR efetu-
ou-se a imunoprecipitagdo no soro de murino, extratos de proteina de cére-
bro e rim de camundongos tratados com CoCl, usando anticorpos testados

para reconhecer ambas as isoformas. Injecdo subcutanea de CoCl, é co-
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nhecida por aumentar os niveis de eritropoietina em varios tecidos de ca-
mundongo, a saber sangue, cérebro, figado e rim.

Foi-se capazes de precipitar eritropoietina (aproximadamente 40
KDa) de extratos de proteina de soro, cérebro e rim de camundongos trata-
dos de CoCl; (figura 2); a precipitagdo de eritropoietina de um extrato de pro- -
teina de rim de um camundongo nao-tratado falhou devido ao baixo nivel de
expressao. Alem disso, foi-se capaz de provar a existéncia de uma segunda
proteina menor (aproximadamente 30 KDa) no extrato de proteina de rim de
camundongos tratados com CoCl,. Essa proteina é especificamente reco-
nhecida pelo anticorpo anti-rhEPO conforme mostrado pelo bloqueio comple-
to da interagcdo antigeno-anticorpo com Darbpoietina A. Essas descobertas
suportam fortemente a existéncia de uma isoforma de unido de eritropoietina
de murino. Esses resultados foram produzidos em uma segunda cepa de
camundongo, a saber, C57BI6.

Neuroprotecdo mediada por diferentes isoformas da alfa-hélice de eritropoie-

tina (figura 13)

Analisando os potenciais neuroprotetores das variantes de eri-

- tropoietina até aqui identificadas sugeriu-se que a alfa-hélice é o dominio

funcionalmente importante para o carater neuroprotetor da eritropoietina.

Para testar essa hipotese, expressou-se uma forma encurtada de eritropoie-

. tina humana, a saber o dominio alfa-hélice, em células HKE 293 e testou-se

esse peptideo no modelo de OGD. Descobriu-se um potencial protetor equi-
valente com 30 pM e 15 pM desse peptideo para 30 pM do hEPO conforme
mostrado na figura 18. _

Para identificar os residuos funcionais importantes nos dominios:
de alfa-hélice de eritropoiefina humana gerou-se diferentes mutantes de eri-

tropoietina contendo ou trocas de aminoacido (hRAmA e hAmE) ou anulagbes

de dominio completas (hA-10 e hA-20).

Nem a troca de aminoacido neutro ou acido na posicdo 41 foi
capaz de destruir o potencial neuroprotetor da alfa-hélice no nosso modelo
OGD (figura 14).

Neuroprotecado mediada por vérias isoformas de EPO humano (n
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= 6) P* < 0,05; ANOVA1 versus controle (figura 14).

Variantes de anulagao sem 10 ou 20 aminoacidos no c-terminal
da alfa-hélice foram expressas em células HEK293 e também testadas no
modelo de OGD. A variante de anulagcdo hA-10 ainda tinha propriedades
neuroprotetoras compraveis com a isoforma de uniao de hS3. A anulagao de
20 aminoacidos (hA-20) levou a um peptideo que nao foi mais protetor (figu-
ra 15). '

Imunomodulag¢ao por variantes de eritropoietina humana (figura 16)

~ As variantes de EPO humand hS3 e hS4 exibem fortes efeitos
imunomodulatérios. Nos macréfagos humanos estimulados com a endotoxi- -
na lipopolissacarideo (LPS) hS3 e hS4 induzem a citocina antiinflamatéria IL-
10 e reduzem a expressao das citocinas proinﬂamatérias IL-6 e IL-8. Em
comparagao o EPO, os efeitos antiinflamatérios de hS3 e hS4 sdo muito
mais prdnUnciados. Essas propriedades antiinflamatorias das.variantes EPO
sao uteis no tratamento de doengas inflamatorias (por exemplo, esclerose
multipla, infec¢oes virai's- e bacterianas, sepsia) e degenerativas (por exem-
plo, apoplexia, enfartes’ do miocardio).
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<110>
<120>
<130>
<160> 63
<170>
<210> 1
<211> 495
<212> DNA
<213>
<400> 1
atgggggtge
ctgggcctcec
aggtacctct
gtctggcagg
aactcttcce
cgcagcecectca
gatgcggcct
cgagtctact
acaggggaca
<210> 2
<211> 164
<212> PRT
<213>

<400> 2

Met Gly Val

1

U60011PCT

Homo sapiens

acgaatgtcce
cagtcc;ggg
tggaggccaa
gectggeect
agcecgtggga
ccactctgect
cagctgctcee
ccaatttect

gatga

Homo sapiens

65

Listaqem de Sequéncia

patentIn versdo 3.3

tgcectggetyg
cgcecccacca
ggaggccgag
gctgteggaa
gccccﬁgcag
tcgggetetyg
actccgaaca

ccggggaaag

His Glu Cys Pro Ala

Charité - Universitdtsmedizin Berlin

VARIANTES DE ERITROPOIETINA

tggcﬁtctcc tgtcccectget

cgectcatct gtgacagccg

aatatcacgg tcgggcagca

gctgtectge ggggeccagge

ctgcatgtgg -ataaagcegt

cgagcccaga aggaagccat

atcactgetg acactttecg

ctgaagetgt acacagggga

Trp

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val

20

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu

35

50

40

‘Ala Glu Asn Ile Thr val Gly Gln

55

Gly Leu Ala Leu Leu-Ser Glu Ala

65

70

25

Arg

Gln

Val

Leu
10

Leu
Tyr
Ala

Leu

Trp Leu

Gly Ala

Leu Leu

val Glu

60

Arg Gly
75

Leu

Pro

Glu

45

val

Gln

Leu

Pro
30

Ala

gtcgctcect
agtcctggag
ggccgtagaa
cctgttdgte
cagtggcctt
ctccecteca

caaactcttc

ggcctgcagg

Ser Leu
‘15

Arg Leu

Lys Glu

Trp Gln

Ala Leu Leu

80

60

120

180

240

300

360

420

480

495



Val Asn Ser
Ala Val Ser
Ala Gln Lys

Leu Arg Thr
130

Ser Asn Phe
145

~

Arg Thr Gly
160

<210> 3
<211> 525
<212> DNA
<213> Homo

<400> 3
atgggggtgc

ctgggcctee
éggtacctct
agcttgaatg
atggaggtcg
ctgecatgtgg
ggagéccaga
atcactgcté‘
ctgaagctgt
<210> 4

<211> 174
<212> PRT

<213> Homo

<400> 4

Ser Gln Pro Trp Glu

85

Gly Leu Arg Ser Leu

100

Glu Ala Ile Ser Pro

115

Ile Thr Ala Asp Thr

135

Leu Arg Gly Lys Leu

Asp Arg
164

sapiens

-3

acgaatgtcc
cagtcctggg
tggaggccaa
agaatatcac
ggcagcaggce
ataaagccecgt
aggaagccat
acactttceg

acacagggga

sapiens

150

tgcctggetg

cgccecceccacceca

'ggaggccgag

tgtcccagac
cctgttggte
cagtggectt
ctcecectceca
caaactcttce

ggcctgcagg

66

Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys

90

Thr Thr Leu Leu Arg Ala

105

Pro Asp Ala Ala Ser Ala

95

Leu Gly
110

Ala Pro

120 i25

Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr

140

Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys

155

tggcttctee tgtecctget
cgecctcatct’ gtgacagecg
aatatcacga cgggctgtge
accaaagtta atttctatgc
aactcttccce agccgtggga
cgcagcctca ccactctget
gatgcggect cagctgetece
cgagﬁccact ccaatttect

acaggggaca gatga

gtcgeteect

agtcctggag

tgaacactgc
ctggaagagg
gcecctgeag
tegggctetg
actccgaaca

ccggggaaag

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu

1

5

10

15

Leu Ser.Leu Pro-Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro Pro Arg Leu
: 25 30

20

60

120

180

240
300
360

420

- 480

525 -



Ile Cys Asp

Ala Glu Asn
50

Asn Ile Thr
65

Met Glu Vval
Glu Pro Leu

Leu Thr Thr
115

P:o Pro Asp
130

Thr Phe Arg
145

Leu Lys Leu

<210> 5
<211> 495
<212> DNA
<213> Homo

<400> 5
atgggggtgce

ctgggectece
aggtacctct
agcttgaatg
aactcttece
cgcagectca
gatgcggect
cgagtctact

acaggggaca

Ser Arg Val Leu Glu

40

67

arg Tyr Leu

Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His

55

Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe

70

Gly Gln Gln Ala Leu

85

Gln Leu His Vval Asp

100

75

Leu Val Asn

90

Lys Ala val
105

Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gln

120

Ala Ala Ser Ala Ala

135

Lys Leu Phe Arg Val
150

Pro Leu Arg

Leu Glu Ala

45

Lys Glu

Cys Ser Leu Asn Glu

60

Tyr Ala Trp Lys'Arg

80

Ser Ser Gln Pro Trp

95

Ser Gly Leu Arg Ser.

110

Lys Glu aAla Ile Ser

125

Thr Ile Thr

140

Tyr Ser Asn:

155

Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr

165

sapiens

acgaatgtcc
cagtcctggg
tggaggccaa
agaatatcac
agccgtggga
ccactctgct
cagctgctec
ccaatttcct

gatga

tgcctggctg

cgccecacca

ggaggccgag

tgtcccagac
gcécctgcag
tcgggctcetg
actccgaaca

ccggggaaag

170

tggcttctec
cgcctcatct |
aatatcacga
accaaagtta
ctgcatgtgg
égagcccaga
atcactgctg

ctgaagctgt

Ala Asp

Phe Leu Arg Gly Lys

160

Gly Asp Arg

tgtcéctgct
gtgacagceg
cgggctgtge
atttctatge
ataaagccegt
aggaagccat
acactttcecg

acacagggga

gtcgctecet
agtcctggag
tgaacactgc
cctgttggte
cagtggéctt
ctéccctcca
caaaétcttc

ggcctgcagg

60
120
180
240
300
360
420
480

495



68

<210> 6
<211> . 164
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 6
Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leﬁ Leu Leu Ser Leu

1 5 10 : 15

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro Pro Arg Leu
20 25° 30

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glﬁ Ala Lys Glu

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser Leu Asn Glu
50 55 60

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala Leu Leu Val
65 70 ' 75 - 80

Asn Ser Ser Gln ?ro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Vval Asp Lys Ala
. 85 90 ‘ 95

Val Ser Gly Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala“
100 . 105 110

Gln Lys Glu Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu
115 ' 120 125

Arg Thr Ile Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser
- 130 135 140

Asn Phe Leu Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg
145 . - 150 ) 155 160

Thr Gly Asp Arg

<210> 7

<211> 489
<212> DNA’

<213> Homo sapiens

<400> 7 :
atgggggtgc acgaatgtcc tgcctggetg tggcttctece tgtccctget gtegeteect 60
ctgggectec cagtcectggg cgeccccacca cgcectcatct gtgacagccg agtcctggag 120

aggtacctct tggaggccaa ggaggccgag aatatcacga cgggctgtge tgaacactgce 180



agcttgaatg
atggagccgt
ctcaccactc
‘gcectecagetg
tactccaatt
gacagatga
<210> 8
<211> 162
<212> PRT
<213> Homo
<400> 8
Met Gly Vval

1

Leu Ser

Ile Cys Asp

Leu

agaatatcéc
gggagcccct
tgcttcgggce
cteccactceg

tceteecgggg

sapiens

His Glu

Pro Leu

20

Ser Arg

35

Ala Glu

50

Aén Ile Thr

Met Glu

Gly Leu

Glu Ala

115

Ile Thr

130

Leuv
145

Arg

Asp Arg

Asn

Pro

Arg

Ile

Ala

Gly

Ile Thr

val

Pro

Glu
85

Trp

Ser Leu

100

Ser Pro

Thr

Asp

Lys Leu

Cys

Gly

val

Thr

Asp

70

Pro

Thr

Pro

Phe

Lys

tgtceccagac
gcagctgcat
tctgggagece
aacaatcact

aaagctgaag

Pro Ala

Leu

Pro

Glu
40

.Leu

Gly
55

Cys
Thr Lys
Gln

Leu

Thr Leu

69

accaaagtta
gtggataaag
cagaaggaag
gctgacactt

ctgtacacag

Leu
10

Trp Trp

val
25

Leu Gly

Arg Tyr Leu

Ala Glu His

val Phe

75

"Asn

His val

90

Leu

Leu Arg Ala

105

Ala
120

Asp

Arg Lys

135

Leu Tyr

150

Ala Ser Ala

Leu Phe

Arg

Glu
155

Thr Gly

atttctatgce
ccgtcagtgg
ccatctecce
tccgcaaact

gggaggcctg

Leu Leu Leu

Ala Pro Pro

Leu Glu

Ala
45 '

Cys Ser

60

Leu

Tyr Ala Trp

Asp Lys Ala

Gly Ala

Leu
) 110

Ala Pro-Leu

125

val
140

Tyr Ser

Ala Cys Arg

ctggaagagg
ccttcgcage
tccagatgeyg
cttcecgagte

caggacaggg

Ser
15

Leu

Arg Leu

Lys Glu

Asn Glu

Lys Arg

80

val
95

Ser

Gln Lys

Arg Thr

Asn Phe

Thr Gly

160

240
300
360

420

480

489



70

<210> 9
<211> 475
" «212> DNA
<213> Homo sapiens
 <400> 9
atgggggtgc acgaatgtcc tgectggetg tggettctee
ctgggcctcee cagtcecctggg cgecccacca cgecteatct
aggtacctct tggaggccaa ggaggccgag aatatcacga
agcttgaatg. agaatatcac tgtcccaggce cctgttggtce
gccectgecag ctgcatgtgg ataaagcecgt cagtggectt
tcgggctctyg ggagcccaga aggaagccat ctcccctcca
actccgaaca atcactgctg acactttccg caaactctte
ccggggaaag ctgaagctgt acacagggga ggcctgcagg
<210> 10
<211> 87
<212> . PRT
<213> Homo sapiens
<400> .10
Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp
1. 5 10
Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly
20 ) 25
Ile.Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu
35 40
Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His
50 55
Asn Ile Thr Val Pro Gly Pro Val Gly Gln Leu
65 : 70 - 75
- Ala Pro Ala Ala Ala Cys Gly
85
<210> 11
<211> 301
<212> DNA - . .
<213> Homo sapiens
<400> 11

tgtceetget
gtgacagccg
cgggctgtge
aactcttccc
cgcagcctca
gatgcggect
cgagtctact

acaggggaca

Leu Leu

Ala Pro

30

Glu

Leu

Cys Ser'

60

Phe Pro

gtcgcteect
agtcctggag
tgaacactgc

agccgtggga

ccactctgcet .

cagctgctcee
ccaatttcct

gatga

Leu Ser Leu

15

Pro Arg Leu
Ala Lys Glu
Leu Asn Giu

Ala val Gly

80

atgggggtgc acgaatgtcc tgectggetg tggcettctec tgtecctget gtcgectecect

60

120

180

240

300

360

420

475

60



ctgggectce cagtcctggg

aggtacctct tggaggccaa

71

cgccccacca cgectcatcet

ggaggccgag aatatcacga

agcttgaatg agaacaatca ctgctgacac tttccgcaaa
tttcctcecgg ggaaagctga agctgtacac aggggaggcce
a
<210> 12
<211> 68
<212> PRT -
<213> Homo sapiens
<400> 12
Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp
1 . 5 10
Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly
20 25
Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu
35 40
Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala GluvHis
50 55
Asn Asn His Cys
65
<210> 13
<211> 399
<212> DNA
<213> Mus musculus
<400> 13 L
atgggggtgc ccgaacgtcc caccctgetg cttttactct
ggcctcccag tcctcectgtge tcccccacgce ctcatctgcg
tacatcttag aggccaagga égcagaaaat gtcacgatgg
ctgagtgaaa atattacagt cccagatacc aaagtcaact
gagaaggaat tgatgécgcc tccagatacc accccacctg
gtggatactt tctgcaagct cttécgggtc tacgccaact
ctgtacacgg gagaggtctg caggagaggg gacaggtga
<210>- 14
<211> 132
<212> PRT
<213> Mus musculus

gtgacagccg agtcctggag
cgggctgtge tgaacactgce
ctcttccgag tctactccaa

tgcaggacag gggacagatg

Leu Ser Leu
15

Leu Leu

Ala Pro Pro Arg Leu

30

Glu
45

Leu Ala Lys Glu

Cys Ser

Leu Asn Glu
60 )

ccttgctact gattecctcectg

acagtcgagt tctggagagg
gttgtgcaga aggtcccaga
tctatgettg gaaaagaatg
cteccactccg aacactcaca

tcctecgggg gaaactgaag

120
180
240
300.

301

60

‘120

180

240

300

399



ctgggectee cagtcctggg cgceeccacca
aggtacctct tggaggccaa ggaggccgag
agcttgaatg agaacaatca ctgctgacac

tttecctcegg ggaaagectga agetgtacac

a
<210> 12
<211> 68
<212> PRT -

<213> Homo
<400> 12
Met Gly Val
1

Leu Ser Leu

Ile Cys Asp
35

Ala Glu Asn
50

Asn Asn His
65

<210> 13

<211> 399
<212> DNA
<213> Mus

<400> 13
atgggggtgc

ggcctccecag
tacatcttag.
ctgagtgaaa
gagaaggaat
gtggatactt
ctgtacacgg
<210>- 14

<211> 132

<212> PRT
<213> Mus

sapiens

His

Pro

20

Ser

Ile

Cys

Glu

Leu

Arg

Thr

musculus

ccgaacgtece
tcctetgtge
aggccaagga
atattacagt
tgaﬁgécgcc
tctgcaaget

gagaggtctg

Cys Pro Ala
Gly Leu Pro

Val Leu Glu
40

Thr Gly Cys
55

musculus

72

cgcctecatct
aatatcacga
tttcegecaaa

aggggaggcec

Trp Leu Trp
10

Val Leu Gly
25

Arg Tyr Leu

Ala Glu His

caccctgetg cttttactet
tcceccacgce ctcatcfgcg
égcagaaaat gtcacgatgg
cccagatacc aaagtcaact
tccagatacc accccacctg
cttcegggte tacgecaact

caggagaggg gacaggtga

gtgacagccg agtcctggag
cgggctgtge tgaacactgce
ctctteccgag tctactccaa

tgcaggacag gggacagatg

Leu Leu Leu Ser Leu

Ala Pro Pro Arg Leu
30

Leu Glu Ala Lys Glu
45

Cys Ser Leu Asn Glu
60 )

ccttgctact gattcctctg
acagtcgagt tctggagagg
gttgtgcaga aggtcccaga
tctatgcttg gaaaagaatg
ctccactccg aacactcaca

tcctecgggyg gaaactgaag

120
180
240
300

301

60

120

180
240

300

360

399



<400> 14

Met Gly Val
1 :

Leu Ile

Ser
35

Cys Asp

Glu Asn Val

50

Ile
65

Thr val

Glu Lys Glu

Arg Thr Leu

Asn Phe Leu

115

Gly
130

Asp

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

5
387
DNA
Mus

<400> 15
atgggggtgc

ggcctcccag
tacatcttag
ctgagtgaaa
gaggtggéag
ctgcaggccé
gaggtctgea
<210>

<211>
<212>

16
128
PRT

Pro

Pro

Leu
20

Arg

Thr

Pro

Leu

Thr

100

Arg

Glu

Gly

val

Met

Asp

Met

val

Gly

Arg

Leu

Leu

Gly

Thr

70

Ser

Asp

Lys

Pro

Pro

Glu

Cys

55

Lys

Pro

Thr

Leu

Thr

Arg
40

Ala
val
Pro

Phe

Lys

Leu

Leu

25

TYyr

Glu

Asn

Asp

Cys

105

Leu

73

Leu

10

Cys

Ile

Gly

Phe

Thr

90

Lys

Leu

Ala

Leu

Pro

Tyr

75

Thr

Leu

Thr

Leu’

Pro

Glu

Arg

60

ala

Pro

Phe

-Gly

Leu

Pro

Ala

45

Leu

Trp

Pro

Arg

Glu

Ser

Arg

30

Lys

Ser

Lys

Ala

val

110

val

Leu

15

Leu

Glu

Glu

Arg

Pro

95

Tyr

Cys

Leu

Ilev

Ala

Asn

Met

Leu

Ala

Arg

Arg

musculus

ccgaacgtcc
tectctgtge
aggccaagga
atattacagt
aacaggccat
gggccctgct

ggagagggga

120

caccctgetg

tceeccacge

ggcagaaaat

cccagatacc’

agaagtttgg
agccaacttc

caggtga

cttttacﬁct
ctcatctgeg
gtcacgatgg
aaagtcaact
éaaggcctgt

ctcecggggga -

125

ccttgcectact
acagtegagt
gttgtgcaga
tctatgecttg
ccetgetete

aactgaagct

gaﬁtcctctg
tctggagagg

aggtcccaga

gaaaagaatg

agaagccatc -

gtacacggga

60

© 120

180
240
300
360

387



74

<213> Mus. musculus
<400> 16
Met Gly Val Pro Glu Arg Pro Thr Leu Leu Leu
1 5 10
Leu Ile Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Cys Ala
20 25
Cys Asp Ser Arg Val Leu ‘Glu Arg Tyr Ile Leu
35 - 40
Glu Asn Val Thr Met Gly Cys Ala Glu Gly Pro
50 : 55
Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr
65 70 75
Glu val Glu Glu Gln Ala Ile Glu Val Trxp Gln
85 90
Ser Glu-Ala Ile Leu Gln Ala Gln Ala Leu Leu
- 100 105
Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu.val Cys
115 120
<210> 17
<211> 513
<212> DNA
<213> Mus musculus
<400> 17
atgggggtgc ccgaacgtcc caccctgetg cttttactct
ggecctcccag toctetgtge tcccccacgc ctcatctgeg
tacatcttag aggccaagga ggcagaaaat gtcacgatgg
ctgagtgéaa atattacégt cccagatacc aaagtcaact
gaggtggaag aacaggccat agaagtttgg caaggcctgt
ctgcaggcce aggeccctgct agccaattcce tcccagecac
atagacaaag ccatcagtgg tctacgtagc ctcacttcac
cagaaggaat tgatgtcgcc tccagatacc accccacctg
gtggatactt tctgcaggag aggggacagg tga
<210> 18

<211> 170

Leu Leu

Pro Pro

30

Glu Ala

45

Arg
60

Leu

Ala Trp-

Gly Leu

Ala Asn

Arg Arg

125

ccttgctact
acagtégagt
gttgtgcadga
tctatgettg
ccctgetcte
cagagaccct
tgcttcgggt

ctccactceg

Ser

Arg

Lys

Ser

Lys

Ser

Phe

110

Gly

Leu
15

Leu

Ile

Leu

Ala

Glu

Asn

Met
80

Arg

Leu
95

Leu

Leu Arg

Asp Arg

gattccﬁétg
tctggagagg
aégtcccaga
gaaaagaatg
agaagccatc
tcagcttcaﬁ

actgggagct

aacactcaca

60

120

180

240

300

360

420

480

513



Te—— .

<212> PRT
<213>

<400> 18
Met Gly Val

1

Leu Ile Pro

Cys Asp Ser
35

Glu Asn Val

50

Ile Thr val
65

Glu Val Glu

Ser Glu Alg

Pro Pro Glu
115

Arg Ser Leu
130

Met Ser Pro
145

val Asp Thr

<210> 19

<211> 279
<212> DNA
<213> Mus
<400> 19

atgggggtgce
ggcctcecag
tacatcttag
ctgagtgaaa

Mus musculus

Pro Glu Arg Pro Thr

75

Leu Leu Leu

10

Leu Gly Leu Pro Val Leu Cys Ala

20

25

Arg Val Leu Glu Arg Tyr Ile Leu

Thr Met Gly Cys Ala Glu Gly Pro

55

Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr

70

75

Glu Gln Ala Ile Glu Val Trp Gln

Ile Leu Gln Ala Gln

100

Thr Leu Gln Leu His

120

90

Ala Leu Leu
105

Ile Asp Lys

Thr Ser Leu Leu Arg Val Leu Gly

135

Pro Asp Thr Thr Pro
150

Phe Cys Arg Arg- Gly

165

musculus

ccgaacgtcc
tcctetgtge
aggccaagga

atattacagt

caccctgcectg
tceccecacge
ggcagaaaat

cccagatacc

Pro Ala Pro

155

Asp Arg

170

cttttactct
ctcatctgeg
gtcacgatgg

aaagtcaact

Leu Leu Ser

Pro Pro Arg
30

Giu Ala Lys
45

Arg Leu Ser
60

Ala Trb Lys

Gly Leu Ser

Ala Asn Ser
110

Ala Ile Ser
© 125

Ala Gln Lys
140

Leu Arg Thr

ccttgectact
acagtcgagt
gttgtgcaga

tcectecgggg

Leu Leu
15

Leu Ile
Glu ala
Glu Asn
Arg Met

80

Leu Leu
Ser Gln
Gly Leu

Glu Leu

Leu Thr
160

gattcctetg
tctggagagg
aggtcccaga

gaaactgaag

60
120
i80

240



76

ctgtacacgg gagaggtctg caggagaggd gacaggtga

<210> 20
<211> 92
<212> PRT
<213> Mus
<400> 20

Met Gly Val
1

Leu Ile Pro

Cys Ser

35

asp

Glu Asn Val

Ile
65

Thr Val

Leu Tyr Thr

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

21

591
DNA
Mus

<400> 21
atgggggtgc

ggcctcccag
tacatcttag
ctgagtgaaa
gaggtggaag
cacgggagag
acgaacttgc
acgggtcatt
ctecggggeca
gcccgaggcece

<210> 22
<211> 196

musculus

Pro Glu Ar

Leu Gly

Arg Val

Thr Met Gl

BPro Asp

70

Glu
85

Gly

musculus

ccgaacgtcce
tcctctgtéc
aggccaagga
atattacagt
aacaggccat
gtctgcagga
tcceegtcac
accttcttac
gaagaacttc

ccagagaaga

Leu

Leu

Thr

val

g Pro Thr

Pro Val

"Glu Arg

40

y Cys Ala

55

Lys val

Cys Arg

caccctgetg
tcceccacge
ggcagaaaat
cccagatacc
agaagtttgg
gaggggacag
tgtgtcatge
cagtctgtcc
ccagagctec

agagcctcag

Leu

Leu
25

Tyr

Glu

Asn

Arg

Leu
10

Leu

Cys Ala

Ile Leu

Gly Pro

Phe Leu

75

Gly
90

Asp

cttttactct
ctcatctgeg
gtcacgatgg
aaagtcaact
caaggcctgt
gtgacatgct
caaccctcea
catggacact
attctgaaat

aatcagcteg

Leu Leu

Pro Pro

Glu Ala

45

Arg Leu

Arg Gly

Arg -

ccttgctact
acagtcgagt
gttgtgcaga
tctatgecttg
ccctgetcetce
gctgccaccg
ccactcccaa
ccagcaccag
ctaaagatgt

gatttgttta

Ser

Arg

Lys

Ser

Lys

Leu Leu

15-

Leu Ile

Glu Ala
Glu

Asn

Leu Lys

80

gattcctetg

tctggagagg

aggtcccaga
gaaaagaatg
agaagctgta
tggtggaccy
cccteatcaa
cagtéacatc
cgctggacaa

g

279

60

120

180

240

300

360

420

480

591



o —

<212>

<213>

<400>

PRT

22

Met Gly Vval

1

Leu

Cys

Glu

Ile,

65

Glu

Ser

Cys

Ser

Leu

145

Leu

val

Leu

Ile

Asp

Asn

S0

Thr

val

Glu

Cys

Cys

130

Leu

Gly

Ala

Gly

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

<400>

Pro

Ser

Val

val

Glu

Ala

Cys

115

Gln

Thr

Ala

Gly

Phe

195

23
159
DNA
Homo

23

Mus musculus

Pro Glu

Leu Gly
20

"Arg Val

Thr Met

Pro AsSp

Glu Gln
85

val His

100

His Arg

Pro Ser

Ser Leu

Arg Arg
165

Gln ala

180

val

sapiens

Arg
Leu
Leu
Gly
Thr
70

Ala
Gly
Gly
Thr
Ser
150

Thr

Arg

Pro

Pro

Glu

Cys

55

Lys

Iie

Arg

Gly

Thr

135

His

Ser

Gly

Thr

val

Arg

40

Ala

Vval

Glu

Gly

Pro

120

Pro

Gly

Gln

Pro

77

Leu

Leu
25

TYTr

Glu

Asn

val

Leu

105

Thr

asn

His

Ser

Arg
185

Leu
10

Cys

Ile

Gly

Phe

Trp

90

Gln

Asn

Pro

Ser

Ser

Leu

Ala

Leu

Pro

TYyr

75

Gln

Glu

Leu

His

Ser
155

Ile

170

Glu

Glu

Leu

Pro

Glu

Arg

60

Ala

Gly

Arg

Leu

Gln

140

Thr

Leu

Glu

Leu

Pro

Ala

45

Leu

Trp

Leu

Gly

Pro-

125

Thr

Ser

Lys

Pro

Ser

Arg

Lys

Ser

Lys

Ser

Gln

110

val

Gly

Ser

Ser

Gln
190

Leu

15

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

95

val

Thr

His

Asp

Lys

175

Asn

Leu

Ile

Ala

Asn

Met

80

Leu

Thr

Val

TYyTr

Ile

160

Asp

Gln



78

atgggggtgc acgaatgtcc tgcctggetg tggecttctec tgtcectget gtcogetcect

ctgggectec cagtecctggg cgccccacca cgectcatct gtgacagecg agtcctggag

aggtacctct tggaggccaa ggaggccgag aatatcacg

<210> 24
<211> 53
<212> PRT
<213> Homo
<400> 24
Met Gly Val
1

Leu Ser Leu

Ile Cys Asp

35

Ala Glu Asn

50

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

<400>

25
225
DNA
Homo

25

sapiens

His Glu Cys Pro Aia Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu
5 10 15

Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro Pro Arg Leu
: 25 30

Ser Arg val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu
40 45

Ile Thr

sapiens

atgggggtgc acgaatgtcc tgcctggetg tggettetce tgtecctget gtegetcect

ctgggcctce cagtcctggg cgccccacca cgectcatct gtgacagceg agtcctggag

aggtacctct tggaggccaa ggaggcocgag aatatcacga cgggctgtge tgaacactgce

agcttgaatg agaatatcac tgtcccagac accaaagtta atttc

<210>
<211>

. <212>

<213>

<400>

26
82
PRT
Homo

26

Met Gly val

1

Leu Ser Leu

Ile Cys Asp

35

sapiens

His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu
5 10 15

Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro Pro Arg Leu
20. 25 30

Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu
40 45

60

120

158

60

120

180

225



79

Ala Glu asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser Leu Asn Glu

50

55

60

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr ala Trp Lys Arg

65

Met Glu
<210> 27
<211> 243
<212> DNA
<213> Mus
<400> 27-
atgggggtgc
ggcctcccag
tacatcttag
ctgagtgaaa
gag

<210> 28
<211> 81
<212> PRT

<213> Mus
<400> 28
Met Gly Val
1

Leu Ile Pro

70

musculus

75

ccgaacgtcecc caccctgctg cttttactcet

tcctctgtgé tccecccacge ctcatctgeg

aggccaaéga ggcagaaaat gtcacgatgg

atattacagt cccagatacc aaagtcaact

musculus

Pro Glu Arg Pro Thr
5

Leu Gly Leu Pro Vval
20

Cys asp Ser Arg Val Leu Glu Arg

35

Glu Asn Val
. 50

Ile Thr val
65

Glu

<210> 29
<211> 326

40

Thr Met Gly Cys Ala
55

Pro Asp Thr Lys Val
70

Leu

Leu

25

Tyr

Glu

Asn

Leu

10

Cys

Ile

Gly

Phe

Leu

Ala

Leu

Pro

Tyr
75

80

ccttgectact gattcctctg
acagtcgagt tctggagagg
gttgtgcaga aggtcccaga

tctatgcttg gaaaagaatg

Leu Leu Ser Leu Leu
15

Pro Pro Arg Leu Ile

Glu Ala Lys Glu Ala
45

Arg Leu Ser Glu Asn

Ala Trp Lys Arg Met
80

60
120

180

240

243



W

<212> DNA
<213> Mus
<400> 29

atgggggtgce
ggcctceccag
tacatcttag
ctgagtgaaa
gaggtggaag
ctgcaggcecce
<210> 30

<211> 109
<212> PRT
<213> Mus
<400> 30

Met Gly Val
1

Leu Ile Pro

Cys Asp Ser
) 35

Glu Asn Val
50

Ile Thr Val

Glu val Glu

musculus

ccgaacgtcece
tcctetgtge
aggccaagga
atattacagt
aacaggccat

aggccctgcet

musculus

80

caccctgctg cttttactct

tcceeccacge
ggcagaaaat

cccagatacc

ctcatctgeg
gtcacgatgg

aaagtcaact

agaagtttgg caaggcctgt

agccaa

Pro Glu Arg Pro Thr

Leu Gly Leu Pro Val

20

Arg Val Leu Glu Arg

40

Thr Met Gly Cys Ala

55

Pro Asp Thr Lys Val

70

Glu Gln Ala Tle Glu

85

Ser Glu Ala Ile Leu Gin Ala Gln

<210> 31
<211> 336
<212> DNA’
<213>

<400> 31

100

Homo sapiens

Leu Leu Leu
10

Leu Cys Ala
25 .

Tyr Ile Leu
Glu Gly Pro

Asn Phe Tyr
75

Val Trp Gln
90

Ala Leu Leu
105

ccttgectact
acagtcgagt
gttgtgcaga
tctatgcttg

ccectgetete

Leu Leu Ser

Pro Pro Arg
30

Glu Ala Lys
45

Arg Leu Ser
60
Ala Trp Lys

Gly Leu Ser

Ala Asn

gattcctectg
tctggagagg
aggtcécaga
gaaaagaatg

agaagccatc

Leu Leu

Leu Ile

Glu ala

Glu Asn

Arg Met

80

Leu Leu
95

gtcgggecage aggccgtaga agtctggcag ggcctggeec tgctgtcgga agetgtcctg

cggggccagg ccctgttggt caactcttcce cageecgtggg agcccctgca getgcatgtg

gataaagcceg tcagtggect tcgcagcctc accactctge ttcgggetct gggageccag

60
120
180
240
300

326

60
120

180



81

aaggaagcca tctcecctec agatgeggcec tcagctgctc cactccgaac aatcactget

gacactttcc gcaaactcectt ccgagtctac tccaatttcce tccggggaaa getgaagetg

tacacagggg aggcctgcag gacaggggac agatga

<210> 32
<211> 111
<212> PRT

<213> Homo
<400> 32
val Gly Gln
1

Ser Glu Ala

Pro Trp Glu

Arg Ser Leu

50

Ile Ser Pro

-Ala Asp Thr

Gly Lys Leu

sapiens

Gln Ala val Glu val Trp‘Gln Gly

10

Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu

Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys
" 40

35

Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly

55

Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro

70 .

Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr

85

90

Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys

100

sapiens

tgcatgtgga
gagcccagaa
tcactgctga

tgaagctgta

<210> 33
r<211> 234
<212> DNA
<213> Homo
<400> 33
cceetgecagce
coggctctag
ctccgaacaa
cggggaaagce
<210> 34
<211> 80 .
<212> PRT
<213>

Homo sapiens

taaagcecgtc
ggaagccatc
cactttcege

cacaggggag

105

agtggccette
tccectecag
aaactcttce

gcctgcagga

Leu Ala Leu
Val Asn Ser

Ala Val Ser
45

Ala Gln Lys
60

Leu Arg Thr

.75

Ser Asn Phe

Arg Thr Gly

gcagcctceac
atgcggecte
gagtctactc

caggggacag

Leu
15

Ser Gin

Gly Leu

Glu Ala

Ile Thr

Leu Arg
95

Asp Arg
110

cactctgett
agctgctcca
caatttectc

atga

240

300

336

60

120

180
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<400> 34
Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala Val Ser Gly Leu
1 5 10 15

Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gln Lys Glu Ala
' 20 . 25 30

Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr Ile Thr

Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe Leu Arg
50 " 55 60

Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp Arg

65 70 75 80
<210> 35

<211> 156

<212>  DNA

<213> Mus musculus

<400> 35
aaggaattga tgtcgcctce agataccacc ccacctgctc cactccgaac actcacagtg

gatactttct gcaagctctt ccgggtctac gccaacttece tccgggggaa actgaagetg

tacacgggag aggtctgcag gagaggggac aggtga

<210> 36
<211> 51
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 36

Lys Glu Leu Met Ser.Pro Pro Asp Thr Thr Pro Pro Ala Pro Leu Arg
1 ' 5 10 . 15

Thr Leu Thr vVal Asp Thr Phe Cys Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ala Asn
- 20 25 30

Phe Leu Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Val Cys Arg Arg
35 40 45

Gly Asp Arg

50
<210> 37
<211> 61
<212> DNA

<213> Mus musculus

60

120

156



83

<400> 37
cttcctecogg ‘gggaaactga agctgtacac gggagaggtc tgcaggagag gggacaggtg

a

<210> 38
<21> 19
<212>. PRT

<213> Mué muscuius-

<400> 38

- Phe Leu Arg Gly Lys Leu Lys Leu TYr Thr Gly Glu Val Cys Arg Arg

1 5 10 15

Gly Asp Arg

<210> 39
<211> 27
<212> DNA

<213> Artificial

| <220>

<223> Pcr iniciador

<400> 39
gaacttccaa ggatgaagac ttgcagc

<210> 40
T <211 23
<212> DNA

<213> Artificial

<220> . . .
<223> PCR jniciador

<4Q00> 40
gtggcagcag catgtcacct gtc

<210 41
<21l> 32
<212> DNA

<213> Artificial

<22 0> . . .
<223> PpCcr iniciador

<400> 41
tatggatcca tgggggtgcc cgaacgtccc ac

<210> 42
<211> 33
<212> DNA

<213> Artificial

<220>

60

61

27

23

32



<223> PCR jnjciador

<400> 42

84

tatggatcct cacctgtecc ctctectgeca gac

<210> 43
<211> 24
<212> DNA

<213> Artificial

| <220>

<223> PCR iniciador

<400> 43 '
gtcgtgactg ggaaaaccct ggcg

<210> 44
<211> 24
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> - PCR jniciador

<400> 44
agcggataac aatttcacac agga

<210> 45
<211> 24
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> PCR jniciador

<400> 45
gatgggggtg cacgaatgtc ctge

<210> 46
<211> 25
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> PCR jnjciador
<400> 46

cacacctggt catctgtcee ctgtce

<210> 47
<211> 33
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> PCR jniciador

<400> 47

33

24

24

24

25
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aaagaattcc ctgtcccctce tcctgecagac ctce 33

<210> 48

<211> 29

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> PCR iniciador

<400> 438

tatggatcca tgggggtgca cgaatgtcc - - 29
<210> 49

<211> 28

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> PCR jniciador

<400> 49 )
agagaattct ctgtcccctg tcctgecag ) 28
<210> 50

<211> 53

<212> PRT

<213> Homo sapiens-

<400> 50

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu

1

5 10 ) 15

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro Pro Arg Leu

20 .25 30

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu

35 40 45

ala Glu Asn Ile Thr

50

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

<220>
<223>

<400>

51

53

PRT
artificial

ponto de muta¢@o do Homo sapiens
51

i

Met Gly Vval His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu

1

5 10 15
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Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro Pro Arg Leu
20 25 ’ 30

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Ala Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu
35 40 45

Ala Glu Asn Ile Thr

50 :
<210> 52
<211> 53
<212> PRT

<213> artificial

<220> .
<223> ponto de mutagcédo do Homo sapiens
<400> 652

Met Gly val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu
1 -5 10 15

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro Pro Arg Leu
20 25 30

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Glu Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu
35 ) 40 R 45

Ala‘Glu Asn Ile Thr

50
<210> 53
<211> 43
<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> delecdo mutante ha-10 do Homo sapiens

<400> 53

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu
1 5 10 " 15

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro Pro Arg Leu
: 20 25 . . 30

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu
35 40

<210> 54
<211> 33
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<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> delegdo mutante ha-20 do homo sapiens
<400> 54

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu.
1 5 . 10 15

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro Pro Arg Leu

20 25 30
Ile
<210> 55
<211> 159
<212> DNA

<213> homo sapiens B

<400> 55 . .
atgggggtgc acgaatgtcc tgectggctg tggettctee tgtccctgct gtegetecct

ctgggcétcc'cagtcctggg cgccccacca cgcctcatct gtgacagccg agtcctggag

aggtacctct tggaggccaa ggaggccgag aatatcacg

<210> 56
<211> 159
<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> hama (hélice A da hWT-EPO da alanina mutante)
<400> 56

atgggggtgc acgaatgtcc tgcctggetg tggettctec tgtccctget gtcgctocct
ctgggcctece cagtcctggg cgecccacca cgectecatct gtgacagecyg agtcctggag

gcgtacctct.tggaggccaa ggaggccgag aatatcacg

<210> 57
<211> 159
<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> hamE (hélice A da hwt-EPO do acido glutdmico mutante) -
<400> 57 ' '

atgggggtgc acgaatgtcec tgcecctggctg tggcttctcc tgtceetget gtcgectcecet
ctgggectec cagtcctggg cgccccacca cgectcatct gtgacagecg agtcectggag

gagtacctct tggaggccaa ggaggccgag aatatcacg

60

159

60
120

159

60
120

159
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<210> 58
<211i> 129
<212> DNA

<213> artificial

<220> N i
<223> ha-10 (hwr-Ep0 Hélia A minus 10aa)

<400> 58
atgggggtgce acgaatgtcc tgectggcectg tggcttctcc tgtecctget gtegctcect

ctgggecctce cagtcctggg cgecccacca cgectcatct gtgacageceg agtcctggag

aggtacctc
<210> .59
<211> 99
<212> DNA

<213> artificial

<220> . :
<223> ha-20 (hwr-£PC Hélia A minus-20aa)

<400> 59 . :
atgggggtge acgaatgtcc tgectggctg tggettctec tgtcectget gtegectcect

ctgggectece cagtcctggg cgecccacca cgectcatce

<210> 60
<211> 78
<212> DNA

<213> homo sapiens

<400> 60
gccccaccacg cctcatctgt gacagecgag tcctggagag gtacctettg gaggccaagg

aggccgagaa tatcacg

<210> 61
<211> 16
<212> PRT ) : IRV

<213> homo sapiens -

<400> 61

Ala Pro Pro Arg Leu Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu

1 5 10 . 15
<210> 62

<211> 27

<212> PRT

<213> homo sapiens
<400> 62

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu
1 5 iQ 15

60
120

129

60

99

78



89

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly

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

<400>

20

63

81

DNA

homo sapiens

63

25

atgggggtgc acgaatgtcc tgecctggectg tggcttcetee tgtccctget gtegetceect

ctgggecctcc cagtcctggg ¢

60

81



10

15

20

25

30

REIVINDICACOES

1. Variante da eritropoietina (EPO) que codifica um polinucleoti-
deo, selecionada do grupo consistindo em:

- (a) polinucleotideos que codificam pelo menos a forma madura
dos polipeptideos nomeados hs3, h1-4, h1-5, hs4, hi-1, h2-1, mS, mG3,
mG5, m301 e mK3 com a sequéncia de aminoacidos deduzida conforme
mostrado nas SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 e 22, respecti-
vamente; | |

~ (b) polinucleotideos com a sequéncia codificante, conforme mos-
trado nas SEQ ID NOs: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 e 21, codificando pelo -
menos a forma madura do polipeptideo;

(¢) polinucleotideo que codifica uma versdo humanizada dos po-
lipeptideos mS, mG3, mG5, m301 e mK3 com a sequéncia de aminoacidos
deduzida conforme mostrado nas SEQ ID Nos: 14, 16, 18, 20 e 22,

(d) polinucleotideos que codificam um polipeptideo compreen-
dendo uma fusdo de u.ma seqiéncia de aminoacidos selecionada do grupo
de sequéncias de aminoacidos conforme mostrado nas SEQ ID NOs: 24, 26,'
28 e 30, no N-terminal de uma sequéncia de aminoacidos selecionada do
grupo de seqliéncias de aminoacidos conforme mostrado nas SEQ ID NOs:
32,34,36638;, |

(e) polinucleotideos compreendendo uma fusdo de sequéncias
de polinucleotideo selecionadas do grupo de seqiéncias de polinucleotideo
conforme mostrado nas SEQ ID NOs: 23, 25, 27 e 29, 5' de uma seqluéncia
de polinucleotideo selecionada do grupo de sequéncias de poiinucleotideo
conforme mostrado nas SEQ ID NOs: 31, 33, 35 e 37, } o

(f) polinucleotideos que codificam um derivado de um polipepti-
deo codificado por um polinucleotideo de qualquer um de (a) a (e), em que
no referido derivado entre 1 e 10 residuos de aminoacidos sao conservati-
vamente substituidos em comparagao com o referido polipeptideo, e o refe-
rido derivado tem atividade celular protetora e, particularmente, neuroprote-
tora, mas essencialmente sem atividade hematopoiética;

(9) polinucleotideos que codificam um fragmento de um polipep-
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tideo codificado por um polinucleotideo de qualquer um de (a) até (f), em
que no referido fragmento entre 1 e 10 residuos de aminoacidos sdo N- e/ou
C-terminalmente anulados e/ou entre 1 e 10 aminoacidos sdo anulados N-
e/ou C-terminalmente da juncdo em comparagdo com o referido polipepti-
deo, e o referido fragmento tem atividade protetora celular e, particularmen-
te, neuroprotetora, mas essencialmente ndo tem ativ'idade hematopoiética;

(h) polinucleotideos os quais sédo 'pelo menos 50% idénticos a
um polinucleotideo conforme definido em qualquer um de (a) até (g) e os -
quais codificam para um polipeptideo com atividade protetora celular e, par-
ticularmente, neuroprotetora, mas essencialmente sem atividade hematopoi-
ética; e ,

(i) polinucleotideos, o filamento complementar dos quais hibridi-
za sob condigcoes estringentes em um polinucleotideo conforme definido em

qualquer um de (a) até (h) e o qual codifica para um polipeptideo com ativi- -

- dade protetora celular e, particularmente, neuroprotetora, mas essencial-

-mente sem atividade hematopoiética;

ou o filamento complementar de tal polinucleotideo.

2. Homdlogo de uma variante de eritropoietina (EPO) que codifi-
ca um polinucleotideo de acordo com a reivindicagao 1, a partir de outra es-
pécie eucaridtica superior.

3. Variante de eritropoietina (EPO) que codifica um polinucleoti-

deo selecionado do grupo consistindo em:

(a) polinucleotideos que codificam um polipeptideo variante E-
PO, os quais’compreendem a parte N-terminal do EPO de comprimento total
incluindo a hélice A, e os quais nao tém pelo menos um dos seguintes: ‘
(i) um fragmento de pelo menos 10 aminodcidos entre a hélice A
e a hélice B;
(if) um fragmento de pelo menos 10 aminoacidos de hélice B;
(ii) um fragmento de pelo menos 2 aminoacidos entre a hélice B
e a hélice C;
| (iv) um fragmento de pelo menos 10 aminoacidos de hélice C;

(v) um fragmento de pelo menos 10 aminoéacidos entre as héli-
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ces C e D; e/ou

(vi) um fragmento de pelo menos 10 aminoécidos de hélice D;

em que o referido variante tem atividade protetora celular e, par-
ticularmente, neuroprotetora, mas essencialmente sem atividade hematopoi-
ética; |

(b) polinucleotideos que codificam um derivado de um polipepti-
deo codificado por um polinucleotideo de qualquer um de (a), em que no
referido derivado entre 1 e 10 residuos de amino&cidos sdo conservativa-
mente substituidos em comparagao com o referido polipeptideo, e o referido
derivado tem atividade protetora celular e, particularmente, neuroprotetora,
mas essencialmente sem atividade hematopoiética;

(c) polinucleotideos, o filamento complementar dos quais hibridi-

~ za sob condigbes estringentes em um polinucleotideo conforme definido em

qualquer um de (a) até (b) e o qual codifica para um polipepﬁdeo com ativi-

dade protetora celular e, particularmente, neuroprotetora, mas. essencial-

mente sem atividade hématopoiética; '
ou o filamento complementar de tal polinucleotideo.

4. Polinucleotideo, como definido em qualquer uma das reivindi-
cacOes de 1 a 3, o qual € DNA, RNA ou DNA gendmico. '

5. Vetor contendo o polinucleotideo como definido em qualquer
uma das reivindicacoes de 1 a 4. _

6. Vetor, de acordo com a reivindicagdo 5, no qual o polinucieo-
tideo esta operativamente ligado as sequéncias de controle de expressao,
permitindo a expressdo nas células hospedeiras procaridticas e/ou eucariticas.

7. Célula hospedeira geneticamente projetada com o polinucleo-
tideo como definido em qualquer uma das reivindicagbes de 1 a4, ou ao
vetor como definido na reivindicagéo 5 ou 6.

8. Animal nao-humano transgénico compreendendo o polinu-
cleotideo como definido em qualquer uma das reivindicagoes de 1 a 4, um
vetor como definido na reivindicagdo 5 ou 6 e/ou uma célula hospedeira co-
mo definido na reivindicagao 7.

9. Processo para produzir um polipeptideo variante EPO codifi-
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cado pelo polinucleotideo como definido em qualquer uma das reivindica-
¢Oes de 1 a 4, compreendendo: o cultivo da célula hospedeira como definido
na reivindicagao 7, e a recuperagao do polipeptideo codificado pelo referido
polinucleotideo.

10. Processo, de acordo com a reivindicacdo 9, compreendendo
ainda a etapa de modificar a referida variante EPO, em que a modificagéo é
selecionada de um grupo consistindo em oxidagéo, sulfatagao, fosforilagao,
adicao de oligossacarideos ou combinag&es destes.

11. Processo para produzir células capazes de expressar pelo
menos uma das variantes EPO compreendendo células geneticamente pro-
jetadas in vitro com o vetor como definido na reivindicagdo 5 ou 6, em que
o(s) referido(s) polipeptideo(s) da variante EPO é/sao codificados pelo poli-
nucleotideo como definido nas reivindicagdes 1 a 4.

12. Polipeptideo com a sequéncia de aminoacidos codificada

pelo polinucleotideo como definido em qualquer uma das reivindicagbes 1 a

"4 ou obtenivel pelo processo como definido na reivindicagdo 9 ou 10.

13.- Anticorpo que se liga especificamente ao polipeptideo como

. definido na reivindicagao 12.

14. Composicao farmacéutica compreendendo o polinucleotideo

como definido em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 4, um vetor como

. definido na reivindicacao 5 ou 6, uma célula hospedeira como definido na

reivindicagdo 7, um polipeptideo como definido na reivindicagdo 12, e/ou um
anticorpo como definido na reivindicagdo 13, e um ou mais veiculos farma-
ceuticamente aceitaveis.

15. Uso do polinucleotideo, como definido em qualquer uma dés‘
reivindicacOes de 1 a 4, um'vetor como definido na reivindicagdo 5 ou 6, uma
célula hospedeira como definido na reivindicagdao 7, um polipeptideo como
definido na reivindicagdao 12, para a producdo de um medicamento para o
tratamento ou prevengdo de uma condigdo associada com o dano tecidual
devido a morte celular.

| 16. Uso, de acordo com a reivindicagdo 15, em que a referida

morte celular € induzida por isquemia, hipéxia, infecgao bacteriana, infecgdo
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viral, auto-imunoldgica, traumatica ou quimicamente induzida ou induzida por
7

radiacéo.

17. Uso, de acordo com a reivindicagcao 15 ou 16, em que a refe-
rida condi¢cao € um disturbio neurodegenerativo e/ou neuroinflamatério agu-
do ou crénico, € um disturbio agudo ou crénico do coragao, pulmao, rim, fi-
gado ou pancreas ou a referida condi¢édo esta associada com um transplante
de 6rgdo ou célula. , |

18. Uso, de acordo com a reivindicagao 17, em que o referido
distarbio neurodegenerativo e/ou neuroinﬂamatério agudo é selecionado do
grupo consistindo em isquemia cerebral ou enfarte, incluindo oclusdo embo-
lica e oclusdo trombdtica, reperfusdo apés isquemia aguda, injuria isquémi-
ca/hipoxica perinatal, parada cardiaca, hemorragia intracranial, hemorragia
subaraquinoidal e lesdes intracraniais, lesdes da corda espinal, lesdes intra-
vertebrais, sindrome infantil agitada por lesdo em chicotada, éncefalite infec-
ciosa, meningite, dor de cabecga.

19. Uso, de -acordo com a reivindicacdo 17, em que o referido
disturbio neurodegenerativo e/ou neuroinflamatdrio crénico é selecionado do
grupo consistindo em deméncias, doenca de Pick, doen¢a do corpo de Lewy
difuso, paralisia supranuclear progressiva (sindrome de Steel-Richardson),
esclerose multipla, atrofia do sistema mudltipla, condigcbes epiléticas cronicas
associadas com neurodegenerag;éo, doengas neuronais motoras, ataxias
degenerativas, degeneragdo basal cortical, complexo deméncia de ALS-

Parkinson de Guam, panencefalite esclerosante subaguda, doenga de Hun-

-tington, doenca de Parkinson, sinucleinopatias, afasia progressiva primaria,

degeneragao estriatonigral, doenca de Machado-Joseph/ataxia espinocere-
belar tipo 3 e degeneracdes olivopontocerebelares, doenga de Gilles de La
Tourette, paralisia bulbar e pseudobulbar, atrofia muscular espinal e espino-
bulbar (doenga de Kennedy), esclerose lateral priméaria, paraplegia espastica
familial, doenga de Werdnig-Hoffmann, doenga de Kugelberg-Welander, do-
enca de Tay-Sach, doenga de Sandhoff, doenga espastica familial, parapa-
rese espastica, leucoencefalopatia multifocal progressiva, disautonomia fa-

milial (sindrome de Riley-Day), polineuropatias, doencas de prion, desejo



compulsivo, disturbios afetivos, disturbios esquizofrénicos, sindrome da fadi-
ga cronica, dor crénica.

20. Uso, de acordo com a reivindicagao 15 ou 16, em que a refe-
rida condigao € o envelhecimento.

21. Uso, de acordo com as reivindicagées 15 a 20, em que o

‘medicamento é administrado antes de ou depois do inicio da referida condi-

¢ao.
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Fig. 2a

atgggggtgcccgaacgtcccaccetgetgettttactctecttgetactgatte
atgggggtgcccgaacgtcccaccctgctgcttttactctccttgctactgattc
atgggggtgcccgaacgtcccaccctgetgettttactetecttgetactgatte
atgggggtgcccgaacgtcccaccctgetgettttactctecttgetactgatte
atgggggtgcccgaacgtcccaccctgctgcttttactctccttgctactgattc
atgggggtgcccgaacgtcccaccctgctgcttttactctccttgctactgattc

ctctgggcctcccagtcctctgtgctcccccacgcctcatctgcgacagtcgagt
ctctgggcctcccagtcctctgtgctcccccacgcctcatctgcgacagtcgagt
ctctgggcctcccagtcctctgtgctcccccacgcctcatctgcgacagtcgagt
ctctgggcctcccagtcctctgtgctcccccacgcctcatctgcgacagtcgagt
.ctctgggcctcccagtcctctgtgctcccccacgcctcatctgcgacagtcgagt
ctctgggccteccagtectetgtgetceccccacgectcatetgegacagtegagt

tctggagaggtacatcttagaggccaaggaggcagaaaatgtcacgatgggttgt
tctggagaggtacatcttagaggccaaggaggcagaaaatgtcacgatgggttgt
tctggagaggtacatcttagaggccaaggaggcagaaaatgtcacgatgggttgt
tctggagaggtacatcttagaggccaaggaggcagaaaatgtcacgatgggttgt
tctggagaggtacatcttagaggccaaggaggcagaaaatgtcacgatgggttgt
tctggagaggtacatcttagaggccaaggaggcagaaaatgtcacgatgggttgt

gcagaaggtcccagactgagtgaaaatattacagtcccagataccaaagtcaact
gcagaaggtcccagactgagtgaaaatattacagtcccagataccaaagtcaact
gcagaaggtcccagactgagtgaaaatattacagtcccagataccaaagtcaact
gcagaaggtcccagactgagtgaaaatattacagtcccagataccaaagtcaact
gcagaaggtcccagaCtgagtgaaaatattacagtcccagataccaaagtcaact
gcagaaggtcccagactgagtgaaaatattacagtcccagataccaaagtcaact

Egtatgcttggaaaagaatggaggtggaagaacaggccatagaagtttggcaagg
tctatgettggaaaagaatggag--------------cccoccoemo--__
tctatgcttggaaaagaatggaggtggaagaacaggccatagaagtttggcaagg
tctatgcttggaaaagaatggaggtggaagaacaggccatagaagtttggcaagg
Lo e i
Eztatgcttggaaaagaatggaggtggaagaacaggccatagaagtttggcaagg

cctgteectgetctcagaagecatectgecaggecccaggecctgetagecaattec

cctgtccctgctctcagaagccatcctgcaggcccaggccctgctagccaa--~-
cctgtcecectgetctcagaageccatcctgecaggecccaggeectgetagecaattece
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110.
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165

220
220
220
220
220
220
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Fig. 2b

gtagcctcacttcactgcttcgggtactgggagctcagaaggaattgatgtcgcc
-------------------------------------- aaggaattgatgtcgcece

tccagataccaccccacctgctccactccgaacactcacagtggatactttctgc
tccagataccaccccacctgctccactccgaacactcacagtggatactttctgc

aagctcttcegggtctacgccaacttectecgggggaaactgaagetgtacacgg

aagctctteccgggtctacgccaacttectecgggggaaactgaagetgtacacgg
----------------------- cttcctececgggggaaactgaagctgtacacgg
a ——————————————————————————————————————————————————————
--------------------------- ctccgggggaaactgaagcetgtacacgg
e e RS tgtacacgg

gagaggtctgcaggagaggggacaggtga 579
gagaggtctgcaggagaggggacaggtga 399
gagaggtctgcaggagaggggacaggtga 387
------------ ggagaggggacaggtga 513
gagaggtctgcaggagaggggacaggtga 279
gagaggtctgcaggagaggggacaggtgacatgctgctgecacegtggtggaccg

gatttgtttag 591
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Fig. 3a

atgggggtgcacgaatgtcctgcctggctgtggcttctcctgtccctgctgtcgctccctctgggcctcccagtc
atgggggtgcacgaatgtcctgcctggctgtggcttctcctgtccctgccgtcgctccctctgggcctcccagtc
atgggggtgcacgaatgtcctQCCngctgtggcttctcctgtccctgctgcegctccctctgggcctcccagtc
atgggggtgcacgaatgtcctgcctggctgtggcttctcctgtccctgctgtcgctccctctgggcctcccagtc
atgggggtgcacgaatgtcctgcctggctgtggcttctcctgtccctgctgtcgctccctctgggcctcccagtc
atggggQCgcacgaatgtcctgcctggctgtggcttctcctgtccctgctgtcgctccctctgggcctcccagtc
atgggggtgcacgaatgtcctgcctggctgtggcttctcctgthctgctgtcgctccctctgggcctcccagtc

ctgggcgccccaccacgcctcatctgtgacagccgagtcctggagaggtacctcttggaggccaaggaggccgag
ctQQQCQccccaccacgcctcatctgtgacagccgagtcctggagaggtacctCCtggaggccaaggaggccgag
ctgggcgccccaccacgcctcatctgtgacagccgagtcctggagaggtacctcttggaggccaaggaggccgag
ctgggcgccccaccacgcctcatctgtgacagccgagtccngagaggtacctcttggaggccaaggaggccgag
ctgggcgccccaccacgcctcatctgtgacagccgagtcctggagaggtacctcttggaggccaaggaggccgag
cnggcgccccaccacgcctcatctgtgacagccgagtcctggagaggtacctcttggaggccaaggaggccgag
ctgggcgccccaccacgcctcatctgtgacagccgagtcctggagaggtacc;cttggaggccaaggaggccgag

aatatcacgacgggctgtgctgaacactgcagcttgaatgagaatatcactgtcccagacaccaaagttaatttc
BALALCACg -~ - - o s mm s e e e e
aatatcacgacgggctgtgctgaacactgcagcttgaatgagaatatcactgtcccagacaccaaagttaatttc
aacatcacgacgggctgtgctgaacactgcagcttgaatgagaatatcactgtcccagacaccaaagttaatttd
aatatcacgacgggctgtgctgaacactgcagcttgaatgagaatatcactgtcccagacaccaaagttaatttc
aatatcacgacgggctgtgctgaacactgcagcttgaatgagaatatcactgtcccag -----------------
aatatcacgacgggctgtgctgaacactgecagcttgaatgagaa----------mecccecomocmcooa oo

tatgcctggaagaggatggaggtcgggcagcaggccgtagaagtctggcagggcctggccctgctgtcggaagct
--------------------- gtcgggcagcaggccgtagaagtctggcagggcctggccctgctgtcggaagct
tatgcctggaagaggatggaggtcgggcagcagg ---------------------------------------

gtcctgcggggecaggecctgttggtcaactctteccagecgtgggageccctgcagetgecatgtggataaagee
gtcectgcggggccaggecctgttggtcaactetteccageegtgggageccctgecagetgecatgtggataaagee
B T T ctgttggtcaactcttcccagcecgtgggageccctgcagetgcatgtggataaagee
------------------ ctgttggtcaactcttcccagecegtgggageceetgcagetgcatgtggataaagee
------------------------------------------------ cccctgecagetgcatgtggataaagee:
--------------- gccctgttggtcaactcttcccagecgtgggageccctgcagetgecatgtggataaagee

418
gtcagtggccttegecagectcaccactctgettegggetetgggageccagaaggaagecateteecctecagat
gtcagtggccttcgcagectcaccactetgettegggetetgggagecccagaaggaagecateteecctecagat
gtcagtggccttcgecagectcaccactectgettecgggetetgggagececagaaggaagecatetceectecagat
gtcagtggccttcegcagectcaccactetgcttegggetctgggagcccagaaggaagecatetecectecagat
gtcagtggccttcgecagectcaccactetgettegggetctgggagecccagaaggaageccatctececcteccagat
gtcagtggccttcgecagectcaccactetgettegggetetgggageccagaaggaagecatctececetecagat

gcggcctcagetgetccacteccgaacaatcactgctgacactttecgcaaactetteccgagtctactecaattte
gcggcctcagcetgetccactccgaacaatcactgctgacactttecegcaaactcttecgagtetactecaattte
gcggectcagetgcectcecactecgaacaatcactgectgacactttecegcaaactetteccgagtctactecaattte
gcggcctcagctgcetccactecgaacaatcactgetgacactttecegecaaactettecgagtectacteccaattte
gcggcctcagctgctecactecgaacaatcactgetgacacttteccgecaaactcttecegagtctactecaattte
gcggcctcagetgetccactccgaacaatcactgectgacacttteccgcaaactecttccgagtcetactecaattte
R e LR EEL LR caatcactgctgacactttccgcaaactcecttccgagtectactecaattte
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Fig 3b

hWT ctccggggaaagctgaagctgtacacaggggaggcctgcaggacaggggacagatga
hs3 ctccggggaaagctgaagccgtacacaggggaggcctgcaggacaggggacagatga
hl-4 ctccggggaaagctgaagctgtacacaggggaggcctgcaggacaggggacagatga
hi-5 ctccggggaaagctgaagctgtacacaggggaggcctgcaggacaggggacagatga
hs4 ctccggggaaagctgaagctgtacacaggggaggcctgcaggacaggggacagatga

hl-1 ctccggggaaagctgaagctgtacacaggggaggcctgcaggacaggggacagatga
h2-1 ctccggggaaagctgaagctgtacacaggggaggcctgcaggacaggggacagatga
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Fig. §
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Fig. 6

Pré-tratamento de EPO

Alimentagao

ODIV: Semenando  4DIV: Substituigao 8DIV: Substituicao de 300uL
de 200uL de meio com  de meio com 200l de meio
contendo rhEPO ou wtEPO

300.000
neurdnios/pogo .
em placas de 24  250pL de meio fresco e isoformas de EPO
pogos num volume produzidas por
neurdnios transfectados
ou células HEK293

final de 600uL

10DIV: OGD, substituigao de BSS
com 200uL de meio condicionado
e 300pl: de NBM fresco
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Fig.7
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Fig. 8
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Fig. 9

Marcador
. %;_

Expresso‘em células HEK293

hEPO hS3 hS4 rhEPO

- AN

mEPQO* hS4

Purificado + (Fragdod)
dessalinizado

hs4 . hS3 hS3
(Fragdo3) (Fragdod) = (Fragdo3)

L T

82.2
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Fig. 11
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Fig. 12

(odiooue ajuawos) Oy

Anti-rhEPO (Coelho, SC)

Anti-rhEPO (Coelho, SC) + 10pg de darbpoietina A

36kDa
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Fig. 14
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Fig. 15

0%

hA-10

T

hS3

hA-20



120

18/21
Fig. 16
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Fig. 17 :
atgggggtgcacgaatgtcctgcctggctgtggettctectgtcectgetgtegeteectectgggecteccagte
Atgggggtgcacgaatgccctgcctggctgtggcttctcctgtccctgctgtcgctccctctgggcctcccagtc
Atgggggtgcacgaatgtcctgcctggctgtggcttctcctgtccctgctgtcgccccctctgggcctcccagtc
Atgggggtgcacgaatgtcctgcctggctgtggcttctcctgtccctgctgtcgctccctctgggcctcccagtc
Atgggggtgcacgaatgtcctgcctggctgtggcttctcctgtccctgctgtcgctccctctgggcctcccagtc
Atgggggtgcacgaatgtcctgcctggctgtggcttctcctgtccctgctgtcgctccctctgggcctcccagtc

ctgggcgccccaccacgcectecatctgtgacagecgagtectggagaggtacctcttggaggeccaaggaggecgag
ctgggcgccccaccacgcctcatetgtgacagecgagtectggagaggtacctcttggaggccaaggaggecegag
ctgggcgccccaccacgectcatctgtgacagecgagtectggaggcgtacctecttggaggccaaggaggeegag
ctgggcgccccaccacgectcatctgtgacagecgagtectggaggagtacctettggaggeccaaggaggecgag
ctgggcgceccaccacgcectcatctgtgacagecgagtectggaggagtaccte------~commccccmnaa oo
CtgggCgeCCCacCacgCCtCatC- - m - == o mmm - o e m ek e e

aatatcacgacgggctgtgctgaacactgcagettgaatgagaatatcactgtcccagacaccaaagttaattte
AatatCagg---- - - e e e e e cccccmece—eeea
BALALCACG == =- == e e cme e ceme e e e cemmmmm—————— e~
aatatcacg--~~-----mm e et e e e
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Fig. 18

Hélice A de hWT-EPO

atgggggtgcacgaatgtcctgcctggetgtggettctectgtecctgetgtegetcectet
gggcctcccagtcctgggcgeccccaccacgectcecatctgtgacagecgagtectggagaggt
acctcttggaggccaaggaggccgagaatatcacg

Hélice A de hWT-EPO alanina mutante

atgggggtgcacgaatgtcctgecctggctgtggettetectgteectgetgtegetecctet
gggcctcccagtcctgggcgccccaccacgcctcatctgtgacagccgagtcctggagg_gt
acctcttggaggccaaggaggccgagaatatcacg

Hélice A de hWT-EPO acido glutamico mutante

atgggggtgcacgaatgtcctgcctggctgtggcttctcctgtccctgctgtcgctccctct
gggcctcccagtcctgggegecccaccacgectcatctgtgacagecgagtectggaggagt
acctcttggaggccaaggaggccgagaatatcacg

Hélice A de hWT-EPO menos 10aa

atgggggtgcacgaatgtcctgcctggctgtggcttctcctgtccctgctgtcgctccctct
gggcctcccagtcctgggcgccccaccacgcctcatctgtgacagccgagtcctggagaggt
acctc

Hélice A de hWT-EPO menos 20aa

atgggggtgcacgaatgtcctgectggetgtggettetectgtecctgetgtegeteectet
gggcctecccagtectgggegecccaccacgectcate
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Fig. 19

A - DNA hA sem lider

. {Hélice A de hWT-EPO sem seqiiéncia de tansporte lider:) - SEQ ID NO 60 — (Proteina expo&ada

Madura )

5’-ccccaccacgecteatetgtgacagecgagtectggagaggtacctettggaggecaaggaggecgagaatateacg. . . .-
3

Sequéncia lider (SEQ ID NO 63):
5_’-atgggggtgcacgaatgtcctgcctggctgtggcttctcctgtccctgctgtcgctccctctgggcctcccagtccfgggcg-3’

B - Aminoacido B-hA sem lider

(Hélice A de h(WT-EPO sem sequiéncia de tansporte lider) — SEQ ID NO 61 (Proteina exportada
Madura ):

APPRLICDSRVLERYL
Sequéncia lider (SEQ ID NO 62): MGVHECPAWLWLLLSLLSLPLGLPVLG
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RESUMO
Patente de Invencédo: "VARIANTES DE ERITROPOIETINA".

A presente invencdo refere-se a novas variantes endégenas de
eritropoietina (EPO) e seu uso para o tratamento ou preveng¢do de uma con-
dicio associada com o dano tecidual causado pela morte celular (apoptose,
necrose) e inflamacéo, particularmente para neuroprotecdo, por exemplo,
tratamento de doehga aguda (por exemplo, apoplexia) e cronica (por exem-

plo, ALS) do sistema nervoso.



Novas paginas 1 - 34, do relatério descritivo, novo quadro reivin-
dicatério (total de 21 reivindicacdes) para processamento na fase nacional

brasileira.
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Relatorio Descritivo da Patente de Invencéo para "VARIANTES
DE ERITROPOIETINA".

Campo da invencao

A presente invengao refere-se a novas variantes enddgenas de
eritropoietina (EPO) e seus usos para o tratamento ou prevengédo de uma
condicao associada com o dano tecidual devido & morte celular (apoptose,
necrose) e inflamagdo, particularmente para neuroprotecdo, por exemplo,
tratamento de doenga aguda (por exemplo, apoplexia) e crénica (por exem- -
plo, ALS) do sistema nervoso. ’ '
Antecedentes da invencao

Apoplexia € uma doenga debilitante a qual afeta mais de
400.000 pessoas por ano nos Estados Unidos e é a terceira causa mais co-
mum de morte nos Estados Unidos. Além disso, metade dos pacientes inter-
nados tem problemas relacionados com apoplexia. Nas tendéncias atuais,

essa quantidade € projetada para pular para um milhdo por ano por volta do

~ano 2050. Quando os custos diretos (cuidado e tratamento) e os custos indi-

retos (perda de produtividade) das apoplexias sdo considerados juntos, apo-
plexias colocam um encargo de $ 43,3 bilhdes por ano Somente na socieda-
de americana. Cerca de 1/3 dos pacientes morrem nos primeiros trés meses,
1/3 permanece com incapacidade severa, e 1/3 se recupera com um resul-
tado aceitavel. Em 1990, doengas cerebrovasculares foram a segunda causa
principal de morte no mundo, matando mais de 4,3 milhdes de pessoas por
todo o mundo. Dessa forma, de uma perspectiva de satide publica, apople-
Xia € uma das doengas mais relevantes.

Apoplexia é caracterizado pela perda repentina de circulagdo a
uma area do cérebro, resultando em uma perda correspondente de fungéo
neurolégica. Também chamado de acidente neurovascular ou sindrome do

apoplexia, apoplexia &€ um termo nao-especifico englobando um grupo hete-

rogéneo de causas patofisiolégicas, incluindo trombose, embolismo e hemor-

ragia. Apoplexias sao atualmente classificados ou como hemorragicos ou
como isquémicos. Apoplexia isquémico agudo refere-se aos apoplexias cau- |

sados por trombose ou embolismo e respondem por 80% de todos os apo-
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plexias.
Apoplexias isquémicos resultam do bloqueio das artérias que

suprem o cérebro, mais comumente nas ramificagdes das artérias cardtidas

internas. O bloqueio geralmente resulta quando um pedago de um coagulo
sanglineo (trombo) ou de um depésito de gordura (ateroma) devido ao rom-
pimento de aterosclerose (se tornando um émbolo) viaja pela corrente san-

gliinea e se aloja em uma artéria que supre o cérebro. Os coagulos sangﬂi—

- neos podem se formar quando um depdsito de gordura se deposita na pare-

de de uma ruptura de artéria. A ruptura de tal depdsito de gordura também
pode se formar quando um grande depdsito de gordura reduz o fluxo san-
guineo, reduzindo ele até um gotejamento. Sangue que flui lentamente é
mais provavel de coagular. Dessa forma, o risco de'formagéo de um coagulo
e de blogueio em uma artéria estreita é alto. Coagulos sangliineos também
podem se formar em outras areas, tais como no coragdo ou em uma vélvula

- cardiaca. Apoplexias devido a tais coagulos sanguineos sdo mais comuns

entre pessoas as quais tiveram recentemente cirurgia do coragio e pessoas
que tém um disturbio de valvula cardiaca ou um ritmo cardiaco anormal (ar-

. ritmia), especialmente fibrilagdo atrial. Também, em certos distdrbios tais

como excesso de hemécias (policitemia), o risco de codgulos sangtiineos é
aumentado porque o sangue é espessado. |

Um apoplexia isquémico também pode resultar, se o fluxo san-
guineo para o cérebro for.reduzido, como pode ocorrer quando uma pessoa
perde muito sangue ou tem uma pressdo sanglinea muito baixa. Ocasio-
nalmente, um apoplexia isquémico ocorre quando o fluxo sanguineo para o
cérebro é normal, mas o sangue ndo contém oxigénio suficiente. Disttrbios
que reduzem o conteudo de oxigénio do sangue incluem anemia severa (u-
ma deficiéncia das hemacias), sufocagdo e envenenamento por mondxido
de carbono. Geralmente, o dano cerebral em tais casos é muito difundido
(difuso) e resulta em coma. Um apoplexia isqu'émico pode ocorrer se infla-
magdo ou infec¢do estreitar os vasos sangiineos que alimentam o cérebro.
Similarmente, drogas tais como cocaina e anfetaminas podem causar es-

pasmo das artérias, 0 que pode levar a um estreitamento das artérias que
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alimentam o cérebro até uma extensao tal que cause um apoplexia.

O cérebro necessita de glicose e oxigénio para manter o meta-
bolismo e a fung&o neuronal. A distribuicdo inadequada de oxigénio para o
cérebro leva a uma hipdxia e a isquemia resulta do fluxo sangliineo cerebral
insuficiente. As conseqiiéncias da isquemia cerebral dependem do grau e da
duragao do fluxo sanguineo cerebral reduzido. Os neurdénios podem tolerar
isquemia por 30 — 60 minutos. Se o fluxo ndo for restabelecido para a area
isquémica, isso resulta em uma ‘série de‘ processos metabolicos. Os neurd-
nios ficam esgotados de ATP e mudam para a glicolise anaerdbica,; uma via
muito menos eficiente. Lactato se acumula e o pH intracelular diminui. Sem
um fornecimento adequado de ATP, as bombas de ions na membrana plas-
matica falham. O influxo resultante de sédio, agua e calcio na célula causa o
rapido inchago dos neurbnios e das células da glia. A despolarizagao da
membrana também estimula a liberagdo massiva dos aminodcidos glutamato

e aspartato, ambos 0s quais agem como neurotransmissores excitatérios no

-cérebro. Glutamato ativa ainda os canais de ions sédio e calcio na membra-

na celular neuronal, a saber, o canal de calcio N-metil-D-aspartato (NMDA)
bem-caracterizado. Influxo de célcio excessivo causa a ativagéo desordena-
da de uma arhpla faixa de sistemas enzimaticos (proteases, lipases e nucle-
ases). Essas enzimas e seus produtos metabdlicos, tais como radicais livres
de oxigénio, danificam as membranas celulares, o material genético e as
proteinas estruturais nos neurénios, levando como resultado a morte celular
dos neur6nios (Dirnagl, U. et al. (1999) Trends Neurosci. 22: 391-397).
Apoplexias se iniciam repentinamente, se desenvolvem rapida-
mente e causam a morte do tecido cerebral de minutos até dias. No cérebro
isquémico, comumente disﬁngui-se dois volumes de tecido — o nucleo do
enfarte e a zona circundante, conhecida como peem umbra isquémica - a

margem subperfundida e metabolicamente comprometida ao redor do nicleo

irrevogavelmente danificado. O nucleo e a peem umbra sdo caracterizados

por dois diferentes tipos de morte celular: necrose e apoptoSe (a qual é tam-
bém chamada de morte celular programada ou morte celular neuronal retar-

dada). O déficit de perfus@o severa no nicleo causa uma quebra dos pro-’
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cessos metabdlicos, do fornecimento de energia celular e da homeostase
ibnica, o que causa a perda da integridade celular em minutos. Dessa forma,
a necrose aguda da célula e do tecido prevalece no nucleo. Na peem umbra,
alguma reperfuséo residual é mantida pelos vasos colaterais, os quais po-
dem ser incapazes de manter o metabolismo funcional completo, mas previ-
ne a desintegracgéo estrutural imediata. Entretanto, no decorrer do tempo (de
horas até varios dias), a alteragcdo da homeostase celular faz com que mais
e mais células morram, € o volunie do enfarte aumenta. A peem umbra, des-
sa forma, tem que ser considerada como tecido em risco durante a matura-
¢ao do enfarte. Nessa regido, apoptose e cascatas de sinalizacdo inflamato-
ria desempenham um importante papel. Ela pode inicialmente constituir 50%
do volume que ira terminar como enfarte. Os mecanismos que levam & mor-
te celular retardada proporcionam alvos para uma terapia neuroprotetora

especifica nas regides cerebrais desafiadas pela isquemia, mas as quais

~ ainda séo viaveis.

Opg¢oes terapéuticas até aqui sao altamente frustrantes: Trombo-
lise com ntPA, a unica terapia com eficacia comprovada em um teste clinico

- maior (NINDS), somente é eficaz em uma janela de tempo de trés horas,

limitando sua aplicagdo para somente uma pequena porcentagem de pacien-

tes com apoplexia isquémico. Em outras palavras, além da terapia aprobati-

. va basica, atualmente mais de 95% das apoplexias ndo podem ser tratadas

especificamente. Isso estd em contraste pronunciado com o conhecimento
envolvendo a patofisiologia basica dessa doenga, a qual se desenvolveu na
ultima década. Particularmente, conhecimento extensivo tem se acumulado
nos mecanismos do dano cerebral parenquimal e da neuroprotegao endoge-
na, assim como na reorganizag¢ao funcional e estrutural. A
Recentemente, atengdo tem se focado nos papéis terapéuticos
potenciais para as proteinas cerebrais endégenas que possuem proprieda-
des neuroprotetoras. EPO, um horménio de glicoproteina produzido primari-
amente pelas células do endotélio capilar peritubular do rim, o qual é um
membro do hormdnio do crescimento/familia de citocina prolactona (Zhu Y. e
D'Andrea A.D: (1994) Curr. Opin. Hematol. 1: 113-118) é um candidato pro-



10

15

20

25

30

missor. Embora EPO fosse primeiramente caracterizada e é agora ampla-
mente conhecida por seu papel como um horménio hematopoiético, a detec-
¢ao de EPO e seu receptor (EPOR) no tecido cerebral de roedor e ser hu-
mano, assim como em neurdnios e astrdcitos cultivados expandiu a busca
por outros papéis biolégicos do EPO.

No cérebro, um sistema EPO paracrino/(Epo-R); existe indepen-
dentemente do sistema endécrino‘ da eritropoiese adulta; neurénios expres-
sam (Epo-R). e astrécitos produzem EPO (Ruscher et al. (2002) J. Neurosci. -
22, 10291-301; Prass et al. (2003) Stroke 34,1981-1986). Foi demonstrado in
vitro e in vivo que EPO é um potente inibidor da apoptose neuronal induzida -
por isquemia e hipoxia (Ruscher et al. (2002) J. Neurosci. 22, 10291-301;
Bernaudin, M., et al. (1999) J Cereb Blood Flow Metab. 19: 643-51; Morishi-
ta, E., et al. (1997) Neuroscience. 76: 105-16). Foi reportado por varios gru-
pos que a édig:éo de EPO em culturas neuronais protege contra a toxicidade
do acido glutamico e hipéxica (Henn F. A: e Braus D.F. (1999) Eur. Arch.

-Psychiatry Clin. Neurosci. 249: 48-56, Vogeley K. et al. (2000) Am. J. Psy-

chiatry 157: 34-39) e reduz a disfungao neuroldgica em modelos de roedores
de isca (Brines M. L. et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sc)'. U.S.A. 97: 10526-
10531 e Bernaudin et al. (1999) J. Cereb. Blood Flow Metab. 10: 643-.651).
Os resultados promissores desses experimentos confirmaram em estudos
humanos em que foi demonstrado que a terapia com EPO para apoplexia
agudo é segura e deve ser benéfica (Ehrenreich H. et al. (2002) Mol. Medici-
ne 8: 495-505) e WO 00/35475 A2. Essas células e propriedades neuropro-
tetoras mais particulares do EPO levaram a pesquisas adicionais nessa area
para substanciar essas descobertas em um teste mais amplo e ©0 uso de

EPO é agora proposto em outra indicagdo assim como incluindo, por exem-

-plo, esquizofrenia (Ehrenreich H et al. (2004) Molecular Psychiatry 9: 42-54 e

WO 02/20031 A2).

Para a aplicacdo do EPO prevenir o dano tecidual, a atividade
hematopoiética nao é geralmente requerida e deve ser prejudicial se gran-
des quantidades de EPO forem administradas para tratar ou melhorar os

efeitos de hipdxia ou de dano tecidual induzido por isquemia. Consequiente-
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mente, tém sido feitas tentativas para criar variantes de EPO, as quais' So-
mente exibam a propriedade protetora celular, porém néo as propriedades
hematopoiéticas. US 2003/0130197 descreve peptidomiméticos de EPO pa-
ra o tratamento de disturbios neurodegenerativos, os quais nao apresentam
homologia de seqléncia com EPO de ocorréncia natural ou fragmentos
seus. US 6.531.121 descreve uma asialoeritropoietina a qual é gerada por
desialilagao completa do EPO recombinante mostrou uma capacidade au-
mentada de cruzar a barreira da célula endotelial e tinha uma atividade he-
matopoiética diminuida. Eritropoietina carbamilada (CEPO) também foi de-
monstrada por exibir um efeito protetor tecidual, porém nenhum efeito eritro-
poiético (Leist et al. (2004) Science 305: 239-242 e WO 2005/025606 Al.
Finalmente, foi demonstrado que um peptideo de 17-mer de
EPO inibiu a morte celular de duas linhagens celulares neuronais, SK-N-MC
e NS20Y (Campana W. M. et al (1998) Int. J. Mol. Medicine 1: 235-241), en-

"~ quanto ao mesmo tempo nao teve atividade hematopoiética. Entretanto, 1

ng/mL do peptideo EPO foi necessério para eliciar o mesmo efeito antiapop-
totico que 100 pg/mL de EPO recombinante (rhEPQO) em células NS20Y e

. que 400 pg/mL de rhEPO em células SK-N-MC. Dado o peso molecular apa-

rente do rhEPO de cerca de 66.000 g/mol (o peso molecular calculado é de
cerca de 33.000 g/mol, mas ndo inclui o peso dos residuos de oligossacari-

. deo compreendidos no rhEPQO) e de cerca de 1.900 g/mol do peptideo EPO

em uma concentragcao de 1,52 pmol/L e 6,06 pmol/L, respectivamente, de
rhEPO e 1 nmol/L do peptideo EPO eliciaram o mesmo nivel de um efeito
protetor celular. Consequentemente, o peptideo EPO esta entre 650 vezes e
165 vezes menos ativo do que o do rhEPO na prevencao da morte celular. E
evidente a partir desses dados que a regidao do EPO compreendida no 17-
mer ndo desempenha um papel principal na fungao protetora' celular do E-
PO. Consequentemente, todas as variantes de EPO, as quais tém uma ativi-
dade hematopoiética diminuida conhecida na técnica anterior, sofrem da
desvantagem de que elas n&o s&o de ocorréncia natural, uma vez que elas
ou perderam sua glicosilagdo natural ou elas sdo mutilagdes artificiais e/ou

elas diminuiram vastamente a atividade protetora celular, em comparacéo
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com o rhEPO. Consequientemente, existe uma necessidade na técnica ante-
rior de proporcionar um derivado de EPO, o qual é préximo ao EPO de ocor-
réncia natural e o qual tem uma atividade protetora tecidual igual ou melhor
que o rhEPO, mas com menos ou sem hematopoiética, particularmente sem
atividade eritropoiética.

Esse problema € solucionado pela provisdo de novas variantes
EPO, as quais foram descobertas como ocorrendo naturalmente no tecido
humano e de camundongo (cérebro, rim') e as quais exibem uma atividade
protetora celular semelhante ou melhor ao rhEPO, mas as quais ndo exibem
qualquer atividade hematopoiética significativa. |

Sumario da invencéo

Em um aspecto, a presente invengao diz respeito com uma vari-
ante de EPO que codifica o polinucleotideo selecionado do grupo consistin-
doem:

(a) polinucleotideos codificando pelo menos a forma madura dos

- polipeptideos nomeados como hs3, h1-4, h1-5, hs4, h1-1, h2-l, mS, mG3,

mG5, m301 e mK3 com a sequéncia de aminoacidos deduzida conforme
mostrado nas SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 e 22, respecti-
vamente; ‘

(b) polinucleotideos com a sequéncia codificadora, conforme
mostrado nas SEQ ID NOs: 1, 3,5,7,9, 11, 13, 15, 17, 19 e 21 codificandov
pelo menos a forma madura do polipeptideo;

(c) polinucleotideo codificando uma versdo humanizada dos po-
lipeptideos mS, mG3, mG5, m301 e mK3 com a sequiéncia de aminoécidos
deduzida conforme mostrado na SEQ ID NOs: 14, 16, 18, 20 e 22,

(d) polinucleotl'deos codificando um polipeptideo compreenden-
do uma fusdo de uma seqiiéncia de aminoacidos selecionada do grupo de
sequéncias de aminoacidos conforme mostrado na SEQ ID NO: 24, 26, 28 e
30, no N-terminal de uma sequéncia de amino&cidos selecionada do grupo
de sequéncias de aminoacidos conforme mostrado na SEQ ID NO: 32, 34,
36 e 38;

(e) polinucleotideos compreendendo uma fusdo de seqléncias
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de polinucleotideo selecionados do grupo de seqléncias de polinucleotideo
conforme mostrado na SEQ ID. NO: 23, 25, 27 e 29, 5’ de uma sequéncia de
polinucleotideo selecionada do grupo de seqléncias de polinucleotideo con-
forme mostrado na SEQ ID NO: 31, 33, 35 e 37;

(f) polinucleotideos codificando um derivado de um polipeptideo
codificado por um polinucleotideo de qualquer um de (a) até (e), em qUe no
referido derivado entre 1 e 10 residuos de aminoécidos sdo conservativa-
mente substituidos em comparagéo. com o referido polipeptideo, e o referido
derivado tem atividade protetora celular e, particularmente, neuroprotetora,
mas essencialmente nao tem atividade hematopoiética;

(g) polinucleotideos que codificam um fragmento de um polipep-
tideo codificado por um polinucleotideo de qualquer um de (a) até (f), em
que no referido fragmento entre 1 e 10 residuos de aminoacidos sdo N- e/ou
C-terminalmente anulados e/ou entre 1 e 10 aminoacidos sdo anulados N-

e/ou C-terminalmente da jungdo em comparagdo com o referido polipepti-

deo, e o referido fragménto tem atividade protetora celular €, particularmen-
te, neuroprotetora, mas essencialmente sem atividade hematopoiética;

(h) polinucleotideos os quais sdo pelo menos 50% idénticos a
um polinucleotideo, conforme definido em qualquer um de (a) a (g) e os
quais codificam para um polipeptideo com atividade protetora‘celular e, par-

. ticularmente, neuroprotetora, mas essencialmente sem atividade hematopoi-

ética; e

(i) polinucleotideos, o filamento complementar dos quais hibridi-
zam sob condigOes estringentes com um polinucleotideo conforme definido
em qualquer um de (a) até (h), e os quais codificam para um polipeptideo
com atividade protetora celular e, particularmente, neuroprotetora, mas es-
sencialmente sem atividade hematopoiética;

Ou o filamento complementar de tal polinucleotideo.

Outro aspecto da presente invengao é um homélogo de um poli-
nucleotideo que codifica uma variante de eritropoietina (EPO) de outra espé-
cie eucaridtica superior. '

Outro aspecto da presente invengdo € uma variante EPO que
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codifica um polinucleotideo selecionado do grupo consistindo em:

(ei) polinucleotideos que codificam um polipeptideo variante E-
PO, os quais compreendem a parte N-terminal do EPO de comprimento total
incluindo a hélice A, e os quais nao tém pelo menos um dos seguintes:

(i) um fragmento de pelo menos 10 aminoacidos, preferivelmente
11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ou 20 aminoéacidos entre a hélice A e a hé-
lice B; |

(ii) um fragmento de pelo menos 10 aminoacidos, preferivelmen- -
te 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ,22, 23, 24, 25, 26, 27 ou 28 ami-
nodcidos da hélice B;

(iii) um fragmento de pelo menos 2 aminoacidos, preferivelmente
3, 4, 5 ou 6 aminoacidos entre a hélice B e a hélice C;

(iv) um fragmento de pelo menos 10 aminoéacidos, preferivelmen-
te 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 ou 23 aminoacidos da hélice C;

(v) um fragmento de pelo menos 10 aminodcidos, preferivelmen-

te 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 ou 27 aminoa-

cidos entre as hélices C e D; e/ou

(vi) um fragmento de pelo menos 10 aminoééidos, preferivelmen-

te 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22 da hélice D;

~ em que o referido variante tem atividade protetora celular e, par-
ticularmente, neuroprotetora, mas essencialmente sem atividade hematopoi-
ética. '

(b) polinucleotideos que codificam um derivado de um polipepti-
deo codif_icad'o por um polinucleotideo de qualquer um de (a), em que no
referido derivado entre 1 e 10 residuos de aminoacidos sdo conservativa--
mente substituidos em comparagédo com o referido polipeptideo, e o referido
derivado tem atividade protetora celular e, particularmente, neuroprotetora,
mas essencialmente sem atividade hematopoiética;

(c) polinucleotideos, o filamento complementar dos quais hibridi-
za sob condigbes estringentes para um polinucleotideo conforme definido
em qualquer um de (a) até (b) e o qu'al codifica para um polipeptideo com

atividade protetora celular e, particularmente, neuroprotetora, mas essenci-
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almente sem atividade hematopoiética;

ou o filamento complementar de tal polinucleotideo.

Em um aspecto preferido, o polinucleotideo da presente inven-
céo o qual é DNA, DNA genémico ou RNA.

Em outro aspecto, a presente invengéo diz respeito a um vetor
contendo o polinucleotideo da presente invencdo. E preferivel que o polinu-
cleotideo contido no vetor esteja operativamente ligado as seqiiéncias de
controle de expressdo que permitem a expressdo nas células hospedeiras
procaridticas e/ou eucarioticas.

Outro aspecto da invengdo é uma célula hospedeira genetica-
mente projetada com o polinucleotideo da presente invencdo ou com o vetor
da presente invencgéo. '

Outro aspecto da inyencéo € um animal ndo-humano transgéni-

co contendo um polinucleotideo da presente invencao, um vetor da presente

- invengéo e/ou uma célula hospedeira da presente invencao.

Outro aspecto da invengdo é um processo para produzir um po-
lipeptideo variante de EPO codificado pelo polinucleotideo da presente in-

. vengdo compreendendo: o cultivo da célula hospedeira da presente inven-

¢ao e a recuperacao do polipeptideo codificado pelo referido polinucleotideo.

Em uma modalidade preferida, o processo da presente invengao

. compreende ainda a etapa de modificar a referida variante de EPO, em que

a modificagao € selecionada do grupo consistindo em oxidagao, sulfatagéo,
fosforilagé@o, adi¢cdo de oligossacarideos ou combinagdes destes.

Outro aspecto da invengdo € um processo para produzir células
capazes de expressar pelo menos uma das variantes EPO compreendendo
células geneticamente projetadas in vitro com o vetor da invencao, em que
a(s) referida(s) variante(s) de EPO é/sao codificadas por um polinucleotideo
da invencé&o. ,

Outro aspecto da invengdo é um polipeptideo com a seqiiéncia
de aminoacidos codificada por um polinucleotideo da presente invengédo ou
obtenivel pelo proéesso da presente invengao.

Outro aspecto da invengédo € um anticorpo que se liga especifi-
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camente ao polipeptideo da presente invengao.

Outro aspecto da invengdo é uma composicdo farmacéutica
compreendendo um polinucleotideo da presente invengdo, um vetor da pre-
sente invengao, uma célula hospedeira da presente invengédo, um polipepti-
deo da presente invengdo e/ou um anticorpo da presente invengdo e um ou
mais veiculos farmaceuticamente aceitaveis. ‘

Outro aspecto da invencdo é o uso de um polinucleotideo da
presente inven¢do, um vetor da presenté inveng¢do, uma célula hospedeira -
da presente invencdo, um polipeptideo da presente invengao para.a"produ-
¢ao de um medicamento para o tratamento ou prevengdo de uma condicdo -
associada com o dano tecidual devido a morte celular, por exemplo, apopto-
se e necrose, assim como por inflamacgao.

Em um uso preferido da presente invengdo, a morte celular é
induzida por isquemia, hipdxia, infecgdo bacteriana, infec¢éo viral, induzida -
auto-imunologica, traumatica ou quimicamente (por exemplo, metabdlica,
toxicamente), ou induzida por radiagao.

Em um uso preferido da presente invengdo, a condicdo é um
disturbio neurodegenerativo/neuroinflamatério agudo ou um disturbio neuro-
degenerativo/heuroinflamatério crénico, é um disturbio agudo ou crénico do
coracao (por exemplo, enfarte do miocardio), pulmao (por exemplo, asma,
doenga pulmonar obstrutiva cronica, rim (glomerulonefrite), figado (por e-
xemplo, faléncié hepatica crénica) ou pancreas (por exemplo, pancreatite) ou
a referida condicao esta associada com um érgdo (por exemplo, rim ou figa-
do) ou transplante de célula (por exemplo, célula tronco).

Preferivelmente, o disturbio neurodegenerativo e/ou neuroinfla--
matério agudo é selecionado do grupo consistindo em enfarte ou isquemia
cerebral incluindo oclusdo embdlica e ocluséo trombdética, reperfusdo segui-
do de isquemia aguda, injuria hipdxica-isquémica perinatal, parada cardiaca,
hemorragia intracranial, hemorragia subaraquindide e lesdes intracranianas
(por exemplo, trauma do SNC), lesdes da medula espinal lesdes intraverte-
brais, sindrome de crianga sacudida ("whiplash shaken infant syndrome"),

encefalite infecciosa (por exemplo, encefalite por herpes), meningite (por
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exemplo, bacteriana)dor de cabeca (por exemplo, enxaqueca).
Preferivelmente, o disturbio neurodegenerativo/neuroinflamatério
cronico € selecionado do grupo consistindo em deméncias (por exemplo,
doenga de Alzheimer, deméncias vasculares), doenga de Pick, doenca do
corpo de Lewy difuso, paralisia supranuclear progressiva (sindrome de Ste-
el-Richardson), esclerose muttipla, atrofia sistémica multipla (incluindo a sin-
drome de Shy-Drager), condi¢des epilépticas Cr(‘)nicas associadas com neu-
rodegeneragédo, doengas neuronais motoras, ataxias degenerativas, degene-
ragéao basal cortical, complexo de Guam-Parkinson-deméncia-SLA, panence-
falite esclerosante subaguda, doenga de Huntington, doenga de Parkinson,
sinucleinopatias, afasia progressiva primaria, degeneragdo estriatonigral,
doenga de Machado/Joseph/ataxia espinocerebelar tipo 3 e degeneragdes
olivopontocerebelares, doenga de Gilles de La Tourette, paralisia bulbar e

pseudobulbar, atrofia muscular espinal e espinobulbar (doen¢a de Kennedy),

. esclerose lateral primaria, paraplegia espéastica familial, doenga de Werdnig-

Hoffman, doencga de K'ugelberg-WeIander, doenca de Tay-Sach, doenca de
Sandhoff, doenc¢a espastica familial, paraparese espastica, leucoencefalopa-

- tia multifocal progressiva, disautonomia familial (sindrome de Riley-Day),

polineuropatias (por exemplo, diabética, alcool-tdéxica, sindrome Guillain-

Barré, polineuropatia desmielinizante inflamatéria cronica), doengas de pri-

. on, vicio, disturbios afetivos (por exemplo, depresséo), disturbios esquizofré-

nicos, sindrome da fadiga cronica, dor crénica (por exemplo, dor nas costas
inferiores). _
Em um uso preferido da presente invengao, a condi¢éo é o en-
velhecimento. |
Em um uso preferido da presente invengéo, o medicarhento é
administrado antes de ou depois do inicio da referida condigao.

Descricdo detathada da invencéao

A nao ser que seja definido de outra forma, todos os termos téc-
nicos e cientificos aqui usados tém o mesmo significado que os comumente
entendidos por uma pessoa versada na técnica para a qual essa invencao

pertence. Em caso de conflito, o presente documento, incluindo definicdes,
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ira controlar. Métodos e materiais preferidos sdo descritos abaixo, embora
métodos e materiais similares ou equivalentes aqueles descritos aqui podem
ser usados na pratica ou testagem da presente invengéo. Todas as publica-

¢oes, pedidos de patente, patentes e outras referéncias aqui mencionadas

'sao incorporadas por referéncia na sua totalidade. Os materiais, métodos e

exemplos aqui descritos sdo somente ilustrativos e ndo pretendem ser limi-
tantes. |

A presente invencao é baséada na surpreendente observagdo
de que variantes de EPO s&o expressas no tecido neuronal e na determina-
¢éo de que as variantes protegeram os neurénios de danos induzidos por -
oxigénio e privagao de glicose, mas ndo apresentaram atividade hematopoi-
ética. Esse comportamento os tornam adequados para uso como terapéuti-
cos em situagdes onde a fungdo hematopoiética do EPO n&o é requerida ou
prejudicial. De acordo com um primeiro aspecto da presente invencdo esta

uma variante de EPO que codifica polinucleotideo selecionado do grupo

- consistindo em:

(a) polinucleotideos que codificam pelo menos a forma madura
dos polipeptideos nomeados hs3, h1-4, h1-5, hs4, h1¥1, h2-1, mS, mGS3,
mG5, m301 e mK3 com a seqliéncia de aminoacidos deduzida conforme
mostrado nas SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 e 22, respecti-
vamente;

(b) polinucleotideos com a sequiéncia codificante, conforme mos-
trado nas SEQID NOs: 1, 3,5, 7,9, 11, 13, 15, 17, 19 e 21, codificando pelo
menos a forma madura dvo polipeptideo;

(c) polinucleotideo que codifica uma versdo humanizada dos po-

“lipeptideos mS, mG3, mGS, m301 e mK3 com a sequéncia de aminoacidos
- deduzida conforme mostrado nas SEQ ID Nos: 14, 16, 18, 20 e 22,

(d) polinucleotideos que codificam um polipeptideo compreen-
dendo uma fusdo de uma sequéncia de aminodcidos selecionada do grupo
de sequéncias de aminoacidos conforme mostrado nas SEQ ID NOs: 24, 26,
28 e 30, no N-terminal, preferivelmehte diretamente, isto é, sem quaisquer

aminoacidos intervenientes, de uma seqiiéncia de aminoacidos selecionada
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do grupo de seqiiéncias de aminoacidos conforme mostrado nas SEQ ID

NOs: 32, 34, 36 e 38;

(e) polinuclectideos compreendendo uma fusdo de seqléncias
de polinucleotideo selecionadas do grupo de sequéncias de polinucleotideo
conforme mostrado nas SEQ ID NOs: 23, 25, 27 e 29, 5, preferivelmente
diretamente 5’, isto é, sem quaisquer polinucleotideos intervenientes, de

uma sequéncia de polinucleotideo selecionada do grupo de sequéncias de

B polinucleotideo conforme mostrado nas SEQ ID NOs: 31, 33, 35 ¢ 37;

~ (f) polinucleotideos que codificam um derivado de um polipepﬁ’-

deo codificado por um polinucleotideo de qualquer um de (a) a (e), em que

no referido derivado entre 1 e 10 residuos de aminoacidos sdo conservati-

vamente substituidos em comparagao com o referido polipeptideo, e o refe-

rido derivado tem atividade celular'protetora e, particularmente, neuroprote-
tora, mas essencialmente sem atividade hematopoiética;

(9) polinucleotideos que codificam um fragmento de um polipep-

tideo codificado por ufnv polinucleotideo de qualquer um de (a) até (f), em

que no referido fragmento entre 1 e 10 residuos de aminoacidos sdo N- e/ou

. C-terminalmente anulados e/ou entre 1 e 10 aminoacidos sdo anulados N-

e/ou C-terminalmente da jungdo em comparagdo com o referido polipepti-

deo, e o referido fragmento tem atividade protetora celular e, particularmen-

. te, neuroprotetora, mas essencialmente nao tem'atividade hematopoiética;

(h) polinucleotideos os quais s@o pelo menos 50% idénticos a
um polinucleotideo conforme definido em qualquer um de (a) até (g) e os
quais codificam para um polipeptideo com atividade protetora celular e, par-
ticularmente, neuroprotetora, mas essencialmente sem atividade hematopoi-
ética; e

(i) polinucIthideos, o filamento complementar dos quais hibridi-
za sob condigbes estringentes em um polinucleotideo conforme definido em
qualquer um de (a) até (h) e o qual codifica para um polipeptideo com ativi-
dade protetora celular e, particularmente, neuroprotetora, rhas essencial-
mente sem atividade hematopoiética;

ou o filamento complementar de tal polinucleotideo.
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A invencao refere-se ainda a um peptideo de uma variante EPO
que codifica Um polipeptideo selecionado do grupo consistindo em:

(a) polinucleotideos que codificam os polipeptideos nomeados
sequiéncias ha, hAma, hAmE, hA-20 e ha- de transporte, com a sequéncia
de aminoacido deduzida conforme mostrado nas SEQ ID NOS: 50, 51, 52,
53 e 60, respectivamente; v

(b) polinucleotideos Com a sequéncia codificadora, conforme
mostrado nas SEQ ID NOS: 55, 56, 57 58 e 60 codificam pelo menos a for-
ma madura do polipeptideo; | ' |

(c) polinucleotideos que codificam um derivado de um polipepti-
deo codificado por um polinucleotideo de qualquer um de (a) a (b), em que
no referido derivado entre 1 e 10 residuos de aminoéacidos sdo conservati-
vamente substituidos em comparag¢édo com o referido polipeptideo, e o refe-
rido derivado tem atividade protetora celular e, particularmente, neuroprote-
tora, mas essencialmente sem atividade hematopoiética;

(d) polinucleotideos codificando um fragmento de um polipepti-
deo codificado por um polinucleotideo de qualquer um de (a) a (b), em que
no referido fragmento entre 1 e 10 residuos de aminoéacidos sdao N- e/ou C-
terminalmenté anulados e/ou entre 1 e 10 aminoacidos sdo anulados N- e/ou
C-terminalmente da jungdo em comparagéo com o referido polipeptideo, e o
fragmento derivado tem atividade protetora celular e, particularmente, neu-
rdprotetora, mas essencialmente sem atividade hematopoiética; |

(e) polinucleotideos, os quais sdo pelo menos 50% idénticos a
um polinuclebtideo conforme definido em qualquer um de (a) a (b), e os
quais codificam para um polipeptideo com atividade protetora celular e, par-

ticularmente, neuroprotetora, mas essencialmente sem atividade hematopoi-

- ética; e

(f) polinucleotideos, o filamento complementar do qual hibridiza
sob condig¢des estringentes para um nucleotideo conforme definido em qual-
quer um de (a) a (h), e os quais codificam para um polipeptfdeo com ativida-
de prot'etora celular e, particularmente; neuroprotetora, mas essencialmente

sem atividade hematopoiética;
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ou o filamento complementar de tal polinucleotideo.

Em um outro aspecto, os polinucleotideos da presente invengao
compreendem homologos das variantes EPO da presente invengao deriva-
dos de outra espécie eucaridtica superior, particularmente de mamiferos,
mais preferivelmente de primatas nao-humanos; de roedores, por exemplo,
rato ou porquinho-da-india; ruminante, por exemplo, vaca; ou ovelha; cavalo;
porco; coelho; cachorro; ou gato, os quais tém atividade protetora celular e,
particularmente, neuroprotetora, mas essencialmente sem atividade hema-
topoiética. Nesse contexto, o termo homdélogo refere-se a um polinucleotidéo
codificando uma variante EPO derivada de outra espécie, a qual compreen-
de essencialmente a mesma anulagao que os polinucleotideos de acordo
com as SEQ ID NOS: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13,1 15, 17, 19, 21, 55, 56, 57, 58 ou
60. Uma anulagdo de um ,povlivnucleotl’deo é considerada como sendo essen-
cialmente a mesma, se ela envolver a anulagao de polinucléotl’deos codifi-
cando um polipeptideo, o qual seja homologo aos polipeptideos respectiva-
mente anulados nos pélipeptideos da variante EPO de acordo com as SEQ
ID NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 50, 51, 52, 53 ou 61. Os crité-

. rios para determinar a homologia entre duas 'seqijéncias de peptideos séo

bem-estabelecidos. Para esse propdsito, programas como BLASTP podem

ser usados. Uma anulagao é ainda considerada como sendo essencialmente

. @ mesma se ela envolver 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,

17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 55, 56, 57, 58 ou 61
mais ou menos nucleotideos que a respectiva anulagao nas SEQ ID Nos: 1,
3,5,7,9, 11,13, 15, 17, 19, ou 21, as quais também sao representadas nas
figuras 1 e 2. ,

Outro aspecto da presente invengdo é uma variante EPO que
codifica um polinucleotideo selecionado do grupo consistindo em:

(a) polinucleotideos que codificam um polipeptideo variante de
EPO, o qual compreende a parte N-terminal do comprimento total do EPO,
incluindo a hélice A a qual ndo tem pelo menos um dos seguintes:

(i) um fragmento de pelo menos 10 aminoacidos, preferivelmente
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ou 20 aminoacidos entre a hélice A e a hé-
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lice B;

(i) um fragmento de pelo menos 10 aminoacidos, preferivelmen-
te 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 ou 28 ami-
noacidos da hélice B; _

(iii) um fragmento de pelo menos 2 aminoacidos, preferivelmente
3, 4, 5 ou 6 aminoacidos entre a hélice B e a hélice C;

(iv) um fragmentd de pelo menos 10 aminoacidos, preferivelmente
11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 ou 23 aminoacidos de hélice C;

(v) um fragmento de pelo menos 10 aminoacidos, preferivelmen-
te 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 ou 27 aminoa-
cidos entre as hélices C e D; e/ou

(vi) um fragmento de pelo menos 10 aminoacidos, preferivelmen-
te 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, ou 22 de hélice D;

em que a referida variante tem atividade protetora celular e, par-

ticularmente, neuroprotetora, mas essencialmente sem atividade hematopoi-

- ética.

(b) polinucleotideos codificando um derivado de um polipeptideo
codificado por um polinucleotideo de qualquer um de (a), em que no referido

derivado entre 1 e 10 residuos de aminoéacidos sao conservativamente subs-

tituidos em comparagdo com o referido polipeptideo, e o referido derivado

tem atividade protetora celular e, particularmente, neuroprotetora, mas es-
sencialmente sem atividade hematopoiética;

(c) polinucleotideos, o filamento complementar do qual hibridiza
sob condig¢oes estringéntes para um polinucleotideo conforme definido em
qualquer um de (a) a (b), e o qual codifica para um polipeptideo com ativida-
de protetora celular e, parti'cularmente, neuroprotetora, mas essencialmente
sem atividade hematopoiética;

ou o filamento complementar de tal polinucleotideo.

Nesse contexto, a hélice A, B, C e D do polipeptideo EPO sao
regides homologas as respectivas regides da hélice A, B, C e D do EPO de
bomprimento total de camundongo e humano conforme delineado na figura

4. E bem-conhecido na técnica como determinar homologias entre duas se-
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qléncias de polipeptideos e alguém versado na técnica sera capaz de ali-
nhar uma dada seqléncia de polipeptideo EPO derivada, por exemplo, de
outra espécie, e de determinar a respectiva posicao da hélice A, B, Ce D
nesse polipeptideo EPO. E preferivel que o polinucleotideo variante do EPO
seja derivado de um eucarioto superior, pérticularmente de um mamifero ou
passaro. Mamiferos preferidos sdo seres humanos, primatas nao-humanos;
roedores, por exemplo, rato ou porquinho-da-india; ruminante, por exemplo,
vaca; ou ovelha; cavalo; porco; Coelho; cachorro; ou gato. Um grande nuime-
ro de tais polinucleotideos que codificam EPO de comprimento total de va-
rias espécies € conhecido, incluindo sem limitacdo gato (Acesso Gene Bank
L10606), porco (Acesso Gene Bank 10607), ovelha )Acesso Gene Bank
10610), cachorro (Acesso Gene Bank L13027), macaco (Acesso Gene Bank
M18189), macaco resus (Acesso Gene Bank L10609), camundongo (Acesso
Gene Bank 12930), rato (Acesso Gene Bank L10608), humaho (Acesso Ge-

- ne Bank M11319), Bos taurus (Acesso Gene Bank U44762) e Bos indicus

(Acesso Gene Bank L41354).

Preferivelrriente, 0s polinuclebtl’deos que codificam um polipepti-

. deo variante de EPO néo tém o seguinte: (i); (ii); (iii); (iv); (v); (vi); (i) e (ii); (i)

e (iii); (i) e (iv); (i) e (v); (i) e (vi); (ii) e (iii); (ii) e (iv); (ii) e (v); (i) e (vi); (iii)
(iv); (iii) e (v); (iii) e (vi); (iv) e (v); (iv) e (vi); (v) e (vi); (i), (ii) e (iii); (i), (i) e

(W), (Q), (i) e (v), @), (i), (vi), (), (iii) e (iv); (i), (iil) e (v); (i), i) e (vi); (i), (iv) e

(V)i (@), (iv) e (vi); (i), (v) e-(vi); (i), (iii) e (iv); (i), (iii) e (v); (i), (iii) e (vi); (ii),
(iv) e (v); (ii), (iv) e (vi); (ii), (v) e (vi); (iii), (iv) e (v); (iii), (iv) e (vi); (iii), (v) e
(vi); ou (iv), (v) e (vi).

Um polipeptideo que exibe atividade protetora celular é um poli-
peptideo que tem pelo menos 50% (por exemplo, pelo menos: 55%; 60%;
65%; 70%; 75%; 80%; 85%; 90%; 95%; 98%; 99%; 99,5%; ou 100% ou
mesmo mais) da capacidade do respectivo variante de EPO de proteger os
neurdnios de danos por apoptose, em que a apoptose € induzida por oxigé-
nio ou privagao de glicose, por exposicao quimica ou radioativa ou por infec-
¢ao viral ou bacteriana. Ensaios para determinar danos em células, particu-

larmente em células neuronais, sao conhecidos na técnica. Um ensaio ade-
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quado € o ensaio de privacao de glicose oxigénio, conforme descrito aqui
abaixo. No ensaio descrito, a leitura para exibicdo é a quantidade de ativida-
de de lactato desidrogenase (LDH). Entretanto, uma variedade de outros
métodos existem, os quais permitem a avaliagdo dos danos induzidos em
uma célula e, particularmente, a quantidade de morte celular (por exemplo,
apoptose, necrose). Esses ensaios incluem, sem limitagao, ensaios Tunnel,
ensaio MTT, ensaio de vida/morte por manchamento (por exemplo, man-
chamento com brometo de etidio e Iaranjé acridina), ensaio da caspase, mi-
croscopia de elétron, corrida de DNAV, 0s quais sao bem-conhecidos na técnica.

- Um polipeptideo variante do EPO que exibe nédo essencialmente
atividade homeopéatica € um polipeptideo, o qual elicia na técnica conhecida
os ensaios de formagédo de colbnia, um exemplo do qual é descrito abaixo,
na mesma concentragdo molar que o rhEPO e o wt mEPO, respectivamente,
menos do que 10% da CFU-E (unidade de eritroblasto formadora de colé-
nia), preferivelmente menos do que 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, ou

1%. As quantidades da CFU-E respectivas sdo calculadas para um dado

rhEPO, wt mEPO ou variante EPO pela subtragao de cada valor da quantidade
de CFU-E observada em uma reagao de controle (sem wt ou variante EPO).

| No contexto dos polipeptideos da presente invengdo, o termo
"juncao” refere-se ao sitio em que dois aminoacidos seguem um ao outro, os
quais ndo sdo consecutivos no thEPO ou wt EPO de camundongo, e os
quais sdo potencialmente o resultado de eventos de unido ou outros rearra.n-
jos no RNAm de EPO. A respectiva jungdo das variantes EPO da presente
invengao pode ser derivada da figura 4, por exemplo, € ENIT | RVvQQ para
hS3, VGQQ | ALLV para h1-4; VNFY | ALLV para h1-5, KRME | PWEP para
hS4, ITVP | GPVG para h1-1, LNEN | NHC para h2-l, KRME | KELM para
mS, LLAN | FLRG para mG3, DTFC | RRGD para mG5, KVNF | LRGK para
m301 ou LSEA | VHGR para mK3.

As moléculas de polinucleotideo da inven¢do podem ser sinteti-
zadas in vitro (por exemplo, por sintese baseada em fosforoamidita) ou po-
dem ser obtidas de uma célula, tal como a célula de um mamifero.

As variantes de EPO nomeadas mS, mG3, mG5, m301 e mK3
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com a sequéncia de aminoéacido deduzida conforme mostrado nas SEQ ID
NOS: 14, 16, 18, 20 e 22, respectivamente, foram isoladas de camundongo.
A sequiéncia de camundongo € altamente homdloga a sequéncia humana.
Um alinhamento das seqiéncias de aminoacido do EPO derivado de seres
humanos e camundongo é fornecido na figura 4. Conforme é aparente, a
sequéncia de camundongo é distinguida da sequéncia humana pela falta de
um residuo de alénina na posicao 8 e pelas seguintes 39 substituicdes (a em
umeragdo é de acordo com a respectiva posigao de aminoacido no EPO
humano, o primeiro aminoacido indicado> € 0 aminoacido humano naquela
posicdo e o segundo é aminoacido de camundongo correspondente): *H —
4P, GC‘__) 6R, 9W — 9-|-; 11W N 11L, 188 - 18L; 19L N 19|; 27G N 27C; 43L N 43|;
52| _, szv; S4T _, 54M; 60 _, GOG; 61 _, 8'p, 62g - GZR; 64N 648; 84 _,
84E; 85Q N BSE; 95'A N 958;.10‘1\/ - 101|; 1O3R N 1930; 1O4G — 104A; 109V — 109A;
115W - 115P; 117P N 117T; 122V - 122|; 126V - 126|; 134T - 1348; 138A — 138V;

160| N 160L. 162A — 162Vv. _166R N 1ﬁsc. 1738 N 173A. 187A _)‘187V e 190-_|- N 190R
3 3 : 3 ) .

Um mS, mG3, mG5, m301 ou mK3 humanizado carrega o residuo de alani-

. na adicional na posi¢cao 8 e/ou em um ou mais preferivelmente 2, 3, 4, 5, 6,

7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 ou 37 posicdes da seqliiéncia de aminoaci-

. dos humana ao invés da de camundongo. E particularmente preferido que

mS, mG3, mG5, m301 e mK3 sejam completamente humanizados, isto &,
que todo aminoacido mas posi¢gées de equilibrio delineadas acima, até a
extensao deles estarem presentes na respectiva variante, é de sequéncia
humana ao invés de ser da seqiiéncia de camundongo. E esperado que a
humaniza¢do das variantes de camundongo va diminuir quaisquer proble-
mas imunoldgicos, os quais devem ser encontrados quando do uso no tra-
tamento de seres humanos.

As moléculas de acido nucléico variante do EPO da invengéo
podem ser DNA, CDNA, DNA gendmico, DNA sintético ou RNA, e podem
ser de filamento duplo ou de filamento Unico, o filamento de sentido ou de

anti-sentido. Essas moléculas podem ser produzidas, por exemplo, pela rea-



10

15

20

25

30

21

¢ao em cadeia da polimerase (PCR) ou geradas por tratamento com uma ou
mais endonubleases de restricdo. Uma molécula de A&cido ribonucléico
(RNA) pode ser produzida por transcri¢ao in vitro.

As moléculas de polinucleotideo da invencdo podem conter se-
quéncias de ocorréncia natural, ou sequéncias que diferem daquelas que
ocorrem naturalmente mas, devido a degenerag¢ao do cédigo genético, codi-
ficam o mesmo polipeptideo, isto &, os polipeptideos com as SEQ ID NOS:
2,47,6, 8,10, 12, 14, 16, 18, 20 e 22. Além disso, essas moléculas de acido -
nucléico nao estao limitadas as seqtléncias codificantes, por exemplo, elas
podem incluir algumas ou todas as sequéncias nao-codificantes que se en-
contram a montante ou a jusante de uma sequéncia codificadora.

Além disso, as moléculas de acido nucléico isoladas da invengao
podem englobar segmentos que nao sdo encontrados como tais no estado
natural. Dessa forma, a invengao engloba moléculas de acido nucléico re- -

combinantes incorporadas em um vetor (por exemplo, em um plasmideo ou

‘vetor viral), ou no genoma de uma célula homéloga (ou 0 genoma de uma

célula homologa, em uma posigcéo diferente do local cromossomal natural).
Moléculas de acido nucléico recombinantes e seus usos sdo discutidos adi-
cionalmente eibaixo. :

_ Em modalidades preferidas, os polinucleotideos da presente in-
vengdo também compreendem moléculas de acido nucléico as quais sdo
pelo menos 50%, preferivelmente 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou
99% idénticas a: (a) uma molécula de &cido nucléico que codifica o polipep-
tideo das SEQ ID NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 50, 51, 52, 53
ou 60 e (b) a sequiéncia de.nucleotideos das SEQ ID NOS: 1, 3,5, 7, 9, 11,
13, 15, 17, 19, 21, 55, 56, 57, 568 ou 61, respectivamente, e 0s quais apre-

sentam ao mesmo tempo atividade protetora celular e, particularmente, neu-

roprotetora, mas essencialmente sem atividade hematopoiética.

A determinagéo da identidade porcentual entre duas seqiiéncias
€ conseguida usando o algoritmo matematico de Karlin e Altschul (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873- 5877. Tal algoritmo é incorporado nos
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programas BLASTN e BLASTP de Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:
403-410. Buscas por nucleotideo BLAST sao efetuadas com o programa

'BLASTN, pontuagao = 100, comprimento de palavra = 12, para obter se-

quéncias de nucleotideos homdlogas ao polipeptideo variante EPO que codi-
fica acidos nucléicos. Buscas de proteina BLAST sao efetuadas com o pro-
grama BLASTP, pontuagdo = 50, comprimento de palavra = 3, para obter
sequéncias de aminoacidos homdlogas ao polipeptn’deo,variahte EPO, res-
pectivamente. Para obter alinhamentos intervalados para propésitos compa-
rativos, gapped BLAST é utilizado conforme descrito em Altschul et al,
(1997) Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402. Ao utilizar os programas BLAST e
gapped BLAST, os parametros predefinidos dos respectivos programas. séo
usados.

A hibridizagdo também ‘pode ser usada como uma medida de

homologia entre duas seqiiéncias de &cidos nucléicos. Uma sequéncia de

~ acidos nucléicos codificando qualquer uma das variantes EPO aqui descri-

tas, ou um derivado ou fragmento seu, pode ser usada como uma sonda de
hibridizagdo de acordo com técnicas de hibridizagao padrdo. A hibridizacéo

. de uma sonda de variante EPO em DNA ou RNA de uma fonte de teste (por

exemplo, uma célula de mamifero) é uma indicagio da presenga do DNA ou

RNA relevante do EPO na melhor fonte. As condi¢cbes de hibridizagao sao

. conhecidas pelas pessoas versadas na técnica e podem ser encontradas em

Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y., 6.3.1-
6.3.6, 1991. Condi¢des estringentes sdo definidas como equivalentes a hi-
bridizagédo em cloreto de sédio/citrato de sddio 6X (SSC) a 45°C, seguido por
uma lavagem em 0,2X SSC, SDS 0,1% a 65°C. Ao selecionar uma sonda
especifica para uma variante carregando uma anulagao interna, é preferivel
que a sonda usada para detectar acidos nucléicos homélogos sobrepde os
limites da anulagdo, por exemplo, hs3, h1-4, h1-5, hS4, mS, mG3, mG5 ou
m301. Em casos onde a unido leva a um C-terminal alternado da proteina,
por exemplo, h1-1, h2-l ou mK3 ¢é preferido que a sonda usada para detectar
sequéncias de DNA homdlogas sobrepde os limites entre a sequéncia EPO

conhecida e o C-terminal alternado. Por exemplo, uma sonda poderia ser
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projetada, a qual compreende 10 bases complementares 5’ do sitio de unido
e 10 bases cbmplementares 3’ do sitio de uniao.

Um "DNA isolado" é ou (1) um DNA que contém seqiéncia néo-
idéntica aquela de qualquer sequéncia de ocorréncia natural, ou (2), no con-
texto de um DNA com uma sequéncia de ocorréncia natural (por exemplo,
um CDNA ou um DNA gendmico), um DNA livre de pelo menos um dos ge-
nes que flanqueiam o gene contendo o DNA de interesse no genoma do or-
ganismo no qual o gene contendo o DNA de interesse ocorre naturalmente. -
O termo, dessa forma, inclui um DNA recombinante incorporado em um ve-
tor, em um plasmideo autonomicamente replicante ou virus, ou no DNA ge-
némico de um procarioto ou eucarioto. O termo também inclui uma molécula
separada tal como um CDNA onde o DNA genémico correspondente tem
introns e, conseqiientemente, uma sequéncia diferente; um fragmento ge-
ndémico qué nédo tem pelo menos um dos genes flanqueadores; um fragmen-
to de CDNA ou DNA gendmico produzido pela reagdo em cadeia da polime-
rase (PCR) e que nao tem pelo menos um dos genes flanqueadores; um
fragmento de restricdo que nado tem pelo menos um dos genes flanqueado-
res; um DNA que codifica uma proteina de ocorréncia héo-natural tal como
uma proteina d efusdo, muteina ou fragmento de uma dada proteina; e um
acido nucléico o qual é uma variante degenerada de um CDNA ou de um
acido nucléico de ocorréncia natural. Além disso, ele inclui uma seqiéncia
de nucleotideos recombinante que é parte de um gene hibrido, isto é, um
gene que codifica uma proteina de fusdo de ocorréncia ndo-natural. Sera
aparente a partir do precedente que DNA isolado nao significa um DNA pre-
sente dentre centenas a milhdes de outras moléculas de DNA em, por e-
xemplo, bibliotecas de CDNA ou de DNA genOmico ou de digestos de restri-
¢ao de DNA gendémico em, por exemplo, uma mistura reacional de digesto
de restricdo ou uma fatia de gel eletroforético.

Outro aspecto da presente invengdo é um vetor contendo o(s)
polinucleotideo(s) da presente invengao ou uma proteina codificada por um
polinuc'leotl’deo da presente invencéo. O termo "vetor” refere-se a uma prote-

ina ou polinucleotideo ou uma mistura desses a qual é capaz de ser introdu-
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zida ou de introduzir as proteinas e/ou acidos nucléicos compreendidds na
célula. E preferivel que as proteinas codificadas pelo polinucleotideo intro-
duzido sejam expressas na célula na introdugédo do vetor.

- Em uma modalidade preferida, o vetor da presente invencdo
compreende plasmideos, fagemideos, fagos, cosmideos, cromossomos de
mamifero artificiais, constructos "knock-out' e "knock-in", virus, particular-
mente adenovirus, virus vaccinia, virus vaccinia atenuados, virus pox cana-
rio, lentivirus (Chang, LJ. e Gay, E.E. (20001) Curr. Gene Therap. 1:237-
251), herpes virus, particularmente virus herpes simplex (HSV-1, Carlezon,
W. A. et al. (2000) Crit. Rev. Neurobiol.), baculovirus, retrovirus, virus adeno-
associado (AAV, Carter, P.J. e Samulski, R.J. (2000) J. Mol. Med. 6:17-27),
rinovirus, virus da imunodeficiéncia humana (HIV), filovirus e versdes proje-
tadas suas (ver, por exemplo, Cobinger G. P. et al (2001) Nat. Biotechnol.
19:225-30), virossomas, lipossomas de DNA "nus" e par’u’culaS revestidas de

. acido nucléico, particularmente esferas de ouro. Particularmente preferidos

sd0 0s vetores virais como vetores adenovirais ou vetores retrovirais (Lin-
demann et al. (1997) Mol. Med. 3:466-76 e Springer et al. (1998) Mol. Cell.

. 2:549-568). Lipossomas sao geralmente pequenas vesiculas unilamelares ou

multilamelares feitas de lipideos catibnicos, neutros e/ou anidnicos, por e-

xemplo, 'por tratamento de ultra-som de suspensoes lipossomais. O DNA

. pode, por exemplo, estar ligado ionicamente & superficie dos lipossomas ou

internamente encerrado no lipossoma. Misturas de lipideos adequadas séo
conhecidas na técnica e compreendem, por exemplo, DOTMA (brometo de
1,2-dioleiloxpropil-3-trimetilaménio) e DPOE (dioleoilfosfatidiletanolamina),
0s quais ambos tém sido usados em uma variedade de linhagens celulares. )

Particulas revestidas de acido nuciéico sdo outro instrumento
para a introducéo de &cidos nucléicos nas células usando as chamadas "ar-
mas de gene", as quais permitem a introdugdo mecanica de particulas nas
células. Preferivelmente, as particulas por si s6 sdo inertes, e consequiente-
mente, estdo em uma modalidade preferida feita de esferas de ouro.

Em outro aspecto, o polinucleotideo da presente invencédo é ope-

rativamente ligado as sequéncias de controle de expressdo que permitem a
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expressao em células hospedeiras procaridticas e/ou eucaribticas. Os ele-
mentos regulatorios transcricionais/traducionais referidos acima incluem,
mas nao estéo limitados, a promotores, intensificadores, operadores, silenci-
adores, repressores e outros elementos induziveis e ndo-induziveis, consti-

tutivos, regulados por ciclo celular e regulados metabolicamente que sdo

conhecidos pelas pessoas versadas na técnica e que direcionam ou, de ou-

tra forma, regulam a expressao génica. Tais elementos regulatérios incluem,
mas nao estdo limitados, a elementos regulatérios que direcionam a expres-
sdo constitutiva como, por exemplo, promotores transcritos pela RNA poli-
merase do tipo lll, por exemplo, promotores do gene RNAsn U6 Vou RNAsc
7SK, o gene inicial imediato hCMV de citomegalovirus, os promotores inicial
ou tardio do SV40 de adenovirus, promotor viral e as sequéncias ativadoras
derivadas de, por exemplo, NBV, HCV, Hsv; HPV, EBV, HTLV, MMTV ou
HIV; as quais permitem a expressao induzivel como, por exemplo, o promo-
tor CUP-1, o repressor tet, conforme empregado, por‘ exemplo, nos sistemas
tet-on e tet-off, o sistema lac, o sistema trp; elementos regulatérios direcio-
nando a expressao tecido-especifica, preferivelmente a expressio especifica
de célula nervosa, por exemplo, promotor (por exempld, Thy-1.2, NSE, ca-
deia leve de miosina Il, tirosina hidroxilase, promotor CaMKillalfa, cadeia be-
ta do fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF), dopamina bea-
hidroxilase, Tau, elementos regulatdrios (por exemplo, NRSE/RE-1; elemen-
to silenciador neurénio-restritivo/elemento repressor 1) direcionando a ex-
pressao especifica do ciclo celular como, por exemplo, cdc2, cdc25C ou ci-
clina A; ou o sistema TAC, o sistema TRC, as principais regides operadora e
promotora do fago A, as regiées de controle da proteina revestida fd, o pro-
motor da 3-fosfoglicerato quinase, os promotores da fosfatase acida € os
promotores dos fatores de emparelhamento o- ou a- de levedura.

Conforme aqui utilizado, "operativamente ligado" significa incor-
porado em um constructo genético de forma que as sequéncias de controle
de expressao eficaz'controlam a expressao de uma sequéncia codificadora
de interesse. |

Semelhantemente, os polinucleotideos da presente invencgéo
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podem formar parte de um gene hibrido que codifica seqiiéncias de polipep-
tideo adicionais, por exemplo, uma sequéncia a qual codifica uma proteina
que funciona como um marcador ou repodrter. O gene hibrido pode levar a
uma proteina de fuséo ou as duas ou mais partes podem ser separadas por
sitios de entrada ribossomais internos (IRES), 0S quais levam a expressao
de duas ou mais proteinas separadas. Exemplos de genes marcador e re-
pérter incluem da B-lactamase, cloranfenicol acetiltransferase, (CAT), ade-
nosina desaminase (ADA), aminoglicosideo fosfotransferase (neo’, G418"),
diidrofolato redutase (DHFR), higromicina-B-fosfotransferase (HPH), timidina
quinase (TK), lacZ (codificando a PB-galactosidase), proteina fluorescente
verde (GFP) e variantes suas e xantina guanina fosforibosiltransferase (XG-
PRT). Como com muitos dos procedimentos padrio associados com a prati-
ca da invenc&o, artesdos versados estardo informados dos reagentes Uteis
adicionais, por exemplo, sequéncias adicionais que podem Aservir a funcao
de um marcador ou repérter. Se a expressao do gene hibrido leva a um poli-
peptideo, o polipeptidédhl’brido ira geralmente incluir uma primeira porg¢éo e
uma segunda porgéo;’ a primeira porgdo sendo um polipeptideo variante

. EPQO e a segunda porcao sendo, por exemplo, o repdrter descrito acima de

uma regiao constante de Ig ou parte de uma regido constante lg, por exem-
plo, os dominios CH2 e CH3 da cadeia pesada de IgG2. Outros hibridos po-

. deriam incluir uma sequéncia de peptideo heteréloga para facilitar a purifica-

¢éo e/ou detecgéo, por exemplo, de um sinalizador antigénico como, por e-
xemplo, um sinalizador myc, ou um sinalizador com ligagdo preferencial a
uma regiao, por exemplo, taq de quitina ou sinalizador His. Moléculas de
acido nucléico recombinantes também podem conter uma seqiéncia de po-
linucleotideo codificando um polipeptideo variante EPO operativamente liga-
do a uma seqiiéncia de sinal heterdloga. Tais seqiéncias de sinal podem
direcionar a proteina para diferentes compartimentos na célula e sao bem-
conhecidas por alguém versado na técnica. Uma seqléncia de sinalizacéo
preferida é uma seqiéncia que facilita a secrecdo da protei’na resultante.
Preferivelmente, essas seqiliéncias de sinalizagado e/ou taq sdo projetadés de

forma que elas possam ser clivadas da variante EPO depois da purificacdo
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para proporcionar uma proteina essencialmente pura sem dois muitos ami-
noacidos , pr'eferivelmente ndo mais do que 10 aminodcidos adicionais para
o EPO final. Tais sitios de clivagem sdo bem-conhecidos na técnica e com-
preendem, por exemplo, sitios de clivagem de endopeptidase e sitios de cli-
vagem de inteina.

Outro aspecto da presente invengdo é uma célula hospedeira
geneticamente projetada com o polinucleotideo ou o vetor conforme delinea-
do acima.-As céiulas hospedeiras que podem ser usadas para propdsitos da -
invengdo incluem, mas néo estdo limitadas, a células procaridticas tais como
bactérias (por exemplo, E. coli e B. subtilis), as quais podem ser transforma-
das com, por exemplo, vetores de expressdo de DNA de cosmideo, DNA
bacteriéfago recombinante ou DNA de plasmideo contendo as moléculas de
polinucleotideo da invengéo; células eucaridticas simples como levedura (por
exemplo, Saccharomyces e Pichia), as quais podem ser transformadas com,

por exemplo, vetores de expressao de levedura recombinantes contendo a

-molécula de polinucleotideo da invencgéo; sistemas de célula de inseto como,

por exemplo, células Sf9 ou Hi5, as quais podem ser infectadas com, por
exemplo, vetores de expressdo de virus recombinante (por exemplo, baculo-
virus) contendo as moléculas de polinucleotideo da invengao; odcitos Xeno-
pus, 0s quais podenﬁ ser injetados com, por exemplo, plasmideos; sistemas
de célula vegetal, os quais podem ser infectados com, por exemplo, vetores
de expressao de virus recombinantes (por exemplo, virus mosaico de couve-
flor (CaMV) ou virus mosaico de tabaco (TMV)) ou transformados com veto-
res de expressao de plasmideo recombinantes (por exemplo, plasmideo Ti)
contendo uma sequéncia de nucleotideo variante EPO; ou sistemas de célu-
la de mamifero (por exem'plo, células COS, CHO, BHK, HEK293, VERO,

- Hela, MDCK, Wi38, Swiss 3T3 e NIH 3T3) as quais podem ser transforma-

das com constructos de expressao recombinantes contendo, por exemplo,

promotores derivados, por exemplo, do genoma de células de mamiferos

~ (por exemplo, o promotor de metalotioneina) de virus mamifero (por exem-

plo, o promotor tardio de adenov:’rus,'CMV IE e 0 promotor 7,5K do virus

vaccinia) ou de células bacterianas (por exemplo, a ligagdo do repressor tet
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€ empregada nos sistemas tet-on e tet-off). Também uteis como células
hospedeiras sdo as células primarias ou secundarias obtidas diretamente de
um mamifero e transfectadas co um vetor de plasmideo ou infectadas com
um vetor viral. Dependendo da célula hospedeira e do respectivo vetor usa-
do para introduzir o polinucleotideo da invengao o polinucleotideo pode inte-
grar, por exemplo, no cromossomo ou no DNA mitocondrial ou pode ser
mantido extracrdmossomalmente como, por éxemp_lo, epissomalmente ou
pode estar somente temporariamente compreendido nas células.

~Uma vez que o EPO é altamente glicosilado in vivo, é desejévél
escolher um sistema de expressao, o qual proporcione a glicosilacao fiel da
proteina. Conseqlentemente, é preferivel introduzir os polinucleotideos que
codificam variantes de partes do EPO da presente 'invengéo em células eu-
cariéticas superiores, particularmente em células de mamifero, por exemplo,
células COS, CHO, BHK, HEK293, VERO, Hela, MDCK, W‘i38, Swiss 3T3

~ ou NIH 3T3.

Outro aspecto da presente invengdao € um animal ndo-humano
transgénico contendo um polinucleotideo, um vetor e/ou uma célula hospe-

- deira conforme descrito acima. O animal pode ser um animal mosaico, o que

significa que somente parte das células compondo o corpo compreendem

polinucleotideos, vetores e/ou células da presente invengao ou o animal po-

. de ser um animal transgénico o que significa que todas as celulas do animal

compreendem os polinucleotideos e/ou vetores da presente invengao ou sao
derivadas de uma célula da presente invengao. Animais mosaicos ou trans-
génicos podem ser ou homo- ou heterozigéticos, em relagédo aos polinucleo-
tideos da presente inve'ng:éo contidos na célula. Em uma modalidade preferi-
da, os animais transgénicos sao ou animais "knock-out" ou "knock-in" homo-
ou heterozig6ticos com relagdo aos genes 0s quais codificam para as protei-
nas da presente invengdo. Os animais podem, em principio, ser qualguer
animal, preferivelmente, entretanto, ele € um mamifero, selecionado do grupo
de primatas néo-humands, cavalo, bovino, ovelha, cabra, porco, cachorro, gato,
bode, coelho, camundongo, rato, porquinho-da-india, hamster ou gerbo.

Outro aspecto da presente invengao € um processo para produ-
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zir um polipeptideo variante EPO codificado por um polinucleotideo da pre-
sente inVengéo compreendendo: o cultivo da célula hospedeira descrita aci-
ma e a recuperagao do polipeptideo codificado pelo referido polinucleotideo.
Combinacgbes preferidas de células hospedeiras e vetores sdo delineadas
acima e a combinagdo adicional sera prontamente aparente para alguém
versado na técnica. Dependendo do uso posterior tencionado do peptideo
recuperado, um tipo celular adeqUado pode ser escolhido. Conforme deline-
ado acima, células eucaribticas sao preférivelmente escolhidas, se for dese- -
jado que as proteinas produzidas pelas células exibam um padrao-essenci-
almente natural de glicosilagao e células procariéticas sdo escolhidas se, por -
exemplo, glicosilagdo ou outras modificagdes, as quais sdo normalmente
introduzidas nas proteinas somente em células eucariéticas, nao forem de-
sejadas ou necessarias.

E conhecido na técnica anterior que a farmacocinética dos far-

macos de proteina pode ser significativamente alterada por modifica¢do da

-proteina. Para EPO de comprimento total, foi descrito que a glicosilagao,

particularmente a presenga de residuos de &cido sialico no final das cadeias
laterais de oligossacarideo, atribui para o tempo de circulacago (WO
95/05465) e qhe a remogao dos grupos de acido sidlico expde os residuos
de galactose, o que aumenta a depuragéo pelo figado. Conseqﬂentemente,‘v
uma tentativa tomada para aumentar o tempo de circulagdo do EPO foi o
aumento nos residuos de acido sidlico. Varias tentativas, dessa forma, en-
volvem o fornecimento de sitios de glicosilagao adicionais (ver, por exemplo,
WO 91/05867, WO 94/09257 e WO 01/81405. Tais analogos de EPO modifi-
cados podem ter pelo menos uma cadeia de carboidrato N-ligada ou O-
ligada adicional. Outras tentativas de aumentar a meia-vida do EPO envolve-
ram a adicao de residuos de polietilenoglicol (PEG) de comprimento de es-
trutura de aminoacido variada (ver, por exemplo, WO 00/32772, WO
01/02017, WO 03/029291. Qutra tentativa usou a modificagéd de moléculas
EPO com pelo menos um oligossacarideo N-ligado ou O-ligado, as quais
foram ainda modificadas por oxidagéo, sulfatagéo, fosforilagado PEGilacao ou
uma combinagao destes (ver WO 2005/025606). Todas essas tentativas po-
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dem ser igualmente empregadas para estender a meia vida das variantes
EPO da presente inven¢ao e, concordantemente, em uma modalidade prefe-
rida acima, o processo compreendendo ainda a etapa de modificagdo da
variante EPO, em que a modificacao € selecionada do grupo consistindo em
oxidagao, sulfatagéo, fosforilagdo, adicdo de oligossacarideos ou combina-
¢Oes destes. Se a adi¢cdo de outros oligonucleotideos N-ligados ou O-ligados
for desejada, é possivel introduzi-las pela introdugao de sitios de glicosilagao
adicionais conforme tem sido descrito na técnica anterior, por exemplo, nas
posicdes 30, 51, 57, 69, 88, 89, 136 e/ou 138, se a respectiva posicao esti-
ver presente na variante da presente invengao (ver WO 01/81405).

Outro aspecto da invengao é um processo para produzir células
capazes de expressar pelo menos uma das variantes EPO compreendendo
células geneticamente projetadas in vitro com o vetor da reivindicagao 3 ou
4, em que o(s) referido(s) polipeptideo(s) variante(s) é(sdo) cbdificado(s) por
um polinucleotideo da presente invencao. |

Outro aspebto da invengao é um polipeptideo com a seqléncia
de aminoacidos codificada por um polinucleotideo da invengéo ou obtenivel

. pelo processo mencionado acima. Os polipeptideos da invencdo incluem

todos aqueles descritos aqui e fragmentos desses polipeptideos, os quais

carregam entre anulacdes 1 e 10N- e/ou C-terminais. Preferivelmente, as

. anulagdes sdo de menos de 10, menos de 9, menos de 8, menos de 7, me-

nos de 6, menos de 5, menos de 4, menos de 3, menos de 2 ou menos de 1
aminoacido. Os polipeptideos embarcados pela invengdo também incluem
proteinas de fusdo que contém ou a variante da por¢do EPO conforme indi-
cado nas SEQ ID NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 e 22 ou a versdo
humanizada de 14, 16, 18, 20 e 22 ou um fragmento seu conforme definido
acima fundido com uma sequéncia de aminoacido nao-relacionada. As se-
quéncias nao-relacionadas podem compreender dominios funcionais adicio-
nais ou peptideos de sinalizagdo. Peptideos de sinalizacdo estao descritos
em maiores detalhes e exemplificados abaixo. |

Os polipeptideos podem ser qualquer um daqueles descritos
acima, mas com nao mais do que 10 (por exemplo, ndo mais do que: 10,
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nove, oito, sete, seis, cinco, quatro, trés, dois ou uma) substituicdes conser-
vativas. Substituigées conservativas sdo conhecidas na técnica e tipicamen-
te incluem a substituicdo de, por exemplo, um aminoacido polar com outro
aminoé&cido polar e um aminoacido acido com outro aminoéacido acido. Con-
cordantemente, substituicdes conservativas preferivelmente incluem substi-
tuicbes com os seguintes grupos de aminoacidos: glicina, alanina, valina,
proiina, isoleucina e leucina (cadeia lateral alifatica, ndo-polar); acido aspar-
tico e acido glutadmico (cadeia lateral negétivamente carregada); asparagina, -
glutamina, metionina, cisteina, serina e treonina (cadeia lateral polar nao-
carregada); lisina, histidina e érginina; e fenilalanina, triptofano' e tirosina -
(cadeia lateral aromética); e lisina, arginina e histidina (cadeia lateral positi-
vamente carregada). E bem-conhecido na técnica como determinar o efeito
de uma dada substituicdo, por exemplo, no pKj, etc. Tudo o que é requerido
de um polipeptideo com uma ou mais substituicdes conservativas é que ele
tenha pelo menos 50% (por exemplo, pelo menos: 55%; 60%; 65%, 70%,;

- 75%; 80%; 85%; 90%; 95%; 98%; 99%; 99,5%; ou 100% ou mais) da capa-

cidade da variante EPO inalterada de proteger os neurénios de dano/morte
celular (por exemplo, por apoptose ou necrose), em qUe a morte celular é
induzida por brivagéo de oxigénio e/ou glicose, por exposicdo téxica, quimi-
ca, fisica, mecénica, inflamatéria ou de radiagdo ou por infecgao viral ou bac-
teriana.

Tanto polipeptideos quanto peptideos podem ser produzidos por
técnicas de DNA recombinante in vitro padrédo e transgénese in vivo, usando
sequéncias de nucleotideos codificando os polipeptideos ou peptideos apro-
priados. Métodos bem-conhecidos por aqueles versados na técnica podem
ser usados para construir vvetores de expressdo contendo sequéncias codifi-
cantes relevantes e sinais de controle de transcrigao/tradugédo apropriados.
Ver, por exemplo, as técnicas descritas em Sambrook et al., Molecular Clo-
ning: A Laboratory Manual (22 Ed.) [Cold Spring Harbor Laboratory, N. Y.,
1989] e Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology [Green Publi-
shing Associates e Wiley Interscience, N.Y., 1989].

Polipeptideos e fragmentos da invengdo também incluem aque-
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les descritos acima, porém modificados para uso in vivo pela adigao, nas
extremidades amino- e/ou carbdxi-terminais, de agentes e bloqueio para fa-
cilitar a sobrevivéncia do polipeptideo relevante in vivo. Isso pode ser util
naquelas situagoes nas quais o peptideo terminal tende a ser degradado
pelas proteases antes da absor¢do celular. Tais agentes bloqueadores po-
dem incluir, sem limitagdo, seqiiéncias peptidicas relacionadas ou nao-
relacionadas adiéionais que podem ser Iigadas aos residuos amino e carbo-
xi-terminais do peptideo a ser administrado. Isso pode ser feito ou quimica-
mente durante a sintese do peptideo ou por tecnologia do DNA recombinan-
te por métodos familiares aos artesaos de habilidade mediana.
Alternativamente, agentes bloqueadores, tais como acido piro-
glutdmico ou outras moléculas conhecidas na técnica podem ser ligadas aos
residuos amino- e carboxi-terminais, ou 0 grupo amino no amino terminal ou

o grupo carboxila no carbéxi-terminal pode ser substituido com uma diferen-

. te porgao. Da mesma forma, os peptideos podem ser covalentemente ou

néao-covalentemente acoplados a proteinas "carreadoras" farmaceuticamen-
te aceitaveis antes da administrago. | |

O termo fragmento de peptideo ou polipeptideo "isolado”, con-
forme aqui utilizado, refere-se a um fragmento de peptideo ou polipeptideo o

qual ou nao tem uma contraparte de ocorréncia natural ou foi separado ou

. purificado de componentes 0s quais naturalmente o acompanham, por e-

xemplo, em tecidos tais como lingua, pancreas, figado, bago, ovario, testicu-
lo, musculo, tecido de articulagao, tecido neural, tecido gastrointestinal ou
tecido tumoral ou fluidos corporais tais como sangue, soro ou urina. Tipica-
mente, o fragmento de peptideo ou polipeptideo é considerado ‘“isolado”
quando ele esta pelo menos 70%, por peso seco, livre das proteinas e ou-
tras moléculas orgénicas de ocorréncia natural com a qual ele esta natural-
mente associado. Preferivelmente, uma preparagao de um polipeptideo (ou
fragmento de peptideo seu) da invencédo é pelo menos 80%, mais preferi-
velmente pelo menos 90% e mais preferivelmente pelo menos 99%, em pe-
S0 seco, o polipeptideo (ou o fragmento de peptideo seu), respectivamente,

da invencdo. Dessa forma, por exemplo, uma preparacao do polipeptideo x é
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pelo menos 80%, mais preferivelmente pelo menos 90%, e mais preferivel-
mente 99% em peso seco, de polipeptideo x. Uma vez que um polipeptideo
que é quimicamente sintetizado &, por sua natureza, separado dos componen-
tes que naturalmente o acompanham, o polipeptideo sintético é "isolado".

Um polipeptideo isolado (ou fragmento de peptideo) da invengao
pode ser obtido, por exemplo, pela extragdo de uma fonte natural (por e-
xemplo, de fluidos de tecidos ou cbrporais); pela expressao de um acido nu-
cléico recombinante que codifica o polipeptideo; ou por sintese quimica. Um
polipeptideo que é produzido em um sistema celular diferente da fonte da
qual ele naturalmente se origina é “isolado", porque sera necessario ser livre
de componentes os quais naturalmente o acompanham. O grau de isolamen-
to ou pureza pode ser medido por um método apropriado, por exemplo, croma-
tografia em coluna, eletroforese em gel de poliacrilamida ou analise de HPLC.

Outro aspecto da invengao é um anticorpo, o qual especifica-

mente se liga ao polipeptideo variante EPO codificado por polinucleotideos

“da invengao ou obteniveis pelo processo mencionado acima. O termo "anti-

corpo" compreende anticorpos monoclonais ou policlonais e seus fragmen-
tos de ligagao, particularmente fragmentos Fc assim como os chamados "an-
ticorpos de cadeia individual” (Bird R. E. et al (1988) Science 242:423-6),
anticorpos quiméricos, humanizados, particularmente CDR-enxertados, e dia
por tetracorpos (Holliger P. et al (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
90:6444-8). Séo também compreendidas imunoglobulinas como proteinas
que séo selecionadas através de técnicas incluindo, por exemplo, exposicdo
de fago para'se lligar especificamente aos polipeptideos da presente inven-
cao. Nesse contexto, o termo "ligagcdo especifica" refere-se a anticorpos’
promovidos contra peptl’deds derivados de jungdes de unido ou jungdes cri-
adas por outros processos, por exemplo, ENIT | VGQQ de hS3, VGQQ | AL-
LV de h1-4, VNFY | ALLV de h1-5, KRME | PWEP de hS4, ITVP | GPVG de
h1-1, LNEN | NHC de h2-l, KRME | KELM de mS, LLAN | FLRG de mG3,
DTFC | RRGD de mG5, KVNF | LRGK de m301 ou LSEA | VHGR de mKa3.
Tais peptideos podem compreender mais ou menos aminoacidos N- ou C-

terminais. Um anticorpo € considerado como sendo especifico para a varian--
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te EPO, se sua afinidade para a variante for pelo menos 50 vezes superior,
preferiveimente 100 vezes superior, mais preferivelmente pelo menos 1000
vezes superior do que para o0 EPO humano ou de murino de comprimento
ltotal. Preferivelmente anticorpos especificos da presente invencdo nao se
ligam ou essencialmente nao se ligam ao EPO humano ou de murino de
comprimento total. E bem-conhecido na técnica como fazer anticorpos e se-
lecionar anticorpos com uma dada especificidade.

Outro aspecto da presente invencdo envolve o uso de um poli-
nucleotideo, um vetor, uma célula hospedeira ou um polipeptideo da preseh-
te invengao para a produgdo de um medicamento para o tratamento ou pre-
vengdo de uma condigdo associada com o dano tecidual devido & morte ce-
lular (por exemplo, apoptose e necrose). A apoptosé ou necrose leva a des-
truicao celular, a qual pode ser prevenida ou melhorada ao usar um polinu-
cleotideo, vetor, célula hospedeira ou polipeptideo da presente invengao. A

. morte celular pode ser induzida por muitos estimulos internos e externos

diferentes e incluem, preferivelmente, isquemia, hipdxia, infec¢éo bacteriana

ou viral, radiagdo, ou induzida por estimulos metabdlicos, tdxicos, quimicos,

. auto-imunoldgicos ou traumaticos. E bem-conhecido na técnica como detec-

tar morte celular como, por exemplo, usando critérios morfologicos, um en-
saio de TUNNEL, ensaio de MTT, ensaio de vida/morte por manchamento

. (por exemplo, manchamento com brometo de etidio e laranja acridina), en-

saio de caspase, microscopia eletronica, corrida de DNA ou o ensaio de libe-
ragao de LDH descrito abaixo. Por exemplo, apoptose é caracterizada por
fragmentagéo de cromatina, extravasamento dos conteudos celulares e e-
ventualmente morte da célula. Ela foi reconhecida por desempenhar um pa-
pel em muitos processos patolégicos agudos ou cronicos. Concordantemen-
te, um uso preferido da presente invengdo compreende a administragcdo de
polinucleotideos, vetores, células hospedeiras ou polipeptideos da presente
invengao para prevenir, tratar ou melhorar distarbios neurodegenerativos ou
neurinflamatérios agudos e crénicos, distlrbio agudo ou crénico do coragéo
(por exemplo, enfarte do miocéardio), pulméo (por exemplo, asma, doenca

pulmonar obstrutiva cronica), rim (por exemplo, glomerulonefrite), figado (por
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REIVINDICACOES

1; Variante da eritropoietina (EPQ), caracterizada pelo fato de
que codifica um polinucleotideo, selecionado do grupo consistindo em:

(a) polinucleotideos que codificam pelo menos a forma madura
dos polipeptideos nomeados hs3, h1-4, h1-5, hs4, h1-1, h2-1, mS, mG3,
mG5, m301 e mK3 com a sequéncia de aminoéacidos deduzida conforme
mostrado nas SEQ ID NOs: 2, 4, 6 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 e 22, respecti-
vamente; |

(b) polinucleotideos com a sequéncia codificante, conforme mos-
trado nas SEQ ID NOs: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 e 21, codificando pelo -
menos a forma madura do polipeptideo;

(c) polinucleotideo que codifica uma versdao humanizada dos po-
lipeptideos mS, mG3, mG5, m301 e mK3 com a seqiiéncia de aminoacidos
deduzida conforme mostrado nas SEQ ID Nos: 14, 16, 18, 20 e 22,

(d) polinucleotideos que codificam um polipeptideo compreen-

‘dendo uma fusdo de uma seqiiéncia de aminoacidos selecionada do grupo

de sequéncias de aminoacidos conforme mostrado nas SEQ ID NOs: 24, 26,
28 e 30, no N-terminal de uma seqiéncia de aminoacidos selecionada do
grupo de sequéncias de aminoacidos conforme mostrado nas SEQ ID NOs:
32, 34, 36 e 38; |

(e) polinucleotideos compreendendo uma fusdo de sequéncias
de polinucleotideo selecionadas do grupo de seqiiéncias de polinucleotideo
conforme mostrado nas SEQ ID NOs: 23, 25, 27 e 29, 5’ de uma seqUéncia
de polinucledtideo selecionad_a do grupo de seqléncias de polinucleotideo
conforme mostrado nas SEQ ID NOs: 31, 33, 35 e 37;

(f) polinucleotl'd.eos que codificam um derivado de um polipepti-
deo codificado por um polinucleotideo de qualquer um de (a) a (e), em que
no referido derivado entre 1 e 10 residuos de aminoacidos sdo conservati-
vamente substituidos em comparagdo com o referido polipeptideo, e o refe-
rido derivado tem atividade celular protetora e, particularménte, neuroprote-
tora, més essencialmente sem atividad'e hematopoiética;

(g) polinucleotideos que codificam um fragmento de um polipep-
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tideo codificado por um polinucleotideo de qualquer um de (a) até (f), em
que no referido fragmento entre 1 e 10 residuos de aminoéacidos sdo N- e/ou
C-terminalmente anulados e/ou entre 1 e 10 aminoacidos sdo anulados N-
e/ou C-terminalmente da jungdo em comparagdo com o referido polipepti-
deo, e o referido fragmento tem atividade protetora celular e, particularmen-
te, neuroprotetora, mas essencialmente nao tem atividade hematopoiética;

(h) polinucleotideos os quais sao 'pelo‘ menos 50% idénticos a
um polinucleotideo conforme definido em qualquer um de (a) até (g) e os
quais codificam para um polipeptideo com atividade protetora celular e, par-
ticularmente, neuroprotetora, mas essencialmente sem atividade hematopoi-
ética; e |

' (i) polinucleotideos, o filamento complementar dos quais hibridi-
za sob condi¢des estringentes em um polinucleotideo conforme definido em
qualquer um de (a) até (h) e o qual codifica para um polipepfideo com ativi-
dade protetora celular e, particularmente, neuroprotetora, mas essencial-
mente sem atividade hematopoiética;

ou o filamento complementar de tal polinucleotideo.

2. Homélogo de uma variante de eritropoietina (EPO), caracteri-
zado pelo fato de que codifica um polinucleotideo de acordo com a reivindi-
cacao 1, a partir de outra espécie eucariética superior.

3. Variante de eritropoietina (EPO), caracterizada pelo fato de
que codifica um polinucleotideo selecionado do grupo consistindo em:

(a) polinucleotideos que codificam um polipeptideo variante E-
PO, os quais compreendem a parte N-termin_al do EPO de comprimento total
incluindo a hélice A, e os quais nao tém pelo menos um dos seguintes:

(i) um fragmento de pelo menos 10 amino&cidos entre-a hélice A
e a hélice B;

(ify um fragmento de pelo menos 10 aminodcidos de hélice B;

(iif) um fragmento de pelo menos 2 aminoacidos entre a hélice B
e a hélice C;

(iv) um fragmento de pelo menos 10 aminoacidos de hélice C:

(v). um fragmento de pelo menos 10 aminoécidos entre as héli-
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ces C e D; e/ou

(vi) um fragmento. de pelo menos 10 aminoéacidos de hélice D;

em que o referido variante tem atividade protetora celular e, par-
ticularmente, neuroprotetora, mas essencialmente sem atividade hematopoi-
ética;

(b) polinucleotideos que codificam um derivado de um polipepti-
deo codificado por um polinucleotideo de qualquer um de (a), em que no
referido derivado entre 1 e 10 residuos de aminoacidos sdo conservativa- -
mente substituidos em comparagéb com o referido polipeptideo, e o referido
derivado tem atividade protetofa celular e, particularmente, neuroprotetora, -
mas essencialmente sem atividade hematopoiética;

(c) polinuclectideos, o filamento complementar dos quais hibridi-
za sob condigdes estringentes em um polinucleotideo conforme definido em
qualquer um de (a) até (b) e o qual codifica para um polipeptideo com ativi--

dade protetora celular e, particularmente, neuroprotetora, mas essencial-

- mente sem atividade hematopoiética;

ou o filamento complementar de tal polinucleotideo.

4. Polinucleotideo, como definido em qualquver uma das reivindi-
cagdes 1 a 3, caracterizado pelo fato de que é DNA, RNA ou DNA genémico.

5. Vetor, caracterizado pelo fato de que contém o polinucleotideo
como definido em qualquer uma das reivindicacoes 1 a 4.

| 6. Vetor de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado pelo fato

de que o polinucleotideo esta operativamente ligado as seqiéncias de con-
trole de exprésséo, permitindo a expressao nas células hospedeiras procari-
oticas e/ou eucaridticas. |

7. Célula hospédeira, caracterizada pelo fato de que é genetica-
mente projetada com o polinucleotideo como definido em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 4, ou ao vetor como definido na reivindicagéo 5 ou 6.

8. Animal nao-humano transgénico, caracterizado pelo fato de

que compreende o polinucleotideo como definido em qualquer uma das rei-

vindicagoes 1 a 4, um vetor como definido na reivindicagdo 5 ou 6 e/ou uma

célula hospedeira como definido na reivindicac¢ao 7.
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9. Processo para produzir um polipeptideo variante EPO codifi-
cado pelo polinucleotideo como definido em qualquer uma das reivindica-
¢Oes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que compreende: o cultivo da célula
hospedeira como definido na reivindicagao 7, e a recuperagéo do polipepti-
deo codificado pelo referido polinucleotideo.

10. Processo de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado
pelo fato de que ‘compreende ainda a etapa de modificar a referida variante
EPO, em que a modificagdo é selecionada de um grupo consistindo em oxi-
dacao, sulfatagao, fosforilagéo, adicdo de oligossacarideos ou combina¢des
destes.

11. Processo para produzir célUIas capazes de expressar pelo
menos uma das variantes EPO, caracterizado pelo fato de que compreende
células geneticamente projetadas in vitro com o vetor como definido na rei-
vindicagéo' 5 ou 6, em que o(s) referido(s) polipeptideo(s) dé variante EPO
é/sé@o codificados pelo polinucleotideo como definido nas reivindicagdes 1 a
4,

12. Polipeptideo, caracterizado pelo fato de que tem a sequéncia

. de aminodcidos codificada pelo polinucleotideo como definido em qualquer

uma das reivindica¢des 1 a 4 ou obtenivel pelo processo como definido na
reivindicacdo 9 ou 10. |

13. Anticorpo, caracterizado pelo fato de que se liga especifica-
mente ao polipeptideo como definido na reivindicagdo 12.

14. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende o polinucleotideo como definido em qualquer uma >das reivindi-
cagoes 1 a 4, um vetor como definido na reivindicagéo 5 ou 6, uma célula’
hospedeira como definido na reivindicagdo 7, um polipeptideo como definido
na reivindicagao 12, e/ou um anticorpo como definido na reivindicagao 13, e
um ou mais veiculos farmaceuticamente aceitaveis.

15. Uso do polinucleotideo, como definido em qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 4, um vetor como definido na reivindicacdo 5 ou 6, uma
celula hospedeira como definido na reivindicagdo 7, um polipeptideo como

definido na reivindicagao 12, caracterizado pelo fato de que é para a produ-
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¢ao de um medicamento para o tratamento ou prevengao de uma condigao
associada com o dano tecidual devido a morte celular.

16. Uso de acordo com a reivindicacao 15, caracterizado pelo
fato de que a referida morte celular é induzida por isquemia, hipdxia, infec-
¢ao bacteriana, infecgao viral, auto-imunoldgica, traumatica ou quimicamente
induzida ou induzida por radiagéao.

17. Uso de acordo com a reivindica¢ao 15 ou 16, caracterizado
pelo fato de que a referida condigdo € um distarbio neurodegenerativo e/ou -
neuroinflamatério agudo ou crénicd, € um disturbio agudo ou crénico do co-
racdo, pulmao, rim, figado ou pancreas ou a referida condicao esta associa-
da com um transplante de 6rgao ou célula.

18. Uso de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizado pelo
fato de que o referido disturbio neurodegenerativo e/ou neuroinflamatério
agudo € selecionado do grupo consistindo em isquemia cerebral ou enfarte,

incluindo oclusdo embodlica e oclusao trombotica, reperfusdo apds isquemia

aguda, injuria 'isquémica/hipc’)xica perinatal, parada cardiaca, hemorragia

intracranial, hemorragia subaraquinoidal e lesdes intracraniais, lesdes da
corda espinal, lesdes intravertebrais, sindrome infantil agitada por lesdo em
chicotada, encefalite infecciosa, meningite, dor de cabeca.

19. Uso de acordo com a reivindicacdo 17, caracterizado pelo
fato de que o referido disturbio neurodegenerativo e/ou neuroinflamatério
croénico é selecionado do grupo consistindo em deméncias, doenga de Pick,
doenga do corpo de Lewy difuso, paralisia supranuclear progressiva (sin-
drome de Steel-Richardson), esclerose multipla, atrofia do sistema muiltipla,
condigcOes epiléticas cronicas associadas com neurodegeneragao, doengas
neuronais motoras, ataxias degenerativas, degeneragao basal cortical, com-
plexo deméncia de ALS-Parkinson de Guam, panencefalite esclerosante su-
baguda, doenca de Huntington, doenc¢a de Parkinson, sinucleinopatias, afa-
sia progressiva primaria, degenerag:éo estriatonigral, doenga de Machado-
Joseph/ataxia espinocerebelar tipo 3 e degenerag¢des olivopontocerebelares,
doengé de Gilles de La Tourette, pa‘ralisia bulbar e pseudobulbar, atrofia .

muscular espinal e espinobulbar (doenga de Kennedy), esclerose lateral pri-
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maria, paraplegia espéstica familial, doenca de Werdnig-Hoffmann, doenca
de Kugelberg-Welander, doenga de Tay-Sach, doenga de Sandhoff, doenca
espastica familial, paraparese espastica, leucoencefalopatia multifocal pro-
gressiva, disautonomia familial (sindrome de Riley-Day), polineuropatias,
doencas de prion, desejo compulsivo, disturbios afetivos, disturbios esquizo-
frénicos, sindrome da fadiga cronica, dor crénica. '
20. Uso de acordo com a reivindicvagéo 15 ou 16, caracterizado
pelo fato de que a referida condi§éo € o envelhecimento.
- 21. Uso de acordo com as reiVindicagées 15 a 20, caracterizado
pelo fato de que o medicamento é administrado antes de ou depois do inicio

da referida condigéo.
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