DESCRICAO
DA
PATENTE DE INVENCAO

N2 gs 772

REQUERENTE: sCHERING BIOTECH CORPORATION, norte-americana
com sede em 901 Califérnia Avenue, Palo Alto,

Califérnia 94304, Estados Unidos da América.

EPIGRAFE: "PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE INTERLEUQUINA-3
HUMANA E DE SUAS MUTEINAS".

INVENTORES: Takeshi Otsuka

Reivindicagdo do direito de prioridade ao abrigo do artigo 4° da Convengéo de Paris
de 20 de Marco de 1883. Estados Unidos da América em 18 de

Fevereiro de 1987 sob o n? 016079

INPL. MOD. 113 RF 16732



MEMORIA DESCRITIVA

Resumo

Divulga-se um processo para a pre
paracdo de novas protefnas interleuquina-3 humanas contendo
uma substituicdo ndo conservativa de amino&cidos (Ser - Pro
na posicdo 7) relativamente a sequéncias jd anteriormente di
vulgadas de IL-3 humana. Divulgam-se igualmente métodos pa-
ra sintetizar mutefnas neutras quanto 3 conformacdo e também
antigenicamente. A proteina humana IL-3 favorece o cresci -

mento e desemvolvimento de uma vasta gama de linhagens hema-
topoieticas e pode ser Gtil no tratamento de situacbes que
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envolvam a regeneragdo de e/ ou populagBes de células sangui-
neas enfraquecidas tais como as da hipoplasia mieloide, de
infeccBes crénicas e de terapias utilizando transplantacdes
de medula Ossea.

Segundo o processo do invento é
incorporado, nas referidas proteinas, mm polipeptideo glico-
silado ou ndo glicosilado, 10 vezes substituido o qual & pro-
duzido pelo seguinte método: a) construcdo de um vector com-
preendends a se quéncia ne nucleotideos codificadora do refe-
rido polipeptideo; b) incorporagdo do vector num hospedeiro;
c) manutencdo do hospedeiro numa meio de cultura em condicdes
adequadas para expressar a referida sequéncia de nucleotideos
no referido polipeptideo.




Processo para a preparacdc de interleuquinas-3 humanas e de
suas muteinas

0 invento diz respeito, de um modo
geral, a mediadores proteicos de desenvolvimento do sistema
hematopoiético e a dcidos nucleicos que codificam aqueles.

Em particular, o invento diz respeito a uma variante da inter
leuquina-3 humana, a suas muteinas e aos &cidos nucleicos que
as codificam.

As cé&lulas sanguineas em circula~
¢80 estdo a ser constantemente substituidas por noves células
que se desenvolveram. As cé&lulas sanguineas de substituicdo
formam-se num processo designado hematopoiesis que compreende
a producdo de, pelo menos, oite linhagens de células sangui-
neas maturadas: células sanguineas vermelhas (eritrécitos),
macrofagos (monScitos), granulécitos eosinofflicos, megacasib-
citos (plaquetas), granulbcitos neutropilicos, granuldcitos
basofilicos (células mdsticas), T limf6citos e B limfocitos
(Burgess and Nicola, Growth Factors and Stem Cells (Academic
Press, New York, 1983)). Grande parte do controlo da formagdo
de células sanguineas & mediado por um grupo de glicoprotel-
nas que interactuam, designados factores de estimulagdo de
coldnia (“colony stimulating factors", CSFs). Estas glicopro-
tefnas sdo assim chamadas por causa dos ensaios iglgixg'e in
vitro utilizados para detectar a sua presenca. As técnicas
de cultura clonal de células hematopoiéticas em meio de cul-
tura semi-s6lido foram especialmente importantes no desenvol-
vimento dos vdrios ensaios in vitro. Nessas culturas, células
progenitor individuais (i.e. células destinadas, do ponto de
vista do desenvelvimento, a uma linhagem particular, mas ain-
da assim capazes de proliferar) sdo capazes de poliferar a
fim de formar uma coldnia de descendentes em maturagdo, de
um modo que se cré ser basicamente idé&ntico ao processo com-
pardvel que tem lugar in vivo. 0 papel dos CSFs na hematopoie
sis foi objecto de varics trabalhos recentes, por ex. Metcalf,
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The Hemopoietic Colony Stimulating Factors (Elsevier, New
York, 1984); Metcalf, Science, Vol. 229, pags. 16-22 (1985);
Nicola et al., Immunology Today, vol.5, pégs. 76-80 (1984);
e Whetton et al., TIBS, vol. 11, pags. 207-211 (1986).

A deteccdc, isolamento e purifica-
cdo destes factores & extremamente dificil, uma vez que &
frequentemente complicada pela natureza dos scbrenadantes em
que geralmente se encontram, as divergéncias e cruzamentos
de actividades dos vérios componentes das misturas, a sensi-
bilidade (ou auséncia da mesma) dos ensaios utilizados para
determinar as propriedades dos factores, a semelhanga frequen
te de gamas de massas moleculares e de outras caracteristicas
dos factores, e a muito baixa concentracdo dos factores no
seu ambiente natural.

A medida que se foram tornande dis
ponfveis mais CSFs, sobretudo por intermédio de clonagem mo-
lecular, cresceu o interesse em encontrar. para eles aplicacdes
clfnicas. As utilizacBes potenciais dos CSFs foram comparadas
com as utilizagBes correntes de hormonas, devido as suas se-
melhangas fisiologicas (por ex. factores soltGveis, mediadores
do crescimento, accdo por intermédio de receptores celulares),
por ex. Dexter, Nature, Vol, 321, pag. 198 (1986). Foi suge-
rida a sua utilizacdo em diversas situagles em que & desejéi-
vel a estimulacdo da produgdo de células sanguineas, tal como
em terapia reabilitadora apds quimioterapia ou terapia por
intermédio de radiac8es de tumores, tratamento de hipoplasias
mieldides, tratamento de difici&ncia neutrofilica, tratamen-
to para incrementar a regeneragdc hematopoiética apbs trans-
plantacdo da medula Ossea, e tratamento para aumentar a resid
téncia do hospedeiro a infecg8es estabelecidas por ex. Dexter
(atr&s citado), e Metcalf, Science (atrds citado).

Ao longo dos Gltimos anos, foi

identificada, purificada e clonada uma actividade de CSF mu-
rina, denominada multi-CSF ou interleuquina-3 (IL-3); ver
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Yokota et al; Proc. Natl. Acad. Sci., Vel. 81 pags. 1070-1074
(1984); Fung et al., Nature, Vol. 307, pags. 233-237 (1984);
Hapel et al., Blood, Vol. 65, pdgs. 1453-1459 (1985); Ihle

et al., J. Immunol., Vol 129 pdgs 2431-2436 (1982); Ihle et
al. J. Immunol., Vol 131, pégs. 282-287 (1983); e Iscove et
al. pégs. 397-425 em Cellular and Molecular Biclogy of Lym=
phokines (Biologia Celular e Molecular de Linfoquinas) (Aca-
demic Press, Nova Yorque, 1985). A IL-3 murina exibe um am-
plo espectro de actividades de CSF, sendo capaz de estimular
a poliferagdo e o desenvolvimento das células progenitoras

de todas as linhagens mieloides reconhecidas, por ex. Dexter,
Nature, Vol 309, pdgs. 746-747 (1984); Ihle et al., Lymphoki~-
nes, Vol. 9, pdgs 153-200 (1984). Devido acs amplos efeitos
de estimulacdo do factor, tem sido grande o interesse em iso-
lar os factores andlogos noutros mamiferos, em particular no
homem.

Recentemente, foram revelades ho-
m6logos de IL-3 de murganho relatives a rato, gibdo e ac ho-
mem por Cohem et al., Nucleic Acids Research, Vol. 14, pdgs.
3641-3658 (1986); e Yang et al., Cell, Vol. 47, pags. 3-10
(1986). As sequéncias de aminodcidos das moléculas referidas
apresentam um grau de homologia em relagdo a IL-3 de murganho
relativamente baixo: 54 por cento para o rato, 29 por cento
para o gibdc e 29 por cento para o homem. Além disso, ndo se
sabe ainda se o hom6logo humano possui a mesma gama de acti-
vidades biolégicas que o seu equivalente no murganho.

Tendo em conta que atrds ficou di-
to, a disponibilidade de variantes do hom&logo humano de IL-
-3 de murganho com actividades biol6gicas confirmadas seria
altamente vantajosa para efeitos de possfveis utilizagBes clf
nicas, em particular em situacBes em que 2 estimulagdoc da ge-
ragdo de células sanguineas poderia compensar hipoplasia mie~
16ide induzida por doenga, inverter os efeitos secunddrios
perniciosos das terapias do cancro, incrementar a eficécia
das transplantagBes de medula Gssea ou outras situagdes an&-
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0 presente invento diz respeito a
uma interleuquina-3 (IL-3) humana e as suas muteinas obtidas
por manipulag3o genética. Inclui polipéptidos que compreen-
dem uma sequéncia de aminodcidos seleccionada do conjunto
adiante definido pela Férmula I, e que possuem uma activida-
de de factor de estimulagd3o de coldnia (CSF) tal como & defi
nida por ensaios convencionais. O invento inclui também aci
dos nucleicos capazes de codificar os polipéptidos definidos
pela Férmula I, métodos de preparagdo desses polipéptidos
utilizando os 4cidos nucleicos do invento, e métodos de uti-
lizagdo dos polipéptidos do invento, quer isoladamente, quer
em conjunto com ocutros CSFs a fim de tratar afecgdes invol -
vendo hipoplasia nucléide ou para incrementar a regeneragac
do sistema hematopoiético apbs transplatagdo da medula Ossea
ou depois de cetas terapias relacionadas com 0 cancro.

. Um modelo de execugdo preferido
do invento & o conjunto de polipéptidos glicosilados ou ndo
glicosilados que compreende uma sequéncia de aminodcidos se-
leccionada do conjunto de sequéncias definido pela fOrmula
seguinte:

X (Pro) - X{Met) - X(Tre) = X(Gln) - X(Tre) - W(Tre ) -
10
W(Pro) - W(Leu) - W(Lis) - X(Tre) - X(Ser) - X(Trp) -

X(val) - X(Asn) - Cis - X(Ser) - W(Asn) - W(Met) -
20 :
W(Ile) - W(Asp) - W(Glu) - W(Ile) - W(Ile) - Wﬂgf) -

W(His) - W(Leu) - W(Lis) = W(Gln) - W(Pro) - W(?ro) -
X (Leu) - X(Pro) - X(Leu) - X(Leu) - X(Asp) - X (Fen) -

X (Asn) - X(Asn) - W(Leu) - W(Asn) - W(Gli) - W(Glu) =~




W (Asp)
W(G1lu)
W(Pro)
W(Asn)
W (Leu)
W(lle)
X (Asn)
X (Pro)
W(Pro)
W(His)
W(Trp)
W(Lis)
X(Lis)
W(Gln)

X (Leu)

W(Gln)
50
W(Asn)
W(Asn)
W(Arg)
W(G1ln)
W(G1lu)
80
X (Leu)
X (Leu)
W(Tre)
W(Ile)
W(Asn)

110
W(Leu)
W(Tre)
W(Ala)

X (Ser)

W(Asp)
W(Asn)
W (Leu)
W(Ala)
W(Asn)
W(Ser)
X (Leu)
X (Ala)
W(Arg)
W(Lis)
W(Glu)
X (Tre)
W (Leu)
W(G1ln)

X (Leu)

W(Ile)
W(Leu)
W(Glu)
W(Val)
70
W(Ala)
W(Ile)
X (Pro)
X(Tre)
W(His)
100
W(Asp)

W(Fen)

X (Fen)

W(G1lu)

W(G1ln)
130
X(Ala)

W(Leu)

W(Arg)
W(Ala)
W(L s)
W(Ser)
W(Leu)

Cis
X(Ala)
W(Pro)
W(G1i)
W(Arg)
X(fir)
W(Asn)
X(Tre)

X(Ile)

W (Met)
W(Arg)
60
W(Fen
W(Ser)
W(Ala)
X (Lis)
X (Leu)
90
W(Ala)
W(Ile)
W (Asp)
W(Arg)
X (Leu)
120
W(Ala)
X(Tre)

X (Fen)




Férnula 1

na qual os termos W(Xaa) e X(Xaa) representam grupos de ami-
nodcidos sindnimes do aminodcido Xaa localizados numa regido
hidrofflica ou hidrofébica da proteina, respectivamente, tal
como se determina pela andlise de Hopp-Woods. Aminodcidos
sinénimos no interior de um grupo possuem propriedades fisi-
co-quimicas suficientemente semelhantes para que & substitui
¢80 entre membros do grupo conserve a fungdo biol6gica da mo
lécula: Grantham, Science, vol.185, pdgs. 862-864 (1974);

e Dayhoff et al., "A model of Avolutionary Change in Protein"
(Um modelo de modificagdo evolutiva em protefnas), Atlas of
Protein Sequence and Structure 1972 (Atlas de Sequéncias e
Estruturas Proteicas 1972), vol. 5, pags.-89-99. E Sbvio que
& possivel fazer inserc8es e deleccBes de aminodcidos na se-
quéncia atras definida sem alterar a funcdo biolégica, em
particular se as inserc¢8es e delecdes envolverem apenas al =
guns aminodcidos, por ex. até dez, e ndo removerem ou deslo-
carem amino&cidos que sio fundamentais para a conformacdc fun
cional, por ex. residuos de cisteina: Anfinsen, "pPrinciples
That Govern The Folding of Protein Chains". (Principios que
governam a dobragem de cadeias proteicas), Science, Vol.181
pags. 223-230 (1973). As proteinas e mutefnas produzidas
por tais delegles e/ou inser¢des estdo contidas no ambito do
presente invento. Onde quer que residuos de aminodcidos da
protefna de Férmula I forem aqui referidos por meio de nume-
ros, tais nameros sdo relativos a extremidade N da protefna.

Deve notar-se que o polipéptido
IL-3 humano representado por aminodcidos Xaa na férmula I
(e aqui mais adiante indicado comg f6rmula II), contém uma
substituicdo de aminodcido ndo conservativa de serina por
prolina na posicdo 7 relativamente a sequéncias de IL-3 hu-
mana previamente referidas por Yang et al. em Cell, Vol. 47,
pdgs. 3~10.




0s grupos aminodcidos sinfnimos
sdo, de preferéncia, aqueles que sdo definidos nos Quadros I
e II. De modo mais preferido, os grupos de amino§cidos sind-
nimos sdo aqueles que sdo indicados antes do segundo trago
em cada linha dos Quadros I e II; e, de modo preferido em pri
meiro lugar, os grupos de aminodcidos sinbnimos sdo aqueles
que s¥o indicados antes do primeiro tra¢d em cada linha nos
Quadros I e II (cada grupoc W(Xaa) preferido em primeiro lugar,
consistindo apenas no proprio Xaa).




Quadro I.
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Ser
Arg
Leu
Pro
Tre
Ala
Yal
Gli
Ile
Fen
Tir
His
Gln
Asn
Lis
Asp
Glu
Met
Trp
Cis

" —

Grupos de aminodcidos sinbnimos X{(Xaa) preferi=-

dos, mais .preferidos e preferidos em primeiro

lugar

X(Xaa)

Ser,//Tre, Gli, Asn, Cis
Arg,/Lis, His,/Gln, Glu

Leu, Ile, Met,/Fen/Val, Tir
Pro,/Ala,/Gli, Tre

Tre,//Pro, Ser, Ala, Gli, His, Gln
Ala,/Pro,/Gli, Tre

Val,/Met, Ile,/Leu, Tir, Fen
GLi,//Aal, Tre, Pro, Ser

Ile, Met, Leu,/Fen, Val,/Tir
Fen,/Met, Tir, Ile, Leu,/Val, Trp
Tir,/Fen,/Trp, Met, Ile, Val, Leu
His,/Gln, Arg,/Glu, Lis, Tre
Gln,/Glu, His,Tre, Arg, Lis, Asn
Asn,/Asp,/Ser, Gln

Lis,/Arg,/Glu, Gln, His
Asp,/Asn,/Glu

Glu,/Gln,/His, Arg, Asp, LIs, Asn
Met, Ile, Leu,/Fen, Val/

Trp//

Cis//




Quadro II

Ser
Arg
Leu
Pro
Tre
Ala
Val
Gli
Ile
Fen
Tir
His
Gln
Asn
Lis
Asp
Glu
Met
Trp
Cis
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Grupos de aminodcidos sin6nimos W(Xaa) preferi-

dos, mais preferidos e preferidos em primeiro

lugar

W(Xaa)

Ser,//Cis

Arg,//His, Lis
Leu,/Ile, Met, Fen
Pro,//Ala

Tre//

Ala,//Pro

Val,//Met, Ile

Gli//

Ile,/Met, Leu,/Fen, Val
Fen,//Met, Tir, Ile, Leu
Tir,//Fen

His,//Gln, Arg
Gln,//Glu, His
Asn,//Asp

Lis,//Arg

Asp,//Asn

Glu,//Gln

Met,/Ile, Leu,/Fen, Val
Trp//

Cis//
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0 invento inclui os poclipéptidos
de Férmula I com substitui¢des de aminodcidos (entre um ami-
nodcido do polipéptido definido pela Fbrmula II (a seguéncia
nativa putativa) e um aminodcido sinfnimo) numa Gnica posi -
¢80 ou em varias posicBes. 0 termo "substituido N-vezes" &
usado para descrever um subconjunto de polipéptidos defini -
dos pela Férmula I em que O-N aminodcidos da sequéncia nati-
va foram substitufidos por aminodcidos sinbnimos. Assim, por
exemplo, o grupo de polipéptidos de Férmula I substituidos
1 vez consiste em 381 polipéptidos para os grupos de aminod-
cidos sindnimos preferidos, 245 para os grupos de aminodcidos
sindnimos mais preferidos, e 38 para os grupos de aminodcidos
sinbnimos preferidos em primeiro lugar. Estes numeros sdo
obtidos adicionando duas somas: (i) a soma do numero de ami-
nodcidos de cada espécie nas regildes hidrofébicas da sequén-
cia nativa vezes a dimensdo do grupo aminodcido sinbnimo
(grupo X) para esse aminodcido, e (ii) a zona do nGmero de
aminodcidos de cada espécie nas regides hidrofilicas da se -
quéncia nativa vezes a dimensdo do grupo aminodcido sinbnimo
(grupo W) para esse aminodcido.

De preferéncia, o grupo de polipép
tidos 10 vezes substituidos de Formula I em que os aminodci-
dos das regifes definidas pelos residuos 10-32 inclusivé, 47-
-60 inclusivé, 71-86 inclusivé, e 95-113 inclusivé ndo estdc
mais de 3 vezes substituidos. As sequé&ncias de aminodcidos
nestas regiBes estdo mais altamente conservadas relativamen-
te a restante molécula, quando comparadas com sequéncias de
IL-3 no murganho, rato e gibdo.

. De modo mais preferido, o grupo
de polipéptidos IL-3 humanos consiste nos polipéptidos 5 ve-
zes substituidos de Férmula I em que os aminodcidos nas re -
giBes definidas pelos residuos 10-32 inclusivé, 47-60 inclu-
sivé, 71-86 inclusive e 95-113 inclusivé n3o estdo substitui
dos mais de 1 vez. De modo ainda mais preferido, o0 grupo
de polipéptidos IL-3 humanos consiste nos polipéptidos 2 ve-




ves substitufdos de Formula I em que os amincdcidos nas regides
definidas pelos residuos inclusivé, 47-60 inclusivé, 71-86
inclusivé e 95-113 inclusivé ndo tém quaisquer substituigdes.
De modo preferido em primeiro lugar, o polipéptide do invento
compreende a sequéncia de amino&cides nativa definida pela

seguinte férmula:

Pro
Lis
Asn
His
Leu
Gli
Glu
Leu
Lis
Ile
Leu
Ala
His
Glu
Tir
Gln

Leu

Met
10
Tre

Met
Leu
Leu
Glu
50

Asn
Glu
Ser
Glu
Pro
90

Ala
Ile
Fen
Leu
Ala

130
Ala

- Tre
- Ser
~ Ile
- Lis
- Asp
- Asp
- Asn
- Ala
- Leu
- Ser
- Cis
- Pro
- Lis
-~ Arg
- Lis
- Gln

- JIle

Gln
Trp
Asp
Gln
Fen
Gln
Leu
60

Fen
Gln
Ile
Leu
Tre
100
Asp
Arg
Tre

Gln

Fen

Tre
Val
Glu
Pro
Asn
Asp
Arg

Asn

- Asn

Leu
Pro
Arg
Gli
Lis
Leu

Tre

Tre
Asn
Ile
30

Pro
Asn
Ile
Arg
Arg
70

Ala
Lis
Leu
His
Asp
110

Leu

Glu

Tre

Pro
Cis
Ile
Leu
Leu
Leu
Pro
Ala
Ser
Asn
Ala
Pro
Trp
Tre
Asn

Leu

Leu
Ser
Tre
Pro
40

Asn
Met
Asn
Val
Ala

80
Leu

Tre

Ile
Asn

Fen
120
Ala

Ser




Férmula II

De modo andlogo, o termo "inseri-
do N-vezes" relativamente aos polipéptidos de Formula I & usg
do para descrever um conjunto de polipéptidos em que foram
inseridos 1 a N amino&cidos na sequéncia definida pela formu-
la I. De preferéncia, os aminodcidos inseridos sdo seleccio-
nados dos grupos preferidos de aminodcidos sinSnimos dos ami-
nodcidos que flanqueiam a inserc¢do de modo mais preferido,
s¥o seleccionados dos grupos mais preferidos de aminodcidos
sinbnimos dos aminodcidos que flanqueiam a insercdo, e de mo-
do preferido em primeiro lugar dos grupos preferidos em pri=-
meiro lugar de aminodcidos sindnimos dos aminodcidos que flan
queiam a inser¢do (ver Quadros I e I1). Assim, por exemplo,
um subgrupo do grupo de péptidos inseridos 1 vez compreende
um amincdcido inserido entre o X(Pro) N-terminal e o X(Met)
adjacente. As insergdes que difinem os membros deste subgru-
po s¥o seleccionadas, de preferéncia, entre Pro, Ala, Gli,
Tre, Met, Fen, Ile, Val e Leu; com maior preferéncia sdo se-
leccionadas entre Ala, Pro, Met, Leu, Fen, Ile e Val, e pre-
ferido em primeiro lugar, n3o seleccionados entre Pro, Met,
Ile e Leu. As inserg8es podem ser feitas entre quaisquer ami-
nbacidos adjacentes de Fbrmula I e também no inicio e no fim
da sequéncia de amino&cidos. Uma vez que existem 133 possiwis
locais de insercdo, e uma vez que podem ser feitas no mesmo
local insergdes mGltiplas, um péptido inserido 2 vezes de for
mula I d& origem a 17 689 subgrupos de péptidos, e a dimensdo
de cada subgrupo depende das dimens8es dos grupos de aminod-
cidos sindnimos dos aminodcidos que flanqueiam as insercdes.

0 termo "eliminado N-vezes" rela-
tivamente aos polipéptidos de foérmula I & usado para descre-
ver um conjunto de péptidos com 1 a N aminodcidos eliminados
da sequéncia definida pela Formula I. Assim, o conjunto de
polipéptidos de Formula I eliminados 1 vez consiste em 132
subgrupos de polipéptidos, cada qual com 131 aminodcidos (131




(e : -15-
—

-6meros). Cada um dos subgrupos consiste, por uma vez, em to-
dos os 131-6meros definidos pelos grupos de aminodcidos sind-
nimos preferidos, mais preferidos e preferidos em primeiro
lugar, de acordo com a multiplicidade de substituigdes.

Quando quer que for definido um
conjunto de polipéptidos em termos tamto de delecles relati-
vamente a sequéncia de Formula I, e inser¢des relativamente
2 sequéncia de Férmula I, forma-se primeiro o conjunto de po-
lipéptidos definido pelas insercfes e depols, para cada mem-
bro desse conjunto, forma-se um conjunto de polipéptidos de-
finido por delegBes. A soma dos membros de todos estes Glti-
mos conjuntos forma o conjunto de polipéptidos definidos por
inserc8es e delecgles.

: 0s polipéptidos de acordo com ©
invento podem fazer parte de um polipéptido mais longo que
compreende um polip&ptido adicional ligado a terminagdo N do
polipéptido de acordo com o invento. O polipéptido adicional
pode ser uma sequéncia sinal para dirigir a secrecgdo da pro-
tefna do organismo hospedeiro, por ex. sequéncias sinal MF-
alfal na levedura (Kurjan et al. Cell, Vol. 30, pdgs. 933-
-943 (1982)). Ou o péptido adicional pode ser usado para fa-
cilitar a purificacdo do polipéptido desejado, por ex. Sassen
feld et al. "A Polypeptide Fusion Designed for the Purifica-
tion of Recombinant Proteins™ (Uma fusdo polipeptidica desti-
nada 3 purificacdo de proteinas recombinantes), Biotechnology,
pégs 76-81 (Janeiro 1984). Neste caso, o péptido adicional
contém um local de dissociagdo selectiva adjacente 3 termina-
c&0 N do polipéptido desejado para separacdo ulterior da se-
quéncia de aminodcidos supérfula (relativamente 2 actividade
biol6gica) por meios enzimdticos ou quimicos.

0 modelo de execuc¢do do invento
preferido atrds mencionado inclui ainda sequéncias de nuclef-

tidos capazes de codificarem os polipéptidos de Formula I dos
grupos de aminodcidos sinbénimos preferidos, mais preferidos




e preferidos em primeiro lugar. Em particular, o invento in-
clui &cidos nucleicos possuindo a sequéncia do fragmento de
insercdo de cDNA do clone pcD-hull3-22-1 ilustréda na Figura
2. pcD=hulL3-22-1 foi depositado na American Type Culture Col
lection, Rockville, Maryland, sob o nGmero de acesso 67318,

Em todo o texto sdo utilizadas
abreviaturas usuais para designarem aminodcidos, nuclebtidos,
endonucleases de restricdo, etc, por ex. Cohn, “Nomenclature
and Symbolism of «-Amino Acids" (Nomenclatura e Simbologia
de x~-Amino&cidos), Methods in Enzymology (Mé&todos de Enzimo-
logia), Vol 106, pags. 3-107 (1984); Wood et al. Biochemistry
a Problems Approach (Bioquimica: uma abordagem problemdtica),
24 ed., (Benjamin, Menlo Park, 1981); e Roberts, " Directory
of Restriction Endonucleases" (Lista de endonucleases de res-
tricdo), Methods in Enzymology, Vol. 68, pégs. 27-40 (1979).

0 presente invento estd indicado
para problemas associados com a aplicagdo de agentes imunore-
guladores para tratar afec¢Bes médicas e/ou veterindrias. Em
particular, proporciona compostos capazes de estimular a re-
generacdo de células sanguineas e pode ser fitil na terapia
do cancro, no tratamento de certas doengas do sangue e no tra
tamento de infecg¢Bes persistentes.

Para uma melho. compreensdo do in-
vento, ser3o agora descritos modelos de execugdo preferidos,
que remetem para os diagramas anexos, nos quais:

a Figura 1 ilustra os locais de restricdo e
regifes de codificagdo mais importantes do plasmideo pcDV1
usado na construc3o do vector de expressdo e clonagem pcD;

a Figura 2 ilustra os locais de restricdo e
regides de codificacdo mais importantes do plasmidec pL1 usa-
do na construgdo do vector de expressdo e clonagem pcD;
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a Figura 3 ilustra a sequéncia de nucleftidos e
a sequéncia de aminodcidos prevista para um DNA de IL-3 huma-
no de acordo com ¢ invento; e

a Figura 4 ilustra o vector pCD modificado, pSP6,
usado para gerar mRNA para ser injectado em obcitos.

0 presente invento inclui polipép-
tidos glicosilades ou ndo glicosilados que apresentam activi-
dade de IL-3 humana, e que podem'ser derivados dos polipépti-
dos IL-3 aqui revelados usando técnicas de engenharia protei-
ca usuais. O invento inclui também &cidos nucleicos possuin-
do sequé&ncias capazes de codificar os polipéptidos do inven-
to. Finalmente, o invento inclui métodos de preparagdo dos
polipéptidos glicosilados ou ndo glicosilados do invento que
utilizam as sequéncias de nucléotidos aqui revelados, e mé-
todos de utiliza¢do dos polipéptides do invento.

As técnicas de preparacgdo, utili-
zagdo e fdentificacdo dos polipéptidos e dcidos nucleicos do
invento s&o a seguir discutidos em termos genéficos. Em segui
da, s¥o apresentados vérios exemplos em que as técnicas gené-
ricas sdo empregadas utilizando-se tipos de células, vectores
reagentes, etc. especificos, '

I. Preparac8dc de cDNAs de IL-3 humanas a partir de fontes

naturais

¢DNAs de acordo com 0 presente in-
vento podem ser obtidos construindo uma sonda de cDNA a par-

tir da sequéncia de cDNA revelada na Figura 2. A sonda & de-
pois, usada para identificar um clone de cDNA complementar




numa biblioteca de cDNA. De preferéncia, a biblioteca de cDNA
& constitufda a partir de uma populagdo de clones de cé&lulas
T induzidos por mitogénic ou linf6citos sanguineos periféri-
cos (“peripheral blood lymphocytes", PBLs). A construcdo de
bibliotecas de ¢DNA a partir de células induzidas a crescer
e/ou a sintetizar certos produtos celulares & uma técnica bem
conhecida em biologica molecular: por ex., recentes artigos
que passam em revista o assunto sdo os de Doherty,"Cloning
and Expression of cDNA" (clonagem e expressd3o de cDNA), Capi-
tulo 10 de Gottesmam, ed. Molecular Cell Genetics (Genética
Celular Molecular) (John Wiley & Sons, Nova Iorque, 1985); e
Brandis et al. " Preparation of cDNA Libraries and tne Detec-
tion of Specific Gene Sequences" (Preparacdo de bibliotecas
de cDNA e a detecgdo de sequéncias de genes especfficas) em
Setlow et al., eds. Genetic Engineering (Engenharia Genética)
vol. 8, pégs.-299-316 (Plenum Press, Nova Iorque, 1986).

A extracgdo da totalidade do mRNA,
a sua convers3o em cDNA de cadeia dupla, a clonagem do cDNA
e a transformagdo de hospedeiros adequados sdo levadas a cabo
do modo indicado no parégrafo que liga a pdgina 30 & pdgina
31 da Application PCT/US 86/02464, publicada como W087/02990.

A extraccdo da totalidade do mRWA,
a sua conversio em cDNA de cadeia dupla, a clonagem do cDNA
e a transformacdo de hospedeiros adequados sdo levados a ca-
bo do modo indicado ne pardgrafo que liga a pdgina 30 a péaci-
na 31 da Application PCT/US 86/02464, publicada'COmo w087/
02990,

Uma fonte preferida de mRNA que
codifica os polipéptidos desejados sdo células cujos sobrena-
dantes contém uma actividade associada com os polipéptidos do
presente invento. De um modo geral, células T adequadas podem
ser obtidas a partir de uma multiplicidade de fontes, tal co-
mo baco, amigdalas e sangue periférico humanos. Clones de cé-
lulas T, tais como aqueles que sdo isclados a partir de T-lip




Q‘\\ L“""~ : | {19«

fécitos de sangue periférico, podem também ser usados (ver
Research Monographs in Immunology, eds. von Doehmer, H, e
Haaf, V.; Secc¢do D: "Human T-Cell Clones" (Clones de células

T humanas), vol. 8, pégs. 243-333; Elsevier Science Publishers,
Nova Iorque /1985/).

Sondas para a biblioteca de cDNA
sdo preparados utilizando técnicas convencionais, por ex. tra
dugdo de incisdo ("nick-translation") da totalidade ou da
quase totalidade do comprimento de clones de cDNA do presen-
te invento, ou por intermédio de oligonuclebtidos sintéticos
marcados. Maniatis et al. (atrds referidos) forneceu instru-
¢8es pormenorizadas para a técnica de "nick-translation”, e
0s oligonuclettidos sintéticos marcados com qualquer sequén-
cia de bases podem ser construfdos usando agentes sintetiza-
dores de DNA disponiveis no mercado, por ex. ¢ modelo 381A
de Applied Biosystems, Inc. (Foster City, CA) ou outro andlo-
go.

A biblioteca de c¢cDNA & depois per-
corrida pela sonda utilizando técnicas convencionais, por ex.
Beltz et al., "Isolation of Multigene Families and Determina-
tion of Homologies by Filter Hybridization Methods" (Isolamen
to de famflias multigénicas e determinagdo de homologias por
métodos de hibridizagdo de filtro), Methods in Enzymology,
‘vol. 100, p&gs. 266-285 (1983); Callahan et al. "Deteétion
and Cloning of Human DNA Sequences Related to the Mouse Mam-
wary Tumor Virus Genome", (Detec¢do e clonagem de sequéncias
de DNA humano apresentadas do genoma do virus do tumor mamd-
rio do murganho), Proc. Natl. Acad. Sci., Vol. 79, pégs 5503-
-5507 (1982), Grunstein et al., Pro. Natl. Acad. Sci., Vol.72
pdgs. 3961-3965 (1975); ou Benton et al. Science, Vol. 196,
pdgs. 180-183 (1977).
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Il. Preparacdo de muteinas de IL-3 humanas por meio de en-
genharia proteica

Técnicas genéricas para mutar DNA
e produzir mutefnas s3o descritas na application PCT/US 86/
02464 (atrds referida) na pégina 33, linha 4 a partir do fim
até & p&g. 3, linha 11; estas podem ser também aplicadas no
presente invento.

Muteinas do polipéptido natural
podem ser desejdveis numa actividade de variedade de circuns-
téncias. Por exemplo, efeitos secunddrios ndo desejados podem
ser reduzidos por certas mutefnas, em particular se a activi=-
dade de efeito secunddrio estiver associada com uma parte do
polipéptido diferente da da actividade de sejada. Além disso,
nalguns sistemas de expressdo, ¢ polipéptido nativo & suscep-
tivel de degrada¢do por meio de proteasos; nesse caso, subs-
tituicBes e/ou delegdes seleccionadas de aminodcidos que mo-
difiquem as sequéncias susceptiveis podem aumentar significa-
tivamente o rendimento: por ex. Pedido de Patente Briténica
2173-804~A em que Arg na posicdo 275 do activador de plasmi-
nogénio de tecido humano & substitufdo por Gli ou Glu. As mu-
teinas podem também aumentar o rendimento em processos de pu-
rificagdo e/ou aumentar o tempo de vida das proteinas "na pra
teleira" mediante a eliminac3do de amino&cidos susceptiveis 2
oxidagdo, acilagdo, alquilacdo ou a outros modificagfes qui-
micas. Por exemplo, a metionina sofre facilmente oxidacdo dan
do origem a um sulfdxido, que em muitas proteinas provoca uma
perda de actividade bioldgica: por ex. Brot e Weissbach, Arch.
Biochem. Biophys, Vol. 223, pdg. 271 (1983). As metioninas
podem frequentemente ser substituldas por aminodcidos mais
inertes com pequena ou nenhuma perda de actividade biolfgica;: |
por ex. Pedido de Patente Australiana AU-A-52451/86. Em sis-
temas de expressdo bacteriana, os sedimentos podem por vezes
ser aumentados mediante elimina¢dc ou substitui¢do de residu-
os de cisteina ndo essenciais do ponto de vista conformacio-
nal: por ex. Mark et al., Patente dos E.U.A. 4 518 584,




Nas secgles que se seguem, a nota-
c3o0 usada por Estell et al. (atrds referido) para identifica-
cd0 de muteinas & seguida e generalizada. Por exemplo, "mu-
tefna IL-3 Leu13 Humana" (ou simplesmente “Leu13" se do con-
texto se depreender a protefna nativa) indica um polipéptido
cuja sequéncia de aminodcidos & idéntica a da proteina nativa
3 excepcdo da posigdo 13 relativamente & terminagdo N. Val
foi substituida nessa posig¢do por Leu. Pode-se indicar de mo-
do an&dlogo mais de uma substitui¢do; por ex., uma muteina em
que Leu substitui Val na posicdo 13 e Feu substitui Met na
posicdo 18 serd referida como mutefna IL-3 (Leu13, Fen18) hu-
mana. As delec¢des sdo indicadas por "a's". Por exemplo, uma
mutefna em que falta Gen na posicdo 4 & referida como mutel-
na IL-3 4 humana. Uma insercdo & indicada por "IN (Xaa)". Por
exemplo, uma muteina com Leu inserida a seguir a Gen na posi-
¢3o 4 & preferida como mutefna IL-3 IN4 (Leu) humana. Assim,
a muteina IL-3 (Ser10,éf, IN6 (Gli)) humana representa a se-
quéncia de IL-3 humana nativa que foi modificada substitutdo
Tre por Ser na posi¢3o 10, eliminando Gln na posicdo 4 e in-
serindo Gli imediatamente a seguir a Tre na posigdo 6. A in-
sercdo mGltipla de aminodcidos no mesmo local & indicada por
INi(Xaa1-Xaa2-Xaa3-...), em que Xaa,-Xaaz-Xaas... & a sequén-
cia inserida a seguir 3 posi¢do i. Adigdes na terminacdo N
s¥o indicadas pelo Indice superior "O", por ex. INO(Xaa); e
uma sequéncia de delegBes dos aminodcidos 6-10, por exemplo,
¢ referida come °1% ou como (Af, A7- AB, ISAVLUN

Prefere~se em primeiro lugar a uti
lizag¥o de mutagénese de cassette para produzir muteinas IL-
-3 humanas. Tal como adiante se descreve mais pormenorizada-
mente, um gene de IL-3-humana sintético & construido com uma
sequéncia de locais de restrigdo de endonuclease cinicos es-
pacados de modo aproximadamente uniforme ao longo do gene. A
singularidade dos locais de restrigdc deverd manter-se quando
o gene for inserido num vector apropriado, de modo que o gene
possa ser ser convenientemente excisado e substituldo por
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oligonucleotidos sintéticos (i.e. "cassettes") que codificam
mutacles desejadas.

' A determinagdo do nlmero e distri
buicdo de locais de restrigdo unicos implica tomar em linha
de conta vérios factores incluindo (1) locais de restrigdo
pré-existentes no vector a utilizar na expressdo, (2) se &
ou ndo desejada a utilizagdo de codBes especificos de espé-
cies ou géneros, (3) o nGmero de diferentes endonucleases
disponiveis que n¥o contam o vector (e as suas multiplicida-
des no interior do gene sintético), e (4) a conveniéncia e
fiabilidade de sintetizar e/ou determinar a sequéncia dos
segmentos entre os locais de restrigdo Gnicos.

De um modo geral, a Formula I de-
fine conjuntos de polipéptidos com substitui¢des, insergdes
e/ou delecBes de aminodcidos conservativas relativamente a
sequéncia de IL-3 humana nativa putativa. "Conservativo", na
acepcdo em que aqui & utilizado, significa (1) que as altera
¢8es sio do ponto de vista da conformagdo, tdo neutras quan-
to possivel, isto &, concebidas de modo a preduzir alteracles
minimas na estrutura tercidria dos polipéptidos mutantes quan
do comparados com a IL-3 humana nativa, e (ii) qua as altera-
¢8es s3o, do ponto de vista antigénico, tdo neutras quanto
possivel, isto &, cancebidas de modo a produzir alteragfes
minimas nos determinantes antigénicos dos polipéptidos mutan-
tes quando comparados com a IL-3 humana nativa. A neutralida-
de conformacial & desejével para conservar a actividade bio-
l6gica, e a neutralidade antigénica & desejével para utili -
zar o desencadear de reac¢des imunogénicas em pacientes ou
animais tratados com os compostos do invento. Embora seja di
ficil seleccionar com certeza absoluta quais das alternati -
vas serdo neutras do ponto de vista conformacional e antigé-
nico, existem regras que podem ser seguidas pelos especialis
tas na técnica para fazer alteracgBes que tenham uma elevada
probabilidade de serem neutras do ponto de vista conformacig
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nal e antigénico, por ex. Anfinsen (atras referido) e Berzo-
psly, Science, Vol,229, pégs. 932-940 (1985)., Algumas das ve-
zes mais importantes sdo (1) substituicBes de resfducs hidro-
fobicos t&m menor probabilidade de produzir alterag8es na an-
tigenicidade uma vez que se situam provavelmente no interior
da proteina, por ex., Berzofsky (atrds referido); (2) substi
tuicBes de residucs fisico-quimicamente analegos, i.e. sind~-
nimos té&m menor probabilidade de produzir alteracBes na con-
formacdo uma vez que os aminodcidos de substituicdo podem
desempenhar o mesmo papel estrutural que os aminodcidos subs~-
tituldos: e (3) alteragBes de sequéncias conservadas pela evg
lugcdo t&m maior probabilidade de produzir efeitos conformacio
nais pernicicsos uma vez que ¢ facto de terem sido conserva -
das pela evplucdo sugere que essas sequéncias podem ser fun -
cionalment2 importantes.

Para além dessas regras bdsicas
para seleccionar mutefnas, existem ensaios para confirmar a
actividade biol6gica e conformagdo das maléculas criadas. 0s
ensaios biolégicos para os polipéptidos do invento sdo descri
tos mais pormenorizadamente adiante. As alteragSes de confor-
macdo podem ser testadas pelo menos por intermédic de dois
ensaios bem conhecidos: o método de fixagdo de microcomplemen
to, por ex. Wasserman et al., dJ. Immunol., Vol. 87, pégs. 290
-295 (1961), ou Levine et al. Methods in Enzymology, Vol. 11,
pdgs. 928-936 (1967), amplamente utilizado em estudos evolu-
tivos da estrutura tercidria das proteinas; e afinidades re-
lativamente a conjuntos de anticorpos moncclonais especificos
relativamente a certas comformagdes, por ex. Lewis et al. Bio-
chemistry Vol. 22, pégs. 948-954 (1983).




I1I. - Ensaios de actividade de CSF

A fim de determinar a actividade
de CSF, células hemopoiéticas, por ex. células de medula &s-
sea ou células sanguineas de corddo umbilical sdo transforma
das numa suspensdo de célula dGnica. As células individuais
sdo depois "imobilizadas" num meioc semi-s6lido (agar) ou vis
coso (metilcelulose) contendo substdncias nutritivas e, ge -
ralmente, soro fetal de vitelo. Na presenga de um factor de
estimulagdo apropriado, cé&lulas individuais irdo proliferar
e diferenciar-se. Uma vez que as células iniclais estdo img
bilizadas, as col6énias desenvolvem-se a medida que as célu -
las proliferam e maturam. Estas col6nias podem ser analisa-
das passados 7-14 dias. S&o dadas instrugdes pormenorizadas
para a realizagdo de ensaios de CSF por Burgess, A. Growth
Factors and Stem Cells (Factores de Crescimento e C&lulas),
pégs. 52-55 (Academic Press, Nova Iorque 1984) e Metcalf,
The Hemopoietic Colony Stimulating Factors (0s Factores de
Estimulac¥o de Col6nia Hemopoieticos), pégs. 103-125 (Else-
vier, Nova lorque 1984). Caso seja desejado, colbnias indi-
viduais podem ser extraidas, colocadas em l&minas de micros-
cbpio, fixadas e coradas com Wright/Geimsa (Todd-Samford,
Clinical Diagnosis by Laboratory Methods (Diagnéstico Clini-
co por intermédio de Métodos Laboratoriais), 15% edigdc, eds.
Davidson e Henry (1974). Pode-se entdo determinar a andlise
morfolégica de tipos de célula presentes por colbnia indivi-

dual.

Células de medula 6ssea recolhi -
das de pacientes sofrendc de doen¢a ndo-hematolbgica sdo co-
locadas em camada sobre Ficoll (tipo 400, Sigma Chemical Co.
St. Louis, Mo) e centrifugadas (600 x g, 20 min), sendo re-
movidas as células na interface. As células sdo lavadas por
duas vezes em Iscove's Mgdified Dumbecco's Medium contendo
104 do soro fetal de vitelo (FCS) e suspensas de novo para
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no mesmo meio, e as células aderentes sdo removidas por ade-
réncia para caixas de Petri plasticas (as células aderentes
sio frequentemente células produtoras de GM-CSF (Metcalf,
atrés referido)). As cé&lulas s3o aderentes sdv adicionadas
a 10° células/ml a Iscove's Medium contendo 20% de FCS,

50 uM de 2-mercaptoetancl, 0,9% de metilcelulose e concentra
¢Bes variadas ou de sobrenadantes que se sabem possuirem
actividade de estimulagdc de colénia ou sobrenadantes de en-
saio. Partes aliquotas de um ml sdc semeadas em caixas de
Petri de 35 mm e cultivadas a 372C numa atmosfera completa -
mente humidificada de C0, a 6% em ar. Trés dias ap6s o ini-
cio da cultura, adiciona-se {1 unidade de eritropoietina a ca
da placa. As colgnias de granulociternacrofagos e as acumula-
ces eritsoides sdu contadas passadas 10-14 dias usando um
microscOpio invertido.

Células sanguineas de corddo reco-
1hidas em hepasina sdo resolvidas a 600xg durante 6 min. Os
glébulos brancos na interface entre o plasma e o pico de glé-
bulos vermelhos s3oc transferidos para um tubo contendo clore-
to de amdnic 0,17 N e FCS a 6%. Apds 5 min. em gelo, a suspen
sio & tratada com 4 ml de FCS e centrifugada durante 6 minu-
tos a 600 x g. 0 sedimento celular & lavado com soro fisiol6-
gico tamponado com fosfato Dulbecco e submetido as etapas de
Ficoll e aderéncia plé&stica atrds descritas para células de
medula 6ssea. As células ndo-aderentes de baixa densidade sdo
recolhidas e colocadas a 105 células/cultura no meio de cul-
tura semi-sflido tal como atrds se descreveu.

No final dos ensaios, a composigdo
celular & determinada apbs aplicacdo das colbnias individuais
a laminas de vidro e coloracdo com Wright-Geimsa. Eosinofilos
sio determinadas corando com Luxol Fast Blue, por ex. Johnson,
G. e Metcalf, D, Exp. Hematol, Vol. 8, pdgs. 549-561, (1980).
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Iv. Purificacdo e Composicées Farmacéuticés

Métodos gerais de purificagdo dos
polipéptidos do presente invento, ¢ de sua utilizagdo em la-
boratérios ou como ingredientes activos em composigdes farma-
c8uticas sdo reveladas na secg3o 5 de Application PCT/US 86/
02464, especialmente da pdgina 43, linha 20, & pdagina 44, li-
nha 44, linha 15, e da pdgina 44, linha 27 a'pagina 45, linha
27. A quantidade de polipéptido active numa dose unitdria de
acordo com o presente invento pode ir de 1ug a 100 mg, depen-
dendo da poténcia e aplicacgdo.

Além dissu, populagles de células
hematopoiéticas de uma pessoa podem ser mantidas e/ou expan=
didas ou feitas diferenciar-se ex vivo para uma eventual rein
trodu¢do na mesma ou noutra pessoa a fim de terem um efeito
benéfico. As composigfes podem estimular selectivamente varios
componentes do sistema imunitdrio, quer iscladamente quer com
outros agentes bem conhecidos dos especialistas na técnica.
Em particular, as composigfes podem ser incluides outros agen
tes imunorreactivos, tal como linfoquinas (por ex. IL-1, IL-2
IL-4, GM-CSF, etc.)

V. Sistemas de expressdo

Pode ser escolhido qualquer siste-
ma de expressdo adequado; a sua natureza ndo constitui um as-
pecto critico do presente invento, desde que aquele seja apro
priado. Discutem-se sistemas de expressdo adequados na Secgdo
VI, Sistemas de Expressdo, pdginas 45-50 da Application PCT/




US 86-02464.

EXEMPLOS

0s exemplos que se seguem servem
para ilustrar o presente invento. A seleccdo de bibliotecas
de cDNA, vectores e hospedeiros, bem como a concentragdo de
reagentes, temperaturas e os valores de outras varidveis des-
tinam-se apenas a exemplificar a aplicagdo do presente inven-
to, ndo devendo ser considerados como constituindo uma sua

limitagao.

EXEMPLO 1

Preparacdo de cDNA de IL-3 humana mediante rastreio de uma
bilioteca de pcD cDNA com uma sonda sintética e expressdo em
células de macaco C0S 7 e obcitos de Xenopus.

Uma biblioteca de pcD DNA foi cons
trufda de mRNA isclado de um clone de T-células humanas (6D11)
induzido a sintetizar mRNA mediante exposi¢do a concanvalina
A (conA) (2-10 micrograma/ml durante 4-12 horas) usando as
técnicas reveladas por Okayama e Berg, Mol. Cell, Biol., Vol.
2, pags. 161-170 (1982) e vol 3, pdgs. 280-289 (1983). Outros
compostos de indugdo, tal como fitohemaglutinina (PHA), "po-
ke weed mitogen", ionbéforoc de célcio, antigénio anti-T3, etc.
podem ser mais eficazes para alguns tipos de células e sob
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algumas condigbes. Plasmideos precuscres de pcD, pcDVi e plLi,
podem ser obtidos convencionalmente de Pharmacia, Inc. (Pis-
cataway, NJ).

A construgdo da biblioteca pcD .
cDNA de Okayama e Berg & descrita de modo sumdric em Applica-
tion PC/US 86/02464 no pardgrafc que liga as péginas 31 e 32.

Uma vez terminada a biblicteca de
c¢DNA nos vectores plasmideos Okayama/Berg, ilustrada scob a
forma de diagrama na Figura 1, os clones de cDNA sdo recolhi-
dos, e amostras aleatérias analisadas relativamente & presen-
¢a dos cDNAs desejados por métodos estandardizados, por ex.
seleccdo hibrida, detecgdo de determinantes antigénicos em
produtos exprimidos, e/ou ensaios funcionais.

A. Isglamentu de mRNA

RNA celular total foi isolado de
células 6D11 usande o precedimento de iscticcianato de guani-
dina de Chirgwin et al. Biochemistry, Vol. 18, pégs. 5294~
-5299 (1979). 0 procedimento & também revelado por Maniates
et al (atris referido). Células 6011 estimuiadas com conA la-
vadas e sedimentadas foram suspensas em solugdc de lise de
isotiocianato de guanidina (50 ¢ de ticcianato de guanidinio
com 0,5 g de N-lauroil sarcosina de s6dio (concentracdo final
0,5%), 2,5 ml de citrato de sGdiv 1M, pH 7,0 (25 mM), 0,7 ml
de 2-mercaptoetancl (0,1M) e 0,33 ml de Sigma 305 Antifoam A
(0,1%); juntou-se dgua desionizada até o volume perfazer 100
ml & temperatura ambiente e o volume final foi filtrado e o
pH ajustado para o valor 7 com NaOH 1N). Vinte ml de solugdoc
de lise foram usados para 1,5 x 108 células.
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0s sedimentos resultantes foram
depois processados de acordo com o procedimento da Applicati-
on PCT/US 86/02464, Sec¢do B, padgina 55, linha 22, até 2 pé-
gina 56, linha 24.

B. Construgdo da biblioteca de pcD

0 procedimento de Okayama e Berg
(Mol. & Cell Biol. Vol. 2, pdgs. 161-170 [1982/) foi usado
com apenas pequenas alteracdes. Os plasmideos pcDVt e pLi sdo
descritos por Okayama e Berg (Mol. & Cell. Biol. 3:380-389
[19837) e podem ser obtidos de Pharmacia (Piscataway, N.J.).
Especificamente, utilizou-se um plasmideo peDVi modificado
que continha um local Nsil no sitio onde préviamente havia
um local Kpnl e utilizou-se um pL1 modificado que continha
uma insercdo no local Xhol consistindo numa porgdc do lengo
segmento terminal repetido (LTR) de um retrgvirus HTLV(I). A
presenga do segmento LTR provou de um modo geral, aumentar a
expressdo em hospedeiros de células de mamiferos por um fac-
tor 20-50. As construg¢Bes modificadas sdo ilustradas nas Fi-

guras 1 e 2.

LTRs retrovirais revelaram incre-
mentar a expressdo numa variedade de sistemas; ver por ex.
Chen et al Proc. Natl. Acad. Sci., Vol. 82, pdgs. 7285-7288
(1985); Gorman et al Proc. Natl. Acad. Sci. Vol. 79 pags.
6777-6781 (1982); Temin, Cell, Vol. 33, pégs. 1-3 (1981); e
Luciw et al. Cell, Vol. 33, p&gs. 705-716 (1983). A porcdo
do LTR de HTLV(I) inserida no local Xhol de pLi consiste num
segmentc ¢e 267 bases incluindo a totalidade da regido R e
parte da regido US (designada U5' na Figura 2) que se prolon-
ga da fronteira R/Ub até ao primeiro local Tagl a jusante
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(39 bases na totalidade). A sequéncia do LTR de HTLV (I) &
revelada por Yoshida et al. em Current Topics in Microbiclo-

0 segmento LTR de HTLV(I) & inse-
rido em pL1 em quatro passos utilizando procedimentos revela-
dos no Exemplo II. Primeirg, pL1 2 digerido com Bgtll e Xhol,
e 0 fragmento grande & isolado. 0 fragmento grande & depois
misturado com os sint&ticos 1A/B e 2A/B (adiante defenidos)
numa mistura de ligagdo comum. Os sinté&ticcs 1A/B e 2A/B con-
sistem, em conjunto, na sequéncia 5'—3", na sequéncia do pe-
quenc fragmento BglI/XhoI, nu fragmento E' de 26 bases da re=-
gido LTR R, e num polilinker que consiste em locais Smal,
Smal, Sacl, Nael ¢ Xhol na ordem indicada.
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(BglTI)
TCGGCCTCTGAGCTATTCCAG-
CGGAGCCGGAGACTCGATAAGGTC-

AAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGA-
TTCATCACTCCTCCGAAAAAACCT-

GGCCTAGGCTTTT
CCGG

Sinteticos 1A/B

SV40 ori —>| R-——>
GCAAAAAGCTCGGCTCG-
" ATCCGAAAACGTTTTTCGAGCCGAGC-

Smal
R —-—>' Sacl
CATCTCTCCTTCACGCGCCCGGGGAG-
GTAGAGAGGAAGTGCGCGGGCCCCTC-

NaeIl Xhol
CTCGCCGGCC
GAGCGGCCGGAGCT

SinfpfiraszAZB

Apbs ligacdo, o plasmideo resultan
te do passo 1 e propagado, isolado e digeride com Smal e Saci
e o fragmento grande & isolado. 0 fragmento grande & depois
misturado com sintéticos 3A/B e 4A/B (definidos adiante) numa
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mistura de ligagdc comum.

GCCGCCCTACCTGAGGCCGCCATC~
CGGCGGGATGGACTCCGGCGG TAG -

CACGCCGGTTGAGTCGCGTTCT
GTGCGGCCAACTC

Sintéticos 3A/B

GCCGCCTCCCGCCTG -
AGCGCAAGACGGCGGAGGGCGGAC-

TGGTGCCTCCTGAACTGCGTCCGC-
ACCACGGAGGACTTGACGCAGGCG -

Sacl

CG TCTAGG TAAG TTTAGAGCT
GCAGATCCATTCAAATC

Sintéticos 4A/B

Ap6s ligacdc o plasmideo resultan-
te do passo 2 & propagado, isolado e digerido com 3J.cl e Nacl
e 0 fragmento & isolado. O fragmento grande & depois mistura-
do com sintéticos 5A/B (a seguir definidos) numa mistura de

ligagdo comum.
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” oA TG~
CAGGTCGAGACCGGGCCT ;
TCGAGTCCAGCTCTGGCCCGGAAAC

CCTACCT-
TCCGGCGCTCCCTTGGAG -
AGGCCGCGAGGGAACCTCGGATGGA

Nael

AGACTCAGCC
TCTG AG TCGG

Sintéticos 5A/B

Ap6s ligacdo, o plasmideo resultan
te do passo 3 & propagado, isolado e digerido com Nacl e Xhol,
e o fragmento grande & isolado. O fragmento grande & depois
misturado com sintéticos 6A/B e 7A/B (adiante definidos) nu-
ma mistura de ligagdo comum a fim de dar origem ac fragmento
de plasmideo pL1 modificado, designade pL1'.
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Nael
GGCTCTCCACGCTTTGCCTGACCC-

CCGAGAGGTGCGAAACGGACTGGG-

TGCTTGCTCAACTCTACG
ACGAACGAG

Sintéticos 6A/B

TCTTTGTTTCGTTTT-
TTGAGATGCAGAAACAAAGCAAAA-

Xhol

CTGTTCTGCGCCGTTACAGATC
GACAAGACGCGGCAATGTCTAGAGCT

Sintéticos 7A/B

_ Uma amostra de 80 ug de pcDV1 DNA
foi digerida a 309C com 20 U de endonuclease KpnI numa mistu-
ra de reacgdo de 450 pl contendo Tris.HCl (pH7,5) 6mM, Mg(‘.l2
6 mM, NaCl 6 mM, 2-Me 6mM e 0,1 mg de albumina de soro bovi-
ne (BSA) por ml. ApGs 16 horas a uigestdo foi terminada com
40 pl de EDTA (pH8,0) 0,25 M e 20 pul de dodecilsulfato de sb6-
dio (SDS) a 10%; o DNA foi recuperado apbs extraccdo com fe-
nol~CHC13 1:1 saturado de dgua (daqui para a frente referido
comg fenol CHC13) e precipitado com etanol. Adicionaram-se
extremidades homopoliméricas com uma média de 60 mas ndo de
80, resfduos de desoxitimidilato (dT) por extremidade 3s ex-
tremidades produzidas pela Endcnuclease NsiI com tramsferase




terminal de timo de vitelo, como Se segue: A mistura de reac-
cd0 (38 pl) continha cacodilato de sgdio 30 mM Tris HC1 pH
6,8 como tampdo, com CoC;2 imM, ditiotreitol 0,1 mM, dTTP
0,25 mM, o DNA digerido com endonuclease Nsil, e 68 U da
transferase de desoxinucleotidilo terminal (P-L Biochemicals,
Inc., Milwaukee, WI). Apds 30 min a 372C a reaccdo foi gerada
com 20 pl de EDTA 0,25 M (pH 8,0) e 10 pl de SDS a 10% e apGs
virias extracgles com fenol-CHC13 o DNA foi recuperado por
precipitacdo com etanol. 0 DNA foi entdo digeride com 15 U

de endonuclease EcoRI em 50 pl contendo Tris. HC1 pH 7,4 10
mM, MgCl2 10 mM, ditiotreitol 1 mM e 0,1 mg de BSA por ml du-
rante 5 horas a 379C. 0 fragmentc grande contendo o local de
poliadenilagdo de SV 40 e o gene jBR322 de origem de replica-
cd0 e resisténcia & ampicilina foi purificado por meio de
electroforese de gel de agarose (1%) e recuperado de¢ gel por
intermédio de uma modificacdc do método de p6 de vidro (Vo-
gelstein, B, & Gillespie, D., Pruc. Natl. Acad. Sci. 76: 615-
-619 /19797). 0 DNA com extermidade de dT foi ainda purifica-
do por meio de absorcdc e elui¢dc a partir de uma coluna de
oligo (dA)-celulose come se segue: G DNA foi dissolvido em 1
ml tampdo de Tris.HCl pH 7,3 10 mM contende EDTA 1mM e NaCl
1M, arrefecido para 02C e aplicado a uma coluna de o¢ligc (dA)
-celulose (0,6 por 2,5 cm) e iquilibrada com o mesmo tampdo

a 02C e eluida com &gua 3 temperatura ambiente. O DNA eluido
foi precipitado com etancl e dissolvido em Tris.HCI1 pH 7,3

10 mM com EDTA 1mM.

0 DNA ligado com extremidade de
oligo (dG) foi preparado digerindo 75 pg de pL1' DNA com 20 U
de endonuclease Pstl em 450 pl contende Tris.HCl pH 7,4 6 mM,
MgCl2 6 mM, 2-ME 6 mM, NaCl 50 mM, e 0,01 mg de BSA por ml.
Passadas 16 horas a 302C a mistura de reaccdoc foi extraida
com fenol-CHCl3 e 0 DNA foi precipitade com &lcool. Extremi-
des com 10 a 15 resfduos desoxiguanilato (dG) foram depeis
adicionadas por extremidade com 46 U de transferase terminal
de desoxinucleotidilo na mesma mistura de reacgdo (38 pl) que
atraés foi descrita, com a excepgdc de dGTP 0,1 mM substituiu
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dTTP. Passados 20 min. a 37°9C a mistura foi extralida com fe-
nol-—CHCl3 e o DNA foi precipitade com etansul ¢ depois digeri-
do com 35 U de endonuclease HindIIl em 50 pl contendo Tris.
HC1 pH7,4 20 mM, MgClz 7 mi, NaCl 60 mi ¢ 0,1 mg de BSA a
379C durante 4 horas. 0 pequenc DA linker com extremidade
oligo (dG) foi purificado por meiv de electroforese de gel
de agarose (1,8%) e recuperado tal comc atrds s: descreveu.

Construcdo da bibltiocieca: Foi feita de acordu com a Secgdo
(2), Preparacdo da bibiivteca de cDiNA, da pdgina 48, linha 3
a contar do fim, & pdgina 61, Linha 10 da Application PCT/US
86/02464, Depois, amostras da cultura foram congeladas em
DMSO para serem armazenadas. Separadamente antes da adigde de
DMSO, vinte caixas de cultura de 15 cm foram incculadas cada
qual com cerca de 300U clones.

_ Sondas marcadas radigactivamente
para as col6nias atrds referidas foram construidas comy se
segue: (1) utilizando os dadus sobre a sequéncia da IL-3 nu-
mana revelados por Yang et al. Cell, Vel. 47, pdgs. 3-10
(1986), sintetizou-se um cligonuciebtido sintético compreen-
dendo os primeiros 55 nuclebtidos da cadeia de cedificagdc
da referida sequéncia da IL-3 humana (comegando com ATG); (2)
usando os mesmos dados sobre a sequéncia sintetizou-se uma
cadeia de oligonucleftido anti-sense correspondente que com-
preendia as bases 45-100 da referida sequéncia; (3) as duas
cadeias sinteticas foram aneladas e usadas como fragmentos de
iniciacdo ("primers") para fragmento Klenow de DNA polimera-
se I na presenca de ATP, GTP, TTP e CTP marcadu radicactiva-
mente; (4) finalmente a reac¢do foi "cold chased" com precur-
sdes ndo marcadas para garantir extensdo maxima de cadeia.
("Cold chased" significa que o percurso radiocactivo Ci? &
substituido pela sua forma ndo radioactiva).

As 2G caixas atrds preparadas fo-
ram submetidas a rastreic relativamente a clones utilizando
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as sondas sinté&ticas por um protocolo de hibridizagdo de co-
16nia padrio, por ex Maniatis et al. (atrds referido). Foram
detectadas duas col6nias positivas. Um dos clones, designado
pcD-hulL3-22-1 foi seleccionado, amplificado e reclonado no
plasmfdeo M13 para efeitos de determina¢do de sequé&ncia pelo
procedimento de terminagdo de cadeia didesoxi, por ex. Sanger
et al., Proc. Natl. Acad. Sci., Vol. 74, pdgs. 5363-5367 (1977),
A sequéncia de cDNA & ilustrada na Figura 3 juntamente com a
sequéncia de aminodcidos prevista do contexto de leitura ("rea
ding frame") aberto maior., A andlise dos aminodcidos da ter-
minac%o N de acordo com as regras empiricas publicadas por
Periman et al., J. Mol. Biol., Vol. 167, pdgs. 391-409 (1983)
indica que a terceira prolina a partir do infcio do contexto
de leitura (“"reading frame") aberto e a terminagdo N mais prg
vivel da protefna finalizada. Todavia, apesar destas regras,

a Ala adjacente pode constituir a terminag3o N correcta da
protefna nativa tendo em conta a descoberta de que a termina-
cio N da IL-3 de murganho & Ala. De qualquer modo, a sequén-
cia sinal n&o & uma porgdo critica da molécula activa, e pode
compreender uma grande variedade de sequéncia sem guaisquer
efeitos negativos sobre a secregdo ou actividade, por ex. Kai
ser et al. Science, Vol. 235, pdgs. 312-317 (1987). 0Os locais
de N-glicosilac¥o potenciais estdo assinalados por caixas na
Figura 3.

Surpreendentemente, descobriu-se
que o ¢DNA de IL-3 humanas isolado continha uma diferenga de
aminodcidos significativa da sequé&ncia referida por Yang et
al. (atrds referidos): o cDNA isolado codifica uma prolina
na posicfo 7 (relativamente 3 terminagdo N da F6rmula II) em
vez de uma serina tal como referido por Yang et al. (atrds
citados). Uma tal modificacdo deverd corresponder a diferen-
cas de conformag¥o significativas nos dois polipéptidos dadas
as dissemelhancas entre prolina e serina.

Ao mesmo tempo, o mesmg clone foi
amplificado separadamente; os vectores de clonagem pcD foram
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isolados usando técnicas correntes, por ex. Maniatis et al.
(atrds referidos); e o cDNA foi expresso em dois sistemas di-
ferentes: células de macaco COS7 e obcitos de Xenopus. 0s
vectores pcD foram usados para transfectar células C0S7. como
se seque. Um dia antes da transfecgdo, apreximadamente 106
células de macaco COS 7 foram semeadas em caixas individuais
de 100 mm em Dulbecco's modified Eagle's medium (DME) conten-
do 10% de soro fetal de vitelo e glutamina 2 mM. A fim de se
realizar a transfecgdo, o meio foi aspirado de cada caixa e
substituido por 4 ml de DME contendo Tris.HC1 pH 7,4 50 mM,
400 pg)ml DEAE-dextrano e 50 ug dos DNAs plasmideo a serem
testados. As caixas foram incubadas durante quatro horas a
37%C, depois o meio contendo DNA fol removido e as caixas fo-
ram lavadas por duas vezes com 5 ml de DME isento de sorgo.
DME contendo Cloroquina 150 pM foi adicionado as caixas que
foram depois incubadas durante mais 3 horas a 37%C. As caixas
foram lavadas uma vez com DME, e depois adicionaram-se DME
contendo 4% de soro fetal de vitelo, glutamina 2 mM, penici-
lina e estreptomicina. As células foram depois incubadas du-
rante 72 horas a 37%C, 0 meio de cultura foi recolhido e ana-
lisado relativamente a actividade de CSF usando o ensaio de
sangue de cord¥o umbilical atrds descrito. Observou-se uma
variedade de tipos de colbnia. '

N R

Sobrenadantes de obcitos de Xeno-
pus injectados com RNA transcrito do fragmento de insercio de
¢DNA de peD-hull3-22~1 foram analisados relativamente a acti-
vidade bivldgica. O protocolo seguido foi essencialmente aque
le que & revelado por Melton et al. Nucleic Acids Research,
Yol. 12, p&gs. 7035-7056 (1984) e por Krieg et al. Nucleic
Acids Research Vol. 12 pégs. 7057-7060 (1984). Primeiro, o
fragmento de inserg3o de cDNA de pcD-huiL3-22-1 foi reclonado
no vector pcD modificado, pSP6. pSP6 foi construldo substitul
do a origem de replicag¥c de SV40 em pcD com o promotor de
SP6, tal como se indica na Figura 3. 0 vector pcD modificado
continha também um local Pstl desactivado no gene de resistég'
cia ¥ ampicilina (indicando por 4Pstl na Figura 3) e uma re-
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gi%o polilinker inserida no local Xhol da regido poliA do
peD. A regido polilinker continha locais EcoRI,_SacI, Smal,
BamHI, Xbal, Sall, SsTI e HindIII. 0 local PstI desactivado
permite que a regi¥o de origem de SV40 seja extralida por meio
de digest¥o (antes da insergdo do polilinker) com HindIII e
Pstl. 0 fragmento de insergdo promotor de SP6 adequado (com
cerca de 60 bases de comprimento) pude ser sintetizado usando
técnicas usuais a partir da sequéncia revelada por Melton et
al. (atrds referidos). ApSs inser¢do do promotor de SP6, ¢
plasmidec resultante foi amplificado, isolado e digeridoc com
Xhol. 0 polilinker sintetizado usando técnicas correntes &
inserido no local Xhol. Altermativamente, plasmideos ¥ venda
no mercado contendo o promotor de SP6 e regifies polilinker
podem ser usados, por ex. pSP62-~PL que pode ser obtido de NEN
Research Produts (Boston, MA) ou psPi8 ou psP19 que podem ser
obtidos de BRL Life Technologies (Gaithersburg, MD).

c¢DNA de IL-3 humana foi extrida
de pcD-hmIL-3-22-1 digerindo-o com Pstl e BamHI, isolado e
ligado com SP6 digerido com PstI/BamHI para formar pSP6-hull3.
pSP6-hull3 foi amplificado em E. coli MC1061, isolado e linea-
rizado com Xbal. RNA para injeccdo em obcitos foi preparado
transcrevendo o psP6-hmIL3 linearizado com SP6 RNA polimerase
que pode ser obtida de BRL Life Technologies) seguindo o pro
tocolo de Kreig et al. (atrés referidos) e Melton et al. -~
(atr&s referidos). A SP6 RNA polimerase foi tratada com DNAse
(por ex. DNAse livre de RNAsina e RNAse a 1 unidade/microli-
tro e 20 microgramas (ml, respectivamente) e injectada no ci-
toplasma dos obcitos de Xenopus e o sobrenadante das culturas
de Xenopus foi analisado relativamente a actividade de CSF.
Observou-se uma variedade de tipos de colbnia.
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EXEMPLO II

Construcdio de um gene de IL-3 humana sintético para mutagéne-
se de cassete em pcD e expressdo em células de macaco CO0S 7

Técnicas de construcdo e expressdo
do gene sintético deste exemplo sdo correntes na técnica da
biologia molecular, por ex. especialmente Sproat e Gait, Nu-
cleic Acids Research Vol. 13, p&gs. 2959-2977 (1985), e Per-
retti et al., Proc. Natl. Acad. Sci, Vol. 83, pdgs. 599-603
(1986); e também Mullenbach et al. J. Biol Chem, Vol. 261,
pdgs. 719-722 (1986); Wells et al. Gene, Vol. 34 pdgs. 315~
-323 (1985); e Estell et al. Science, Vol 233, pdgs. 659-663
(1986). Sucintamente, o gene de IL-3 humana sintético & mon-
tado a partir de uma variedade de fragmentos de DNA de cadeia
dupla sintetizadas quimicamente. S¥o0 seleccionadas sequéncias
de bases do gene sintético de modo que o gene sintético con-
tenha uma série de locais de restricdo unicos relativamente
ao vector que transporta o gene,

A série de locais de restricdo Gni
cos define uma série de segmentos que podem ser facilmente
extraldos e substituidos por segmentos com sequéncias de ba-
ses alteradas. Os fragmentos sintéticos sdo inseridos quer
directamente quer apbs liga¢do com outros fragmentos num vec-
tor adequado, tal como um plasmidec pcD ou outro andlogo. Os
segmentos atrds referidos correspondem &s "cassettes” de Wells
et al. (atrds citados). Os fragmentos sintéticos sdo sinteti-
zados usando técnicas correntes, por ex. Gait, Oligonucleoti-
de Synthesis: A Practical Approach (Sintese de Oligonucletti-
dos: Uma Abordagem Prdtica) (IRL Press, Oxford, Reino Unido,
1984), Utiliza~se de preferéncia um sintetizador automatiza-
do, Tal como um modelo 380A de Applied Biosystems Inc (Foster
City, CA). Plasmideos pcD e outros vectores adequados estdo

disponiveis comercialmente, por ex. Pharmacia. Para pcD, a
clonagem pode ser a cabo un E.coli MC1061 ou HB101 e a expres-
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s¥0 pode ser levada a cabo em células de maéééa COS ou célu-
" las de ovérios de hamsters chineses.

Neste exemplo um gene de IL-3 hu~
mana sintético & construido para insercdo num plasmidec pcD.
Brevemente, o vector pcD & construido ligando primeiro quatro
fragmentos uns aos outros com T4 DNA ligase: o fragmento gran
de HindIII/BamHI de pcDV1 contendo pBR322 ori e Ampr, o frag-
mento HindIII/Pstl de pL1 contendo o promoior de regido pri-
meira SV40 e intrdes de regido posterior, e os sintéticos
11A/B e 12A/B, adiante descritos. A seguir, numa série de
tré&s passos adicionais de amplificagdo, purificagdo e inser-
c¥0, o resto dos sintéticos 13A/B a 18A/B sdo adicionados até
estar presente no vector pcD um gene de IL-3 sintético comple
to.

As digestdes de endonucleases de
restric¥o e as reaccles de ligases sdo levados a cabo utili-
‘zando protocelos convencionais, por ex. Maniatis et al. Mole-
cular Cloning: A Laboratory Manual (Clonagem Molecular: Um
Manual de Laboratdrio)(Cold Sprinh Harbor Laboratory, Nova
Iargque, 1982),

0 método alcalino & usado para pre
paracBes de plasmideos em pequena escala. Para preparagfes em
grande escala emprega-se uma modificacdo do método alcalino
em que se usa um igual volume de isoprapangl para precipitar
§cidos nucleicos a partir do lisato clarificado. A precipita-
¢30 acetato de ambnio 2,5M frip & usada para retirar RNA an-
tes da centrifugacdo de densidade em equilibric com cloreto
de césio e da detec¢do com brometo de etidio.

Cadeias complementares de DNAs sin
téticos a serem clonadas (cerca de 400 mg cada qual) sdo mis-
turadas e fosfosiladas com polinucleStido quinase num volume
de reacg¥o de 50 ul. Este DNA & ligado com 1 ug de DNA vector
digerido com enzimas de restricdo apropriadas, e as ligagles




est¥o num volume de 50 ul & temperatura ambiente durante 4 a
12 horas. As condig¢les de fosfosilagdo, digestdo por enzi -
mas de restrigdo, reac¢les de polimevases, ligacBes e trans-
fecgBes bacterianas foram j&§ descritas (Maniatis et al., atrss
referidos).

No passo t, pcDVt & amplificado,
isolado e digerido com Hind III e BamHi. 0 fragmento conten
do as regilies pBR322 ori e Amp" & isolado por meio de elec-
troforese de gel usando técnicas correntes, por ex. Mania ~
tis et al. (atrds referido). pL1 & amplificaod, isolado e
digerido com Hind III e PstI. O fragmento contendo o promo -
tor de regi¥o primeira de SV40 & isolado por meio de electrg
forese de gel. Os dois fragmentos isclados de pcDVi e pLi
s¥o depois misturados com sintéticos 11A/B e 12A/B (a seguir
ilustrados) numa soluc8v de T4 SNA ligase convencional. Os
sintéticos 11A/B e 12A/B anulam-se para formar um fragmento
de inser¢¥o no vector pcD agora criado, que & amplificado em
E. Coli de depois isolado.

No passo 2, ¢ vector peD isolado
do passo 1 & digerido com Spel e Saul. O fragmento grande
é separado e misturado com os sintéticos 13A/B e 14A/B numa
soluc¥o de T4 DNA ligase convencional para formar ¢ vector
pcD do passo 2, que & amplificado em E, coli MC1061 e isola-
do.

No passo 3, o vector pcDh isolado
do passo 2 & digerido com Mlul e Saul. O fragmento grande &
separado e misturado com os sintéticos 15A/B e 16A/B numa sg
lug¥o de T4 DNA ligase convencional para formar o vector pcD
do passo 3, que & amplificado em E, coli MC1061 e isolado.

No passo 4, o vector pcD isolado
do passo 3 & digerido com EcoRI e Saul. 0 fragmento grande &
separado e misturado com os sintéticos 17A/B e 18A/B numa so
lu¢do de T4 DNA ligase convencional para formar ¢ gene de
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IL-3 sintético completo em pcD. O vector pcD do passo 4 &
amplificado em E. coli MC1061, isclado e transfectado para
células COS 7 tal como se descreve no Exemplo I, Os sobrena
dantes da cultura sdo recolhidos e analisados relativamente
a actividade de CSF tal como atrds se descreveu.

As sequéncias dos sintéticos 11A/B
a 18A/B s¥o a seguir indicadas. As localizacBes e os tipos
dos locais de restrig¥o finicos s¥o indicados por cima das se
quéncias.

(PstI)BclI
GTGATCAATGAGCCGCCTGCCCGTCCTGCTC-
ACGTCACTAG TTACTCGGCGG ACGGGCAGGACGAG ~

CTGCTCCAACTCCTGGTC
GACGAGGTT

Sintéticos 11A/B

NarI
CGCCCCGGACTCCAGGCGCCCATGACC-
GAGGACCAGGCGGGGCCTG AGGTCCGCGGG TACTGG -

SpeI Saul (BamHI)
CAGACAACGCCCTTGAAGACTAG TCCTTAGGG
. GTCTG TIGCOAGAACTTCTGATCAGGAATCCCCTAG
/




g
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Sintéticos 12A/B

Spel
CTAG TTGGG TTAACTG CTCTAACATG ATCGATCAA~
AACCCAATTGACGAGATTG TACTAGCTACTT~

Xbal
ATTATAACACACTTAAAGCAGCCACCTTTGCCTCTT~
TAATATTG TG TGAATTTCG TCGG TGG AAACGG AG AA-

CTAGACTTCAACAACCTCAAT
GATCTGAAG TTG

Sintéticos 13A/B

GGGGAAGACCAAGACATTCTGATGGAA-
TTGG AG TTACCCCTTCTGG TTCTG TAAGACTACCTT-

Xmalll
AATAACCTTCGACGGCCGAACCTGGAGGCATTCAAC-
TTATTGGAAGCTGCCGGCTTGGACCTCCG TAAG TTG -

Miul (Saul)
AGGGCTG TCAAGAG TTTACAGAACGCGTCC
TCCCGACAGTTCTCAAATG TCTTGCGCAGGAAT




Sintéticos 14A/B

MluI
CGCGTCAGCAATTGAGAGCATTCTTAAAAATCTC-
AGTCG TTAACTCTCG TAAG AATTTTTAG AG ~

CIGCCATG TCTGCCC
GACGGT

Sintéticos 15A/B

SaclI
CTGGCCACCGCGGCACCCACGCGACAT—
ACAGACGGGGACCGGTGGCGCCGTGGGTGCGCTGTA-

CCAATCCATATCAAGG ACGG TG ACTGGATT-
GG TTAGG TATAG TTCCTG CCACTG ACCTAA~-

EcoRI (Saul)

GAATTCCC
CTTAAGGGAAT
Sintéticos 16A/B
EcoRI

TTCCGGAGGAAACTGACGTTCTATCTG-
AAGGCCTCCTTTGACTGCAAGATAGAC—

AAAACCCTTG AGAAT
TTTTGG
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Sintéticos 17A/B

GCGCAGGCTCAACAGACGACT-
GAACTCTTACGCG TCCGAGTTG TCTGCTG A~

Nhel (Saul)
TTGTCGCTAGOGATCTTTTAGCC
AACAGCGATCGCTAGAAAATCGGATT

Sintéticos 18A/B

Exemplo III. Construcdo e expressdv de mutelna Leu13j de

IL~3 humana

Ile na posi¢do 131 & alterada pa-
ra Leu a fim de formar muteina Leu'3! de 1L-3 humana. 0 plas
mideo pcD do Exemplo II contendo o gene completo de IL-3 hu-
maga & digerido com Saul e Nhel. O fragmento grande & isola
do e combinado com ¢ sintético seguinte numa solug¥o de T4
DNA ligase convencional.

0 vector pcD resultante & amplificado em E. coli MC1061, iso
lado e transfectado para células de macaco COS 7 de acordo
com ¢s protocolos atrds descritos. Apbs incuba¢do durante
3-4 dias os sobrenadantes da cultura de €C0S 7 s3¥o recolhidos
e analisados relativamente a actividade de CSF,




Exemplo 1V  Construcdo e expressdo de muteiha Ile2 de IL-3
humana

Met na posicdo 2 & alterada para
Ile para formar a muteina Ile2 da IL~-3 humana, O plasmideo
peD do Exemplo II contendo o gene de IL-3 humana completo &

digerido com Narl e Spel. O fragmento grande & isolado e com

binadc com o sintético seguinte numa solucgdo de T4 DNA ligase
convencional:

CGCCCATAACCCAGACAACGCCC-
GGG TATTGGG TCTG TTG CGGG ~

TTGAAGA
AACTTCTGATC

0 vector pcD resultante & amplificado em E. coli MC1061, isg
lado, e transfectado para células de macaco COS 7 de acordo
com os protocolos atrds descritos. Apbs incubagdo durante
3-4 dias os sobrenadantes da cultura de COS 7 s¥o recolhi -
dos e analisados relativamente a actividade de CSF,

As descrig¢Bes dos modelos de exe-
cuc¥o do invento precedentes foram apresentadas apenas a ti-
tulo de {lustrac¥o e descrigio. N3¥o s¥o exaustivas e ndo
restringem o invento as formas particulares aqui reveladas.
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Aqueles que pediram esta patente

depositaram pcD em~IL3-22-1 junto da American Type Culture
Collection, Rockville, MD, EUA (ATCC) sob o nfmero de acesso

67318,




REIVINDICAGOES:

13, - Processo para a preparagdo
de uma proteina revelando uma actividade de factor de estimu-
lagdo de colbénias, caracterizado por se incorporar na referi-
da proteina um polipeptideo glicosilado ou ndo glicosilado
10 vezes substituido, defenido pela férmula




X (Pro)
W(Pro)
X(Val)
W(Ile)
W(His)
X (Leu)
X (Asn)
W(Asp)
W(Glu)
W(Pro)
W(Asn)
W(Leau)
W(Ile)
X (Asn)
X(Pro)
W (Pro)
W(His)
W(Trp)
W(Lis)
X(Lis)
W(G1ln)

X (Leu)

X (Met)
W (Leu)
X (Asn)
20
W(Asp)
W (Leu)
X (Pro)
X (Asn)
W(G1ln)
50
W(Asn)
W (Asn)
W(Arg)
W(G1ln)
W(Glu)
80
X (Leu)
X (Leu)
W(rre)
W(Ile)
W(Asn)
110
W(Leu)
W(Thr)
W(Ala)

X (Ser)

X(Tre
W(Lis)

Cis
W(Glu)
W(Lis)
X {Leu)
W (Leu)
W(Asp)
W(Asn)
W (Leu)
W(Ala)
W(Asn)
W(Ser)
X (Leu)
X (Ala)
W(Arg)
W(Lis)
W(Glu)
X(Tre)
W (Leu)
W(G1ln)

X (Leu)

X(G1ln)
10
X(Tre)
X (Ser)
W(Ile)
W(G1ln)
X (Leu)
40
W (Asn)
W(Ile)
W(Leu)
W(G1lu)
W(Vval)
70
W(Ala)
W(Ile)
X (Pro)
X(Tre)
W(His)
100
W(Asp)

W(Fen)

X (Fen),

W(G1lu)

W(Gln)
130
X(Ala)

X(Tre)
X (Ser)
W(Asn)
W(Ile)
W(Pro)
X (Asp)
W(Gl )
W{(Leu)
W(Arg)

W(Ala)

W(Lis) "

W(Ser)
W(Leu)
Cis

X (Ala)

W(Pro)

W(G1li)

‘W(Arqg)

X({Tir)
W(Asn)
XkTre)

X(Ile)

W(Tre)

X(Trp)
W(Met)
W(Tre)
30
W(Pro)
X (Fen)
W(G1lu)
W{Met)

W(Arg)
60

W (Fen)

W(Ser)
W(Ala)
X(L s)
X (Leu)
90
W(Ala)
W(Ile)
W(Asp)
W(Arg)
X (Leu)
120
W(Ala)
X( Treg

X (Fen




em que:
X (Ser)

X (Leu)
X (Pro)
X (Tre)
X (Ala)
X (val)
X (6l1)
X (Ile)
X (Fen)
X (Tir)
X (His)
X (Gln)
X (Asn)
X (Lis)
X (Asp)
X (Glu)

X (Met)

representa

representa

representa

representa

representa

representa

representa

representa

representa

representa

representa

representa

representa

representa

representa

representa

representa

representa

5 o -51-

Ser, Cis, Tre, Gli ou Asn;

Arg, His, Gln, Lis ou Glu;

Leu, Ile, Fen, Tir, Met ou Val;

Pro ou Ala;

Tre, Pro, Ala, Gli, His ou Gln;

Ala, Gli, Tre ou Pro;

Val, Met, Tir, Fen, ile ou Leu;

Gli, Ala, Tre, Pro ou Ser;

Ile, Met, Tir, Fen, Val ou Leu;

Fen, Trp, Met, Tir, Ile, Val ou Leu;
Tir, Trp, Net, Fen, Ile, Val ou Leu;
His, Glu, Lis, Gln, Tre ou Arg;

Gln, Glu, Lis, Asn, His, Tre ou Arg;
Asn, Glu, Asp, Gln ou Ser;

Lis, Glu, Gln, His ou Arg;

Asp, Glu ou Asn;

Glu, Asp, Lis, Asn, Gln, His ou Arg;

Met, Fen, Ile, Val, Leu ou Tir;




(Trp) & Trp;

(Ser)
(Arg)
(Leu)
(Pro)
(Tre)
(Ala)
(val)
(Gli)
(Ile)
(Fen)
(Tir)
(His)
(G1n)
(Asn)
(Lis)
(Asp)
(6lu)

(Met)

é Ser;

representa

representa

representa

& Tre;

representa

representa

é Gli;

representa

representa

representa

representa

representa

representa

representa

representa

representa

representa

) e 52
a——

Arg, His ou Lis;

Leu, Ile, Fen ou Met;

Pro ou Ala;

Ala ou Pro;

Val, Met ou Ile;

Ile, Met, Fen, Val ou Leu;

Fen, Met, Tir, Ile ou Leu;

Tir ou Fen;

His, Gln ou Arg;

Gln; Glu ou His;

Asn ou Asp;

Lis ou Arg;

Asp ou Asn;

Glu ou Gln:

Met, Fen, Ile, Val ou Leu;




1
/
{I ‘
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W (Trp) & Trp;

e em que as regifes do referido polipeptideo definidas pelos
aminodcidos 10-32 inclusivé, 47-60 inclusivé, 71-86 inclusi~-
vé e 95-113 inclusivé ndo s3do em conjunto, mais de 3 vezes
substituidas.

2%, - Processo para a preparagdo
da proteina de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
por o referido polipeptideo ser 5 vezes substituldo de tal
modo que as referidas regifes definidas pelos amino&cidos 10~
~-32 inclusivé, 47-60 inclusivé e 95-113 inclusivé ndo sdo,
em conjunto, mais de 1 vez substituidas.

3%, - Processo para a preparagdo
da proteina de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado
por o referido polipeptideo ser 2 vezes substitufdo de tal
modo que as referidas regifes definidas pelos aminodcidos 10~
-32 inclusivé, 47-60 inclusivé, 71-86 inclusivé e 95-113 in-
clusivé ndo sofrem substituigfes.

4%, - Processo para a preparacio
da proteina de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
por:

X (Ser) ser Ser;
X (Arg) representar Arg, His ou Lis;
X (leu) representar Leu, Ile, Fen ou Met;

X (Pro) representar Pro ou Ala;

X (Tre) ser Tre;




(Ala)
(Val)
(611)
(Ile)
(Fen)
(Tiri
(His)
(GIn)
(Asn)
(Lis)
(Asp)
(Glu)
(Met)
(Arg)
(Leu)
(Pro)
(Ala)
(Val)

(Ile)

representar Ala ou Pro;

representar Val, Met ou Ile;

ser Gli;

representar Ile, Met, Fen, Val ou Leu;
representar Fen, Met, Tir, Ile ou Leu;
representar Tir ou Fen;

representar His, Gln ou Arg;
representar Gln, Glu ou His;
representar Asn ou Asp;

representar Lis ou Arg;

representar Asp ou Asn;

representar Glu ou Gln;

representar Met, Fen, Ile, Val ou leu;
ser Arg;

representar Leu, Ile ou Met;

ser Pro;

ser Ala;

ser Val;

representar Ile, Met ou Leu;




W (Fen) ser Fen;
W (Tir) ser Tir;
W (His) ser His;
W (Gln) ser Gln;
W (Asn) ser Asn;
W (Lis) ser Lis;
W (Asp) ser Asp;
W (Glu) ser Glu e

W (Met) representar Met, Ile ou Leu.

5%, ~ Processo para a preparagdo
da proteina de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado
por o referido polipeptideo ser 5 vezes substituido de tal
modo que as regides pelos aminodcidos 10-32 inclusivé, 47-60
inclusivé, 71-86 inclusivé n3o sdo, em conjunto, mais de 1
vez substituldas.

6%. - Processo para a preparagao
da proteina de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado
por o referido polipeptideo ser 2 vezes substitufdo de tal
modo que as referidas regifes definidas pelos amino&cides 10-
-32 inclusivé, 47-60 inclusivé&, 71-86 inclusivé e 95-113 in-
clusivé n¥o sofrem substituigdes.

78. - Processo para a preparagdo
da proteina de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado




por:

X (Arg)

>

(Leu)

X (Pro)

X (Ala)

X (val)

X (Ile)

X (Fen)

X (Tir)

X (His)

X (Gln)

X (Asn)

X (Lis)

X (Asp)

X (Glu)

X (Met)

W (Leu)

W (Ile)

W (Met)

ser Arg;

representar Leu, Ile ou Met;
ser Pro;

ser Ala;

ser Val;

representar Ile, Met ou Leu;
ser Fen;

ser Tir;

ser His;

ser Gln;

ser Asn;

ser Lis;

ser Asp;

ser Glu;

representar Met, Ile cu Leu;
ser Leu;

ser lle e

ser Met.

56~




83, - Processo para a preparacgéo
da proteina de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado
por o referido polipeptideo ser 5 vezes substituido de tal
modo que as referidas regiBes definidas pelos amino&cidos 10-
-32 inclusivé, 47-60 inclusivé, 71-86 inclusivé e 95-113 in-
clusivé ndo sdo, em comjunto, mais de 1 vez substitulfdas.

92, - Processo para a preparacdo
da proteina de acordo com a reivindicacdo 8, caracterizado
por o referido polipeptideoc glicosilado ou ndo-glicosilado
ser 2 vezes substituido de tal modo que as referidas regites
definidas pelos aminodcidos 10-32 inclusivé, 71-86 inclusivé
e 95-113 inclusivé ndo sofrem substituigdes.

108, - Processo para a preparagdo
da proteina de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizado
por o referido polipeptideo glicosilado ou ndo-glicosilado
compreender um sequéncia de amino8cidos definida pela formula

Pro - Tet ~ Tre - Gln - Tre- Tre - Pro - Leu -

Lis - Tge - Ser -~ Trp - Val - Asn - Cis - Ser -

Asn - Met - Ile - igp = Glu - Ile - Ile - Tre -

His - Leu - Lis - Gln - Pro - ggo - Leu - Pro -
40

Leu - Leu - Asp -Fen -~ Asn - Asn - Leu - Asn -

Gli - Glu - Asp - Gln - Asp - Ile - Leu - Met -

50
Glu - Asn - Asn - Leu - Arg - Arg - Pro - Asn -
60
Leu - Glu - Ala - pgp - Asn - Arg - Ala - Val -
70
Lis - Ser - Leu - Gln - Asn - Ala - Ser - Ala -

80
Ile - Glu - Ser - Ile - Leu - 'Lis - Asn - Leu -




Leu - Pro - Cis - Leu - Pro - Leu - Ala - Tre -
Ala - iga - pro - Tre - Arg - His - Pro - Ile -
His - Ile - Lis =~ igg - Gli - ?ig - Trp - Asn -
Glu - Fen - Arg - Arg - Lis - Leu - Tre - Fen -

120
Tir - Leu - Lis - Tre - Leu - Glu - Asn - Ala

Gln - Ala - Gln - Gln - Tre - Tre - Leu - Ser
130
Leu - Ala - Ile - Fen.

112, - Processo para a preparagdo
de uma proteina revelando uma actividade de factor de estimu-

lagdo de colbnias, caracterizado por se incorporar na referi-
da proteina um polipeptideo glicosilado ou ndo glicosilado
com 5 insergles, 5 dele¢Bes e 5 substituig¢¥es, apresentando
‘uma sequéncia de aminodcidos definidos pela férmula da reivin
dicagdo 1, e em que asregifes do referido polipeptideo defi-
nidas pelos aminodcidos 10-32 inclusivé, 47-60 inclusivé, 71-

-86 inclusivé e 95-113 inclusivé ndo sdo, em conjunto, mais
de 3 vezes substituidas.

124, - Processo para a preparagdo
da proteina de acordo com a reivindica¢do 11, caracterizado

por o referido polipeptideo ter 2 insergdes, 2 delegles e 2
substituigBes, de tal modo que a referida regido definida pe-
los aminodcidos 10-32 inclusivé, 47-60 inclusivé, 71-86 inclu

sivé 95-113 inclusivé, ndo sofre substituicgBes, delegles e
insergfes.
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13%, - Processo para a preparagdo
da proteina de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado
por ¢ polipeptideo ser difinido pela férmula:

Ala - Pro - Met - Tre = Gln - Tre - Tre - Pro -

10
Leu - Lis - Tre - ger = Trp - Val - Asn - Cig =
0
Ser - Asn - Met ~ Ile - Asp -~ Glu - Ile - Ile -
. 30
Tre - His - Leu - Lig - Gln - Pro - Pro - Ley -

) 40
Pro Leu - Leu - Asp - Fen - Asn - Asn - Leu -

Asn - Gli - Glu - Asp - Gln - Asp - Ile - Ley -

50
Met = Glu - Asn - Asn - Leu - Arg - Arg - Pro -
60
Asn - Leu - Glu - Ala - Fen - Asn - Arg - Ala -
‘ 70
Val - Lis - Ser - Leu - Gln - Asn - aAla - Ser -

Ala - Ile - Glu - Ser - Ile - Leuy - Lis - Asn -

Leu - Leu - Pro - Cis - Leu ~ Pro - Leu - Ala -

90
Tre - Ala -~ Ala - Pro - Tre — Arg - His - Pro -
100
Ile - His - Ile - Lis - Asp - Gli - Asp - Trp -
110
Asn - Glu - Fen - arg - Arg - jg - Leu - Tre -

s 12
Fen Tir - Leu - Iis - ppre - Leu - Glu - Asg

Ala - Gln - - - :
T Ala Gln Gln - Tre ~Tre = Leu -
Ser - Leu - Ala -~ Ile - Fen.

142, - Processo para a preparagdo

de um 8cido nucleico, caracterizado por se incorporar no re-
ferido &cido nucleico uma sequéncia de nucleotideos seleccio-
nada entre sequéncias de nuicleotideos capazes de codificar
polipeptideos 10 vezes substituidos definidos pela Tormula da
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reivindicac3o 1, em que as regides do referido polipeptideo
definidas pelos aminbdcidos 10-32 inclusivé, 47-60 inclusivé,
71-86 inclusivé e 95-113 inclusivé ndo sdo, em conjunto, mais
de 3 vezes substituidas.

153, - Processo para a preparagdo
do &4cido nucleico de acordo com a reivindicagdo 14, caracte-
rizado por a referida sequéncia de nucleotideos ser seleccio-
nada entre sequéncias de nucleotfdeos capazes de codificar
um polipeptideo definido pela férmula da reivindicagdo 10.

164, - Método para a produgdo de
um polipeptideo revelando actividade de factor de estimulacdo
de colbnias, caracterizado por compreender 0s seguintes pas-
$0S:

(a) construcdo de um vector compreendendo uma sequén
cia de nucleotideos que codificam o referido polipeptideo, em
que a sequéncia de nucleotideo & capaz de ser expressa por um
hospedeiro contendo o vector e em que a sequéncia de nucleo-
tideos & seleccionada entre sequéncias de nucleotideos capa-
zes de codificar um polipeptideos 10 vezes substitufdo defi-
nido pela férmula da reivindicagdo 1; e em que as regifes do
referido polipeptideo definidas pelos aminodcidos 10-32 inclu
sivé, 47-60 inclusivé, 71-86 inclusivé e 95-113 inclusivé
n¥o siZo, em conjunto mais de 3 vezes substituldas;

(b) incorporacdc do vector no hospedeiro; e
(c) manutengdo do hospedeiro num meio de cultura em

condicdes adaquadas para expressar a referida sequéncia de
nucleotideos no referido polipeptideo.
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174, - Método de acordo com a rei-
vindicacdo 16, caracterizado por a referida sequéncia de nu-
cleotideos ser seleccionada entre sequéncias de nucleotideos
capazes de codificar um polipeptideo definido pela formula
da reivindicagdo 10.

~

184, - Método de acordo com a rei-
vindicacdo 17, caracterizado por compreender ainda a fase de
separacdo do referido polipeptideo do referido meio de cultu-
ra e do referido hospedeiro.

193, - Processo de preparagdo de
uma composi¢¥o farmaceutica para a estimulagdo in vitro ou
in vivo do crescimento e desenvolvimento de células sanguf-
neas, caracterizado por se incluir na referida composicdo um
veiculo terapeuticamente compativel e uma quantidade eficaz
de uma proteina obtida de acordo com a reivindicacdo 1.

204, - Processo para a preparagdo
de uma composigdo farmaceutica de acordo com a reivindicagdo
19 caracterizado por a proteina compreender uma sequéncia de
aminodcidos definidos pela férmula da reivindicagdo 10 ou p
pela referida f6rmula precedida por Ala.

Lisboa, 17 de Fevereiro de 1988
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