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DESCRIPCION

Proteinas de fusidon recombinantes de la hormona de crecimiento y la albtimina de suero.
Campo de la invencion

La presente invencion se relaciona con proteinas recombinantes de fusion, una hormona de crecimiento (GH), una
albumina de suero y a la produccion de proteinas en levadura.

Antecedentes de la invencion

La albiimina de suero humano (HSA) es una proteina de 585 aminodcidos, que es responsable de una proporcién
significativa de la presién de 6smotica de suero y también funciona como un portador de ligandos endégenos y exo-
genos. Actualmente, HSA es producido para uso clinico desde extracciones de sangre humano. La produccién de HA
de recombinante (rHA) en microorganismos ha sido descubierto en EP 330 451 y EP 361 991.

El papel de albimina como una molécula portadora y su naturaleza inerte son las propiedades deseables para
ser usado como un estabilizador y transportador de polipéptidos. El uso de albimina como un componente de una
proteina de fusién para otras proteinas estabilizadoras ha sido descubierto en WO 93/15199, WO 93/15200, y EP
413 622. El uso de fragmentos N-terminal de HSA para fusiones de polipéptidos también ha sido descubierto (EP 399
666). La fusion para dichos polipéptidos es lograda por manipulacion genética, de forma que el ADN que codifica para
HSA, o un fragmento de ella, es unido al ADN que codifica para dicho polipéptido. Un hospedero apropiado es luego
transformado o transfectado con la secuencia del nucledtido fusionado, tal arreglo sobre un plasmido apropiado para
expresar un polipéptido de fusiéon. Nomura y col. (1995) intent6 expresar la apolipoproteina E humana en S. cerevisiae
como una proteina de fusién con HSA o fragmentos de HSA, usando una pre-secuencia de HSA por secrecion directa.
Mientras la fusién para HSA a longitud completa resulté en la secrecion de niveles bajos de la proteina en el medio
(se cosecha maximo 6.3 mg/L), la fusién para HSA (1-198) 6 HSA (1-390) no resulté en la secrecién en al medio.

La hormona de crecimiento humana (examinada por Strobl y Thomas, 1994) consta de un polipéptido simple de
191 amino4cidos, internamente entrelazado por dos puentes disulfuro. Dos moléculas de receptor hGH (Hormona de
crecimiento humano, siglas en su expresion inglesa) obligan que cada molécula de hGH facilite la sefial de trans-
duccién (Cunningham et al., 1991; de Vos et al., 1992). El C-terminal de la molécula de hGH estd involucrado en la
unién de primera molécula del receptor, pero en la extension del N-terminal no es conocido que este involucrado en la
unidén con el receptor. La hormona es segregada de la gldndula pituitaria anterior bajo el control de hipotdlamo, y es
responsable el N-terminal en un amplio rango de los efectos de promocidn del crecimiento en el cuerpo. Clinicamente,
el hGH es usado en el tratamiento del enanismo de hipopituiaria, la insuficiencia renal crénica en la infancia, fracturas
de hueso y quemaduras. Los métodos en curso para la produccién de hGH para uso terapéutico son por la extraccién
de la glandula pituitaria humana, por expresion en Escherichia coli recombinante como fue descubierto en EP 127 305
(Genentech) o en cultivos de células de mamiferos (Zeisel et al., 1992).

Ademds, la hGH ha sido expresada intracelularmente en levadura (Tokunaga et al., 1985) y este organismo puede
proporcionar medios alternativos de la produccién como fue descubierto en EP 60 057 (Genentech). Tsiomenko y col.
(1994) reporta sobre el papel de la secuencia de prepro de MFa-1 de la levadura en la secreciéon de hGH. El adjunto
de la secuencia pre-pro para el gene de hGH resulté en la acumulacién de hGH en el periplasma y en las vacuolas,
mientras el adjunto de la parte pro de hGH resulté en la expresion de un precursor no glicosilado localizado dentro de
la célula. Solamente cuando ambas partes de la secuencia leader fueron fijadas al gen de hGH fue secretado la hGH
en el medio de cultivo. Otras sefiales de secrecién (pre-secuencias) fueron también menos efectivas que la secuencia
pro usada y obtenida de la levadura, sugiriendo que tal secuencia pro es usada como critica en la secrecién eficiente
de la hGH en la levadura.

En los seres humanos, la hGH es secretada a la sangre en pulsos, y en la circulacién tiene un tiempo de vida media
menor de 20 minutos (Haffner et al., 1994). La eliminacién de la hormona es principalmente via el metabolismo en
el higado y los rifiones y es mas rapido en los adultos que en los nifios (Kearns et al., 1991). El tratamiento para la
deficiencia de hGH dura de 6 a 24 meses, durante la que se administra la hGH tres veces por semanas intramuscular-
mente o diariamente en general subcutineamente. Tal régimen de administracién frecuente es necesario debido a la
corta vida de la molécula.

Poznansk et al. (1988) incrementan el tiempo de vida de la hormona de crecimiento porcina por la conjugacién con
albumina de suero porcina o humana (HSA) para formar un conjugado relativamente grande de aproximadamente 180
kD. La reaccién quimica usando el reactivo glutaraldehido resulté por término medio, en dos moléculas de albimina
complejas con seis moléculas de hormona de crecimiento. El conjugado de 180 kD resultante se observé que tiene un
tiempo de vida prolongada en la circulacién de ratas de 2 a 3 horas, comparado con los 5 minutos para la hormona
de crecimiento no conjugada. El ensayo de actividad muestra que el conjugado retenido completamente conserva la
actividad completa, y posiblemente aumenta la actividad in vitro, pero es inactivo in vivo.

Sleep et al. (1990) Biotechnology, 8, 42-46 presentan la secrecion de la albimina humana a partir de S. cerevisiae
usando varias secuencias lider.
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La EP 387 319 (Delta biotechnology Ltd) presenta la expresion en S. cerevisiae de proteinas de fusién que contie-
nen albimina usando la secuencia lider factor-a y el terminador y promotor PGK.

Hiramatsu et al. (1990) Appl. Env. Microbiol. 56, 2125-2132 presentan el uso de el pre-pro-péptido Mucor pusillus
para proporcionar la secrecién de la hormona de crecimiento en S. cerevisiae.

Resumen de la invencion

La invenci6n se relaciona con polinucleétidos como se definen en la Reivindicacién 1. Estos codifican proteinas
formadas por la fusién de una molécula de albimina, o variantes o fragmentos de ella, una molécula de hormona
de crecimiento o variantes o fragmentos de ella, proteinas de fusidon que tienen un aumento en el tiempo de vida
circulatorio sobre la hormona de crecimiento no fusionada. Por conveniencia, haremos referencia a albumina humana
(HA) y ahormona de crecimiento humana (hGH), pero la albtimina y las hormonas de crecimiento de otros vertebrados
son incluidas también. Preferentemente, la proteina de fusién comprende HA, o una variante o fragmento de ella, como
la parte N-terminal, con hGH o una variante o fragmento de ella, como la parte C-terminal para minimizar cualquier
efectos en contra posibles sobre la unién del receptor. Por otra parte, una proteina de fusién que comprende HA, o una
variante o fragmento de ella, como la parte C-terminal, con hGH o una variante o fragmento de ella como la parte N-
terminal, podria ser también capaz de una sefial de transduccién. En general, el polipéptido tiene solamente una regién
derivada HA y una regién derivada GH.

Ademds, las proteinas de fusién de la invencion podrian incluir un péptido de enlace entre las dos partes unidas
para proporcionar una separacion fisica mas grande entre los dos mitades y maximizar la disponibilidad de la parte de
hGH, para unir el receptor de hGH. El péptido enlace podria constar de aminoéacidos de forma que es flexible o mas
rigido.

Nosotros hemos descubierto que los polipéptidos de la invencidn son significativamente mds estables en solucién
que la hGH. El dltimo rdpidamente se convierte inactivos cuando se guarda en solucién a 4°C por mas de un mes. La
hGH actualmente comercializable se vende como un polvo liofilizado.

Convenientemente, los polipéptidos de fusién son producidos como moléculas recombinantes por secrecién desde
levadura, microorganismos como bacterias linea de células de humanos o levadura. Preferentemente, el polipéptido
es secretado del hospedero. Hemos descubierto que uniendo la secuencia de codificacién de la hGH a la secuencia de
codificacién de HA, al extremo 5° 0 al 3°, es posible secretar la proteina de fusién desde la levadura sin el requerimien-
to de una secuencia pro derivada de la levadura. Esto fue sorprendente, ya que otros autores han descubierto que la
secuencia pro derivada de levadura es necesaria para la secrecion eficiente de la hGH en levadura. Por ejemplo, Hira-
mitsu'y col. (1990, 1991) descubrié que la parte N-terminal de la secuencia pro Mucor pusillus rennin fue importante.
Los otros autores, usan la sefial de MFa-1, que tienen siempre incluido la secuencia pro de MFa-1 cuando se secreta la
hGH. La secuencia pro se cree que ayuda al plegamiento de la hGH cuando actia como un chaperone intramolecular.
La presente invencidén muestra que la HA o los fragmentos de HA pueden desempefiar una funcién similar.

Por tanto, una realizacién particular de la invencién consta de una construccién de ADN que codifica una secuencia
sefial efectiva para direccionar la secrecién en levadura, particularmente una secuencia sefial derivada de la levadura
(especialmente una que es homologa al hospedero de la levadura), y la molécula fusionada del primer aspecto de esta
invencidn, siendo la secuencia pro no derivada de la levadura entre la sefial y el polipéptido maduro.

La sefial invertasa de Saccharomyces cerevisiae es un ejemplo preferido de una sefial derivada de levadura.

Los conjugados del tipo preparado por Poznansky et al. (1988), en el que los polipéptidos preparados por separado
son unidos por acoplamiento quimico, no se contemplan.

La albimina o la hGH podrian ser una variante de HSA/rHA normal (llamada en lo adelante como “HA”) o hGH,
respectivamente. Por “Variantes” se incluyen las inserciones, las deleciones y las sustituciones, ya sean conservadoras
o no conservadoras, donde no se alteran considerablemente los cambios en una o mas presencia de tumores, con-
venientemente las propiedades de unién al ligando y no inmunogenidad de la albimina o, en el caso de la hGH, es
su no inmunogenicidad y la capacidad de ligar y activar el receptor de hGH. En lo particular, incluimos variantes
polimoérficas que ocurren naturalmente de la albimina humana y fragmentos de albimina humana, por ejemplo esos
fragmentos revelan en EP 322 094 (concretamente HA (1-n), donde n es 369 hasta 419). La albimina o la hormona
de crecimiento pueden ser de cualquier vertebrado, especialmente cualquier mamifero, por ejemplo humano, vaca,
ovejas, cerdo, gallina o salmonas. La albimina y las partes de la GH de la fusién pueden ser de animales diferentes.

Por “sustituciones conservadoras” se entienden los intercambios dentro de los grupos tales como Gly, Ala; Val, He,
Leu; Asp, Glu; Asn, Gln; Ser, Thr; Lys, Arg; y Phe, Tyr. La variante de GH tendra al menos 75% (preferentemente al
menos 80%, 90%, 95% 6 99%) de la secuencia idéntica con hormona de crecimiento humana en cuanto la excepcién
se hace para las deleciones y las inserciones como se acostumbra en el estado de la técnica. Una variante de HA
tendrd secuencia de identificacién al menos el 75% de los dos dominios enteros de HA, por ejemplo de dominios 1 +
2 (1-387), 2 + 3 (195-585) 6 1 + 3 (1-194, + 388-585). Cada dominio en si se hace de dos subdominios homologos
nombrados 1-105, 120-194, 195-291, 316-387, 388-491 y 512-585, concretamente con un subdominio flexible de
regiones de enlace que consta de los residuos Lys106 hasta Glu199, Glu292 hasta Val315 y Glu492 hasta Ala511.
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La variante de hGH que debe tener actividad de GH, y de al menos 150, 180 6 191 aminodcidos preferentemente
manteniendo sus cisteinas para ambos puentes disulfuro internos.

Las moléculas fusionadas de la invencién en general tienen un peso molecular de al menos 100 kD, por ejemplo
menor que 90 kD o 70 kD. Son por lo tanto mucho mds pequefias que los conjugados de 180 kD de (Poznansky et al.
(referidos arriba), que eran inactivo in vivo.

La mayorfa entra dentro de un rango de peso molecular de 60-90 kD.

Un segundo aspecto principal de la invencién es proporcionar una levadura transformada para expresar una proteina
de fusion.

Ademéds de las células del hospedero transformadas en ella misma, la presente invencién también considera un
cultivo de esas células, preferentemente un cultivo de monoclonales (clonalmente homogéneo), o un cultivo obtenido
desde un cultivo de monoclonal, en un medio nutriente. Especialmente si el polipéptido se secreta, el medio entonces
contendra el polipéptido, con las células, o sin las células, si ha sido filtrado o centrifugado.

Muchos sistemas de expresion son conocidos, incluyendo bacterias (por ejemplo E. coli 'y bacilo sublilis), levaduras
(por ejemplo Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis y Pichia pastoris, hongos filamentoso (por ejemplo
Aspergillus), células de planta, células de animal y células de insecto.

La proteina deseada se produce de manera convencional, por ejemplo desde una secuencia de codificacion que es
insertada en el cromosoma del hospedero o en un plasmido libre.

Las levaduras son transformadas con una secuencia de codificacién para la proteina deseada en cualquiera de
las maneras acostumbradas, por ejemplo electroporacién. Los métodos para la transformacién de la levadura por
electroporacién son revelados en Becker & Guarente (1990) Methods Enzimol. 194, 182.

Las células con éxito transformadas, es decir las células que contienen una construccién de ADN de la invencién
actual, puede ser identificado por las técnica conocidas. Por ejemplo, las células que resultan con la introduccién de
una construccién de expresion pueden ser cultivadas para producir el polipéptido deseado. Las células pueden ser
cosechadas y lisadas y su contenido de ADN se examina la presencia del ADN usando un método tales como describe
Southern (1975) J. Mol. Biol. 98, 503 6 Berent y col. (1985) Biotech. 3, 208. Alternadamente, la presencia de la
proteina en el sobrenadante puede ser detectado usando anticuerpos.

Los vectores de plasmido de levadura ttiles incluyen pRS403-406 y pRS413- 416 y estan en general disponible
desde Stratagrene Cloning Systems, La Jolla, CA 92037, USA. Los plasmidos pRS403, pRS404, pRS405 y pRS406
son plasmidos integrados a la levadura (Yips) y se incorporan marcadores de seleccion de la levadura HIS3, TRPI,
LEU2 y URA3. El pRS413 - 416 son de Yeast Centromere (YCps).

Una variedad de métodos han sido desarrollados para operar la unién del ADN a vectores de via complementaria
y cohesiva a terminales. Por ejemplo la regién de homopolimero complementario puede ser adicionando al segmento
de ADN e insertar al vector de ADN. El vector y el segmento de ADN son unidos por enlaces de hidrégeno entre las
colas de homopoliméricas complementarias para formar moléculas de ADN recombinante.

Los enlazadores sintéticos que contienen uno 6 mas sitios de restriccién proporcionan un método alternativo de
unién al segmento de ADN para los vectores. El segmento de ADN, generado por la digestion de restriccion de
endonucleasa, se trata con un bacteriografo de ADN T4 polimerasa o polimerasa I de ADN E. coli, las enzimas que
se remueven salen del sitio, extremo terminal de hebra simple 3’ con su actividad exonucleoliticas 3’- 5 y completa
recesa su actividad polimerasa en el extremo 3°.

La combinacién de estas actividades genera los segmentos de ADN punta y extremo. Los segmentos punta -
extremo son incubados y luego con un exceso molar grande de enlace de las moléculas en presencia de una enzima
que es capaz de catalizar la ligacion de moléculas de ADN punta - extremo, como ADN ligasa bacteriofago T4. Por
lo tanto, los productos de la reaccién son los segmentos de ADN que traen secuencias de enlaces poliméricas a sus
extremos. Estos segmentos de ADN son cortados luego con enzima de restriccién apropiada y ligados a un vector de
expresion que ha sido cortado con una enzima que produce extremos compatibles con esos segmentos de ADN.

Enlaces sintéticos que contienen una variedad de sitios de endonucleasas de restriccién estdn comercialmente
disponibles de varias fuentes incluyendo Internacional Biotechnologies Inc, New Haven, CN, USA.

Una forma deseable de modificar el ADN segtin la invencién, por ejemplo, las variantes de HA son y serdn prepa-
radas, usando la reaccidn en cadena de polimerasa como se revela por Saiki et al. en Science 239, 487-491 (1988). En
este método el ADN serda amplificado enzimaticamente y esta flanqueado por dos plantillas de oligonucleétido espe-
cificas en la que ellos mismos se incluyen en el ADN amplificado. Dicha plantilla especifica podria contener sitios de
reconocimiento de las endonucleasas de restriccion que pueden ser usados para reproducir vectores de expresion que
usando métodos conocidos en el estado de la técnica.
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Los ejemplos de géneros de levadura que se contemplan y son ttiles en la practica de la presente invencién como
hospederos para expresar las proteinas de fusién son Pichia (Hansenula), Saccharomyces, Kluyveromyces, Candi-
da, Torulopsis, Torulaspora, Schizosaccharomyces, Citeromyces, Pachysolen, Debaromyces, Metschunikowia, Rho-
dosporidium, Leucosporidium, Botryoascus, Sporidiobolus, Endomycopsis, y semejantes. Los géneros preferidos son
aquellos seleccionados del grupo que consta de Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Kluyveromyces, Pichia 'y To-
rulaspora. Ejemplos de Saccharomyces spp. S. cerevisiae, S. italicus 'y S. rouxii. Ejemplos de Kluyveromyces spp. son
K. fragilis, K. lactis y K. marxianus. Una especie de Torulaspora apropiada es T. Delbrueckii. Ejemplos de Pichia
(Hansenula) spp son P. Angusta (antes H. polimorpha), P. Anomala (antes H. anomala) y P. Pastoris.

Los métodos para la transformacién de S. cerevisiae son ensefiados en general en EP 251 744, EP 258 067 y WO
90/01063, todas ellas incluidas aqui en las referencias.

Los promotores apropiados para S. cerevisiae incluyen aquellos relacionados con el gen PGKI, gen GALI o
GALIO, CYCI, PHOS, TRP1, ADHI, ADH2, los genes para gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa, hexoquinasa,
piruvato decarboxilasa, fosfofructoquinasa, fosfato triosa isomerasa, fosfoglucosa isomerasa, glucoquinasa, factor
a-mating feromona, factor a-mating feromona, el promotor PRB1, el promotor GUT2, el promotor GPDI1, y los pro-
motores hibridos que involucran hibridos de las partes de las regiones reguladores de 5’ con partes de las regiones
reguladoras de 5° de otros promotores o con sitios de activacidn agues arriba (por ejemplo el promotor de EP-A-258
067).

Los promotores regulables convenientes para el uso en Schizosaccharomyces pombe son el promotor del gen repre-
sor de tiamina desde el gen nmt como se describe por Maundrell (1990) J. Biol Chem. 265, 10857-10864 y el promotor
del gen fbpl represor de glucosa como describe Hoffiman & Winston (1990) Genetics 124, 807-816.

Los métodos de transformacién de Pichia para la expresion de genes fordneos son ensefiados, por ejemplo, Cregg
et al. (1993), y varias patentes de Phillips (por ejemplo US 4 857 467, incorporada esta en la referencia), y el equipo
de expresioén de Pichia comercialmente disponible son Invitrogen BV, Leek, Netherlands and Invitrogen Corp., San
Diego, California. Los promotores apropiados incluyen AOX1 y AOX2.

Gleeson et al. (1986) J. Gen. Microbiol. 132, 3459-3465 incluye la informacién sobre los vectores de Hansenula,
transformacién y los promotores apropiados siendo MOX1 y FMDI; mientras que en EP 361 991, Fleer et al. (1991) y
otras publicaciones de Rhone-Poulenc Rorer ensefian como expresar proteinas foraneas en Kluyveromyces spp., siendo
un promotor apropiado PGK1.

La sefial de terminacién de transcripcion es preferentemente la secuencia de flanqueo 3’ de un gen eucariota que
contiene las sefiales propias para la terminacién de la transcripcion y poliadenilacién 3’. Las secuencias de flan-
queo apropiadas podrian ser aquellos genes unidos a la secuencia de control de la expresion usada naturalmente, por
ejemplo, podria corresponderse con la del promotor. Por otra parte, podrian ser diferentes y en tal caso la sefial de
terminacion del gen ADH]I de S. cerevisiae es preferida.

La proteina de fusién deseada puede ser expresada inicialmente con una secuencia guia efectiva de secrecion, que
puede ser cualquier guia efectivo en la levadura escogida. Guias ttiles de S. cerevisiae incluyen desde el polipéptido
del factor de apareamiento (MFa-1) y el guia hibrido de la EP-A-387 319. Tales guias (o sefiales) son cortados por
la levadura antes de que la albimina madura sea liberada en el entorno circundante. Ademas tales guias incluyen la
invertasa S. cerevisiae (SUC2) que revel6 en JP 62-096086 (conferida como 91/036516), 4cido fosfatasa (PHOS), la
pre-secuencia de MFa-1, B-glucanasa (BGL2) y toxina asesina; glucoamilasa II de S. diastaticus; a-galactosidasa de
S carlsbergensis (MELL); toxina asesina de K. lactis; y glucoamilasa de Candida.

La proteina de fusién de la invencién o una formulacién de ella misma puede ser administrada por cualquier
método convencional incluyendo la parenteral (por ejemplo subcutanea o intramuscular) la inyeccién o la infu-
si6én intravenosa. El tratamiento podria constar de una sola dosis o una pluralidad de dosis durante un periodo de
tiempo.

Mientras es posible que una proteina de fusién de la invencién se administre sola, es preferible presentarla como
una formulacién farmacéutica, con uno o mds portadores aceptables. El portador (s) debe ser “aceptable” en el sentido
de ser compatible con la proteina de fusién y no nocivo a los receptores de ella. Tipicamente, los portadores son el
agua o salina que serd estéril y libre de pirégenos. La formulacién debe ser no inmunogénica; formulaciones tipo
vacuna que involucran adyuvantes no son consideradas.

Las formulaciones pueden ser presentadas en la forma de dosis unitaria convenientemente y pueden ser preparados
por alguno de los métodos conocidos en el arte de farmacia. Tales métodos incluyen el paso de traer la proteina de
fusién en la asociacion con el portador que constituye uno 6 més ingredientes de accesorios. En general las formula-
ciones son preparadas uniformemente e intimamente traen en asociacion el ingrediente activo con el portador liquidos
o sélidos finamente divididos o ambos, y luego, si es necesario, dar forma al producto.

Las formulaciones apropiadas para administracién parenteral incluyen soluciones acuosas 6 no acuosas de inyec-
cion estériles que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostatos y solutos que dan la formulacion isotonica
con la sangre del receptor futuro; y suspensiones estériles acuosas y no acuosa que pueden incluir agentes suspendi-
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dos y agentes espesante. Las formulaciones pueden ser presentadas en dosis unitaria o contenedores multidosis, por
ejemplo ampolletas selladas y viales, pueden ser almacenadas en una condicién liofilizada que requiere solamente la
adicién del portador liquido estéril, por ejemplo el agua para inyecciones, inmediatamente antes del uso. Soluciones
de inyeccidn extenporaneas y suspensiones pueden ser preparadas como polvos estériles.

Las formulaciones de dosis unitaria preferidas son aquellas que contienen una dosis diaria o unidad la subdosis
diaria o una fraccién apropiada de ella misma, de un ingrediente activo.

Las proteinas de fusién de la invencién pueden ser usadas en el tratamiento de cualquier condicién en la que la hor-
mona de crecimiento es muestrada por ejemplo la deficiencia de hormona de crecimiento aislada, panhipopituitarismo,
irradiacién craneal (por ejemplo en el tratamiento de la leucemia o los tumores cerebrales), el sindrome de Turner, el
sindrome de Down, el retardo de crecimiento intrauterino, la deficiencia de crecimiento idiopatico, la insuficiencia
renal crénica, acondroplasia, varios trastornos catabdlicos como infertilidad del sexo femenino. También pueden ser
usados en la estimulacién del crecimiento, y/o aumento de la proporcién de carne sin grasa, en animales de granja
como vacas, ovejas, cabras y cerdos.

La proteina de fusién puede ser administrada junto con factores de crecimiento como insulina (IGF-I).

La dosis puede ser calculada sobre la base de la potencia relativa de la proteina de fusién en comparacién con
la potencia de la hGH, mientras tomamos en cuentas la prolongacién del tiempo de vida en suero de las proteinas
de fusién comparadas con la hGH nativa. La hormona de crecimiento es administrada tipicamente de 0,3 a 30,0
IU/kg/semana, por ejemplo 0,9 a 12,0 IU/kg/semana, en tres o siete dosis divididas por un afio 6 més. En una proteina
de fusién que consta de la HA fusionada completa unida a la GH completa, la dosis equivalente en término de unidades,
representa un peso mayor pero la frecuencia de dosis puede ser reducida, por ejemplo a dos veces a la semana, una
vez a la semana 6 menos.

Los ejemplos preferidos de la invencién seran descritos en forma de ejemplo con las referencias a las figuras que
lo acompanan, en las cuales:

Figura 1 muestra la secuencia de cADN de la hormona de crecimiento humana, codificando para la hGH madura;
Figura 2 muestra un mapa de enzima de restriccién del pHGHI;

Figura 3 muestra un mapa de enzima de restriccién de pBST (+) y la secuencia de ADN del policonectador;
Figura 4 muestra la construccién de pHGH12;

Figura 5 muestra la construccién de pHGH16;

Figura 6 muestra la secuencia de ADNc de HSA, mads particularmente la region que codifica para la proteina
madura;

Figura 7 muestra la construccién de pHGH14;

Figura 8 muestra la construccién de pHGH38;

Figura 9 muestra la construccién de pHGH31;

Figura 10 muestra la construccién de pHGHS58 o pHGHS59 (ejemplo 7);

Figura 11 es un esquema para formular construir separadores que tienen fusiones (ejemplo 7); y

Figura 12 muestra los resultados de un estudio farmacocinético mostrando que la eliminacién de rHA-hGH mar-
cada conl compardndola con la inyeccioén IV en ratas. Los datos son de dos ratas en cada grupo, e incluyen la ra-
diactividad total y la radiactividad que podian ser precipitada por TCA, es decir que esta relacionada con la proteina
preferentemente como '*1 libre. El periodo de vida calculado para la hGH es aproximadamente 6 minutos, comparado
con los aproximadamente 60 minutos para la proteina de fusién de rHA - hGH. Ver ejemplo 3.

» - hGH (conteo total)

m - hGH (conteo TCA precipitado)

V¥ - rHA-hGH (conteo total)

A - THA-hGH (conteo TCA precipitado).
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Descripcion detallada de la invencion

Todos los procedimientos de ADN recombinante usados como se describe en Sambrook y col. (1989) a menos de
otra manera por lo demds. Las secuencias de ADN que codifican HSA fueron obtenidas desde el ADNc revelado en la
EP 201 239.

Ejemplo 1
Clonacion del ADNc de hGH

El ADNc de la hGH fue obtenido de una libreria de ADNc de glandula pituitaria humano (ndmero de catilogo
HL1097v, Clontech Laboratories, Inc) por la amplificaciéon de PCR. Dos oligonucleétidos apropiados para la am-
plificaciéon de PCR del ADNc de hGH, HGH1 y HGH2, fueron sintetizados usando un Applied Biosystems 380B
Oligonucleotido Synthesiser.

HGHI: 5 - CCCAAGAATTCCCTTATCCAGGC -3’
HGH2: 5 - GGGAAGCTTAGAAGCCACAGGATCCCTCCACAG -3’

Las HGHI1 y HGH?2 son diferidos de la parte equivalente de la secuencia de ADNc de la hGH (Figura 1, Mar-
tial et al., 1979) por dos y tres nucledtidos, respectivamente, de forma que después de la amplificacion de PCR
a un sitio de EcoRlI se introduce en el extremo 5’ del ADNc y un sitio de BamHI serfa introducido en el extre-
mo 3’ del ADNc. Ademds, la HGH2 contenia un sitio HindIII inmediatamente aguas abajo de la secuencia de la
hGH.

La amplificacién de PCR usando un Perkin-Elmer-Cetus Thermal Cycler 9600 and a Perkin-Elmer-Cetus PCR kit,
fue llevada a cabo usando una plantilla de ADN de una sola hebra aislada desde particulas de fage de una libreria de
ADNCc de la siguiente manera: 10 uL de particulas de fago fueron rotas por la adicién de 10 uL. de tampdn de ruptura
para fago (280 ug/mL de proteinasa k en tampén TE) y la incubacién a 55°C durante 15 minutos seguido por 85°C
por 15 minutos. Después de la incubacién de 1 minuto sobre hielo, debris de fago fue comprimido por centrifugacién
a 14,000 rpm durante 3 minutos. La mezcla de PCR conteniendo 6 uL. de esta plantilla de ADN, 0,1 uM de de cada
plantilla y 200 uM de cada deoxiribonucleétido. E1 PCR fue llevado a cabo por 30 ciclos, desnaturalizando a 94°C por
30 s, y endureciendo a 65°C por 30 s y extendiendo a 72°C por 30 s, incrementando el tiempo de extension por 1 s por
ciclo. El andlisis de la reaccion por electroforesis en gel muestra un solo producto con el tamaiio esperado (589 pares
de bases).

El producto de PCR fue purificado usando como Wizard PCR Preps DNA Purification System (Promega Corp) 'y
luego digerido con EcoRI y el Hind III después de la purificacién posterior del fragmento EcoRI - HindIII por gel
de electroforesis, el producto fue clonado en pUC19 (GIBCO BRL) digerido con EcoRI e HindIIl, para dar pHGH1
(Figura 2). Secuencia de ADN de la regién EcoRI - HindIII muestra que el producto de PCR era idéntico a la secuencia
de lahGH (Martial y col., 1979), excepto en los extremos 5’ y 3’, donde los sitios de EcoRI y BamHI son introducidos,
respectivamente.

Ejemplo 2
Expresion del ADNc de hGH

La secuencia del polilinker del fagomidio pBluescribe (+) (Stratagene) fue reemplazado insertando un oligonu-
cléotido de enlace, constituido alineacién de dos oligonucleétidos 75 mer, entre los sitios de EcoRI 'y lo HindIII para
formar pBST (+) (Figura 3). El nuevo polilinker incluye un sitio de NotI tnico (la secuencia completa en la regién del
polilinker es dada en la Figura 3).

La expresion del cartucho Notl HSA de pAYE309 (EP 431 880) consta de el promotor de PRB1, secuencia de
ADN que codifica la secuencia lider hibrida de HSA/MFea-1, la secuencia que codifica ADN de la HSA y el ter-
minador ADHI, fue transferido a pBST (+) para formar pHA1 (Figura 4). La secuencia de codificacién de HSA
fue retirada desde este pldsmido por la digestién con HindIIl seguida por religacién para formar pHA2 (Figura
4).

Clonar el ADNc de hGH, como se describe en Ejemplo 1, proporciona la regién de codificacién de hGH que carece
de la secuencia pro-hGH y los primeros 8 pares de basa (bp) de la secuencia desde la hGH madura. Para construir un
plasmido de expresion para la secrecién de la hGH de levadura, un promotor de levadura, muestra un péptido sefial y
los primeros 8 bp de la secuencia de hGH fueron fijadas al extremo 5’ de la secuencia de hGH clonada de la siguiente
manera:
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El fragmento HindlIII - SfaNI desde pHA 1 fue fijado al extremo 5 del fragmento EcoRI - Hindlll de pHGHI1 via
dos oligonucledtidos sintéticos, HGH3 y HGH4:

HGH3: 5 - GATAAAGATTCCCAAC -3’
HGH4: 5 - AATTGTTGGGAATCTTT - 3’

El fragmento HindIII formado fue clonado en pHA?2 digerido por HindIII para hacer pHGH2 (Figura 4), de forma
que el ADNc de hGH fue colocado aguas abajo del promotor PRB1 y la secuencia lider de fusiéon de HSA/MFa - 1
(WO 90/01063). El cartucho de expresion Notl contenido en pHGH2, que incluye el terminador ADH1 aguas abajo
del ADNc de hGH, fue clonada en pSAC35 digerido por NofT (Sleep et al., 1990) para hacer pHGH12 (Figura 4).
Este plasmido consta del pladsmido entero 2 um para proporcionar las funciones de replicacién y el gen LEU2 para la
seleccién de transformantes.

El pHGHI12 fue introducido en S. cerevisiae DB1 (Sleep et al., 1990) por la transformacién y transformantes
individuales fueron crecidas por 3 dias en 30°C en 10 ml de medio YEPD (1% w/v extracto de levadura, 2% w/v
peptone, 2% w/v de dextrosa). Después de la centrifugacion de las células, los sobrenadantes fueron revisados por
(SDS - PAGE) gel de electroforesis de SDS - poliacrilamida y fue encontrado que contiene proteina, el que era del
tamafio esperado y que fue reconocida por antiserum anti-hGH (Sigma, Poole, R.U.) sobre Western blots.

Ejemplo 3
Clonacion y expresion de una proteina de fusion de HSA - hGH

Para unir el ADNc de HSA al extremo 5’ del ADNc de hGH, el fragmento de HindlIII - Bsu361 de pHA1 (contiene
la mayor parte del ADNc de HSA) se une al fragmento EcoRI - HindIll de pHGH]1 (contiene la mayor parte del ADNc
de hGH) via los dos oligonucleétidos, HGH7 y HGHS:

HGH7: 5 - TTAGGCTTATTCCCAAC - 3’
HGH8: 5 - AATTGTTGGGAATAAGCC - 3’

El fragmento HindIII formado fue clonado en pHA?2 digerido con HindIII para formar el pHGH10 (Figura 5), y el
cartucho de expresién Notl de este plasmido fue clonado dentro de NotI digerido en pSAC35 para hacer el pHGH16
(Figura 5).

El pHGH16 usado para transformar S. cerevisiae DB1 y sobrenadantes de las cultivos fueron analizados como en
el Ejemplo 2. Una banda predominante se observa que tiene un peso molecular de aproximadamente 88 kD, corres-
pondiendo a la masa combinada de HA y hGH. El ensayo de Western blot usando un antisuero anti-HSA y anti-hGH
(Sigma) confirma la presencia de los dos partes componentes de la proteina de fusion.

La proteina de fusién fue purificada desde el sobrenadante de cultivo por cromatografia de intercambio catidnico,
seguida por cromatografia de intercambio aniénico y cromatografia de gel filtracion. El andlisis de N-terminal de la
proteina por secuencia de aminodcido confirma la presencia de la secuencia de albimina esperada.

El ensayo de actividad de la hormona de crecimiento in vitro (Ealey et al., 1995) muestra que la proteina de fusién
posee actividad de hGH completa, pero que la potencia fue reducida comparada con el padrén de hGH. En un modelo
de aumento de peso de la rata hipofisectomisado, efectuado esencialmente como se describe Farmacopea Europea
(1987, monografia 556), la molécula de fusién es mas potente que la hGH cuando el mismo nimero de unidades de
actividad se administra diariamente (sobre la base del ensayo in vitro anterior). Los experimentos posteriores en los
que la proteina de fusién fue administrada una vez cada cuatro dias mostraron un rendimiento similar en la respuesta
al crecimiento para la administracién diaria de hGH. Los experimentos farmacocinéticos en la que la proteina marcada
con '»1 se administra a ratas demuestra un aumenta aproximadamente diez veces en el tiempo de vida circulatorio para
la proteina de fusién comparado con la hGH (Figura 12).

Un plasmido similar se construye en el que la secuencia lider de ADN que codifica para la invertasa de S. cerevisiae
(SUC?2) se reemplaza la secuencia para el lider hibrido, de forma tal que el lider codificado y el cruce con la secuencia
de HSA es como sigue:

MLLQAFLFLLAGFAAKISA ¢ DAHKS. .. ..

Lider Invertasa HSA
Sobre la introduccién en S. cerevisiae DB1, este pldsmido direcciona la expresion y la secrecion de la proteina de
fusién en un nivel similar al que se obtiene con pHGH16. El andlisis de N-terminal de la proteina de fusién demuestra

el anclaje preciso y eficiente de la secuencia lider de la proteina madura.

8
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Ejemplo 4
Clonacion y expresion de una proteina de fusion de hGH - HSA

Para unir el ADNc de hGH al extremo 5° del ADNc de HSA (Figura 6), el ADNc de HSA primero se modifica por
mutagénesis dirigida por el sitio cercano EcoNI se introduce en la region que codifica al extremo 5 °. Esto fue hecho
por el método de Kunkel y col. (1987) que usa una plantilla de ADN de una sola hebra preparada desde pHA1 y un
oligonucleétido sintético, LEU4:

LEU4: 5 - GAGATGCACACCTGAGTGAGG - 3’

La mutagénesis dirigida al sitio usando este oligonucleétido cambia la secuencia de codificacién del ADNc de HSA
de Lys4 para Leu4 (K4L). Sin embargo, este cambio fue reparado cuando el ADNc de hGH fue unido posteriormente
al extremo 5’ por unién del fragmento Nofl - BamHI de pHGH2 con el fragmento EcoNI - NofI del pHA1 mutado, via
los oligonucleétidos HGHS5 de y HGH6:

HGHS: 5 - GATCCTGTGGCTTCGATGCACACAAGA - 3’
HGH6: 5 - CTCTTGTGTGCATCGAAGCCACAG - 3’

El fragmento NotI formado es clonado en pSAC35 digerido por NotI para hacer pHGH14 (Figura 7). El pHGH14
fue usado para transformar S. cerevisiae DB1 y el sobrenadante de cultivo fue analizado como en el Ejemplo 2. Una
banda predominante ser observa que tiene un peso molecular de aproximadamente 88 kD, correspondiendo a la masa
combinada de hGH y HA. El ensayo de Western blot usa antisuero de anti-HSA y anti-hGH y confirma la presencia
de las dos partes componentes de la proteina de fusién.

La proteina de fusion fue purificada desde el sobrenadante de cultivo por cromatografia de intercambio catidnico,
seguida por cromatografia de intercambio aniénico y cromatografia de gel filtracion. El andlisis del N-terminal de la
proteina por secuencia de aminoécido confirma la presencia de la secuencia de hGH esperada.

Los estudios in vitro muestran que la proteina de fusion conserva la actividad de hGH, pero es significativamente
menos potente que una proteina de fusién que consta de la HA normal completa (1-585) tanto la parte de N-terminal
y la hGH como la parte C-terminal, se describe en el Ejemplo 3.

Ejemplo 5
Construccion de pldsmidos para la expresion de fusiones de hGH para dominios de HSA

Los polipéptidos de fusién se hacen en el que la molécula de hGH fue unida a los primeros dos dominios de HA
(residuos 1 a 387). La fusién al N-terminal de hGH se consigue uniendo el fragmento HindIII-Sapl de pHA1, que
contiene la mayor parte de la secuencia de codificacion para los dominios 1y 2 de HA, al fragmento EcoRI - HindlIIl
de pHGHI, via los oligonucleétidos HGH11 y HGH12:

HGHI11: 5 - TGTGGAAGAGCCTCAGAATTTATTCCCAAC - 3’
HGH12: 5’ - AATTGTTGGGAATAAATTCTGAGGCTCTTCC - 3’

El fragmento HindIIl formado fue clonado en pHA2 digerido por HindlIII para hacer el pHGH37 (Figura 8) y
el cartucho de expresion Nod de este plasmido fue clonado Norl digerido pSAC35. El plasmido da como resulta-
do, el pHGH38 (Figura 8), que contiene un cartucho de expresién que fue descubierto para direccionar la secre-
cion del polipéptido de fusién en el sobrenadante cudndo se transformé en S. cerevisiae DB1. El ensayo de western
blot usa antisuero anti-HSA y anti-hGH confirma la presencia de las dos partes de componente de la proteina de
fusion.

La proteina de fusién es purificada desde el sobrenadante de cultivo por cromatografia de intercambio catiénico
seguida por cromatografia de gel filtracién. Los estudios in vivo con proteina purificada muestran que el tiempo de
vida en circulacién es mas largo que la de hGH, y similar a la proteina de fusién que consta de HA normal completa
(1-585) como la parte N-terminal y la hGH como la parte C-terminal, como se describe en Ejemplo 3. Los estudios in
vitro muestran que la proteina de fusion conservaba la actividad de hGH.

Usando una estrategia similar como se detalla arriba, una proteina de fusién que consta del primer dominio de HA
(residuos 1-194) como la parte N-terminal y la hGH como la parte C-terminal, fue clonada y expresada en S. cerevisiae
DBI1. El western blot correspondiente al sobrenadante de cultivo usa antisera anti-HSA y anti- hGH y se confirma la
presencia de las dos partes componente de la proteina de fusion.
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Ejemplo 6
Expresion de hGH por introduccion de un sitio de anclaje entre HSA y hGH

La introduccién de una secuencia de péptido que es reconocida por la proteasa de Kex2, entre la proteina de fusion
de HA - hGH, admite la secrecién de hGH. Una secuencia de codificacion Ser Asp Lys Arg de fue presentado usando
dos oligonucleoétidos, HGH14 y HGH15:

HGH14: 5 - TTAGGCTTAAGCTTGGATAAAAGATTCCCAAC - 3’
HGHI15: 5 - AATTGTTGGGAATCTTTTATCCAAGCTTAAGCC - 3’

Estos fueron usados para unir el fragmento HindlIII - Bsu361 de pHA1 al fragmento EcoRI - HindIIl de pHGH1, los
que fueron clonados luego en pHA2 digerido por HindIII para hacer el pHGH2S (Figura 9). El cartucho de expresion
Notl en la que de este plasmido fue clonado en pSAC35Not! - digerido para hacer el pHGH31 (Figura 9).

S. cerevisiae DB1 transformado con pHGH31 se encuentra para ocultar dos especies muy importantes, como se
determina por el andlisis de SDS - PAGE de sobrenadantes de cultivo. Las dos especies tienen pesos moleculares
de aproximadamente de 66 kD, correspondiendo para HA (la longitud completa), y 22 kDa, corresponden a la (la
longitud completa) de la hGH demostrando el anclaje de la proteina de fusién in vivo por la proteasa de Kex2, o una
actividad equivalente. El ensayo de western blot usando antisuero anti-HSA y anti-hGH confirma la presencia de las
dos especies por separado. El andlisis de secuencia N-terminal de la mitad de la hGH confirma el anclaje preciso y
eficiente de la mitad de HA.

La mitad de 1a hGH se purifica desde el sobrenadante de cultivo por cromatografia de intercambio aniénico seguida
por cromatografia de gel filtracién. Los estudios in vitro con la hGH purificada muestran que la proteina es activa y
completamente potente.

Usando una estrategia similar, proteinas de fusién que constan con el primer dominio de HA (residuos 1-194) o los
primeros dos dominios de HA (residuos 1-387), seguida de una secuencia reconocida por la proteasa Kex2p, seguida
por el ADNc de la hGH, se clonan y expresan S. cerevisiae DB1. El ensayo de western blot del sobrenadante de cultivo
que usa el antisuero anti-HSA y anti-hGH confirma la presencia de las dos especies por separado.

Ejemplo 7
Fusion de HSA para la hGH usando una secuencia de union flexible

Uniones flexibles, que consta de unidades repetitivas de [Gly-Gly-Gly-Gly-Ser],, donde n es 2 6 3, se introducen
entre el HSA y la proteina de fusién de la hGH por clonacién de los oligonucleétidos HGH16, HGH17, HGH 18 y
HGH 19:

HGH16:5' ~TTAGGCTTAGGTGGCGGTGGATCCGGCGGTGGTGGATCTTTCCCA
AC-2'

HGH17:5' -AATTGTTGGGAAAGATCCACCACCGCCGGATCCACCGCCACCTAA
GCC-3/

HGH18:5' - TTAGGCTTAGGCGGTGGTCGATC TGGTGGCGGCGGATCTGGTGGC
GGTGGATCCTTCCCAAC-3!

HGH19: 5'-AATTGTTGGGAAGGATCCACCGCCACCAGATCCGCCGCCACCA
GATCCACCRCCGCCTARGCC-3"

El fusién de HGH16 con HGH17 resulta en n = 2, mientras que el HGH18 fusionado para HGH19 resulta n = 3.
Después de la fusion, el oligonucleétidos de doble trenza se cloné con el fragmento aislado EcoRI - Bsu361 desde
pHGH 1 en pHGH10 Bsu361 digerido para hacer el pHGHS56 (donde n = 2) y pHGHS57 (donde n = 3) (Figura 10).
EL cartucho de expresion de NotI desde estos plasmidos se clonan en Notl digerido pSAC35 para hacer pHGHS8 y
pHGHS9, respectivamente.

Clonar los oligonucleétidos para hacer pHGHS56 y pHGHS57 presenta un sitio de BamHI en las secuencias de
enlace, como muestra la Figura 11. Por lo tanto es posible construir las secuencias de enlace en que n =1y n =4,
uniendo el fragmento HindlIIl - BamHI desde pHGHS6 para el fragmento BamHI - HindIIl de pHGHS57 (hace n = 1),
o el fragmento de HindlI - Il - BamHI de pHGHS57 al fragmento BamHI - HindIIl de pHGHS56 (hace n = 2). Clonando

10
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éstos fragmentos en el sitio de HindIII de pHA2 (descrito en Ejemplo 2), resulta en el pHGH60 (n = 1) y pHGH61 (n
=4) (ver Figura 11). El cartucho de expresién de Notl de pHGH60 y pHGH61 son clonados en pSAC35 digerido para
hacer pHGH62 y pHGH63, respectivamente.

La transformacién de S. cerevisiae con pHGHSS8, pHGHS59, pHGH62 y pHGH63 resulta en transformantes que
secretan los polipéptidos de fusién en el sobrenadante.

El ensayo de Western blot usa antisuero anti-HSA y anti-hGH confirma la presencia de las dos partes de compo-
nente de las proteinas de fusion.

Las proteinas de fusion se purifican desde el sobrenadante de cultivo por cromatografia de intercambio aniénico,
seguido por el intercambio aniénico y cromatografia de gel filtracién. El andlisis de N-terminal de las proteinas por
el secuenciacion de los aminodcido confirma la presencia de la secuencia de albiimina esperada. El andlisis de las
proteinas purificadas por espectrometria de masa de destellos confirma un aumento en la masa de 315 Da (n = 1),
630 Da (n = 2), 945 Da (n = 3) y 1260 Da (n = 4) comparado con la proteina de fusién de HSA - hGH descrita en el
Ejemplo 3, como era de esperar. La proteina purificada se encuentra activa in vitro.

Referencias

Cunningham, B. C. y col. (1991) Science 254, 821-825.

De Vos, A. M. y col. (1992) Science 255, 306-312.

Ealey y col. (1995) Growth Regulation 5, 36-44.

Gleeson y col. (1986) J. Gen. Microbiol. 132, 3459-3465.

Haffner, D. y col., (1994) J. Clin. Invest. 93, 1163-1171.

Hiramitsu y col. (1990) App. Env. Microbiol. 56, 2125-2132.

Hiramitsu y col. (1991) ibid. 57, 2052-2056.

Hoffman y Winston (1990) Genetics 124, 807-816.

Kearns, G. L. y col. (1991) J. Clin. Endocrinol. Metab. 72, 1148-1156.

Kunkel, T. A. y col. (1987) Methods in Enzimol. 154, 367-382.

Martial, J. A. y col. (1979) Science 205, 602-607.

Maundrell (1990) J. Biol. Chem. 265, 10857-10864.

Nomura, N. Y. col. (1995) Biosci. Biotech. Biochem. 59, 532-534.

Poznansky, M. J. y col. (1988) FEBS. Lett. 239, 18-22.

Saiki y col. (1988) Science 239, 487-491.

Sambrook, J y col. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd. edition. Cold Spring Harbor Labora-
tory Press, Cold Spring Harbor, NY.

Slepp, D. y col. (1990) Biol. Technology 8, 42-46.

Strobl, J. S. y Thomas, M. J. (1994) Pharmacol. Rev. 46, 1-34.

Tokunaga, T. Y. col. (1985) Gene, 39, 117-120.

Tsiomenko, A. B. y col. (1994) Biochemistry (Moscow) 59, 1247-1256.

Zeisel, H. J. y col. (1992) Horm. Res. 37 (Suppl. 2), 5-13.

La presente invencidn y sus diversas realizaciones incluyen los siguientes aspectos:

Un pollpeptldo que consta de una regién continua de aninoacidos ligados por uniones peptldlcas y comprendlendo
una prlmera regién de al menos 10 aminoacidos que tiene al menos 75% de identidad de secuencia con una region de
la misma longitud de hormona de crecimiento (GH) y una segunda regién de al menos 10 aminodcidos que tiene al

menos 75% de identidad de secuencia con una regién de la misma longitud de albimina de suero.
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El polipéptido debe ser tal que cada una de dichas primera y segunda regiones tenga al menos 95% de identidad
de secuencia con dichas longitudes de GH y albtiimina, respectivamente. Cada una de dichas primera y segunda regién
debe tener una longitud de al menos 50 aminodcidos.

La primera regién puede consistir de aminodcidos ininterrumpidos de la parte C-terminal de GH, o una modifica-
cién conservadora de ellos, y el polipéptido liga y activa el receptor GH. La primera region puede tener una longitud
de 191 aminodcidos.

La albimina y/o la hormona de crecimiento puede ser humana.

La segunda region puede comprender al menos un dominio ininterrumpido de albimina o una modificacién con-
servadora de ello. Mas especificamente, la segunda regiéon puede comprender aminodcidos ininterrumpidos 1-105,
120-194, 195-291, 316-387, 388-491, 512-585, 1-194, 195-387, 388-585, 1-387 0 195-585 de albiimina humana o una
modificacién conservadora de ello.

La parte N-terminal del polipéptido puede comprender dicha primera regién y la parte C-terminal comprende dicha
segunda region; o la parte N-terminal del polipéptido puede comprender dicha segunda region y la parte C-terminal
comprende dicha primera region.

El polipéptido puede consistir de dichas primera y segunda regiones, opcionalmente con aminodcidos adicionales
y otros compuestos afiadidos a cualquier extremos del polipéptido.

En otro aspecto, la invencién provee un medio de cultivo microbiano que comprende células transformadas y el
polipéptido. Alternativamente, el medio de cultivo microbiano puede comprender solamente el polipéptido.

Un aspecto adicional provee un polinucleétido que codifica el polipéptido; y un huésped microbiano que com-
prende tal polinucleétido, dispuesto para expresion en el huésped. Preferentemente, el polipéptido se segrega desde el
huésped.

La invencién también provee un proceso para obtener el polipéptido cultivando el huésped y purificando el poli-
péptido. El polipéptido puede después incluirse en una formulacién farmacéutica que comprenda un portador farma-
céuticamente aceptable.

Los pacientes que tienen una condicién que es tratable con hormona de crecimiento puedes tratarse administrando
al paciente una cantidad no téxica del polipéptido a fin de aliviar esa condicion.

La invencién también provee un método de incrementar mds de lo normal la tasa de crecimiento de, o ratio de
carne magra a carne grasa en un animal que comprende administrar al animal una cantidad efectiva del polipéptido.

Se puede producir hormona de crecimiento mediante la expresion de dicho polinucledtido en un huésped micro-
biano, preferentemente levadura, teniendo el polipéptido codificado por ello un lugar entre dichas dichas primera y
segunda regiones cuyo lugar es separable por un enzima presente en el huésped, o por otro enzima, o quimicamente.
Referencias citadas en la descripcion

Este listado de referencias citadas por el solicitante tiene como unico fin la conveniencia del lector. No forma
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucleétido que comprende (i) un elemento promoter de levadura y (ii) una secuencia de terminacién
de transcripcion, asociada operativamente en cada caso con un polinucleétido que codifica una proteina de fusion
comprendiendo un primer polipéptido al menos 75% idéntico a la hormona de crecimiento (GH) madura humana
fusionado a un segundo polipéptido al menos 75% idéntico a una albimina de suero de vertebrado comprendiendo al
menos dos dominios completos de albimina de suero, en donde dicha levadura es una S. cerevisiae, S. pombe, Pichia
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(Hansenula) sp., o Kluyveromyces sp.

2. Un polinucleétido segtin la Reivindicacién 1 en el que dicho elemento promoter de levadura se selecciona

de:
(a) el elemento promotor S. cerevisiae PRB1;
(b) el elemento promotor S. cerevisiae PGK1;
(c) el elemento promotor S. cerevisiae GALI;
(d) el elemento promotor S. cerevisiae GAL10;
(e) el elemento promotor S. cerevisiae CYCI;
(€3] el elemento promotor S. cerevisiae PHOS;
(g) el elemento promotor S. cerevisiae TRP1;
(h) el elemento promotor S. cerevisiae ADHI,;
@) el elemento promotor S. cerevisiae gliceraldehide-3-fosfato dehidrogenasa;
Q)] el elemento promotor S. cerevisiae hexoquinasa;
(k) el elemento promotor S. cerevisiae piruvato decarboxilasa;
@ el elemento promotor S. cerevisiae fosfofructoquinasa;
(m) el elemento promotor S. cerevisiae triose fosfato isomerasa;
(n) el elemento promotor S. cerevisiae phosphoglucose isomerase;
(o) el elemento promotor S. cerevisiae glucoquinasa;
p) el elemento promotor S. cerevisiae a-feromona factor apareamiento;
(Q el elemento promotor S. cerevisiae a-feromona factor apareamiento;
() el elemento promotor S. cerevisiae GUT?2;
(s) el elemento promotor S. cerevisiae GPD1;
(t) el elemento promotor S. pombe tiamina-reprimible desde el gen nmt;
(u) el elemento promotor S. pombe glucosa-reprimible fbpl;
(v) el elemento promotor Pichia sp. MOX1;
(w) el elemento promotor Pichia sp. FMD1;
(x) el elemento promotor Pichia sp. AOX1;
(y) el elemento promotor Pichia sp. AOX2;y
(z) el elemento promotor Kluyveromyces PGKI1.

3. Un polinucleétido segtin la Reivindicacién 1 o la Reivindicacién 2 en el que dicha secuencia de terminacién de

transcripcion es la secuencia de terminacion S. cerevisiae ADHI.
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4. Un polinucleétido segin cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3 en el que dicho polinucleotido codifica ademas
una secuencia de sefial efectiva para dirigir la secrecion de la proteina de fusién desde la célula huésped.

5. Un polinucleétido segun la Reivindicacion 4, en el que la secuencia de sefial se selecciona de:
(a) la secuencia lider de invertasa de S. cerevisiae;
(b) la secuencia lider de fosfatasa acida de S. cerevisiae;
(©) la secuencia lider MFa-1 de S. cerevisiae o la pre-secuencia de ella;
(d) lapre-secuencia de S-glucanasa de S. cerevisiae;
(e) la pre-secuencia de toxina matadora de S. cerevisiae;
®) la secuencia lider de glucoamilasa II de S. diastaticus;
(g) lasecuencia lider de -galactosidasa de S. carlsbergensis;
(h) la secuencia lider de toxina matadora de K. lactis;
1) la secuencia lider de glucoamilasa de Candida; y
Q)] una secuencia lider de HSA/MFa-1 hibrida.

6. Un polinucleétido seguin la Reivindicacidn 3 en el que la secuencia de sefial es una secuencia lider de HSA/MFa-
1 hibrida.

7. Un polinucleétido seguin cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 4 en el que la alblimina de suero es albimina de
suero humano.

8. Un polinucleétido segtin la Reivindicacién 5 en el que la albimina de suero humano es albimina madura de
suero humano.

9. Un polinucledtido segiin cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 6 en el que la hormona de crecimiento es
hormona humana de crecimiento.

10. Un polinucleétido segtin la Reivindicacién 7 en el que la hormona humana de crecimiento es hormona humana
de crecimiento madura.

11. Un polinucledétido segun cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 8 en el que la parte C-terminal de la albiimina
de suero estd fusionada a la la parte N-terminal de la hormona de crecimiento.

12. Un polinucledétido segtin cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 8 en el que la parte N-terminal de la albiimina
de suero estd fusionada a la la parte C-terminal de la hormona de crecimiento.

13. Un polinucleétido segtn cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 10 en el que el polinucleétido ademads codifica
una secuencia de unién flexible introducida entre la albimina de suero y la hormona de crecimiento de dicha proteina
de fusioén.

14. Un polinucledtido segiin la Reivindicacién 11 en el que la secuencia de unién flexible es [Gly-Gly-Gly-Gly-
Ser], o [Gly-Gly-Gly-Ser];.

15. Un método de producir una proteina de fusién de albimina de suero y hormona de crecimiento que comprende:

(a)  expresar la proteina de fusion desde una célula huésped de S. cerevisiae, en donde la célula huésped
comprende un polinucledtido segin cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 12;y

(b)  recuperar la proteina de fusién.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Delta Biotechnology Limited
<120> Recombinant fusion proteins to growth hormone and serum albumin
<130> DELBF/P16809EPdiv1
<140> 05077642.6

<141> 19 Diciembre 1996

<150> GB 9526733.2

<151> 30 Diciembre 1995

<160> 26

<170> SeqWin99

<210>1

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador PCR HGH1

<400> 1

cccaagaatt cccttatcca ggc

<210>2

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador PCR HGH2

<400> 2

gggaagctta gaagccacag gatcectcca cag

<210>3

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> enlazador oligonucle6tido HGH3

<400> 3
gataaagatt cccaac

<210>4

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> enlazador oligonucle6tido HGH4
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<400> 4
aattgttggg aatcttt

<210>5

<L211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> enlazador oligonucle6tido HGH7

<400> 5
ttaggcttat tcccaac

<210>6

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> enlazador oligonucle6tido HGH8

<400> 6
aattgttggg aataagcc

<210> 17

<211> 604

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

17

17

18

<223> Secuencia de proteinas hibridas basada en la secuencia lider intvertasa de Saccharomyces cerevisiae y en

albuimina de suero humano
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<400> 7

Met

Ile

Leu

Tyr

val

Cys

Ala

Gln

Pro

Ala

145

Lys

Lys

Phe
225

Leu

Ser

Gly

Len

50

Thr

Asp

Thr

Glu

Asn

130

Phe

Leu Gln

Ala Asp
20

Glu Glu
35

Gln Gln

Glu Phe

Lys Ser

Leu Arg

100

Pro Glu
115

Leu Pro

His Asp

Ala Arg Arg

Lys Arg Tyr

180

Ala Ala Cys

195

Ala Ser Ser

210

Gly Glu Arg

Ala

Ala

Asn

Cys

Ala

Leu

85

Glu

Arg

Arg

Asn

His
165

Phe

His

Phe

Pro

Lys

70

His

Thr

Asn

Leu

Glu
150

Pro

Lys Ala

Leu

Ala

Ala

Leu

Lys

Phe
230

Leu

Lys

Lys

Phe

55

Thr

Thr

Tyr

Glu

val

135

Glu

Tyr

Ala

Pro

Gln

215

Lys

Phe

Ser

Ala

Glu

Cys

Leu

Cly

Cys

120

Rrg

Thr

ES 2318418 T3

Leu Leu Ala Gly
10

Glu Val Ala His
25

Leu Val Leu Ile

Asp His Val Lys
60

Val Ala Asp Glu
15

Phe Gly Asp Lys
90

Glu Met Ala Asp

105

Phe Leu Gln His

Pro Glu Val Asp

140

Phe Ala

Arg Phe

Ala Phe
45

Leu Val

Ser Ala

Leu Cys

Cys Cys

110

Lys Asp
125

val Met

Phe Leu Lys Lys Tyr Leu

155

Phe Tyr Ala Pro Glu

170

Phe Thr Glu Cys Cys

185

Lys Leu Asp Glu Leu

200

Arg

Ala

Leu Lys Cys Ala

220

Trp Ala Val Ala

235

Leu

Gln

Arg

205

Ser

Arg

Ala Lys

Lys Rsp

Ala Gln

Asn Glu

Glu Asn

80

Thr Val
9%

Ala Lys
Asp Asn

Cys Thr

Tyr Glu

160

Leu Phe Phe
175

Rla Ala Rsp

190

Asp Glu Gly

Leu Gln Lys

Leu Ser Gln

240
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Leu
Ala
Ser
Lys
305
Leu
Asn
Tyr
Ala
Pro
3835
Glu
Leu
Lys
Leu
Met
465
val
Thr
Asp
His
Gln
545
Glu

Cys

Lys

<210> 8
<211> 21

Phe

Thr

Asp

Ille

280

Ser

Pro

Tyr

Ala

Lys

370

His

Glu

Gly

Val

Gly
450

Pro

Leu

Glu

Glu

hla

530

Thx

Gln

Cys

Leu

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

Pro

Lys

Asp

275

Ser

His

Ser

Ala

Arg

355

Thr

Glu

Pro

Glu

Pro

435

Lys

Cys

His

Ser

Thr

515

Asp

Ala

Leu

Lys

Val
595

Lys

val

260

Arg

Ser

Cys

Leu

Glu

340

Arg

Tyr

Cys

Gln

Tyr

420

Gln

Val

hla

Glu

Leu

500

Tyr

Ile

Leu

Lys

Ala

580

Ala

Ala

245

His

Ala

Lys

Ile

Ala

325

Ala

His

Glu

Tyr

Asn

405

Lys

val

Gly

Glu

Lys
485
Val
Val
Cys
Val
Ala
565

Asp

Ala

Glu

Thy

Asp

Leu

Ala

310

Ala

Lys

Pro

Thr

Ala

390

Leu

Phe

Ser

Ser

Asp

470

Thr

Asn

Pro

Thr

Glu

550

Val

Asp

Ser

<223> oligonucleétido LEU4

Phe

Glu

Leu

Lys

295

Glu

Asp

RAsp

Asp

Thr

375

Lys

Ile

Gln

Thr

Lys

45%

Tyr

Pro

Arg

Lys

Leu

535

Leu

Met

Lys

Gln

Ala

Cys

Ala

280

Glu

val

Phe

val

Tyr

360

Leu

Val

Lys

Asn

Pro

440

Cys

Leu

val

Arg

Glu

520

Ser

Val

Asp

Glu

Ala
600

ES 2318418 T3

Glu

Cys

265

Lys

Cys

Glu

val

Phe
345

‘Ser

Glu

Phe

Gln

Ala

425

Thr

Cys

Sexr

Ser

Pro

505

Phe

Glu

Lys

Asp

Thr

585

Ala

Val
250
His
Tyr
Cys
Asn
Glu
330
Leu
Val
Lys
Asp
Asn
410
Leu
Leu
Lys
Val
Asp
490
Cys
Asn
Lys
His
Phe
570

Cys

Leu

Ser
Gly
Ile
Glu
Asp
315
Ser
Gly
Val
Cys
Glu
395
Cys
Leu
Val
His
val
475
Arg
Phe
Ala
Glu
Lys
555
Ala

Phe

Gly

Lys

Asp

Cys

Lys

300

Glu

Lys

Met

Leu

Cys

380

Phe

Glu

Val

Glu

Pro

460

Leu

Val

Ser

Glu

Arg

540

Pro

Ala

Ala

Leun

Leu

Leu

Glu

285

Pro

Met

Asp

Phe

Leu

365

Ala

Lys

Leu

Arg

Val

445

Glu

Asn

Thr

Ala

Thr

525

Gln

Lys

Phe

Glu

Val

Leu

270

Asn

Leu

Pro

Val

Leu

350

Leu

Ala

Pro

Phe

Tyr

430

Ser

Ala

Gln

Lys

Leu

510

Phe

Ile

Ala

Val

Glu
590

Thr
255
Glu
Gln
Leu
Ala
Cys
335
Tyr
Axg
Rla
Ley
Glu
415
Thr
Arg
Lys
Leu
Cys
495
Glu
Thr
Lys
Thr
Glu

575

Gly

Asp

Cys

Asp

Glu

Asp

320

Lys

Glu

Leu

Asp

val

400

Gln

Lys

Asn

Arg

Cys

480

Cys

val

Phe

Lys

Lys

560

Lys

Lys
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<400> 8

gagatgcaca cctgagtgag g

<210>9

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> oligonucleétido HGH5

<400> 9
gatcctgtgg cttcgatgea cacaaga

<210> 10

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> oligonucleétido HGH6

<400> 10
ctettgtgtg catcgaagec acag

<210> 11

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> enlazador oligonucle6tido HGH11

<400> 11
tgtggaagag cctcagaatt tattcccaac

<210> 12

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> enlazador oligonucle6tido HGH12

<400> 12
aattgttggg aataaattct gaggctcttc ¢

<210> 13
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> péptido reconocido por proteasa Kexs2

<400> 13

Ser Leu Asp Lys Arg
1 5

<210> 14

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> enlazador oligonucleétido HGH14

<400> 14
ttaggcttaa gcttggataa aagattccca ac

<210> 15

<211>33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> enlazador oligonucle6tido HGH15

<400> 15
aattgttggg aatcttttat ccaagcttaa gcc

<210> 16

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> péptido enlazador flexible sintético

<400> 16

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10

<210> 17

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> péptido enlazador flexible sintético

<400> 17

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15
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<210> 18

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> enlazador oligonucle6tido HGH16

<400> 18

ttaggcttag gtggcggtgg atccggeggt ggtggatctt tcccaac

<210> 19

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> enlazador oligonucle6tido HGH17

<400> 19
aattgttggg aaagatccac caccgecgga tccaccgeca cctaagec

<210> 20

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> enlazador oligonucle6tido HGH18

<400> 20

ttaggcttag gcggtggtgg atetggtggc ggcggatctg gtggeggtgg atccttocca
ac

<210> 21

<211> 63

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> enlazador oligonucle6tido HGH19

<400> 21

aattgttggg aaggatccac cgecaccaga tccgccgeca ccagatccac caccgectaa
gcc

<210> 22

<211> 576

<212> ADN

<213> ADNCc hormona de crecimiento de Homo sapiens
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<400> 22

ttcccaacca ttcecttate
caccagctgg cctttgacac
aagtattcat tectgcagaa
ccctccaaca gggaggaaac
ctgctcatece agtcegtgget
ctggtgtacg gcgcectctga
atccasacge tgatggggag
cagacctaca gcaagttcga
gggctgetct actgettcag
cagtgecget ctgtggaggg

<210> 23
<211> 191
<212> PRT

caggettttt
ctaccaggag
cceecagace
acaacagaaa
ggagcccgtg
cagcaacgtce
gctggaagat
cacaaactca
gaaggacatg
cagctgtgge

ES 2318

gacaacgcta
tttgaagaagq
teccctetgtt
tccaacctag
cagtccctca
tatgacctcec
ggcagceccee
cacaacgatg
gacaaggtcg
ttctag

418 T3

tgctecegege
cctatatcecce
tctcagagte
agctgctceceg
ggagtgtctt
taaaggacct
ggactgggca
acgcactact
agacattcct

<213> Hormona de crecimiento de Homo sapiens

<400> 23

Phe Pro
1

Ala His

Glu Ala

Gin Thr
50

Glu Glu
65

Leu Leu

Phe Ala

Leu Leu
Glu Asp

130

Lys Phe

145

Gly Leu

Leu Arg

<210> 24

<211> 81
<212> ADN

Thr

Arg

Tyr

35

Thr

Ile

Asn

Lys

115

Gly

Asp

Leu

Ile

Ile

Leu
20

Ile

Leu

Gin

Gln

Ser

100

Asp

Ser

Thr

Tyr

Val
180

Pro

His

Pro

Cys

Gln

Ser

Leu

Leu

Pro

Asn

Cys

165

Gln

<213> Secuencia Artificial

<220>

Leu

Gln
Lys
Phe
Lys
70

Trp
Val
Glu
Arg
Ser
150

Phe

Cys

Ser Arg Leu

Ala Phe

25
Lys

Leu

Glu Gln

Ser Glu Ser

55
Asn

Ser Leu

Leu Glu Pro

Ala
10%

Tyr Gly

Glu Gly Ile

120

Thr
135

Gly Gln

His Asn Asp

Arg Lys Asp

val
185

Arg Ser

<223> pBST+ sitio de multi-clonado

<400> 24

aagctectag geccgggcgg ccgcaagett gtcecgacgeta getgecagaag gatccagatc

tcgaggegee atcgataatt ¢

Phe
10

Asp

Tyr

Ile

Glu

val

90

Ser

Gln

Ile

Asp

Met
170

Asp

Thr

Ser
45

Pro Thr Pro
60

Leu Leu Arg
75

Gln Ser Leu

Asp Ser Asn

Thr Leu Met

125
Phe Lys Gln
140

Ala
155

Leu Leu
Asp Lys val

Gly Ser Cys

15

30

Ser Asn
Ile Ser
Arg Ser

95

Val Tyr
110

Gly Arg
Thr Tyr
Lys Asn
Glu Thr

175

Gly Phe
190

ccatecgtcetyg
aaaggaacag
tattccgaca
catctcectg
cgccaacage
agaggaaggce
gatcttcaag
caagaactac
gcgeatcgtyg

Asn Ala Met Leu Arg

Tyr Gln Glu Phe Glu

Phe Leu Gln Asn Pro

Arg

Leu

80

Val

Asp

Leu

Ser

Tyr

160

Phe

60
81
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<210> 25
<211> 1758
<212> ADN

ES 2318418 T3

<213> Homo sapiens serum albumin cADN

<400> 25

gatgcacaca
gccttggtgt
aaattagtga
aattgtgaca
cgtgaaacct
tgcttettge
gatgtgatgt
gaaattgcca
tataaagcetg
aagctcgatg
gccagtctce
cagagattte
gtccacacgg
gccaagtata
aaacctctgt
gacttgectt
gaggcaaagg
tactctgteqg
tgtgcegetg
gtggaagagc
tacaaattec
ccaactcttyg
cctgaagcaa
tgtgtgttge
ttggtgaaca
gagtttaatg
agacaaatca
aaagagcaac
gctgacgata
gctgeecttag

<210> 26
<211> 379
<212> ADN

<213> Albtmina de suero de Homo sapiens

<400> 26

dahksvahrk
cakrnchkdd
assakrkcas
cckkshcavn
cyakvdkvnk
vsdrvtkcect
ckaddktcag

agagtgaggt tgctcatcgg tttaaagatt tgggagaaga aaatttcaaa 60
tgattgecctt tgctcagtat cttcagcagt gtccatttga agatcatgta 120
atgaagtaac tgaatttgca aaaacatgtg ttgctgatga gtcagctgaa 180
aatcacttca taccecttttt ggagacaaat tatgcacagt tgcaactctt 240
atggtgaaat ggctgactgc tgtgcaaaac aagaacctga gagaaatgaa 300
aacacaaaga tgacaaccca aacctcccce gattggtgag accagaggtt 360
gcactgcettt tcatgacaat gaagagacat ttttgasaaa atacttatat 420
gaagacatcc ttacttttat gccccggaac tccttttctt tgctaaaagg 480
cttttacaga atgttgccaa gectgetgata aagctgectg cetgttgeca 540
aacttcggga tgaagggaag gcttcgtctg ccaaacagag actcaagtgt 600
aaaaatttgg agaaagagct ttcaaagcat gggcagtagce tcgectgage 660
ccaaagctga gtttgcagaa gtttccaagt tagtgacaga tcttaccaaa 720
aatgctgeca tggagatetg cttgaatgtg ctgatgacag ggcggacctt 780
tctgtgaaaa tcaagattcg atctccagta aactgaagga atgctgtgaa 840
tggaaaaatc ccactgcatt gccgaagtgg aaaatgatga gatgcctgcet 900
cattagctge tgattttgtt gaaagtaagg atgtttgcaa aaactatgct 960
atgtcttcct gggcatgttt ttgtatgaat atgcaagaag gcatcctgat 1020
tgetgctget gagacttgcec aagacatatg aaaccactct agagaagtge 1080
cagatcctca tgaatgctat gccaaagtgt rcgatgaatt taaacctett 1140
ctcagaattt aatcaaacaa aattgtgagc tttttgagca gcttggagag 1200
agaatgeget attagttcgt tacaccaaga aagtacccca agtgtcaact 1260
tagaggtctc aagaaaccta ggaaaagtgg gcagcaaatg ttgtaaacat 1320
aaagaatgcce ctgtgcagaa gactatctat ccgtggtcct gaaccagtta 1380
atgagaaaac gccagtaagt gacagagtca ccaaatgctg cacagaatcce 1440
ggcgaccatg cttttcagct ctggaagtcg atgaaacata cgttcccaaa 1500
ctgaaacatt caccttccat gcagatatat gcacactttc tgagaaggag 1560
agaaacaaac tgcacttgtt gagctcgtga aacacaagec caaggcaaca 1620
tgaaagctgt tatggatgat ttcgcagctt ttgtagagaa gtgectgcaag 1680
aggagacctg ctttgccgag gagggtaaaa aacttgttgc tgcaagtcaa 1740
gcttataa 1758
dgnkavaayc dhvkvnvtak tcvadsancd kshtgdkctv atrtygmadce 60
nnrvrvdvmc tahdntkkyy arrhyyaakr ykaatccaad kaackdrdgk 120
kgrakawava rsrkaavskv tdtkvhtcch gdcaddrada kycndssskk 180
dmadsaadvs kdvcknyaak dvgmyyarrh dysvvrakty ttkccaaadh 240
ncgyknavry tkkvvsttvv srngkvgskc ckhakrmcad ysvvncvhkt 300
svnrrcsavd tyvknattha dctskrkkta vvkhkkatkk avmddaavkc 360
kkvaasaaqg 379
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<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<400> 3
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<210>4
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<212> ADN
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<220>

<223> enlazador oligonucleétido HGH4
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<400> 4
aattgttggg aatcttt

<210>5

<L211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> enlazador oligonucle6tido HGH7

<400> 5
ttaggcttat tcccaac

<210> 6

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> enlazador oligonucle6tido HGH8

<400> 6
aattgttggg aataagcc

<210> 17

<211> 604
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<213> Secuencia Artificial
<220>
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<223> Secuencia de proteinas hibridas basada en la secuencia lider intvertasa de Saccharomyces cerevisiae y en

albuimina de suero humano
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<400> 7

Met

-t

Leu

Val

65

Cys

Ala

Gln

Pro

Ala
145

Ile

Ala

Lys

Lys

Phe

225

Arg

Leu

Ala

Ser

Leu

Ser

Gly

Leu

50

Thr

Asp

Thx

Glu

Asn

130

Phe

Ala

Lys

Ala

Ala

210

Gly

Phe

Thr

Asp

Ile
290

Leu

Ala

Glu

35

Gln

Glu

Lys

Leu

Pro

115

Leu

Arg

Arg

Ala

195

Ser

Glu

Pro

Lys

Asp

275

Ser

Gln

Asp

20

Glu

Gln

Phe

Ser

Arg

100

Glu

Pro

Asp

Arg
Tyx
180
Cys
Ser
Arg
Lys
Val
260

Arg

Ser

Ala

Rla

Asn

Cys

Ala

Leu

Glu

Arg

Arg

Asn

His

165

Lys

Leu

Ala

Ala

Ala
245

Lys

Phe

His

Phe

Pro

Lys

70

His

Thr

Asn

Leu

Glu
150

Pro

Ala

Leu

Lys

Phe

230

Glu

Thr

Asp

Leu

Len

Lys

Lys

Phe

55

Thr

Thr

Tyr

Glu

val

135

Glu

Tyr

Ala

Pro

Gln

215

Lys

Phe

Glu

Leu

Lys
295

Phe

Ser

Ala

40

Glu

Cys

Leu

Gly

Cys

120

Arg

Thr

Phe

Phe

Lys

200

Arg

Ala

Ala

Cys

Ala

2890

Glu

ES 2318418 T3

Leu

Glu

25

Leu

Asp

Val

Phe

Glu

105

Phe

Pro

Phe

Tyr
Thr
185
Leu
Leu
Trp
Glu
Cys
265

Lys

Cys

Leu

Val

Val

His

Ala

Gly

Met

Leu

Glu

Leu

Ala
170
Glu
Rsp
Lys
Rla
Val
250
His

Tyr

Cys

Ala

Ala

Leu

Val

Asp

15

Asp

Ala

Gln

Val

Glu

Cys

Val

235

Sexr

Gly

Ile

Glu

Gly

Ris

Ile

Lys

60

Glu

Lys

Asp

His

Asp

140

Lys

Glu

Cys

Leu

Ala

220

Lys

Asp

Cys

Lys
300

12

Ehe
Arg
Ala
45

Leu
Ser
Leu
Cys
Lys
125

Val

Tyr

Leu

Gln

Arg

205

Ser

Arg

Leu

Leu

Glu
285

Ala

Phe

30

Phe

Val

Ala

Cys

Cys

110

Asp

Met

Leu

Leu

Ala

190

Asp

Leu

Leu

val

Leu

270

Asn

Leu

Ala

Lys

Ala

Asn

Glu

Thr

95

Ala

Asp

Cys

Tyr

Phe
175
Ala
Glu
Gln
Ser
Thr
255
Glu

Gln

Leu

Lys

Asp

Gln

Glu

Asn

80

Val

Lys

Asn

Thr

Glu
160

Phe

Asp

Gly

Lys

Gln

240

Asp

Cys

Rsp

Glu
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Lys
305
Leu
Asn
Tyr
Ala

0
385
Glu
Leu
Lys
Leu
Met
465

Val

Thr

His
Gln
545
Glu

Cys

Lys

<210> 8
<211> 21

Ser

Pro

Tyr

Ala

Lys

370

His

Giu

Gly

Val

Gly

450

Pro

Leu

Glu

Glu

Ala
530

Cys

Leu

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

His

Ser

Ala

Arg

355

Thr

Glu

Pro

Glu

Pro

435

Lys

Cys

His

Ser

Thr

515

Asp

Ala

Leu

Lys

Val
585

Cys
Leu
Glu
340
Arg

Tyr

Cys

Tyr
420
Gln

Val

Leu
500
Tyr
Ile
Leu
Lys
Ala

580

Ala

Ile

Rhla

325

Ala

His

Glu

Tyr

Asn

405

Lys

Val

Gly

Glu

Lys

485

Vval

Val

Cys

Val

Ala

565

Asp

Ala

Ala

310

Lys

Pro

Thr

Ala

390

Leu

Phe

Sexr

Ser

Asp

470

Thr

Asn

Pro

Thr

Glu

550

Val

Asp

Ser

<223> oligonucleétido LEU4

<400> 8

gagatgcaca cctgagtgag g

<210>9
<211> 27

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

Asp

Asp

Asp

Thr

375

Lys

Ile

Gln

Thr

Lys

455

Tyr

Pro

Lys

Leu

535

Leu

Met

Lys

Gln

Val

Phe

Val

Tyr

360

Leu

Val

Lys

Asn

Pro

440

Cys

Leu

Val

Arg

Glu

520

Ser

Val

Asp

Glu

Ala
600

Glu

Val

Phe

345

Ser

Glu

Phe

Gln

Ala

425

Thr

Cys

Ser

Ser

Pro

505

Phe

Glu

Lys

Asp

Thr
585

ES 2318418 T3

Asn

Glu

330

Leu

Val

Lys

Asp

Asn

410

Leu

Leu

Lys

val

Asp

490

Cys

Asn

Lys

His

Phe

570

Cys

Leu

Asp

318

Ser

Gly

val

Cys

Glu

395

Cys

Leu

Val

Ris

Val

475

Arg

Glu
Lys
555
Ala

Phe

Gly

Glu Met Pro
Lys Asp Val
Met Phe Leu

350

Leu Leu Leu
365

Cys ARla Ala
380

Phe Lys Pro
Glu Leu Phe
Val Arg Tyr

430

Glu Val Ser
445

Pro Glu Ala
460

Leu Asn Gln
Val Thr Lys
Ser Ala Leu

510

Glu Thr Phe
525

Arg Gln Ile
540

Pro Lys Ala
Rla Phe val
Ala Glu Glu

590

Leu

13

Ala Asp
320

Cys Lys
335

Tyr Glu

Arg Leu

Ala Asp

Leu Val
400

Glu Gln
415

Thr Lys

Arg Asn

Leu Cys
480

Cys Cys
495

Glu Val

Thr Phe

Lys Lys

Thr Lys
560

Glu Lys
575

Gly Lys

21
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ES 2318418 T3

<220>
<223> oligonucle6tido HGHS

<400> 9
gatcctgtgg cttcgatgca cacaaga

<210> 10

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> oligonucleétido HGH6

<400> 10
ctettgtgtg catcgaagcc acag

<210> 11

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> enlazador oligonucle6tido HGH11

<400> 11
tgtggaagag cctcagaatt tattcccaac

<210> 12

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> enlazador oligonucle6tido HGH12

<400> 12
aattgttggg aataaattct gaggctcttc ¢

<210> 13

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> péptido reconocido por proteasa Kex2

<400> 13

Ser Leu Asp Lys Arg
1 5

<210> 14

14

27

24

30

31
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ES 2318418 T3

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> enlazador oligonucle6tido HGH14

<400> 14
ttaggcttaa gettggataa aagattccca ac

<210> 15

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> enlazador oligonucle6tido HGH15

<400> 15
aattgttggg aatcttttat ccaagcttaa gec

<210> 16

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> péptido enlazador flexible sintético

<400> 16
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10

<210> 17

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> péptido enlazador flexible sintético - 2

<400> 17

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

<210> 18

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> enlazador oligonucle6tido HGH16

15

32

33
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<400>

<210>
<211>
<212>

18

ES 2318418 T3

ttaggcttag gtggeggtgg atccggeggt ggtggatctt teccaac

19
48
ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> enlazador oligonucle6tido HGH17

<400>

<210>
<211>
<212>

19

aattgttggg aaagatccac caccgeegga tccaccgeea cctaagee

20
62
ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> enlazador oligonucle6tido HGH18

47

48

55

60

65

<400> 20
ttaggcttag gcggtggtgg atctggtgge ggcggatctg gtggeggtgg atcctteeca 60
ac 62

<210> 21

<211> 63

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> enlazador oligonucle6tido HGH19

<400> 21
aattgttggg aaggatccac cgccaccaga tccgecgcca ccagatccac caccgectaa 60
gce 63

<210> 22

<211> 576

<212> ADN

<213> ADNCc hormona de crecimiento del Homo sapiens

<400> 22
ttcccaacca ttcccttatce caggettttt gacaacgecta tgctccgege ccategtetg 60
caccagctgg cctttgacac ctaccaggag tttgaagaag cctatatccce aaaggaacag 120
aagtattcat tcctgcagaa cccccagacce tcecectetgtt tetcagagtc tattecgaca 180
ccctccaaca gggaggaaac acaacagaaa tccaacctag agectgectcecg catctecctg 240
ctgctcatce agtcegtgget ggageccgtg cagtccctcea ggagtgtctt cgccaacage 300
ctggigtacyg gecgectctga cagcaacgtce tatgacctcc taaaggacct agaggaaggce 360
atccaaacge tgatggggag gotggaagat ggceageccec ggactgggea gatcttcaag 420
cagacctaca gcaagttcga cacaaactca cacaacgatg acgcactact caagaactac 480
gggctgcetet actgcttcag gaaggacatg gacaaggtcg agacattcct gegcatcegtg 540
cagtgcecget ctgtggaggg cagctgtgge tictag 576

16
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<210> 23
<211> 191
<212> PRT

ES 2318418 T3

<213> Hormona de crecimiento del Homo sapiens

<400> 23

Phe Pro
1

Ala His

Glu RAla

Gin Thr
50

Glu Glu
€5

Leu Leu

Phe Ala

Leu Leu

Glu Asp
130

Lys Phe
145

Gly Leu

Leu Arg

<210> 24
<211> 81
<212> ADN

Thr

Arg

Tyr

35

Ser

Thr

Ile

Asn

Lys

115

Gly

Asp

Ile

Ile
Leu
20

Ile

Leu

Gln

Gln

Ser

100

Asp

Ser

Thr

Tyr

val
180

Pro

His

Pro

Cys

Gln

Ser

Leu

Leu

Pro

Asn

Cys

165

Gln

<213> Secuencia Artificial

<220>

Leu

Gln

Lys

Phe

Lys
70

Trp
Val
Glu
Arg
Ser
150

Phe

Cys

Ser

Leu

Glu

Ser
55

Ser

Leu

Tyr

Glu

Thr

135

His

Arg

Arg

<223> pBST+ sitio de multi-clonado

<400> 24

hzg

Ala

Gln

40

Glu

Asn

Glu

Gly

Gly

120

Gly

Asn

Lys

Ser

Leu
Phe
25

Lys

Ser

Leu

Pro

Ala

105

Ile

Gln

Asp

Asp

val
185

Phe Asp Asn
10

Asp Thr Tyr

Tyr Ser Phe

Ile Pro Thr
60

Glu Leu Leu
75

Val Gln Ser
1

Ser Asp Ser
Gln Thr Leu
Ile Phe Lys

140

Asp Ala Leu
155

Met Asp Lys
170

Glu Gly Ser

Ala

Gln

Leu

45

Pro

Arg

Leu

Asn

Met

125

Gln

Leu

Val

Cys

Met Leu Arg

15

Glu Phe Glu

30

Gln Asn Pro

Ser Asn Arg

Ile

Arg

Val

110

Gly

Thrx

Lys

Glu

Gly
190

Ser

Ser

95

Tyr

Arg

Tyr

Asn

Thr

175

Phe

Leu
80

Val

Leu

Ser

Tyr

160

Phe

aagctectag geocgggegg ccgcaagett gtcgacgcta gotgcagaag gatccagatce 60
tcgaggcgee atcgataatt c 81

<210> 25

<211> 1758

<212> ADN

<213> ADNCc Albimina de suero de Homo sapiens

17
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<400> 25

gatgcacaca
gccttggtgt
aaattagtga
aattgtgaca
cgtgaaacct
tgcttcttge
gatgtgatgt
gaaattgcca
tataaagctyg
aagectcgatg
gccagtctce
cagagatttce
gtccacacgg
gccaagtata
aaacctctgt
gacttgecctt
gaggcaaagg
tactctgteg
tgtgccgetyg
gtggaagage
tacaaattcc
ccaactetty
cctgaagceaa
tgtgtgttge
ttggtgaaca
gagtttaatg
agacaaatca
aaagagcaac
gctgacgata
gctgecttag

<210> 26
<211> 379
<212> ADN

agagtgaggt
tgattgcctt
atgaagtaac
aatcacttca
atggtgaaat
aacacaaaga
gcactgcttt
gaagacatcc
cttttacaga
aactteggga
aaaaatttgg
ccaaagctga
aatgetgeca
tctgtgaaaa
tggaaaaatc
cattagetge
atgtcttecet
tgctgetget
cagatcctea
ctcagaattt
agaatgcgcet
tagaggtctce
aaagaatgcce
atgagaaaac
ggcgaccatg
ctgaaacatt
agaaacaaac
tgaaagctgt
aggagacctg
gcttataa

ES 2318418 T3

tgctcategg
tgctcagtat
tgaatttgca
taccectittt
ggctgactge
tgacaaccca
tcatgacaat
ttacttttat
atgttgccaa
tgaagggaag
agaaagagct
gtttgcagaa
tggagatctg
tcaagattcg
ccactgeatt
rgattttgtt
gggcatgttt
gagacttgee
tgaatgctat
aatcaaacaa
attagttcgt
aagaaaccta
ctgtgcagaa
gccagtaagt
cttttcaget
caccttccat
tgcacttgtt
tatggatgat
ctttgccecgag

<213> Albtimina de suero de Homo sapiens

<400> 26

dahksvahrk
cakrnchkdd
assakrkcas
cckkshcavn
cyakvdkvnk
vsdrvtkecet
ckaddktcag

dgnkavaayc
nnrvrvdvme
kgrakawava
dmadsaadvs
ncgyknavry
svnrrcsavd
kkvaasaag

dhvkvnvtak
tahdntkkyy
rsrkaavskv
kdvcknyaak
tkkvvsttvv
tyvknattha

tttaaagatt
cttcagcagt
aaaacatgtg
ggagacaaat
tgtgcaaaac
aacctceecce
gaagagacat
geccccggaac
getgetgata
gettegtetg
ttcaaagcat
gtttccaagt
cttgaatgtg
atctecagta
gcegaagtgg
gaaagtaagyg
ttgtatgaat
aagacatatg
gccaaagtgt
aattgtgagc
tacaccaaga
ggaaaagtgg
gactatctat
gacagagtca
ctggaagtcg
gcagatatat
gagctcgtga
ttcgecagett
gagggtaaaa

tcvadsancd
arrhyyaakr
tdtkvhtech
dvgmyyarrh
srngkvgskc
dctskrkkta

18

tgggagaaga
gtccatttga
ttgetgatga
tatgcacagt
aagaacctga
gattggtgag
ttttgaaaaa
teccttttett
aagctgecetg
ccaaacagag
gggcagtage
tagtgacaga
ctgatgacag
aactgaagga
aaaatgatga
atgtttgcasa
atgcaagaag
aaaccactct
tegatgaatt
tttttgagcea
aagtacccca
gcagcaaatg
cegtggtect
ccaaatgetg
atgaaacata
gcacactttce
aacacaagee
ttgtagagaa
aacttgttgce

kshtgdkectv
ykaatccaad
gdcaddrada
dysvvrakty
ckhakrmcad
vvkhkkatkk

aaatttcaaa
agatcatgta
gtcagctgaa
tgcaactctt
gagaaatgaa
accagaggtt
atacttatat
tgctaaaaqgg
cctgttgceca
actcaagtgt
tcgectgage
tettaccaaa
ggcggacctt
atgctgtgaa
gatgcectget
aaactatgct
gcatcctgat
agagaagtge
taaacctott
gcttggagag
agtgtcaact
ttgtaaacat
gaaccagtta
cacagaatce
cgttcccaaa
tgagaaggag
caaggcaaca
gtgctgcaag
tgcaagtcaa

atrtygmadc
kaackdrdgk
kycndssskk
ttkccaaadh
ysvvnevhkt
avmddaavkc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1758

60

120
180
240
300
360
379
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