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“MOLECULA DE ACIDO NUCLEICO, POLIPEPTIDEO, VETOR,
CELULA, METODOS PARA A FABRICACAO DE UM POLIPEPTIDEO,

' PARA O TRATAMENTO DE UM ANIMAL, PARA A MODIFICACAO

DA ATIVIDADE ANTAGONISTA DE UM POLIPEPTIDEO, E PARA A
CONCEPCAO RACIONAL DE MUTACOES EM UM POLIPEPTIDEO,
COMPOSICAO FARMACEUTICA, USO DO POLIPEPTIDEO,
ANTAGONISTA DE POLIPEPTIDEO VARIANTE, E, HOMODIMERO”

A invengdo se refere a um antagonista de polipeptideo de
horménio de crescimento circularmente permutado; composigdes
compreendendo dito antagonista e métodos para tratar condigdes que iriam se
beneficiar de administrag@o de dito antagonista.

Um grande grupo de fatores de crescimento, referidos como
citocinas, estdo envolvidos em um numero de diversas fung¢des celulares.
Estas incluem modulagio do sistema imune, regulagdo do metabolismo
energético e controle de crescimento e desenvolvimento. Citocinas mediam
seus efeitos através de receptores expressos na superficie celular em células
alvo. Receptores de citocina podem ser divididos em quatro subgrupos
separados. Receptores tipo 1 (familia de horménio de crescimento (GH)) s&o
caracterizados por quatro residuos conservados de cisteina na parte amino
terminal de seu dominio extracelular e a presen¢a de um motivo conservado
Trp-Ser-Xaa-Trp-Ser na parte C-terminal. O motivo repetido Cys também
esta presente em Tipo 2 (familia de interferon) e Tipo III (familia de fator de
necrose tumoral).

Sabe-se que muito ligantes de citocina interagem com seu
receptor cognato através de sitios especificos. Alguns receptores de citocina
tém tanto sitios de liga¢do de ligante de alta afinidade como sitios de ligac¢do
de baixa afinidade.

Por exemplo, sabe-se que uma unica molécula de GH se

associa com duas moléculas de receptor (GHR) (Cunningham et al., 1991; de
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Vos et al., 1992; Sundstrom et al., 1996;Clackson et al., 1998). Isto ocorre
através de dois sitios de ligacio de receptor exclusivos em GH e um sitio de
ligagio comum no dominio extracelular de dois receptores. Sitio 1 na
molécula de GH tem uma afinidade maior do que sitio 2, e acredita-se que
dimerizacfo de receptor ocorra seqiiencialmente com um receptor se ligando a
sitio 1 em GH seguido por recrutamento de um segundo receptor para sitio 2.
O dominio extracelular do GHR existe como dois dominios ligados cada de
aproximadamente 100 aminoécidos. E uma mudanga conformacional nestes
dois dominios que ocorre em ligagdo de horménio com a formagdo do
complexo trimérico GHR-GH-GHR. Internalizagdo do complexo GHR-GH-
GHR ¢ seguida por uma etapa de reciclagem através da qual a molécula de
receptor € regenerada para uso posterior dentro da célula.

Uma variedade de diferentes estequiometrias sdo empregadas
por diferentes citocinas e outros ligantes em ligagdo de receptor. Assim
eritropoetina, como GH, forma um complexo trimérico receptorhorménio-
receptor. Interleucina-4 forma um complexo trimérico receptor-hormonio-
receptor diferente. Outras citocinas, por exemplo, leptina e GCSF, formam
complexo tetramérico receptor-horménio-horménio-receptor, € outras (eg
interleucina 6) provavelmente formam complexos hexaméricos consistindo de
duas moléculas soluveis de receptor, duas moléculas de receptor
transmembrana e duas moléculas de citocina. Em cada caso existe um sitio de
ligagdo de alta afinidade primario que localiza a citocina para o complexo
receptor, e sitios adicionais que desempenham papéis secundérios na alterag@o
da conformacfio ou recrutamento de outras moléculas e com isso iniciam
sinalizagdo.

Polipeptideos variantes de citocina séo conhecidos. Por
exemplo, variantes de GH sd3o descritas em Patente Norte-Americana
5.849.535. A modificagdo para GH € tanto em sitios de ligagdo de sitio 1

como sitio 2. As modificagdes para sitio 1 produzem uma molécula de GH
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que tem uma afinidade maior para GHR comparada com GH tipo selvagem.
Estas moléculas modificadas de GH atuam como agonistas. Também existe
descrigdo de modifica¢des em sitio 2 que resultam na criagdo de antagonistas
de GH. Exemplos adicionais de modifica¢cdes a GH que alteram a afinidade
de ligagdo de GH para sitio 1 sdo descritos em Patente Norte-Americana
5.854.026; Patente Norte-Americana 6.004.931; Patente Norte-Americana
6.022.711; Patente Norte-Americana 6.057.292; e Patente Norte-Americana
6.136.563. Estas modifica¢bes se referem a mutagdes pontuais em posi¢Oes
especificas em GH que produzem uma molécula com propriedades de
sinalizag@o alteradas.

Permutagio circular € uma maneira para gerar variantes de
polipeptideos que retém a estrutura geral de seqliéncia primdria linear de um
polipeptideo nativo, mas re-ordena a seqiiéncia formando novos términos
amino e carboxil. O processo gera moléculas com propriedades biologicas
alteradas. O processo inclui a fusdo dos términos amino e carboxil naturais ou
diretamente ou usando moléculas ligantes que sfo tipicamente ligantes
peptidicos. A molécula circularizada é entdo conceitualmente cortada para
criar novos términos amino e carboxil. Polipeptideos circularmente
permutados podem ser gerados ou recombinantemente ou por sintese
peptidica in vitro.

Permutagio circular foi usada para gerar moléculas quiméricas
com atividade biolbgica alterada.

Por exemplo, Patente Internacional 95/27732 descreve a
criacdo de um ligante de IL-4 circularmente permutado fusionado a um agente
citotéxico. O agente IL-4-permutado tem afinidade e citotoxicidade alteradas
quando comparado a um agente IL-4-nativo e tem eficacia com respeito a
matar células cancerosas que sdo expostas ao polipeptideo conjugado.

Patente Internacional WO 99/51632 descreve o uso de

permutacdio circular para gerar novas proteinas de ligagdo de estreptavidina
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que tém afinidade reduzida para biotina. A estreptavidina circularmente
permutada é fusionada a um segundo polipeptideo para criar uma proteina de
fusdo que se liga diferencialmente a biotina. A afinidade reduzida da proteina
de fusdo de estreptavidina para biotina facilita liberagdo da proteina de fusdo
quando biotina € usada como um veiculo de liberagédo de droga.

WO 01/51629 descreve B-lactamase bacteriana circularmente
permutada e seu uso como uma proteina marcadora para a deteccdo de
interagdes entre proteinas intracelulares e extracelulares que se unem com o
polipeptideo permutado. | | |

Métodos para identificar polipeptideos circularmente
permutados também sdo conhecidos. Por exemplo, WO 00/18905, que €
incorporada por referéncia em sua totalidade, descreve um método para
identificar polipeptideos permutados, referidos como "permuteinas”, usando
um vetor de apresentagdo em fago no qual uma biblioteca de genes
permutados € inserida. A expressdo da biblioteca na superficie do vetor de
apresentagdo € detectada por exposi¢cdo da biblioteca expressa para uma
proteina de ligagdo que potencialmente interage com uma permuteina.

WO 01/30998, que ¢é incorporada por referéncia em sua
totalidade, descreve um método adicional para gerar e identificar proteinas
circularmente permutadas. A invengdo se refere a formacgdo de proteinas de
fusdo compreendendo a parte amino terminal de uma primeira proteina
fusionada a parte carboxil terminal de uma segunda proteina diferente a partir
da qual permutagdes sdo sintetizadas. Uma biblioteca de proteinas de fusdo €
criada a qual pode ser triada por apresentagdo em fago.

Em pedido co-pendente de requerentes WO 2005/003165A2
sdo descritas, entre outras coisas, moléculas circularmente permutadas de
horménio de crescimento. Sdo descritas a atividade agonista de uma tal
molécula e a modifica¢do desta molécula para um antagonista de atividade de

receptor de hormdnio de crescimento.
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De acordo com um aspecto da invengdo € fornecido uma
molécula isolada de 4cido nucleico compreendendo a seqiiéncia de 4cidos
nucleicos caracterizada pelo fato de que dita seqiiéncia de 4cidos nucleicos €
selecionada a partir do grupo consistindo de:

(i) uma molécula de acido nucleico consistindo da seqiiéncia
como representado em Figura 1 (SEQ ID NO: 1);

- (ii) uma molécula de acido nucleico compreendendo uma
seqiiéncia que hibridiza com a seqiiéncia identificada em (i) caracterizada
pelo fato de que dita molécula de acido nuclelco inclui uma modlﬁcag:ao
compreendendo uma seqiiéncia que codifica re51duo de aminoacido 176 como
indicado em Figura 1, caracterizada pelo fato de que dita modificagdo resulta
na adigdo, substitui¢do ou dele¢do de pelo menos um residuo de amino4cido e
dita molécula de 4cido nucleico codifica um polipeptideo com atividade
agonista de receptor de hormdnio de crescimento;

(iii) uma molécula de &acido nucleico que codifica um
polipeptideo compreendendo uma seqiiéncia de aminodcidos como
representado em Figura 2a (SEQ ID NO: 2).

Em uma forma de realizagdo preferida da invengdo ¢ fornecido
uma molécula isolada de 4cido nucleico que se anela em condi¢des de
hibridizagdo estringente com as seqiiéncias descritas em (i) e (ii) acima.

Hibridizagdo de uma molécula de acido nucleico ocorre
quando duas moléculas complementares de acidos nucleicos passam por uma
quantidade de ligagdo de hidrogénio uma com a outra. A estringéncia de
hibridizagdo pode variar de acordo com as condigdes ambientais circundando
os 4cidos nucleicos, a natureza do método de hibridizagéo, e a composic¢do e
comprimento das moléculas de acido nucleico usadas. Calculos considerando
condi¢des de hibridizagdo requeridas para atingir graus particulares de
estringéncia sdo discutidos em Sambrook et al., Molecular Cloning: A

Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
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Harbor, NY, 2001); e Tijssen, Laboratory Techniques in Biochemistry and
Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Acid Probes Part I, Chapter 2
(Elsevier, New York, 1993). A T,, é a temperatura na qual 50% de uma dada
fita de uma molécula de 4cido nucleico ¢ hibridizada com sua fita
complementar. O seguinte € um conjunto exemplar de condi¢bes de
hibridizac¢do e ndo ¢ limitante:

Estringéncia Muito Alta (permite que seqiiéncias que

compartilham pelo menos 90% de identidade hibridizem)

Hibridizagdo: 5x SSC a 65°C por 16 horas

Lavagem duas vezes: 2x SSC em temperatura ambiente
(RT) por 15 minutos cada
Lavagem duas vezes:  0,5x SSC a 65°C por 20 minutos cada

Estringéncia Alta (permite que seqiiéncias que compartilham

pelo menos 80% de identidade hibridizem)

Hibridizagao: 5x-6x SSC a 65°C-70°C por 16-20

horas
Lavagem duas vezes:  2x SSC a RT por 5-20 minutos cada
Lavagem duas vezes:  1x SSC a 55°C-70°C por 30 minutos
cada

Estringéncia Baixa (permite que seqgiiéncias que compartilham

pelo menos 50% de identidade hibridizem)

Hibridizagéo: 6x SSC a RT a 55°C por 16-20 horas

Lavagem pelo menos duas vezes: 2x-3x SSC a RT a 55°C

por 20-30 minutos cada.

Em uma forma de realizacio preferida da invencdo dita
molécula de acido nucleico codifica um polipeptideo compreendendo uma
seqiiéncia de aminoacidos como representado em Figura 8 (SEQ ID NO: 9).

De acordo com um aspecto adicional da invengdo é fornecido

um polipeptideo compreendendo a seqiiéncia de aminoacidos representada em
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Figura 2 (SEQ ID NO: 2), cuja seqiiéncia foi modificada por adi¢8o, dele¢do
ou substitui¢do de pelo menos um residuo de amino4cido caracterizado pelo
fato de que dita modificagdo inclui residuo de aminoéacido 176 caracterizado
pelo fato de que dito polipeptideo é um antagonista de receptor de horménio
de crescimento.

O polipeptideo da invengdo pode diferir em seqiiéncia de
amino4cidos por uma ou mais substitui¢des, adi¢des, delegdes, truncamentos
que podem estar presentes em qualquer combinagdo que inclui residuo de
aminoacido 176. |

Em uma forma de realizagio preferida da invengdo dito
polipeptideo é modificado por substitui¢do de glicina em posi¢do 176 por um
aminoacido selecionado a partir do grupo consistindo de: histidina, acido
aspartico, valina, arginina, alanina, lisina, triptofano, tirosina, fenilalanina e
acido glutdmico.

Preferivelmente dita substituigdo € glicina 176 por arginina ou
lisina ou alanina; preferivelmente dita modificagdo ¢ glicina por arginina.

Em uma forma de realizagdo preferida da invengdo dito
polipeptideo compreende uma seqiiéncia de aminoacidos como representado
em Figura 8 (SEQ ID NO: 9)

Em adigdo, a invengdo caracteriza seqiiéncias de polipeptideos
tendo pelo menos 75% de identidade com as seqiiéncias de polipeptideos
como descrito neste lugar, ou fragmentos e polipeptideos funcionalmente
equivalentes destes. Em uma forma de realizag8o, os polipeptideos tém pelo
menos 85% de identidade, mais preferivelmente pelo menos 90% de
identidade, ainda mais preferivelmente pelo menos 95% de identidade, ainda
mais preferivelmente pelo menos 97% de identidade, e mais preferivelmente
pelo menos 99% de identidade com as seqiiéncias de aminoécidos ilustradas
neste lugar.

Em uma forma de realizagio adicional da inveng&o € fornecido
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um polipeptideo de acordo com a invengdo ligado a pelo menos um dominio
de liga¢do extracelular de receptor de horménio de crescimento para formar
uma proteina de fusdo; preferivelmente dito dominio de ligagdo consiste do
dominio extracelular de receptor de horménio de crescimento. |

Em uma forma de realizagdo preferida da invencdo ditos
dominios s3o ligados através de uma molécula de ligagdo de peptideo.

Em uma forma de realizagdo preferida da invengdo dita
molécula de ligagdo de peptideo € um ligante peptidico flexivel.

Preferivelmehte o ligante € um peptideo que compreende 5 a
30 residuos de aminoécidos. Mais preferivelmente o ligante compreende 10 a
20 residuos de aminoacidos.

Mais preferivelmente o ligante compreende pelo menos uma
copia do peptideo:

Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (referidos como "Gly4Ser") (SEQ ID
NO: 3).

Em uma forma de realizagdo da invengdo o ligante é de 10
aminoacidos de comprimento e compreende duas copias do ligante Gly4Ser.
Em uma forma de realizagdo alternativa da invengdo, o ligante ¢ 15
aminoacidos de comprimento e compreende trés copias do ligante Gly4Ser.
Em uma forma de realizagfo ainda alternativa, o ligante é de 20 aminoacidos
de comprimento e compreende quatro copias do ligante Gly4Ser.

Em pedido co-pendente de requerentes, Patente Internacional
01/096565, que € incorporado por referéncia em sua totalidade, sdo descritas
proteinas de fusdo que fundem traducionalmente o dominio de liga¢do de
ligante de uma citocina ao dominio de ligagdo de receptor extracelular de dito
ligante através de ligantes peptidicos. Estas proteinas de fusdo t€ém depuragéo
atrasada e atividade agonista. Ligantes peptidicos que ligam o polipeptideo da
invengdo com outro para formar polipeptideos oligoméricos (dimeros,

trimeros etc) e para dominios de ligagdo de receptor extracelulares de
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hormonio de crescimento s3o ou flexiveis ou inflexiveis (e.g. helicoidais) ou
de flexibilidade intermedidria (e.g. um ligante combinacional que ¢
parcialmente helicoidal) como descrito em pedido co-pendente de requerentes
Patente Internacional 2006/010891, que € incorporado por referéncia em sua
totalidade. Ligantes também podem conter sitios de clivagem, por exemplo,
sitios de clivagem de protease para fornecer polipeptideos de fusdo com
caracteristicas de liberagdo atrasada; estes sdo descritos em pedido co-
pendente de requerentes Patente Internacional 03/062276 que ¢ incorporado
por referéncia em sua totalidade. |

De acordo com um aspecto adicional da invengdo € fornecido
um polipeptideo de fusdo compreendendo pelo menos dois polipeptideos de
acordo com a invengéo ligados em tandem.

Em uma forma de realizagdo preferida da invengéo é fornecido
um polipeptideo de fusdo compreendendo uma pluralidade de polipeptideos
de acordo com a inveng&o.

Em uma forma de realizag¢do preferida adicional da invengdo €
fornecido um polipeptideo de fusdo consistindo de dois polipeptideos de
acordo com a inveng&o ligados em tandem.

Em uma forma de realizagdo preferida alternativa da invengéo
¢ fornecido um polipeptideo de fusdo compreendendo 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10
polipeptideos de acordo com a invengao.

Em uma forma de realizagdo preferida ainda adicional da
invengdo dito polipeptideo de fusdo compreendendo dois ou pelo menos dois
polipeptideos de acordo com a invengdo que sdo ligados juntos por uma
molécula ligante. Preferivelmente dita molécula ligante ¢ como descrito
acima.

De acordo com um aspecto ainda adicional da invengdo €
fornecido um polipeptideo de fusdo compreendendo pelo menos dois

polipeptideos de acordo com a inveng¢do compreendendo adicionalmente pelo
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menos um dominio de ligagdo de horménio de crescimento de um receptor de
hormonio de crescimento.

Preferivelmente dito polipeptideo de fus@o consiste de dois
polipeptideos de acordo com a invengdo e um dominio de ligagdo de
hormoénio de crescimento de um receptor de hormoénio de crescimento.

Em uma forma de realizacdo preferida da invengdo dito
dominio de ligagdo compreende um dominio de ligagdo extracelular de
receptor de hormoénio de crescimento; preferivelmente dito dominio consiste
do dominio extracelular de receptor de hormdnio de crescimento.

De acordo com um aspecto adicional da invengéo ¢ fornecido
um polipeptideo de fusdo quimérico compreendendo um polipeptideo de
acordo com a invengdo ligado, ou diretamente ou indiretamente, a um
polipeptideo de prolactina.

Em uma forma de realiza¢do preferida da invengdo dito
polipeptideo de prolactina compreende uma seqiiéncia de aminoacidos
caracterizada pelo fato de que dita seqiiéncia de aminoacidos é modificada em
posi¢do 129 de prolactina humana como representado em Figura 3 (SEQ ID
NO: 7).

Em uma forma de realizagdo preferida da invengdo dita
modificagdo em posi¢do 129 como representada em Figura 3 (SEQ ID NO: 7)
¢ uma substituicdo de aminoécido. Preferivelmente dita substituic;éo substitui
residuo de aminoacido de glicina por residuo de aminoécido de arginina.
Preferivelmente dita modificagdo compreende adicionalmente a delegdo de
pelo menos 9, 10, 11, 12, 13 ou 14 residuos de aminoacidos amino terminais
de prolactina.

Em uma forma de realizagdo preferida adicional da invengéo
dito polipeptideo quimérico compreende adicionalmente um dominio de
ligacdo de um receptor de citocina. Preferivelmente dito receptor de citocina é

um receptor de hormonio de crescimento.
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Em uma forma de realizagdo preferida da invengdo dito
dominio de ligagdo compreende um dominio de ligagdo extracelular de
receptor de hormonio de crescimento; preferivelmente dito dominio consiste
do dominio extracelular de receptor de hormoénio de crescimento.

Em uma forma de realizagdo preferida alternativa da invengéo
dito receptor é um receptor de prolactina.

Em uma forma de realizacdo preferida da invengdo dito
dominio de ligagdo compreende um dominio de ligacdo extracelular de
receptor de prolactina; preferivelmente dito dominio consiste do dominio
extracelular de receptor de prolactina.

De acordo com um aspecto adicional da invengdo € fornecido
uma molécula de acido nucleico que codifica um polipeptideo de fusdo ou
fusdo quimérica de acordo com a invengéo.

De acordo com um aspecto da invenc¢do € fornecido um vetor
compreendendo uma molécula de 4cido nucleico de acordo com a invengéo.

Em uma forma de realizagdo preferida da invengéo dito vetor €
adaptado para a expressdo recombinante de dita molécula de acido nucleico.

Um vetor incluindo acido(s) nucleico(s) de acordo com a
invengdo ndo precisa incluir um promotor ou outra seqiiéncia reguladora,
particularmente se o vetor € para ser usado para introduzir o 4cido nucleico
em células para recombinagdo no genoma para transfec¢éo estavel.

Preferivelmente o acido nucleico no vetor € operacionalmente
ligado a um promotor apropriado ou outros elementos reguladores para
transcricdo em uma célula hospedeira. O vetor pode ser um vetor de
expressdo bifuncional que funciona em multiplos hospedeiros.

Por "promotor" ¢ pretendido uma seqiiéncia de nucleotideos
antes do sitio de inicio de transcrigdo e que contém todas as regides
reguladoras requeridas para transcrigdo. Promotores adequados incluem

promotores constitutivos, tecido especificos, induziveis, de desenvolvimento
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ou outros para expressio em células eucaridticas ou procaridticas.

"Operacionalmente ligado" significa unido como parte da
mesma molécula de acido nucleico, adequadamente posicionada e orientada
para transcrigdo a ser iniciado a partir do promotor. DNA operacionalmente
ligado a um promotor estd "sob regulagdo de inicio transcricional” do
promotor.

Em uma forma de realizagdo preferida o promotor ¢ um
promotor constitutivo, um induzivel ou regulavel.

De acordo com um aspecto adicional da invengdo ¢ fornecido
uma célula transfectada ou transformada com uma molécula de acido nucleico
ou vetor de acordo com a invengdo.

Preferivelmente dita célula é uma célula eucaridtica.
Alternativamente dita célula é uma célula procariética.

Em uma forma de realizagdo preferida da invengéo dita célula
é selecionada a partir do grupo consistindo de; uma célula fingica (e.g. Pichia
spp, Saccharomyces spp, Neurospora spp); célula de inseto (e.g. Spodoptera
spp); uma célula de mamifero (e.g. célula COS, célula CHO); uma célula
vegetal.

De acordo com um aspecto adicional da invengdo € fornecido
um método para fabricar um polipeptideo de acordo com a invengéo
compreendendo:

i) fornecer uma célula de acordo com a invengéo;,

ii) incubar dita célula em condigdes conducentes para a
produgio de dito polipeptideo; e opcionalmente

iii) isolar dito polipeptideo de dita célula ou do meio de
crescimento circundando dita célula.

| Em um método preferido da invengdo dito polipeptideo €
fornecido com uma etiqueta de afinidade de aminoécido para facilitar o

isolamento de dito polipeptideo.
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Etiquetas de afinidade s3o conhecidas na arte e incluem
proteina de ligagdo de maltose, glutationa S transferase, proteina de ligagdo de
calmodulina e a manipulagio de trechos de polihistidina em proteinas que sdo
entdo purificadas por purificagéo por afinidade em matrizes contendo niquel.
Em muitos casos vetores e/ou kits comercialmente disponiveis podem ser
usados para fundir uma proteina de interesse a uma etiqueta de afinidade
adequada que € subseqiientemente transfectada em uma célula hospedeira
para expressdo e subseqilente extragdo e purificagdo em uma matriz de
afinidade.

De acordo com um aspecto adicional da invengédo é fornecido
um polipeptideo de acordo com a invengdo para uso como produto
farmacéutico.

De acordo com um aspecto adicional da invengdo € fornecido
um acido nucleico de acordo com a invengdo para uso como produto
farmacéutico.

De acordo com um aspecto adicional da invengdo é fornecida
uma composigdo farmacéutica compreendendo um polipeptideo de acordo
com a invengao.

De acordo com um aspecto ainda adicional da invengdo €
fornecida uma composi¢do farmacéutica compreendendo uma molécula de
acido nucleico de acordo com a invengdo. Preferivelmente dita molécula de
acido nucleico € parte de um vetor; preferivelmente um vetor de expressdo
adaptado para expressdo eucariotica.

Em uma forma de realizagdo preferida da invengdo dito
produto farmacéutico ou composigdo farmacéutica inclui um excipiente ou
carreador.

Em uma forma de realizagdo preferida da invengdo dito
produto farmacéutico ou composigdo farmacéutica é combinada com um

agente terapéutico adicional.
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Quando administrados os produtos farmacéuticos/composi¢des
da presente invengdo é administrado em preparagdes farmaceuticamente
aceitaveis. Tais preparagdes podem conter rotineiramente concentragdes
farmaceuticamente aceitdveis de sal, agentes tamponantes, conservantes,
carreadores compativeis, e opcionalmente outros agentes terapéuticos.

Os produtos farmacéuticos/composi¢des da invengdo podem
ser administrados por qualquer via convencional, incluindo injegdo. A

administragdo e aplicagdo podem, por exemplo, ser oral, intravenosa,

intraperitoneal, intramuscular, intracavidade, intra-articuar, subcutanea, topica

(olhos), dérmica (e.g um lipidio cfemoso soluvel inserido em pele ou
membrana mucosa), transdérmica, ou intranasal.

Produtos farmacéuticos/composi¢des da invengdo sdo
administrados em quantidades eficazes. Uma "quantidade eficaz" ¢ aquela
quantidade de produtos farmacéuticos/composigdes que sozinha, ou junto
com doses adicionais ou drogas sinergisticas, produz a resposta desejada. Isto
pode envolver apenas tornar mais lenta a progressio da doenca
temporariamente, embora mais preferivelmente, isto envolve interromper a
progressdo da doenga permanentemente. Isto pode ser monitorado por
métodos de rotina ou pode ser monitorado de acordo com métodos
diagnésticos.

As doses dos produtos farmacéuticos/composi¢des
administradas a um sujeito podem ser escolhidas em conformidade com
diferentes pardmetros, em particular em conformidade com o modo de
administra¢do usado e o estado do sujeito (i.e. idade, sexo). Quando
administrados, os produtos farmacéuticos/composigdes da invengdo sdo
aplicados em quantidades farmaceuticamente aceitaveis e em composigdes
farmaceuticamente aceitaveis. Tais prepara¢des podem conter rotineiramente
sais, agentes tamponantes, conservantes, carreadores compativeis, e

opcionalmente outros agentes terapéuticos. Quando usados em medicina, os



10

15

20

25

15

sais devem ser farmaceuticamente aceitaveis, mas sais ndo farmaceuticamente
aceitaveis podem ser convenientemente usados para preparar sais
farmaceuticamente aceitaveis destes e ndo s@o excluidos do escopo da
invencdo. Tais sais farmacologicamente e farmaceuticamente aceitaveis
incluem, mas ndo s@o limitados a, aqueles preparados a partir dos seguintes
acidos: cloridrico, bromidrico, sulftrico, nitrico, fosforico, maleico, acético,
salicilico, citrico, formico, maldnico, succinico, € os semelhantes. Também,
sais farmaceuticamente aceitaveis podem ser preparados como sais de metal
alcalino ou alcalino terroso, tal como sais de soédio, potassio ou calcio.

Os produtos farmacéuticos/composi¢cdes podem  ser
combinados, se desejado, com um carreador farmaceuticamente aceitavel. O
termo “carreador farmaceuticamente aceitdvel" como usado neste lugar
significa um ou mais cargas sélidas ou liquidas compativeis, diluentes ou
substincias encapsulantes que sdo adequadas para administracdo em um
humano. O termo “carreador" significa um ingrediente organico ou
inorgénico, natural ou sintético, com o qual o ingrediente ativo é combinado
para facilitar a aplicagdo. Os componentes das composi¢cdes farmacéuticas
também sdo capazes de ser fusionados com as moléculas da presente
invencdo, e um com o outro, de uma maneira tal que ndo existe interagdo que
prejudique substancialmente a eficacia farmacéutica desejada.

Os produtos farmacéuticos/composi¢des podem conter agentes
tamponantes adequados, incluindo: acido acético em um sal; acido citrico em
um sal; acido borico em um sal; e acido fosforico em um sal.

Os produtos farmacéuticos/composi¢des também podem
conter, opciohalmente, conservantes adequados, tal como: cloreto de
benzalconio; clorobutanol; parabenos e timerosal.

As composigdes farmacé€uticas podem ser convenientemente
apresentadas em forma de dosagem unitdria e podem ser preparadas por

qualquer dos métodos bem conhecidos na arte de farmacia. Todos os métodos
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incluem a etapa de colocar o agente ativo em associagdo com um carreador
que constitui um ou mais ingredientes acessérios. Em geral, as composi¢des
sdo0 preparadas colocando uniformemente e intimamente o composto ativo em
associacio com um carreador liquido, um carreador sélido finamente
dividido, ou ambos, e entdo, se necessario, modelando o produto

Composi¢des adequadas para administragdo oral podem ser
apresentadas como unidades discretas, tal como cépsulas, comprimidos,
pastilhas, cada contendo uma quantidade pré-determinada do composto ativo.
Outras composigdes incluem suspensdes em liquidos aquosos ou liquidos ndo
aquosos tal como xarope, elixir ou uma emulséo.

Composi¢des adequadas para administragdo parenteral
convenientemente compreendem uma preparagdo aquosa ou ndo aquosa
estéril que € preferivelmente isotonica com o sangue do destinatario. Esta
preparagdo pode ser formulada de acordo com métodos conhecidos usando
agentes dispersantes ou umectantes adequados e agentes suspensores. A
preparacdo injetavel estéril também pode ser uma solugéo injetvel estéril ou
suspensdo em um diluente ou solvente parenteralmente aceitavel nfo toxico,
por exemplo, como uma solugdo em 1, 3-butanodiol. Entre os solventes
aceitdveis que podem ser empregados sdo agua, solugdo de Ringer, e solugdo
isoténica de cloreto de sodio. Em adi¢do, Oleos fixos estéreis sdo
convencionalmente empregados como um solvente ou meio suspensor. Para
este proposito qualquer 6leo fixo brando pode ser empregado incluindo mono
ou diglicerideos sintéticos. Em adig8o, acidos graxos tal como 4cido ol€ico
podem ser usados na preparagdo de injetaveis. Formulagdo de carreador
adequada para administragdo oral, subcutdnea, intravenosa, intramuscular, etc.
pode ser encontrada em Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack
Publishing Co., Easton, PA.

Polipeptideos/moléculas de acidos nucleicos etc de acordo

com a invengdo podem ser incorporadas em lipossomos. Lipossomos sdo
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vesiculas baseadas em lipidio que encapsulam um agente terapéutico
selecionado que é entdo introduzido em um paciente. O lipossomo € fabricado
a partir ou de fosfolipidio puro ou uma mistura de fosfolipidio e
fosfoglicerideo.

Tipicamente lipossomos podem ser fabricados com didmetros
de menos do que 200nm; isto possibilita que eles sejam intravenosamente
injetados e capazes de passar através da camada capilar pulmonar. Além
disso, a natureza bioquimica de lipossomos confere permeabilidade através de
membranas de vasos sanguineos para ganhar acesso a tecidos selecionados.
Lipossomos tém uma meia-vida relativamente curta. Lipossomos assim
chamados STEALTH® foram desenvolvidos que compreendem lipossomos
revestidos em polietileno glicol (PEG). Os lipossomos tratados com PEG tém
uma meia-vida significantemente aumentada quando administrados
intravenosamente a um paciente. Em adi¢do, lipossomos STEALTHR
mostram absor¢do reduzida no sistema reticuloendotelial e tecidos
selecionados de acumulagdo acentuada. Em adi¢cdo, assim chamados
imunolipossomos foram desenvolvidos que combinam vesiculas baseadas em
lipidio com um anticorpo ou anticorpos, para aumentar a especificidade da
liberagdo do agente para uma célula/tecido selecionado.

O uso de lipossomos como meio de liberagdo € descrito em
Patente Norte-Americana 5580575 e Patente Norte-Americana 5542935.

De acordo com um aspecto adicional da invengdo € fornecido
o uso do polipeptideo de acordo com a invengdo na fabricacdo de um
medicamento para o tratamento de uma condi¢do selecionada a partir do
grupo consistindo de: gigantismo, acromegalia; cancer (e.g. tumor de Wilm,
sarcoma osteogénico, mama, colo, prostata, tiredide); ‘retinopatia diabética;
nefropatia diabética e outras complicag¢Ges de diabetes e excesso de GH.

De acordo com um aspecto adicional da inven¢do € fornecido

um método de tratamento de um animal, preferivelmente um humano,
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compreendendo administrar uma quantidade eficaz de um polipeptideo de
acordo com a invengdo a dito animal com necessidade de tratamento de uma
doenca ou condi¢do que iria se beneficiar de inibi¢do de hormonio de
crescimento ou atividade prolactina.

Exemplos de doengas que iriam se beneficiar da administragdo
do antagonista de polipeptideo devem ser evidentes para a pessoa versada e
podem ser qualquer doenga ou condi¢éo que envolve a ativagdo ou ativagdo
aumentada de horménio de crescimento ou transdugdo de sinal de receptor
prolactina.

Em um método preferido da invengéo dita doenga ou condigdo
¢ selecionada a partir do grupo consistindo de: gigantismo, acromegalia;
cancer (e.g. tumor de Wilm, sarcoma osteogénico, mama, colo, prostata,
tiredide); retinopatia diabética; nefropatia diabética e outras complicagdes de
diabetes e excesso de GH.

Como usado neste lugar, o termo “cancer" se refere a células
tendo a capacidade para crescimento auténomo, i.e., um estado ou condigéo
anormal caracterizada por crescimento celular rapidamente proliferante. O
termo € pretendido para incluir todos os tipos de crescimentos cancerosos ou
processos oncogénicos, tecidos metastaticos ou células, tecidos, ou o6rgdos
malignamente transformados, independente de tipo histopatolégico ou estagio
de invasio. O termo “cincer" inclui malignidades dos vérios sistemas de
drgdos, tal como aquelas afetando, por exemplo, pulmdo, mama, tiredide,
linféide, gastrointestinal, e trato geniturinario, assim como adenocarcinomas
que incluem malignidades tal como a maioria dos cénceres de colo, carcinoma
de célula renal, cincer de prostata e/ou tumores testiculares, carcinoma de
célula ndo pequena do pulmio, cincer do intestino delgado e céncer do
esdfago. O termo “carcinoma" € reconhecido na arte e se refere a
malignidades de tecidos epiteliais ou endécrinos incluindo carcinomas de

sistema respiratorio, carcinomas de sistema gastrointestinal, carcinomas de
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sistema geniturindrio, carcinomas testiculares, carcinomas de mama,
carcinomas prostaticos, carcinomas de sistema enddcrino, e melanomas.
Carcinomas exemplares incluem aqueles que se formam a partir de tecido da
cérvice, pulmdo, prostata, mama, cabeca e pescogo, colo e ovario. O termo
“carcinoma" também inclui carcinosarcomas, e.g., o que inclui tumores
malignos compostos de tecidos carcinomatosos e sarcomatosos. Um
"adenocarcinoma" se refere a um carcinoma derivado de tecido glandular ou
no qual as células de tumor formam estruturas glandulares reconheciveis. O
termo “sarcoma" € reconhecido na arte e se refere a tumores malignos de
derivagdo mesenquimal.

De acordo com um aspecto adicional da inven¢do é fornecido
um método para modificar a atividade antagonista de um polipeptideo de
acordo com a inveng@o compreendendo as etapas de:

1) fornecer um polipeptideo codificado por uma molécula de
acido nucleico selecionada a partir do grupo consistindo de:

a) uma molécula de acido nucleico consistindo de a seqiiéncia
como representado em Figura 1 (SEQ ID NO: 1);

b) uma molécula de acido nucleico compreendendo seqiiéncias
que hibridizam com a seqiiéncia identificada em (a) caracterizada pelo fato de
que dita molécula de acido nucleico inclui uma modificagdo compreendendo
uma seqiiéncia que codifica residuo de aminoacido 176 caracterizada pelo
fato de que dita modificagdo resulta na adi¢do, substituicdo ou delec¢do de pelo
menos um residuo de aminoacido e dita molécula de acido nucleico codifica
um polipeptideo com atividade agonista de receptor de horménio de
crescimento

i) mutar um cédon que codifica um primeiro residuo de
aminoacido de dito polipeptideo para produzir um polipeptideo variante;

iii) determinar a atividade inibidora do polipeptideo variante

com respeito a ativagdo de receptor de hormonio de crescimento com isso
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identificando uma variante funcional de dito polipeptideo.

De acordo com um aspecto adicional da invengdo ¢ fornecido
um antagonista de polipeptideo variante obtido ou viavel pelo método de
acordo com a invengao.

De acordo com um aspecto adicional da invengdo € fornecido
um método para a concepgdo racional de mutagdes em um polipeptideo
compreendendo as etapas de:

i) fornecer um modelo 3D de um primeiro polipeptideo como
representado pela seqii€ncia de aminoacidos em Figura 2 (SEQ ID NO: 2);

i1) fornecer um modelo 3D de um polipeptideo variante
caracterizado pelo fato de que dito polipeptideo variante € uma variante de
seqiiéncia modificada de dito primeiro polipeptideo que € modificado por
adigdo, delegdo ou substitui¢do de pelo menos um residuo de aminoacido em
Figura 2 (SEQ ID NO: 2);

iii) comparar o efeito da mutagdo no modelo 3D de dito
segundo polipeptideo quando comparado ao modelo 3D de dito primeiro
polipeptideo; e opcionalmente

iv) testar os efeitos de dita modificagdo na ativagdo de receptor
de horménio de crescimento de dito segundo polipeptideo quando comparado
a dito primeiro polipeptideo.

De acordo com um aspecto adicional da invengdo € fornecido
um homodimero compreendendo polipeptideos compreendendo primeiro e
segundo polipeptideo caracterizados pelo fato de que ditos polipeptideos
compreendem uma primeira parte que inclui um polipeptideo de acordo com a
invengdo, ligada ou diretamente ou indiretamente, a uma segunda parte
caracterizada pelo fato de que dita segunda parte compreende o dominio
extracelular de receptor de hormodnio de crescimento.

Em uma forma de realizagdo preferida da invengdo dita

primeira parte compreende a seqiiéncia de aminoacidos como representado
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em Figura 2a (SEQ ID NO: 2) caracterizada pelo fato de que dita seqiiéncia
de aminoacidos ¢ modificada por adi¢do, delecdo ou substituicdo de pelo
menos um residuo de aminoacido em posi¢do 176 e dita segunda parte
compreendendo o dominio extracelular de receptor de horménio de
crescimento como representado pela seqiiéncia de aminoacidos em Figura 2b
(SEQ ID NO: 4), 2¢ (SEQ ID NO: 5) ou 2d (SEQ ID NO: 6).

Ao longo da descrigdo e reivindicagdes deste relatério, as
palavras "compreendem" e "contém" e variagdes das palavras, por exemplo,
"compreendendo" e "compreende", significa "incluindo mas ndo limitado a",
e ndo € pretendido para (¢ ndo o faz) excluir outras unidades, aditivos,
componentes, nimeros inteiros ou etapas.

Ao longo da descricdo e reivindicagdes deste relatério, o
singular abrange o plural a menos que de outra maneira requerido pelo
contexto. Em particular, onde o artigo indefinido € usado, o relatério deve ser
entendido como contemplando pluralidade assim como singularidade, a
menos que de outra maneira requerido pelo contexto.

Tragos, nimeros inteiros, caracteristicas, compostos, unidades
ou grupos quimicos descritos em conjungdo com um aspecto, forma de
realizagdo ou exemplo particular da invengdo devem ser entendidos como
sendo aplicaveis a qualquer outro aspecto, forma de realizagdo ou exemplo
descrito neste lugar a menos que incompativel com tal.

Uma forma de realiza¢do da invencdo sera agora descrita para
exemplo apenas e com referéncia as figuras seguintes

Figura 1 (SEQ ID NO: 1) ¢ a seqiiéncia de acidos nucleicos de
permutacdo circular de horménio de crescimento GHCPO7;

Figura 2a (SEQ ID NO: 2) € a seqiiéncia de aminoécidos de
permutagdo circular de horménio de crescimento GHCP07; Figura 2b (SEQ
ID NO: 4) é a seqiiéncia de aminoécidos do dominio extracelular de receptor

de horménio de crescimento; Figura 2c (SEQ ID NO: 5) é a seqiiéncia de
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aminoacidos do dominio A de receptor de horménio de crescimento; Figura
2d (SEQ ID NO: 6) é a séqﬁéncia de aminoacidos do dominio B de receptor
de hormoénio de crescimento.

Figura 3 ¢ a seqiiéncia de aminoacidos de prolactina humana
(SEQ ID NO: 7);

Figura 4 ¢ a estratégia usada para permutar circularmente
hormonio de crescimento;

Figura 5 (SEQ ID NO: 8) As seqiiéncias de nucleotideos e
aminoacidos (c6digo de aminoécido de 3 letras) de GHCPO7BHis. A mutagéo
de sitio de ligagdo 2 ¢ mostrada em negrito. A mudanga de aminoacido
atingida pela mutag@o € mostrada a direita da seqiiéncia (usando cédigo de
aminoacido de 1 letra);

Figura 6 SDS-PAGE gel mostrando a purificagdo de
GHCPO7BHis; os conteudos das linhas s@o mostrados abaixo do gel e a
concentragdo de proteina, em mg/ml, se medida por ensaio de Bradford é
mostrada abaixo de cada pogo;

Figura 7 A) Bioensaio de GHCPO7BHis mostrando sua
resposta a dose na auséncia e presenca de 0,5 nmol de rhGH. GHCPO7BHis
ndo tem nenhuma atividade por si s6 e ele antagoniza o efeito de rhGH. B)
Comparagdo da atividade antagonistica de GHCP07BHis contra GH.G120R.
As atividades de GHCP07BHis e GH.G120R sdo similares;

Figura 8 (SEQ ID NO: 9): As seqiiéncias de nucleotideos e
aminodcidos (cddigo de aminoacido de 3 letras) de GHCPO7CHis. As
mutagdes de sitio de ligagdo 1 sdo mostradas sublinhadas e a mutagéo de sitio
de ligagdo 2 € mostrada em negrito. As mudancas de aminoacidos atingidas
pelas mutagdes sdo mostradas a direita da seqiiéncia (usando coédigo de
aminodcido de 1 letra);

Figura 9 SDS-PAGE gel mostrando a purificagdo de
GHCPO7CHis; os conteudos das linhas sdo mostrados abaixo do gel e a
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concentragdo de proteina, em mg/ml, se medida por ensaio de Bradford é
mostrada abaixo de cada pogo; e

Figura 10 A) Bioensaio de GHCPO7CHis mostrando sua
resposta a dose na auséncia e presenc¢a de 1 nmol de rhGH. GHCP07CHis nédo
tem nenhuma atividade por si s6 e ele antagoniza o efeito de thGH. B)
Comparagio da atividade antagonistica de GHCPO7CHis contra B2036. As
atividades de GHCP(07CHis e B2036 s&o similares.

Defini¢des

Molécula de acido nucleico: Um nucleotideo € um mondmero-
de inclui a base ligada a um agtcar, tal como a pirimidina, purina ou analogos
sintéticos destes, que quando ligados juntos formam uma molécula de acido
nucleico. Uma seqiiéncia de &cidos nucleicos se refere a seqiiéncia de bases
em uma molécula de acido nucleico.

Polipeptideo: Um polimero no qual os mondmeros sdo
residuos de aminoacidos que sdo unidos através de ligagcdes amida. Os termos
“polipeptideo" ou "proteina" como usados neste lugar sdo pretendidos para
abranger qualquer seqii€éncia de aminoacidos e incluir seqiiéncias modificadas
tal como glicoproteinas. O termo “polipeptideo” é especificamente pretendido
para abranger proteinas naturalmente ocorrentes, assim como aquelas que sdo
recombinantemente ou sinteticamente produzidas.

Polipeptideo variante: Uma variante, i.e. um polipeptideo e
polipeptideo de referéncia pode diferir em seqii€ncia de aminoédcidos por uma
ou mais substitui¢des, adigdes, delegdes, truncamentos que podem estar
presentes em qualquer combinagdo. Entre as variantes preferidas estio
aquelas que variam de um polipeptideo de referéncia por substitui¢es
conservativas de aminoacidos. Tais substitui¢des sdo aquelas que substituem
um dado aminoacido por outro aminoacido de caracteres similares. A seguinte
lista n3o limitante de aminoacidos sdo consideradas substitui¢Ges

conservativas (similares): a) alanina, serina, e treonina; b) acido glutdmico e
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4cido aspartico; c) asparagina e glutamina d) arginina e lisina; €) isoleucina,
leucina, metionina e valina e f) fenilalanina, tirosina e triptofano. Mais
altamente preferidas sdo variantes que retém a mesma fungdo biologica que o
polipeptideo de referéncia do qual ela varia. Em adi¢do, a invengéo
caracteriza seqliéncias de polipeptideos tendo pelo menos 75% de identidade
com as seqiiéncias de polipeptideos ilustradas em Figura 2, ou fragmentos e
polipeptideos funcionalmente equivalentes destes. Em uma forma de
realizagdo, os polipeptideos tém pelo menos 85% de identidade, mais
preferivelmente pelo menos 90% de identidade, ainda mais preferivelmente
pelo menos 95% de identidade, ainda mais preferivelmente pelo menos 97%
de identidade, e mais preferivelmente pelo menos 99% de identidade com as
seqiiéncias de amino4cidos ilustradas em Figura 2.

Acido nucleico recombinante: Um 4cido nucleico
recombinante é um que tem uma seqiiéncia que ndo € naturalmente ocorrente
ou tem uma seqiiéncia que é feita por uma combinagdo artificial de dois
segmentos de outra maneira separados de seqliéncia. Esta combinagdo
artificial freqiientemente é realizada por sintese quimica ou, mais comumente,
pela manipulagdo artificial de segmentos isolados de acidos nucleicos, e.g.,
por técnicas de engenharia genética. Similarmente, uma proteina
recombinante ¢ uma codificada por uma molécula de 4acido nucleico
recombinante.

Polipeptideo de fusdo: a fusdo traducional de pelo menos dois
polipeptideos para formar unico polipeptideo tipicamente fabricado como um
polipeptideo recombinante.

Ligante peptidico: um peptideo tipicamente curto que pode ser
helicoidal e, portanto fornece uma conexao rigida entre polipeptideos ligados
ou flexivel e, portanto fornece um grau de movimento rotacional entre
polipeptideos ligados; ou uma combinagdo de helicoidal e ndo helicoidal para

fornecer algum movimento rotacional entre polipeptideos ligados. Enquanto
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que o fornecimento de uma regido helicoidal inflexivel mantém a separagio
especial dos dominios o fornecimento de uma regido ndo helicoidal flexivel
possibilita que os dominios se orientem nos sitios de ligacdo do(s)
receptor(es) de citocina. Um peptideo € tipicamente um polimero curto de
residuos de aminoacidos.

Agente terapéutico: Este é usado em um sentido genérico e
inclui agentes de tratamento, agentes profilaticos, e agentes de substitui¢éo,

por exemplo, agentes que aumentam ou acentuam o efeito terapéutico de uma

condi¢gdo que iria se beneficiar da administragdo dos polipeptideos da

inven¢do, por exemplo, agentes imunomoduladores ou agentes
quimioterapéuticos.

Dominio de ligagdo extracelular: se refere a uma parte de um
receptor de superficie celular que entra em contato com um ligante para
efetuar transducdo de sinal mediada por receptor. Por exemplo, o dominio
extracelular de receptor de horménio de crescimento existe como dois
dominios ligados cada de aproximadamente 100 aminodcidos, o SD-100-C-
terminal (dominio B) estando mais perto da superficie celular e o dominio
SD-100 N-terminal (dominio A) estando mais afastado. E uma mudanca
conformacional nestes dois dominios que ocorre em ligacdo de hormonio de
crescimento ou prolactina com a formagdo do complexo trimérico.
Internalizagdo do complexo é seguido por uma etapa de reciclagem através da
qual a molécula de receptor é regenerada para uso posterior dentro da célula.

Materiais e Métodos

O antagonista de permutacdo circular foi sintetizado usando
uma estratégia de dois PCRs (Figura 4); o modelo para o PCR foi horménio
de crescimento que havia sido mutado em sitio de ligagdo 2 (G120R) ou
horménio de crescimento que havia sido mutado tanto em sitio de ligagdo 1
como 2 (H18D, H21IN, G120R, R167N, K168A, D171S, K172R, E174S e
[179T). Os iniciadores FOR, LINK e REV usados nas reagdes de PCR foram



10

15

20

25

26

GHPermLink- (5'- tggataagggaatggtgctgccaccacagag-3' SEQ ID NO: 10), N
de-GHCPO7F (5'- aattaattcatatgagcccceggactg ggeag-3' SEQ ID NO: 11) e
GHCP07-XhoR (5'-aattctcgagatcttccagectecccate-3' SEQ ID NO: 12),
respectivamente. As rea¢des de PCR foram realizadas usando o kit EXPAND
PCR (Roche) e as instrugdes acompanhantes foram seguidas; as temperaturas
de anelamento para o primeiro e segundo PCR foram 55°C e 45°C,
respectivamente. O produto final de PCR foi ligado em pET2 1 a+ (Novagen)
entre os sitios Ndel e Xhol. O plasmideo ligado foi entdo transformado em
células XL1 Blue de E. coli quimicamente competentes. Plasmideos feitos a
partir de col6nias geradas pela transformagdo foram inicialmente verificados
por analise de restrigdo usando Ndel e Xhol. Clones que produziram
resultados positivos na analise de restricdo foram submetidos a
seqlienciamento usando iniciadores de seqiienciamento de promotor T7 e
terminador T7.

Um unico plasmideo, com a seqiiéncia correta, foi escolhido e
transformado em BL21 (DE3) de E. coli) quimicamente competente. Uma
colonia de BL21 (DE3) de E. coli transformada com o plasmideo foi
escolhida e usada para inocular 20ml de meio LB suplementado com
carbenicilina (100m/m1). Depois de uma incubagdo com agitagdo durante a
noite a 37°C a cultura foi usada para fornecer um indculo de 2% para 500m1
de LB suplementado com carbenicilina (100ug/m1); este entdo foi cultivado
agitando a temperatura ambiente. Quando o OD600 da cultura atingiu —0,4 a
cultura foi induzida com IPTG, 1mM de concentragdo final, e entdo deixada
agitando durante a noite a temperatura ambiente. A cultura foi entdo
centrifugada para pelotizar as células e o sobrenadante descartado.

A pelota celular foi ressuspensa em 15ml de tampdo de
Equilibrio (20mM de Tampdo Fosfato, 0,5M de NaCl, 20% de glicerol,
20mM de imidazol, e pH8) e entdo as células lisadas usando um tratamento de

lisozima/deoxicolato de sodio/sonicagdo. As células lisadas foram
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centrifugadas em alta velocidade para peletizar os componentes insoluveis € o
sobrenadante entdo decantado para um novo tubo. O sobrenadante foi
constituido para 20m1 usando tamp@o de Equilibrio e entdo passado através
de uma seringa de 0,2pm para purificar adicionalmente a amostra.

A proteina rotulada com His foi purificada usando
cromatografia idnica em metal imobilizado, Resina Probond (Invitrogen)
carregada com Ni** foi usada. Iml de resina foi carregado em uma coluna e
equilibrado com 10 volumes de coluna (CV) de tampdo de Equilibrio. A
amostra de proteina purificada foi entdo carregada na coluna. A coluna foi
lavada com tampdo de Equilibrio para 20CV e entdo com tampdo de Lavagem
(20mM de Tampao Fosfato, 0,5M de NaCl, 20% de glicerol, pH6) até que o
A280 do eluente fosse abaixo de 0,01. Proteina ligada foi entdo eluida fora da
coluna usando tampéo de Eluigdo (20mM de Tampao Fosfato, 0,5M de NaCl,
20% de glicerol, 0,5M de imidazol, pH6), seis fragdes de Iml foram coletadas.
As fragGes eluidas foram verificadas para conteddo por andlise em gel SDS-
PAGE e por ensaio protéico de Bradford.

Proteina purificada foi submetida ao bioensaio GH; atividade
antagonistica foi testada considerando estimulagdo pela proteina de teste
apenas e atividade antagonistica foi testada considerando a atividade de GH
na presenga da proteina de teste.

Exemplo

Antagonista de horménio de crescimento circularmente
permutado, GHCP07B (GHCP07 com a mutagdo em sitio 2), foi gerados por
duas reagdes de PCR, a primeira produziu um produto de —200bp e este foi
usado como um °‘megainiciador' em uma segunda reacdo de PCR para
produzir o gene de antagonista de horménio de crescimento circularmente
permutado (GHCP07B) de —600bp. O fragmento de DNA de gene GHCP0O7B
foi digerido Ndel e Xhol e entdo ligado em pET2 1 a+ que havia sido digerido

pelas mesmas enzimas de restrigdo. Transformagéo deste em células X1
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Blue de E. coli gerou —500 colonias, sem nenhuma coldnia aparecendo na
placa de controle negativo (transformada com 4gua apenas).

Trés clones foram escolhidos para processamento adicional;
minipreps de plasmideos foram feitos a partir destes clones e o plasmideo
analisado por andlise de restri¢do, todos os trés clones geraram um padrdo de
digestdo correto. Estes plasmideos foram entfio seqiienciados e a seqiiéncia
resultante comparada com a seqiiéncia desejada (Figura 5); dois dos trés
plasmideos geraram a seqiiéncia correta. Um destes plasmideos foi entdo
escolhido para expressar e purificar GHCPO7BHis.

O plasmideo foi transformado em BL21 (DE3) de E. coli e
cultivado. As células resultantes foram lisadas e proteina rotulada com His
purificada a partir da fragdo solivel usando uma coluna de Ni-quelado. A
proteina eluidas foi analisada por SDS-PAGE e Ensaio Protéico de Bradford
(Figura 6); um total de —25mg de proteina foi purificado para >90% pura.

Elui¢do 3 da purificagdo foi usada no bioensaio e um intervalo
de dose da atividade de GHCPO7BHis foi medido sozinho e também na
presen¢a de 0,5nmol de rhGH. Isto mostrou que GHCPO7BHis ndo teve
nenhuma atividade agonistica e que ele teve atividade antagonistica (Figura
7A). A atividade de GHCPO7BHis foi comparavel com aquela de GH.G120R
(Figura 7B).

Antagonista de horménio de crescimento circularmente
permutado, GHCP0O7C (GHCPO7 com as mutagdes em sitio 1 e sitio 2), foi
gerado e analisado da mesma maneira que GHCPO7B. A seqiiéncia de
GHCPO7C é mostrada em Figura 8; a purificagdo da proteina ¢ mostrada em
Figura 9. Eluigdo 1 da proteina purificada foi usada no bioensaio. Isto
mostrou que GHCPO7C nfo teve nenhuma atividade agonistica e era um
potente antagonista (Figura 10A) com atividade comparavel a B2036
(hormdnio de crescimento tanto com as mutagdes em sitio 1 como sitio 2)

(Figura 10B).
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REIVINDICACOES

1. Molécula de acido nucleico, caracterizada pelo fato de que

compreende uma seqiiéncia como representado em SEQ ID NO: 1 que
codifica um polipeptideo como representado em SEQ ID NO: 2, em que a
seqiiéncia de aminoacidos ¢ modificada para incluir uma adi¢@o, delegéo ou
substitui¢do de aminoacido de residuo de aminoacido 176.

2. Molécula de acido nucleico, caracterizada pelo fato de que

compreende uma seqiiéncia como representado em SEQ ID NO: 1 que
codifica um polipeptideo como representado em SEQ ID NO: 2.
3. Molécula de 4cido nucleico de acordo com a reivindicagdo

1, caracterizada pelo fato de que codifica um polipeptideo compreendendo

uma seqiiéncia de aminoacidos como representado em SEQ ID NO: 9.
4. Molécula de acido nucleico de acordo com qualquer uma

das reivindicacoes 1-3, caracterizada pelo fato de que dita molécula codifica

um polipeptideo antagonista de hormdnio de crescimento.

5. Polipeptideo, caracterizado pelo fato de que compreende a
seqiiéncia de aminoacidos representada em SEQ ID NO: 2, cuja seqtiéncia foi
modificada por adigdo, dele¢do ou substitui¢do de pelo menos um residuo de
aminoacido, em que dita modificagdo inclui residuo de aminoacido 176 € em
que dito polipeptideo € um antagonista de receptor de hormdnio de
crescimento. |

6. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado

pelo fato de que dito polipeptideo ¢ modificado por substitui¢do de glicina em
posi¢do 176 com um aminoécido selecionado a partir do grupo consistindo
de: histidina, 4cido aspartico, valina, arginina, alanina, lisina, triptofano,

tirosina, fenilalanina e 4cido glutamico.

7. Polipeptideo de acordo com a reivindicag&o 6, caracterizado
pelo fato de que arginina ou lisina ou alanina sdo substituidas por residuo de

glicina 176.
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8. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado

pelo fato de que dita modificagdo ¢ glicina por arginina.

9. Polipeptideo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 5-8, caracterizado pelo fato de que dito polipeptideo €
representado pela seqiiéncia de aminoacidos em SEQ ID NO: 9.
10. Polipeptideo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 5-9, caracterizado pelo fato de que dito polipeptideo € ligado a

um segundo polipeptideo compreendendo o dominio de ligagdo extracelular
de receptor de hormonio de crescimento.
11. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 10,

caracterizado pelo fato de que dito segundo polipeptideo consiste do dominio

extracelular de receptor de hormdnio de crescimento.
12. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 11,

caracterizado pelo fato de que dito segundo polipeptideo consiste da

seqiiéncia de aminoacidos como representado em SEQ ID NO: 4.

13. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 11,

caracterizado pelo fato de que dito dominio extracelular ¢ o dominio A do
dominio extracelular de receptor de hormdnio de crescimento consistindo da
seqiiéncia de aminoacidos como representado em SEQ ID NO: 5.

14. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 11,

caracterizado pelo fato de que dito dominio extracelular é o dominio B do

dominio extracelular de receptor de horménio de crescimento consistindo da
seqiiéncia de aminoacidos como representado em SEQ ID NO: 6.

15. Polipeptideo de fusdo, caracterizado pelo fato de que

compreende pelo menos dois polipeptideos como definidos em qualquer uma
das reivindicagdes 5-9 ligados em tandem.
16. Polipeptideo de fusdo de acordo com a reivindicagdo 15,

caracterizado pelo fato de que dito polipeptideo de fusdo consiste de dois

polipeptideos ligados em tandem.



10

15

20 -

25

17. Polipeptideo de fusdo, caracterizado pelo fato de que

compreende uma pluralidade de polipeptideos como definido em qualquer
uma das reivindicagdes 5-9. |
18. Polipeptideo de fusdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 10-17, caracterizado pelo fato de que ditos polipeptideos sdo

ligados juntos por uma molécula ligante peptidico.
19. Polipeptideo de fusdo de acordo com a reivindicagdo 18,

caracterizado pelo fato de que dita molécula de ligagcdo de peptideo € um

ligante peptidico flexivel.
20. Polipeptideo de fusdo de acordo com a reivindicagdo 18 ou

19, caracterizado pelo fato de que o ligante é um peptideo que consiste de 5 a

30 residuos de aminodacidos.
21. Polipeptideo de fusdo de acordo com a reivindicagdo 20,

caracterizado pelo fato de que o ligante peptidico consiste de 10 a 20 residuos

de aminodcidos.
22. Polipeptideo de fusdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 18-20, caracterizado pelo fato de que o ligante compreende

pelo menos uma copia do peptideo:

Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (referidos como Gly4Ser) (SEQ ID NO:
3).

23. Polipeptideo de fusdo de acordo com a reivindicagdo 22,

caracterizado pelo fato de que o ligante peptidico ¢ de 10 aminoacidos de

comprimento e compreende duas copias do Gly4Ser.
24. Polipeptideo de fusdo de acordo com a reivindicagdo 22,

caracterizado pelo fato de que o ligante peptidico é de 15 aminoacidos de

comprimento e compreende trés copias do Gly4Ser.
25. Polipeptideo de fusdo de acordo com a reivindicagdo 22,

caracterizado pelo fato de que o ligante peptidico é de 20 aminoacidos de

comprimento e compreende quatro copias do ligante Gly4Ser.
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26. Polipeptideo de fusdo, caracterizado pelo fato de que

compreende pelo menos dois polipeptideos como definidos em qualquer uma
das reivindicagdes 5-9, em que dito polipeptideo compreende adicionalmente
pelo menos um dominio de ligagdo extracelular de receptor de horménio de
crescimento.

27. Polipeptideo de fusdo de acordo com a reivindicagdo 26,

caracterizado pelo fato de que dito polipeptideo de fusdo consiste de dois

polipeptideos como definidos em qualquer uma das re1v1ndlcac;oes 5-9 e um
dominio de ligagdo extracelular de receptor de hormomo de crescimento.

28. Polipeptideo de fusdo quimérico, caracterizado pelo fato de

que compreende um polipeptideo como definido em qualquer uma das
reivindicagdes 5-9 ligado, ou diretamente ou indiretamente, a um polipeptideo
de prolactina.

29. Polipeptideo de fusdo quimérico de acordo com a

reivindicagdo 28, caracterizado pelo fato de que dito polipeptideo de

prolactina compreende uma seqiiéncia de aminoacidos em que dita seqliéncia
de aminoacidos é modificada em posi¢do 129 de prolactina humana como
representado em SEQ ID NO 7, ou um aminoacido equivalente em um
polipeptideo de prolactina alternativo.

30. Polipeptideo de fusdo quimérico de acordo com a

reivindicagdo 29, caracterizado pelo fato de que dita modificagdo em posi¢io

129 como representado em SEQ ID NO: 7 € uma substituicdo de aminoacido.
31. Polipeptideo de fusdo quimérico de acordo com a

reivindicagdo 30, caracterizado pelo fato de que dita substituicdo substitui

residuo de aminoacido de glicina com residuo de aminoacido de arginina.
32. Polipeptideo de fusdo quimérico de acordo com qualquer

uma das reivindicagGes 28-31, caracterizado pelo fato de que dito

polipeptideo de prolactina compreende adicionalmente a delecdo de pelo

menos 9, 10, 11, 12, 13 ou 14 residuos de aminoacidos amino terminais.
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33. Polipeptideo de fusdo quimérico de acordo com qualquer

uma das reivindicagdes 29-32, caracterizado pelo fato de que dito

polipeptideo compreende adicionalmente um dominio de ligacdo de ligante de
um receptor de citocina.
34. Polipeptideo de fusdo quimérico de acordo com a

reivindicagdo 33, caracterizado pelo fato de que dito receptor de citocina

compreende um dominio de ligagéo extracelular de receptor de hormonio de
crescimento.
- 35. Polipeptideo de fusdo quimérico de acordo -com a

reivindicagdo 34, caracterizado pelo fato de que dito receptor de citocina

compreende um dominio de ligag@o extracelular de receptor de prolactina.
36. Polipeptideo de fus@o quimérico de acordo com a

reivindicacdo 34, caracterizado pelo fato de que dito receptor de citocina

consiste do dominio extracelular de receptor de horménio de crescimento.
37. Polipeptideo de fusdo quimérico de acordo com a

reivindicagdo 35, caracterizado pelo fato de que dito receptor de citocina

consiste do dominio extracelular de receptor de prolactina.

38. Molécula de acido nucleico, caracterizado pelo fato de que

codifica um polipeptideo de fusdo ou quimérico como definido em qualquer
uma das reivindicagdes 10-37.

39. Vetor, caracterizado pelo fato de que compreende uma

molécula de 4cido nucleico como definido em qualquer uma das
reivindicagdes 1-3 ou 38.

40. Vetor de acordo com a reivindicagdo 39, caracterizado pelo

fato de que dito vetor € adaptado para a expressdo recombinante de dita
molécula de acido nucleico.

41. Célula, caracterizada pelo fato de ser transfectada com uma

molécula de 4acido nucleico como definido em qualquer uma das

reivindica¢des 1-3 ou 38, ou um vetor como definido na reivindicag¢do 39 ou
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42. Célula, caracterizada pelo fato de ser transformada com

uma molécula de acido nucleico como definida em qualquer uma das
reivindicagdes 1-3 ou 38, ou um vetor como definido na reivindicagdo 39 ou

40.

43. Célula de acordo com a reivindicagdo 41, caracterizada

pelo fato de que dita célula é uma célula eucariética.

44. Célula de acordo com a reivindicagdo 42, caracterizada

~ pelo fato de que dita célula € uma célula procariotica.

45. Método para a fabricagdo de um polipeptideo,

caracterizado pelo fato de que compreende:

i) fornecer uma célula como definida em qualquer uma das
reivindicagdes 41-44;

ii) incubar dita célula em condigdes conducentes para a
produgdo de dito polipeptideo; e opcionalmente

iii) isolar dito polipeptideo de dita célula ou do meio de
crescimento circundando dita célula.

46. Método de acordo com a reivindicacdo 45, caracterizado

pelo fato de que dito polipeptideo € fornecido com uma etiqueta de afinidade
de aminoéacido para facilitar o isolamento de dito polipeptideo.
47. Polipeptideo de acordo com qualquer uma das

reivindicagbes 5-37, caracterizado pelo fato de ser para uso como produto

farmacéutico.
48. Acido nucleico de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1-3 ou 38, caracterizado pelo fato de ser para uso como

produto farmacéutico.

49. Composicdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de

compreender um polipeptideo como definido em qualquer uma das

reivindicagdes 3-36 e incluindo um excipiente ou carreador.
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50. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pelo fato de

compreender uma molécula de acido nucleico como definido em qualquer
uma das reivindicag¢des 1-3 ou 38 e incluindo um excipiente ou carreador.
51. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 50,

caracterizada pelo fato de que dita molécula de &cido nucleico € parte de um

vetor.
52. Composigdo de acordo com a reivindicagdo 51,

caracterizada pelo fato de que dito vetor € um vetor de expressdo adaptado

para expressdo eucaridtica.

53. Composicdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 49-52, caracterizada pelo fato de que dita composigdo é
combinada com um agente terapéutico adicional.
54. Uso do polipeptideo como definido em qualquer uma das

reivindicagdes 5-37, caracterizado pelo fato de ser na fabricacdo de um

medicamento para o tratamento de uma condigdo selecionada a partir do
grupo consistindo de: gigantismo, acromegalia, cancer; retinopatia diabética;
nefropatia diabética e outras complicagdes de diabetes e excesso de GH.

55. Método para o tratamento de um animal, caracterizado

pelo fato de compreender administrar uma quantidade eficaz de um
polipeptideo como definido em qualquer uma das reivindicagdes 5-37 a dito
animal com necessidade de tratamento de uma doenga ou condigdo que iria se
beneficiar de inibi¢do de hormoénio de crescimento ou atividade prolactina.

56. Método de acordo com a reivindicagdo 55, caracterizado

pelo fato de que dita doenca ou condi¢do € selecionada a partir do grupo
consistindo de: gigantismo, acromegalia, céncer; retinopatia diabética;
nefropatia diabética e outras complica¢Ges de diabetes e excesso de GH.

57. Método para a modificagédo da atividade antagonista de um

polipeptideo, caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de:

1) fornecer um polipeptideo codificado por uma molécula de



10

15

20

acido nucleico compreendendo a seqii€éncia de 4cidos nucleicos como
representado em SEQ ID NO: 1; e

ii) mutar um cdédon que codifica um primeiro residuo de
aminoacido de dito polipeptideo para produzir um polipeptideo variante.

58. Antagonista de polipeptideo variante, caracterizado pelo

fato de ser obtido ou viavel pelo método como definido na reivindicagdo 57.

59. Método para a concepgdo racional de muta¢des em um

polipeptideo, caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de:

i) fornecer um modelo 3D de um primeiro polipeptideo como
representado pela seqiiéncia de aminoacidos -em SEQ ID NO: 2;

i1) fornecer um modelo 3D de um polipeptideo variante em
que dito polipeptideo variante é uma variante de seqii€ncia modificada de dito
primeiro polipeptideo que € modificado por adi¢do, delecdo ou substituigdo de
pelo menos um residuo de aminoacido como representado em SEQ ID NO: 2;

iil) comparar o efeito da mutacdo no modelo 3D de dito
segundo polipeptideo quando comparado ao modelo 3D de dito primeiro
polipeptideo; e opcionalmente; e

iv) testar os efeitos de dita modificagdo em ativagdo de
receptor de horménio de crescimento pelo segundo polipeptideo quando
comparado ao primeiro polipeptideo.

60. Homodimero, caracterizado pelo fato de que compreende

dois polipeptideos como definido em qualquer uma das reivindicagdes 10-14
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FIGURA 1
GH132 > GH130.

ATGAGCCCCCGGACTGGGCAGATCTTCAAGCAGACCTACAGCAAGTTCGACA
CAAACTCACACAACGATGACGCACTACTCAAGAACTACGGGCTGCTCTACTG
CTTCAGGAAGGACATGGACAAGGTCGAGACATTCCTGCGCATCGTGCAGTGC
CGCTCTGTGGAGGGCAGCACCATTCCCTTATCCAGGCTTTTTGACAACGCTAG
TCTCCGCGCCCATCGTCTGCACCAGCTGGCCTTTGACACCTACCAGGAGTITG
AAGAAGCCTATATCCCAAAGGAACAGAAGTATTCATTCCTGCAGAACCCCCA
GACCTCCCTCTGTTTCTCAGAGTCTATTCCGACACCCTCCAACAGGGAGGAAA
CACAACAGAAATCCAACCTAGAGCTGCTCCGCATCTCCCTGCTGCTCATCCA
GTCGTGGCTGGAGCCCGTGCAGTTCCTCAGGAGTGTCTTCGCCAACAGCCTG
GTGTACGGCGCCTCTGACAGCAACGTCTATGACCTCCTAAAGGACCTAGAGG
AAGGCATCCAAACGCTGATGGGGAGGCTGGAAGATCTCGAGTGA
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FIGURA 2a

MSPRTGQIFKQTYSKFDTNSHNDDALLKNYGLLYCFRKDMDKVETFLRIVQCRS
VEGSTIPLSRLFDNASLRAHRLHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQKYSFLQNPQTSLCF
SESIPTPSNREETQQKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANSLVYGASDSNVY
DLLKDLEE?IQTLMGRLEDLE

%
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FIGURA 2b

Dominio extracelular de GHR

FSGSEATAAILSRAPWSLQOSVNPGLKTNSSKEPKFTKCRSPERETFSCHWTDEVHHGTKNLGPIQLFYT
RRNTQEWTQEWKECPDYVSAGENSCYFNSSFTSIWIPYCIKLTSNGGTVDEKCFSVDEIVQPDPPIALN
WTLLNVSLTGIHADIQVRWEAPRNADIQKGWMVLEYELQYKEVNETKWKMMDPILTTSVPVYSLKVDKE
YEVRVRSKQRNSGNYGEFSEVLYVTLPOQMSQFTCEEDFY

FIGURA 2¢

Dominio A de GHRex

FSGSEATAAILSRAPWSLQOSVNPGLKTNS SKEPKFTKCRSPERETFSCHWTDEVHHGTKNLGPIQLFYT
RRNTQEWTQEWKECPDYVSAGENSCYFNSSFTSIWIPYCIKLTSNGGTVDEKCESVD

FIGURA 2d

Dominio B de GHRex

EIVQPDPPIALNWTLLNVSLTGIHADIQVRWEAPRNADIQKGWMVLEYELQYKEVNETKWKMMDPILTT
SVPVYSLKVDKEYEVRVRSKQRNSGNYGEFSEVLYVTLPOMSQFTCEEDFY
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FIGURA 3

Seqiiéncia de Aminoacidos Nativa

LPICPGGAARCQVTLRDLFDRAVVLSHYIHNLSSEMFSEFDKRYTHGRGFITKAINSCHTSSLATPEDKEQ
AQQMNQKDFLSLIVSILRSWNEPLYHLVTEVRGMQEAPEAILSKAVEIEEQTKRLLEGMELIVSQVHPETK
ENEIYPVWSGLPSLQMADEESRLSAXYNLLHCLRRDSHKIDNYLKLLKCRIIHNNNC

Segiiéncia de Aminoacidos Modificada

LRDLFDRAVVLSHYIHNLSSEMFSEFDKRYTHGRGFITKAINSCHTSSLATEEDKEQAQQMNQKDFLSLIV
SILRSWNEPLYHLVTEVRGMQEAPEAILSKAVEIEEQTKRLLEEMELIVSQVHPETKENEIYPVWSGLPSL
QMADEESRLSAYYNLLHCLRRDSHKIDNYLKLLKCRIIHNNNC
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PCR1

|Ndd‘ |

Ligarem pET2la+t

Ndel 1

Xhol

Xhol

T7p
C{>——La‘3_

Iniciadores usados:

Para: —p» Ligar : 4>

REV:<3}—

FIGURA 4
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HisMetSer ProArgThrGly GlnIlePhe LysGlnThr TyrSerLysPhe:-
CATATGAGC CCCCGGACTG GGCAGATCTT CAAGCAGACC TACAGCAAGT

-PAspThrAsn SerHisAsn AspAspAlaleu LeuLysAsn TyrGlyLeu
TCGACACARA CTCACACAAC GATGACGCAC TACTCAAGAA CTACGGGCTG

LeuTyrCysPhe ArgLysAsp MetAsplys ValGluThrPhe LeuArgIle-
CTCTACTGCT TCAGGAAGGA CATGGACAAG GTCGAGACAT TCCTGCGCAT

+ValGlnCys ArgSerValGlu GlySerThr IleProLeu SerArgLeuPhe-
CGTGCAGTGC CGCTCTGTGG AGGGCAGCAC CATTCCCTTA TCCAGGCTTT

-PAspAsnAla SerLeuBArg AlaHisArgLeu HisGlnLeu AlaPheAsp
TTGACAACGC TAGTCTCCGC GCCCATCGTC TGCACCAGCT GGCCTTTIGAC

ThrTyrGlnGlu PheGluGlu AlaTyrIle ProLysGluGln LysTyrSer-
ACCTACCAGG AGTTTGAAGA AGCCTATATC CCAAAGGAAC AGAAGTATTC

- PheleuGln AsnProGlnThr SerLeuCys PheSerGlu SerIleProThr-
ATTCCTGCAG AACCCCCAGA CCTCCCTCTG TTTCTCAGAG TCTATTCCGA

< TProSerAsn ArgGluGlu ThrGlnGlnLys SerAsnLeu GluLeuLeu
CACCCTCCAA CAGGGAGGAA ACACAACAGA AATCCAACCT AGAGCTGCTC

ArglleSerLeu Leuleulle GlnSerTrp LeuGluProVal GlnPheLeu-
CGCATCTCCC TGCTGCTCAT CCAGTCGTGG CTGGAGCCCG TGCAGTTCCT

*ArgSerVal PheAlaAsnSer LeuValTyr GlyAlaSer AspSerAsnVal-
CAGGAGTGTC TTCGCCAACA GCCTIGGTGTA CGGCGCCTCT GACAGCAACG

+VTyrAspLeu LeuLysAsp LeuGluGluArg IleGlnThr LeuMetGly
TCTATGACCT CCTAAAGGAC CTAGAGGAAC GCATCCAAAC GCTGATGGGG

ArgLeuGluAsp LeuGluHis HisHisHis HisHis***
AGGCTGGAAG ATCTCGAGCA CCACCACCAC CACCACTGA

FIGURA §

G>R
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FIGURA 6

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

<
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1 GHSPO7BHis Soluvel/LOAD (2,5ul de 20ml)
2 GHSPO7BHis FT (2,5ul de 20ml)

3 Lavagem pH8 (10ul de 20ml)

4 Lavagem pH6 (10pl de 20ml)

5 Marcadores 250,150,100,75,50,37,25,
20,15,10 kDa :

6 Eluigao 1 (2,5ul de 1ml)
7 Eluigio 2 (2,5u! de 1ml)
8 Eluigao 3 (2,5ul de 1ml)
9 Eluigéo 4 (2,5l de 1mi)

10 Eluigao 5 (2,5ul de 1ml)
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MetSer ProArgThrGly GlnIlePhe LysGlnThr TyrSerLysPhe-
ATGAGC CCCCGGACTG GGCAGATCTT CAAGCAGACC TACAGCAAGT

-PAspThrAsn SerHisAsn AspAspAlaleu LeuLysAsn TyrGlyLeu
TCGACACAAA CTCACACAAC GATGACGCAC TACTCAAGAA CTACGGGCTG

LeuTyrCysPhe GlnAlaAsp MetSerArg ValSerThrPhe LeuArgThr:- R>N; K>A; D>S
CTCTACTGCT TCAACGCCGA CATGICAAGG GTCTCAACAT TCCTGCGCAC K>R; E>S; I>T

-ValGlnCys ArgSerValGlu GlySerThr IleProlLeu SerArgLeuPhe:
AGTGCAGTGC CGCTCTGTGG AGGGCAGCAC CATTCCCTTA TCCAGGCTTT

-PAspAsnAla SerLeuArg AlaAspArgLeu GlnGlnLeu AlaPheAsp H>D; H>N
TTGACAACGC TAGTCTCCGC GCCGACCGTC TGAACCAGCT GGCCTTTGAC

ThrTyrGlnGlu PheGluGlu AlaTyrIle ProlLysGluGln LysTyrSer-
ACCTACCAGG AGTTTGARAGA AGCCTATATC CCARAGGAAC AGAAGTATTC

.PhelLeuGln AsnProGlnThr SerLeuCys PheSerGlu SerIleProThr-
ATTCCTGCAG AACCCCCAGA CCTCCCTCTG TTTCTCAGAG TCTATTCCGA -

-TProSerAsn ArgGluGlu ThrGlnGlnLys SerAsnlLeu GluLeuLeu
CACCCTCCAA CAGGGAGGAA ACACAACAGA AATCCARACCT AGAGCTGCTC

ArglleSerLeu LeuLeulle GlnSerTrp LeuGluProval GlnPheleu-
CGCATCTCCC TGCTGCTCAT CCAGTCGTGG CTGGAGCCCG TGCAGTTCCT

-ArgSerVal PheAlaAsnSer LeuValTyr GlyAlaSer AspSerAsnVal-
CAGGAGTGTC TTCGCCAACA GCCTGGTGTA CGGCGCCTCT GACAGCARCG

-VTyrAspLeu LeuLlysAsp LeuGluGluArg IleGinThr LeuMetGly G>R
TCTATGACCT CCTAAAGGAC CTAGAGGAAC GCATCCARAC GCTGATGGGG

ArgLeuGluAsp LeuGlu***
AGGCTGGAAG ATCTCGAGTGA

FIGURA 4
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FIGURA 9

1 23 4 56 7 8 9 10

W
23 s o8 8 o0 0 o

1 Marcadores 250,150,100,75,50,37,25,
20,15,10 kDa

2 GHSPO7BHis Soluvel/LOAD (2,5ul de 20ml)
3 GHSPO7BHis FT (2,5ul de 20ml)

4 Lavagem pH8 (10pl de 20ml)

5 Lavagem pH6 (10ul de 20ml)

6 Eluicdo 1 (2,5ul de 1ml)

7 Eluigao 2 (2,5pl de 1ml)

8 Eluicao 3 (2,5pl de 1ml)

9 Eluicao 4 (2,5ul de 1ml)

10 Eluigéo 5 (2,5ul de 1ml)
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RESUMO |
“MOLECULA DE ACIDO NUCLEICO, POLIPEPTIDEO, VETOR,
CELULA, METODOS PARA A FABRICACAO DE UM POLIPEPTIDEO,
PARA O TRATAMENTO DE UM ANIMAL, PARA A MODIFICACAO
DA ATIVIDADE ANTAGONISTA DE UM POLIPEPTIDEO, E PARA A
CONCEPCAO RACIONAL DE MUTACOES EM UM POLIPEPTIDEO,
COMPOSICAO FARMACEUTICA, USO DO POLIPEPTIDEO,
ANTAGONISTA DE POLIPEPTIDEO VARIANTE, E, HOMODIMERO”
Os requerentes descrevem um antagonista de polipeptideo de
horménio de crescimento circularmente permutado; composigoes
compreendendo dito antagonista e métodos para tratar condiges que iriam se

beneficiar de administrag¢do de dito antagonista.



A requerente apresenta novas vias da pagina 26 do relatorio
descritivo e também da listagem de seqiiéncia para melhor esclarecer e definir

o presente pedido.
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GHPermLink- (5'- tggataagggaatggtgctgcectccacagag-3' SEQ ID NO: 12), N
de-GHCPO7F (5'- aattaattcatatgagccccecggactgggeag-3' SEQ ID NO: 13) e
GHCP07-XhoR (5'-aattctcgagatcttccagectccccate-3' SEQ ID NO:  14),
respectivamente. As reagdes de PCR foram realizadas usando o kit EXPAND
PCR (Roche) e as instrugdes acompanhantes foram seguidas; as temperaturas
de anelamento para o primeiro e segundo PCR foram 55°C e 45°C,
respectivamente. O produto final de PCR foi ligado em pET2 1 a+ (Novagen)
entre os sitios Ndel e Xhol. O plasmideo ligado foi entdo transformado em
células XL1 Blue de E. coli quimicamente competentes. Plasmideos feitos a
partir de colonias geradas pela transformag@o foram inicialmente verificados
por analise de restricdo usando Ndel e Xhol. Clones que produziram
resultados  positivos na andlise de restricdo foram submetidos a
seqiienciamento usando iniciadores de seqiienciamento de promotor T7 e
terminador T7.

Um tnico plasmideo, com a seqiiéncia correta, foi escolhido e
transformado em BL21 (DE3) de E. coli) quimicamente competente. Uma
colénia de BL21 (DE3) de E. coli transformada com o plasmideo foi
escolhida e usada para inocular 20ml de meio LB suplementado com
carbenicilina (100m/m1). Depois de uma incubag¢do com agitagdo durante a
noite a 37°C a cultura foi usada para fornecer um inéculo de 2% para 500ml
de LB suplementado com carbenicilina (100ug/m1l); este entdo foi cultivado
agitando a temperatura ambiente. Quando o OD600 da cultura atingiu —0,4 a
cultura foi induzida com IPTG, 1mM de concentracdo final, e entdo deixada
agitando durante a noite a temperatura ambiente. A cultura foi entdo
centrifugada para pelotizar as células e o sobrenadante descartado.

A pelota celular foi ressuspensa em 15ml de tampdo de
Equilibrio (20mM de Tampao Fosfato, 0,5M de NaCl, 20% de glicerol,
20mM de imidazol, e pH8) e entdo as células lisadas usando um tratamento de

lisozima/deoxicolato de sodio/sonicagdao. As células lisadas foram
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