woproriesass Az MIINLIIRNIINNN

(22) Data de Dep6sito: 22/06/2007 (51) Int.CL:
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(54) Titulo: POLINUCLEOTIDEO ISOLADO, VETOR (67) Resumo: POLINUCLEOTIDEO ISOLADO, VETOR
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CONSTRUTO DE PROTEINA, USO DA PROTEINA, PARA TRATAR CANCER, PARA TRATAR UMA DOENCA VIRAL,
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UMA DOENCA VIRAL, PARA UMA CONDICAO INTERFERON, E, COMPOSICAO. Este pedido se refere a proteinas
RESPONSIVA A TERAPIA COM INTERFERON, E, tipo-interferon humano recombinantes. Em uma modalidade uma
COIVIPOSI(;AO proteina recombinante criada pela tecnologia de embaralhamento de
gene é descrita tendo atividades anti-virais e anti-proliferativas
aumentadas em comparagéo com o interferon alfa 2b humano
(30) Prioridade Unionista: 18/06/2007 US 11/764786 (HulFNa2b). A invencdo abrange um polinucleotideo que codifica a
proteina e vetores recombinantes e células hospedeiras que
(73) Titular(es): Novagen Holding Corporation compreendem o polinucleotideo. Preferivelmente o polinucleotideo é

selecionado do grupo de polinucleotideos tendo, cada, uma sequéncia
pelo menos 93% indéntica a SEQ ID No: 1 e a proteina seleiconada do

(72) Inventor(es): Chunsheng Mao, Haitao Wang, Jing Xu, Jizhi grupo de proteinas tendo, cada, uma sequéncia de aminodcido pelo

Li, Ling Wang, Longbin Liu, Rui Zhang, Yong Du menos 85% idéntica a SEQ ID No: 2;. As proteinas e as composicdes

. . que compreendem as proteinas podem ser usadas para tratamento de

(74) Procurador(es): Momsen, Leonardos & Cia. condigbes que respondem a terapia com r tais como doencas virais e
cancer.

(86) Pedido Internacional: PCT CA2007001123 de
22/06/2007

(87) Publicacao Internacional: WO 2008/154719de
24/12/2008
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“POLINUCLEOTIDEO ISOLADO, VETOR RECOMBINANTE, CELULA
HOSPEDEIRA, PROTEINA, CONSTRUTO DE PROTEINA, USO DA
PROTEINA, METODOS PARA TRATAR CANCER, PARA TRATAR
UMA DOENCA VIRAL, PARA TRATAR UMA CONDICAO
RESPONSIVA A TERAPIA COM INTERFERON, E, COMPOSICAO”

Campo da Invencdo

Esse pedido se refere a proteinas recombinantes tendo
atividades biologicas tipo-interferon humano.

Antecedentes

Nesse pedido a nomenclatura de interferon (IFN) publicada na
Nature (1) foi adotada.

Interferons humanos (HulFNs), os quais foram descobertos
por Isaacs e Lindenmann em 1957 (2), sdo de uma familia bem conhecida de
citocinas secretadas por uma grande variedade de células eucaridticas apos a
exposi¢do a varios estimulos, tais como infec¢do viral ou exposi¢do a
mitégenos. IFNs podem eliciar muitas alteragdes no comportamento celular,
incluindo efeitos sobre o crescimento e diferenciagdo celulares e modulagéo
do sistema imune (3-7). HulFNs foram classificados em seis subgrupos,
denominados IFN-a, IFN-B, IFN-y. IFN-w, IFN-¢ e IFN-x. HulFN-a
(interferon derivado de leucécito) é produzido nas células leucocitarias
humanas e, junto com pequenas quantidades de HuIFN-# (interferon derivado
de fibroblasto), em células linfoblastoides. HulFNs foram classificados ainda
por suas caracteristicas quimicas e bioldgicas em duas categorias gerais,
denominadas Tipo I e Tipo II. O Tipo I consiste nos subgrupos IFN-a e INF-5
assim como os subgrupos recentemente descobertos IFN-w, IFN-¢ e IFN-x. O
Tipo II tem apenas um membro: IFN-y (interferon imune).

Os diferentes subgrupos de interferon tém caracteristicas
estruturais e bioldgicas diferentes. HuIFN-B € uma glicoproteina N-ligada

(8,9) que foi purificada até homogeneidade e caracterizada. Ele € heterogéneo
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em relagdo ao tamanho, presumivelmente devido a sua porg¢do de carboidrato.
Entretanto, ha apenas um gene humano de IFN-8, o qual codifica uma
proteina de 166 aminoacidos. IFN-f tem pouca homologia com IFN-a,
partilhando cerca de 30 a 40% de identidade.

Ao contrario da singeleza do gene de IFN-f, HulFN-a € um
subgrupo que consiste em uma familia multigene com essencialmente 14
genes. Variantes menores feitas de uma ou duas diferengas de aminoécidos
sdo responsaveis pelos multiplos alelos (10). Excluindo o pseudogene
IFNAP22, existem 13 genes que codificam 13 proteinas. Cada proteina
compreende 165 a 166 aminoacidos. A proteina codificada pelo gene IFNA13
¢ idéntica a proteina IFNA1. Assim, ha 12 proteinas de interferon alfa
individuais: IFNA1, IFNA2, 1FNA4, IFNAS5, IFNA6, IFNA7, IFNAS,
IFNA10, IFNA14, IFNA 16, IFNA17 e IFNA21. A identidade de sequéncia
de aminoacidos entre os subtipos de IFN-a tem geralmente 80 a 85% de
homologia (11).

IFN-w maduro mostra 60% de homologia de sequéncia de
nucleotideos com a familia da espécie IFN-a, mas é mais longo em 6
aminoacidos na sua porgdo C-terminal. IFN-w ¢ mais remotamente
relacionado ao interferon-f (partilha cerca de 30% de homologia de
sequéncia). IFN-w humano nio € classificado no grupo de IFN-a por que ele
€ antigenicamente distinto de IFN-a e difere em sua interagdo com o receptor
de IFN-a Tipo I (12). IFN-w é secretado por leucocitos infectados por virus
como um componente principal de interferons de leucécitos humanos.

A proteina madura de IFN-¢ humano contém 185 aminoacidos,
partilhando cerca de 33% e 37% de homologia de sequéncia com IFN-a2 e
IFN-p, respectivamente (13, 14). A fun¢do e as propriedades biofisicas de
IFN-¢ ndo foram caracterizadas significativamente em detalhes; entretanto,
ele funciona como interferons de Tipo I. IFN-¢ também pode desempenhar

um papel na fungio reprodutora (15).
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[FN-x, uma citocina humana com 180 aminoacidos, € um
interferon de Tipo I recentemente identificado. A sequéncia codificante de
IFN-x é ~30% idéntica a de outros interferons de Tipo I encontrados em
humanos. Uma caracteristica distintiva de IFN-x é a expressdo constitutiva
detectavel de seu transcrito em células nio induzidas, particularmente
queratinécitos. IFN-x pode desempenhar um papel na regulagdo de fungoes
imunes sistémicas ou locais através de seu efeito sobre as células do sistema
imune inato (16). Entretanto, IFN-x exibe baixa atividade antiviral (17).

Interferon do Tipo I humano parece se ligar a duas
subunidades de receptor, IFNAR-1 e -2, que estdo amplamente distribuidas
sobre a superficie celular de varios tipos de célula. O envolvimento do ligante
leva a inducfio da fosforilagdo de tirosinas quinases TYK2 e JAK-1, que s&@o
acopladas a IFNAR-1 e -2, respectivamente. Uma vez fosforiladas, as
proteinas STAT sdo liberadas do receptor e formam homodimeros assim
como heterodimeros (18, 19). Uma vez liberados, os dimeros de STATA se
associam com o Fator 9 responsivo a interferon (IRF-9), uma proteina ligante
de DNA, formando um complexo chamado de fator génico 3 estimulado por
interferon (ISGF-3), que migra para o nucleo. A seguir, o complexo ISGF-3
se liga a um elemento de DNA que existe & montante de todos os genes
induziveis de IFN. Essa é a assim chamada via de transdugdo de sinal
“classica”.

Novos modos de agfio e vias bioquimicas reguladas por IFNs
do Tipo I estio sendo continuamente descobertas. Por exemplo, a jusante de
PI3K na via de transducdo de sinal, o fator nuclear capa-B (NF-«B) e PKC-d
estio associados com efeitos antiapoptdticos observados em neutrofilos
incubados com IFN-£ (20).

Mais de 300 genes, chamados de genes induzidos por
interferon, sdo responsivos ao tratamento com IFN. As proteinas de IFN mais

estudadas sdo aquelas com propriedades antivirais. Por exemplo, a enzima da
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familia de 2,5-oligosintetase (OAS-1 e -2) catalisa a sintese de oligoadenilatos
curtos, que se ligam e ativam RNAseL, uma enzima que cliva RNAs virais e
celulares, inibindo assim a sintese de proteina. A proteina quinase (PKR)
ativada por DsRNA fosforila o fator de iniciagdo da tradugdo elF2a,
resultando também na inibigdo das sinteses de proteina viral e celular. Mais
recentemente, PKR também foi descoberto ser necessario para a ativagdo da
transcricdo do fator NF-xB, uma personagem central na indugdo de citocina
inflamatéria, modulagio imune e apoptose. As proteinas Mx (resisténcia ao
mixovirus) inibem a replicagdo dos virus de RNA prevenindo tanto o
transporte de particulas virais dentro da célula quanto a transcricdo de RNA
viral. A adenosina desaminase especifica de RNA (ADAR) converte
adenosina para inosina, causando assim hipermutagfo de genomas de RNA
virais (21).

HulFNs possuem um amplo espectro de atividades biologicas
incluindo fung¢des antivirais, antitumorais e de imunorregulagdo. Os
potenciais clinicos de interferons humanos tém sido amplamente explorados e
estdo resumidos abaixo.

Com relagdo as aplicagdes antitumorais, os HulFNs podem
mediar  efeitos antitumorais tanto indiretamente pela regulagdo
imunomodulatéria e respostas antiangiogénicas quanto diretamente afetando a
proliferacdo ou diferenciagdo celular de células de tumor (22). A terapia com
interferon tem sido usada no tratamento de viérias leucemias (23), por
exemplo, leucemia de célula pilosa (24), leucemia miel6éide aguda e crénica
(25-27), osteossarcoma (28), carcinoma de células basais (29), glioma (30),
carcinoma de célula renal (31), mieloma multiplo (32), melanoma (33),
sarcoma de Kaposi (23) e doenga de Hodgkin (34). A terapia de combinagéo
de IFN-a com citarabina (ara-C), 5-FU, hidroxiuréia e IL-2 é bem estudada,
na maioria mostrando resultados significativamente melhores do que HulFN-

a sozinho (3). O tratamento sinérgico do cancer avancado com uma
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combina¢io de HuIFNs e temozolomida também tem sido descrito (35).

Com relagdo a aplica¢bes antivirais, HulFNs tém sido usados
clinicamente para terapia antiviral, por exemplo, no tratamento de AIDS (36),
hepatite viral incluindo hepatite B cronica, hepatite C (37, 38), infec¢do por
papilomavirus (39), infecgdo por herpes virus (40), encefalite viral (41) e na
profilaxia de rinite e infec¢Bes respiratérias (40).

HulFNs também tém sido usados clinicamente para terapia
antibacteriana (42), por exemplo, HulFN-y (43) e HulFN-y (43) em aerossol
tem sido usados em pacientes com tuberculose pulmonar resistente a
multiplos farmacos (44). HulFN-y tem sido usado em pacientes com
tuberculose cerebral resistente a multiplos farmacos (45).

HulFNs também tem sido usados clinicamente para terapia de
imunomodulagdo, por exemplo, para evitar rejeigdo de enxerto vs. hospedeiro,
ou para reduzir a progressio de doengas autoimunes, tais como esclerose
multipla (46, 47) e sindrome de Sjogren (48). IFN-£ esta aprovado pelo FDA
nos Estados Unidos para o tratamento de esclerose miultipla. Recentemente foi
descrito que pacientes com esclerose multipla tém a produgdo de interferons
do Tipo I e interleucina-2 diminuida (49). Além disso, a terapia de
imunomodulacdo com HulFN-a parece ser uma terapia eficaz na leucemia
mieldide crénica (CML) em pacientes recidivantes ap6s transplante de
medula 6ssea (50).

Com relagdo ao auxilio de vacinas, HulFNs tém sido usados
clinicamente como um adjuvante no tratamento de melanoma (51) e também
podem ser usados como adjuvante ou coadjuvante para aumentar ou simular a
resposta imune em casos de vacinago profilatica ou terapéutica para muitas
outras doengas (52).

HulFN-a2a foi o primeiro inibidor de angiogénese a ser usado
em testes clinicos e era eficaz em criangas par ao tratamento de hemangiomas

graves (53, 54). Outra indicagdo clinica é um tumor de células gigantes do
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osso. Kaban et al. relataram a regressdo dramatica de um grande, tumor de
células gigantes da mandibula recorrente e de rapido crescimento (55).

Embora HulFNs tenham muitas aplicagdes clinicas
importantes, eles exibem efeitos colaterais significativos além de outras
limitacdes. A maioria das citocinas, incluindo HulFNs, tem meias-vidas de
circulagfio relativamente curtas, ja que eles sdo produzidos in vivo para agir
localmente e transitoriamente. Como sdo administrados tipicamente COmMo
terapéuticos sistémicos, os HulFNs ndo precisam ser administrados com
frequéncia e em doses relativamente grandes. AdministragSes parenterais
freqiientes sdo inconvenientes e dolorosas. Além disso, efeitos colaterais
téxicos associados com a administragio de HulFNs sdo frequentemente tdo
severos que algumas pessoas ndo toleram o tratamento. Estes efeitos
colaterais sdio provavelmente associados com a administragdo sistémica de
altas dosagens. Além disso, em estudos clinicos foi descoberto que alguns
pacientes produzem anticorpos para rHulFN, o que neutraliza sua atividade
bioldgica (56).

Claramente, o desenvolvimento de novas proteinas de
interferon com poténcia aumentada é urgentemente necessario para varias
aplicagdes, por exemplo, terapias anticancer, assim como antiviral,
imunoterapia, antiparasitas, antibacteriana, ou qualquer condigdo ou situagdo
médica onde a atividade de interferon aumentada e/ou os efeitos colaterais
reduzidos é necessaria. Em geral, é muito provavel que os HulFNs
desempenhem um papel importante na préxima geragdo de terapias
antitumorais e antivirais (10).

E bem conhecido na técnica que os meios mais eficazes para
melhorar as propriedades farmacéuticas de farmacos de citocina sdo mutar a
proteina da citocina em si. Vdrias estratégias e técnicas para mutar peptideos
de interferon se desenvolveram ao longo do tempo. Geralmente, trés

estratégias sdo usadas atualmente para criar mutantes de HulFN-a.
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A primeira estratégia é fazer hibridos de IFN. Alguns
pesquisadores tomaram vantagem da presenca de sitios de clivagem de
endonuclease de restricdo (RE) de ocorréncia natural dentro das sequéncias
codificantes de IFN para unir fragmentos codificantes homdlogos (57, 58). A
produgdo de vérios de IFNs hibridos foi revista por Horisberger e Di Marco
(11); este artigo fornece uma visdo geral do processo de construgdo de tais
moléculas. Exemplos especificos de métodos para construgdo de interferons
hibridos sdo descritos. Alguns pesquisadores beneficiaram-se da amplificagdo
por PCR para construir IFN-as mutantes para assim criar fragmentos de acido
nucleico especificamente desejados e entdo ganhar o potencial de unir novas
partes de diferentes IFNs (59). A Patente U.S. No. 6.685.933 (60) também
descreve técnicas de amplificagio por PCR para fazer hibridos de IFN
humanos. Os hibridos de interferon podem ser criados dentro de um subgrupo
de interferon, tal como descrito na Patente U.S. No. 5.137.720 (61) e Patente
U.S. No. 6.685.933 (60) ou entre pelo menos dois grupos de classificagdo de
interferon distintos, tal como descrito na Patente U.S. No. 6174996 (62) e
Patente U.S. No. 6.685.933 (60). Além disso, os genes parentais do hibrido
podem vir de uma espécie (a maioria de humanos), por exemplo, hibridos
entre HulFN-a e HulFN-w, ou de mais de uma espécie de animal, por
exemplo, hibridos entre interferon-as de humano e murino (63).

Uma segunda estratégia para construir mutantes de interferon €
usar mutagénese pontual sitio-dirigida por introduzir alteragdes de um ou
mais nucleotideos em moléculas de DNA de IFN (64). Recentemente,
métodos de mutagio sistematica e computacionais sdo usados como um guia
para a mutagénese de proteinas (65).

Uma terceira estratégia para a construgdo de HulFNs Tipo 1 €
embaralhar fragmentos de gene de IFN que sdo criados por digestdo com RE,
amplificagdo por PCR, sintese quimica ou digestdo com DNAse, seguido por

PCR para unir aleatoriamente os fragmentos juntos e entdo amplifica-los. Os
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sequéncia de aminoacido pelo menos 85% idéntica a SEQ ID No: 2.
Preferivelmente, a proteina nfio é de ocorréncia natural e tem atividade
antiviral e antiproliferativa aumentada em comparagdo ao interferon alfa 2b
humano (HulFN-o2b). Por exemplo, a proteina pode ser uma atividade
antiviral pelo menos 2 vezes maior do que HulFN-a2b e atividade
antiproliferativa pelo menos 10 maior do que HulFN-a2b. Em modalidades
particulares, a sequéncia de aminoicido da proteina é pelo menos 90%
idéntica ou pelo menos 95% idéntica a SEQ ID No: 2.

A invengdo abrange vetores recombinantes que compreende a
sequéncia do polinucleotideo e as células hospedeiras que contém os vetores.
A invengdo também abrange fragmentos de polipeptideo que exibem
atividades bioldgicas tipo-interferon humano. A invengdo também inclui
construtos de proteina e outras composi¢des que exibem atividades biologicas
tipo-interferon, tais como conjugados que compreendem a proteina e outra
porgdo, tal como um polimero inorgénico. A inveng¢io ainda inclui métodos e
usos da proteina e das composi¢des para fins terapéuticos, por exemplo, como
agentes antivirais ou anticAncer. A invengdo também pode ser usada para o
tratamento de outras condi¢gdes responsivas a terapia com interferon.

Breve Descricdo das Figuras

A Figura 1 mostra uma sequéncia de DNA completa que
codifica uma nova proteina da invengdo referida aqui como Novaferon™
(SEQ ID No:1) (A). A Figura 1 também mostra a sequéncia de aminoacido
prevista de Novaferon (SEQ ID No:2) (B), e o alinhamento da sequéncia de
aminoacido de Novaferon com a sequéncia de DNA de Novaferon (C). O
primeiro aminoacido, cisteina, na proteina Novaferon madura é designado
como residuo 1.

A Figura 2 mostra o alinhamento da sequéncia de nucleotideo

do gene de Novaferon com o gene de HulFN-al4 (numero do Genebank:
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002172 ) (B). O primeiro aminoéacido, cisteina, na proteina Novaferon madura

é designado como residuo 1. Novaferon partilha aproximadamente identidade

de sequéncia de 93% (462/498) com HulFN-al4 ao nivel de nucleotideo e

5  identidade de sequéncia de aproximadamente 87% (144/166) ao nivel de

aminoacido. Nucleotideos divergentes estdo indicados por um espago em
branco na linha do meio.

A Figura 3 mostra o alinhamento da sequéncia de nucleotideo

do gene de Novaferon com o gene de HulFN-a2b (nimero do Genebank:

10 NM_000605) (A) e o alinhamento da sequéncia de aminoacido da proteina

Novaferon com a proteina HulFN-a2b (traduzida a partir do gene de HulFN-

a2b com o numero do Genebank: NM 000605) (B). O primeiro aminoacido,

cisteina, na proteina Novaferon madura é designado como residuo 1.
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A Figura 8 ¢ um grafico mostrando os efeitos antitumorais in
vivo de Novaferon e HulFN-a2b em camundongos nus com xenoenxertos de
cancer célon LS 180.

A Figura 9 é um grafico mostrando os efeitos antitumorais in
vivo de Novaferon e Hul[FN-a2b em camundongos nus com xenoenxertos de
leucemia humana HL 60(S).

Descricdo Detalhada

Através de toda a seguinte descrigdo, detalhes especificos sédo
descritos a fim de fornecer um entendimento mais completo da invengao.
Entretanto, a inven¢do pode ser praticada sem estes particulares. Em outros
casos, elementos bem conhecidos ndo foram mostrados ou descritos em
detalhes para evitar obscurecer desnecessariamente a invengdo.
Consequentemente, o relatorio descritivo e desenhos devem ser considerados
de uma forma ilustrativa e nio restritiva.

Definicdo dos Termos

Antes de descrever a presente invengdo em detalhes, deve ser
compreendido que esta invengdo ndo estd limitada as moléculas de proteina,
metodologia, protocolos, linhagens celulares, vetores e reagentes particulares
descritos ja que os mesmos podem variar. Também deve ser compreendido
que a terminologia usada aqui tem a finalidade de descrever modalidades
particulares apenas, e ndo € pretendida para limitar o escopo da presente
inven¢do que sera limitada apenas pelas reivindicagbes anexas.

A fim de tornar a invenc¢do descrita aqui mais completamente
compreendida, os seguintes termos sdo empregados e pretendidos como sendo
definidos conforme indicado abaixo. Deve ser compreendido que a
terminologia usada aqui tem a finalidade apenas de descrever as modalidades
particulares, e ndo deve ser pretendida para limitar o escopo da presente
invencdo que € limitada apenas pelas reivindicagOes anexas.

A menos que definido que outra forma, todos os termos
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técnicos e cientificos usados aqui tém os mesmos significados que o0s
comumente entendidos pelo versado na técnica a qual esta invengdo pertence.
Todas as publicacdes mencionadas aqui estdo incorporadas por meio deste por
referéncia com o propédsito de descrever e revelar as linhagens celulares,
vetores, e metodologias que sdo relatadas nas publicagbes e que poderiam ser
usadas em relagdo a invengfo. Nada aqui contido deve ser considerado como
uma admissdo de que a invengdo ndo estd qualificada para anteceder tais
revelagdes pelo fato de invengdo anterior.

O termo “interferon” se refere a uma familia de proteinas
secretadas produzidas por uma variedade de células eucariéticas mediante
exposi¢do a véarios estimulos ambientais, incluindo infecgdo viral, ou
exposi¢cdo a um mitégeno. Além de ter propriedades antivirais, os interferons
mostraram afetar uma grande variedade de fungBes celulares. Todas as
unidades de interferon sio expressas aqui com referéncia aos padrdes
internacionais do WHO, 94/786 (rHulFN-a consenso) e 95/650 (rHulFN-
a2a).

O termo “tipo-interferon” se refere as caracteristicas
funcionais e/ou estruturais exibidas por, ou similares a, interferons ou
analogos de interferon conhecidos. Por exemplo, “atividades biolégicas tipo-
interferon” inclui atividades antivirais e antiproliferativas. Outros exemplos
de atividades bioldgicas tipo-interferon s3o descritos aqui e poderiam ser
compreendidos por um versado na técnica. O termo no plural “atividades”
inclui o termo no singular “atividade”; isto é, a invengdo abrange proteinas
recombinantes ou outras proteinas ou construtos ou composi¢des de proteina
que exibem pelo menos uma atividade tipo-interferon.

O termo “interferon consenso” refere-se a um tipo de
interferon sintético tenso uma sequéncia de aminoacido que ¢ a média bruta
das sequéncias de todos os sub-tipos de alfa interferon conhecidos. Foi

relatado que o interferon consenso tem uma atividade de ativagé@o de células
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NK, antiproliferagdo e antiviral que qualquer subtipo de IFN-o humano
natural.

O termo “isolado” conforme usado aqui se refere a moléculas,
tais como DNA ou RNA, que foram removidas de seu ambiente nativo. Por
exemplo, moléculas de DNA recombinantes contidas em um vetor sdo
consideradas isoladas para os propésitos da presente invengdo. Exemplos
adicionais de moléculas de DNA isoladas incluem moléculas de DNA
recombinantes mentidas em células hospedeiras heterélogas ou moléculas de
DNA purificadas (parcialmente ou substancialmente) em solugio. DNA
“isolado” também inclui fragmentos de DNA de interesse, assim como acidos
nucleicos sintetizados quimicamente. Acidos nucleicos isolados podem
portanto ser produzidos de forma recombinante.

O termo “sequéncia de nucleotideo” se refere a uma sequéncia
de nucleotideos que compreende um oligonucleotideo, polinucleotideo ou
molécula de 4cido nucleico, e fragmentos ou porgdes suas. No caso de uma
molécula de DNA, a sequéncia pode compreender uma série de
desoxirrobonucleotideos e no caso de uma molécula de RNA a sequéncia
pode compreender uma série correspondente de ribonucleotideos. O
oligonucleotideo, polinucleotideo ou molécula de acido nucleico pode ser de
fita simples ou dupla e a sequéncia de nucleotideos pode representar a fita
senso ou antisenso.

Os termos “fragmento de oligonucleotideo” ou um “fragmento
de polinucleotideo”, “por¢do”, ou “segmento” ou “sonda” ou “iniciador” sdo
usados intercambiavelmente e se referem a uma sequéncia de residuos de
nucleotideo que tem pelo menos cerca de 5 nucleotideos de extens&o.
Preferivelmente os fragmentos podem ser usados para hibridizar a uma
sequéncia de nucleotideo alvo. Um iniciador serve como um ponto de inicio
para a polimerizacdo de nucleotideos catalisada pela DNA polimerase, RNA

polimerase, ou transcriptase reversa. Um fragmento ou segmento pode
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identificar de forma uUnica cada sequéncia de polinucleotideo da presente
invencdo. Preferivelmente o fragmento compreende uma sequéncia
substancialmente similar a SEQ ID NO: 1.

Os termos “proteina” ou “peptideo” ou “oligopeptideo” ou
“polipeptideo” se refere a moléculas sintéticas de ocorréncia natural ou
sintética que compreendem uma sequéncia de aminoacidos.

O termo “quadro aberto para leitura” ou ORF, significa uma
série de triplas de nucleotideo que codificam aminoéacidos sem nenhum cédon
de terminacdo e geralmente denota uma sequéncia traduzivel em uma
proteina.

O termo “sequéncia codificante de proteina madura” se refere
a uma sequéncia que codifica uma proteina ou peptideo sem uma sequéncia
de sinal ou lider. A proteina pode ter sido produzida pelo processamento na
célula que remove qualquer sequéncia lider/de sinal. A proteina pode ser
produzida sinteticamente ou pelo uso de apenas um polinucleotideo
codificando apenas a sequéncia codificante da proteina madura.

Os termos “purificado” ou substancialmente purificado”
conforme usados aqui significam que a proteina indicada estd presente na

auséncia substancial de outras macromoléculas biolégicas, por exemplo,

outras proteinas, polipeptideos e semelhantes. A proteina é purificada tal que

ela constitui pelo menos 95% em peso das macromoléculas biolégicas
presentes indicadas (mas 4gua, tampdes, e outras moléculas pequenas,
especialmente moléculas apresentando um peso molecular de menos do que
1000 daltons, podem estar presentes).

O termo “veiculo ou vetor de expressdo recombinante” se
refere a um plasmideo ou fago ou virus ou vetor, para expressar uma proteina
a partir de uma sequéncia de DNA (RNA). Um carreador de expressdo pode
compreender uma unidade transcricional que compreende um agrupamento de

(1) um elemento ou elementos genético(s) tendo um papel regulatéorio na
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expressdo génica, por exemplo, promotores ou intensificadores (2) uma
sequéncia codificante estrutural a qual ¢ traduzida em mRNA e traduzida em
uma proteina, e (3) sequéncias de iniciacio e terminagdo de transcri¢do
adequadas. Unidades estruturais pretendidas para uso em sistemas de
expressio de levedura ou eucaridticos, incluem preferivelmente uma
sequéncia lider que permite a secregdo extracelular de proteina traduzida por
uma célula hospedeira. Alternativamente, onde proteina recombinante ¢
expressa sem uma sequéncia lider o de transporte, ela pode incluir um residuo
amino terminal de metionina. Este residuo pode ou ndo ser subseqiientemente
clivado a partir da proteina recombinante expressa para fornecer um produto
final.

O termo “similaridade substancial” se refere a um 4acido
nucleico ou fragmento seu que tem um alto grau de identidade de sequéncia
com outro acido nucleico quando otimamente alinhados com o outro acido
nucleico ou sua fita complementar. A identidade ou homologia de sequéncia
pode ser determinada usando programa de analise de sequéncia, por exemplo,
BLASTN. Um primeiro 4cido nucleico é considerado ser substancialmente
similar a um segundo &cido nucleico se eles mostrarem identidade de
sequéncia de pelo menos cerca de 85 a 95% ou mais quando otimamente
alinhados. Por exemplo, para determinar identidade ou homologia de
sequéncia entre dois 4cidos nucleicos diferentes, o programa BLASTN
“BLAST 2 sequéncias” é usado. Este programa esta disponivel para uso
publico a partir do National Center for Biotechnology Information (NCBI) na
Internet (http://http.7/www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi) (69).

Como exemplo ndo limitante, tais comparagdes podem ser feitas usando o
programa ajustado para as configuragdes predeterminadas. Da mesma forma,
uma primeira proteina ou polipeptideo é considerado ser substancialmente
similar a uma segunda proteina ou polipeptideo se eles mostrarem identidade

de sequéncia de pelo menos cerca de 85% a 95% ou mais quando otimamente
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alinhados e comparados usando o programa BLAST (blastp) usando a
configuragdes predeterminadas.

Como ilustraciio adicional, um polinucleotideo que tem uma
sequéncia de nucleotideo pelo menos, por exemplo, 95% “idéntica” a uma
sequéncia de nucleotideo de referéncia que codifica uma proteina, significa
que a sequéncia de nucleotideo do polinucleotideo é idéntica a sequéncia de
referéncia exceto que a sequéncia de polinucleotideo pode incluir até cinco
mutacdes pontuais por cada 100 nucleotideos da sequéncia de nucleotideo de
referéncia que codifica a proteina. Em outras palavras, para se obter um
polinucleotideo tendo uma sequéncia de nucleotideo pelo menos 95% idéntica
a uma sequéncia de nucleotideo de referéncia, até 5% dos nucleotideos na
sequéncia de referéncia podem ser deletados ou substituidos por outro
nucleotideo, ou um numero de nucleotideos de até 5% dos nucleotideos totais
na sequéncia de referéncia podem ser inseridos na sequéncia de referéncia.

Os termos “complementar” ou “complementaridade”,
conforme usados aqui se referem a ligagdo natural de polinucleotideos sob
condi¢Bes de sal e temperatura permissivas por pareamento de bases. Por
exemplo, a sequéncia “A-G-T” se liga & sequéncia complementar “T-C-A”. A
complementaridade entre duas moléculas de fita simples pode ser “parcial”,
na qual apenas alguns dos 4cidos nucleicos se ligame, ou ela pode ser
completa quando existir complementaridade total entre as moléculas de fita
simples. O grau de complementaridade entre fitas de acido nucleico tem
efeitos significativos sobre a eficiéncia e a forga de hibridizagdo entre fitas de
acido nucleicos. Isto é de importancia particular em reagdes de amplificac¢do,
que dependem da ligag@o entre fitas de 4cido nucleico.

O termo “transformag¢do” significa introduzir DNA em um
organismo para que o DNA seja replicavel, tanto como um elemento
extracromossémico, quando por integracdo cromossémica. O termo

“transfec¢do” se refere a aquisi¢do de um vetor de expressdao por uma célula
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uma homologia de aproximadamente 93% (462/498) a HulFN-al4 e a
sequéncia de aminodcido tem uma homologia de aproximadamente 87%
(144/166) a HulFN-al4. Em comparagio a HulFN-a2b, o produto de
interferon humano mais amplamente usado, a homologia ¢ de
aproximadamente 89% no nivel dos nucleotideos (445/498) e de
aproximadamente 81% (135/166) no nivel dos aminoacidos, conforme
mostrado na Figura 3.

Com relagdo a IFN alfacon-1 sintético (interferon CONSenso),
Novaferon tem 91% de aproximadamente 91% de identidade de sequéncia no
nivel dos nucleotideos (453/498) e aproximadamente 84% de identidade de
sequéncia no nivel dos aminoacidos (140/166).

Conforme descrito em detalhes na se¢do experimental abaixo,
a sequéncia de nucleotideos de polinucleotideo (SEQ ID No: 1) foi
selecionada a partir de uma biblioteca de embaralhamento de DNA de
interferon humano. Resumidamente, a proteina Novaferon foi produzida por
transfecgdo de células hospedeiras com um vetor recombinante contendo a
sequéncia de polinucleotideo completa de SEQ ID No: 1. A proteina
Novaferon contida no sobrenadante da linhagem celular hospedeira foi
purificada e mostrada exibir atividades biolégicas tipo-interferon humano, tais
como fungdes antivirais e antiproliferativas,

Polinucleotideos e variantes

A nova sequéncia de polinucleotideo/molécula de 4acido
nucleico da presente invengdo consiste em 498 nucleotideos conforme
mostrado na FIG 1 (SEQ ID No: 1). Usando a informag&o fornecida aqui, tal
como a sequéncia de nucleotideos, uma molécula de acido nucleico da
presente invengdo codificando uma proteina Novaferon (SEQ ID No: 2) pode
ser obtida por expressdo recombinante, sintese quimica ou pelo uso de outros
procedimentos de bioldgica molecular usuais, tais cdo aqueles para

mutagénese de DNA.
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A invencio, além da molécula de 4cido nucleico isolada (SEQ
ID No: 1), também inclui moléculas de DNA tendo sequéncias que s@o
diferentes da sequéncia de DNA descrita em SEQ ID No: 1 mas, devido a
degeneracdo do cddigo genético, ainda codificam a mesma OuU
substancialmente mesma sequéncia de aminoicido da proteina Novaferon
(SEQ ID No: 2). Os codigos genéticos e preferéncias de cédon espécie-
especificas s3o bem conhecidos na técnica. Desta forma, seria de rotina para O
versado na técnica gerar as variantes degeneradas de sequéncias de DNA a
partir da sequéncia de DNA de SEQ ID No: 1, por exemplo, para otimizar a
expressdo de codons para um hospedeiro em particular (por exemplo, alterar
os cédons no mRNA humano para aqueles preferidos por um hospedeiro
bacteriano (tal como E. coli).

A invenc¢do ainda fornece uma molécula de acido nucleico
isolada que tem a sequéncia de nucleotideo mostrada na FIG 1 (SEQ ID No:
1), ou uma molécula de acido nucleico tendo uma sequéncia complementar a
sequéncia de 4cido nucleico em SEQ ID No: 1. A presente invengdo também
fornece informacgdo sobre e se refere aos vetores recombinantes, os quais
incluem as moléculas de 4cido nucleico isoladas da presente invengdo, e as
células hospedeiras contendo os vetores recombinantes, assim como, aos
métodos de fazer tais vetores e criar células hospedeiras que expressam a
proteina Novaferon, e usar as células hospedeiras para a produgdo de
Novaferon por técnicas recombinantes.

Com base na sequéncia de acido nucleico da presente invengao
(SEQ ID No:l1, Fig. 1 (A), a inven¢do abrange moléculas de 4cido nucleico
que sfo substancialmente similares a ela, tais como acidos nucleicos tendo
pelo menos cerca de 85 a 95% ou mais identidade de sequéncia a SEQ ID No:
1 quando otimamente alinhadas. Por exemplo, em um aspecto, acidos
nucleicos tendo cerca de 93%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de

sequéncia a sequéncia de nucleotideo mostrada em SEQ ID No: 1 estdo dentro
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do escopo da inven¢do, independente de se elas codificam proteina ou
polipeptideos tendo atividades bioldgicas similares ao Novaferon (tais
atividades incluem, mas ndo sdo limitadas a fungdes antivirais,
antiproliferativas, e antitumorais aumentadas, em comparagdo com HulFNs).
Tais moléculas de acido nucleico poderiam ser usadas, por exemplo, como
sondas para a detecgio de mRNA em células ja transfectadas com um vetor
contendo a sequéncia de nucleotideo da presente invengdo para a produgéo de
Novaferon. Em outras palavras, estas sequéncias de acido nucleico pelo
menos cerca de 93%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idénticas a sequéncia
mostrada em SEQ ID No: 1 poderiam ser usadas como marcadores para
determinar a expressdo dos genes heterdlogos em uma célula hospedeira.

Além disso, a invenc¢do inclui um polinucleotideo que
compreende qualquer porgdo de pelo menos cerca de 30 nucleotideos
contiguos, preferivelmente pelo menos cerca de 50 nucleotideos contiguos de
SEQ ID No: 1.

Mais geralmente, esta invengdo inclui e cobre os fragmentos
de qualquer e todas as moléculas de 4cido nucleico isoladas que sio idénticas
a(s) sequéncia(s) parcial(is) da sequéncia de nucleotideos mostrada na FIG. 1
(SEQ ID No: 1). Em uma modalidade tais fragmentos podem ter pelo menos
15 nucleotideos de comprimento e sdo Uteis como sondas de diagndstico e
iniciadores conforme discutido aqui. Além disso, esta invengdo inclui e sobre
fragmentos maiores que tem cerca de 50 nucleotideos ou mais de extens&o.

Além da sequéncia de acido nucleico descrita em SEQ ID No:
1 codificando a proteina Novaferon, a presente invengédo também inclui, mas
ndo ¢ limitada, as sequéncias de 4cido nucleico que codificam a sequéncia de
aminoacido da proteina Novaferon completa  junto com
aminoacidos/peptideo(s)/polipeptideo(s) ~ extra(s), por exemplo, uma
sequéncia lider secretéria adicionada.

Também incluidos na inven¢do sdo sequéncias de 4acidos
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nucleicos que tém a sequéncia de 4cido nucleico descrita em SEQ ID No: 1
assim como sequéncias ndo codificantes adicionais, incluindo, por exemplo,
mas nfo limitadas a, introns e sequéncias ndo codificantes 5’ e 3, tais como
as sequéncias transcritas nfo traduzidas que desempenham um papel na
transcri¢do, processamento de mRNA (isto €, sinais de unifo e poliadenilagao,
ligagdo de ribossomo e estabilidade de mRNA), e sequéncias codificantes
adicionais que codificam aminoacidos adicionais com ou sem
funcionalidades.

A presente invengéo ainda se refere as variantes das moléculas
de 4cido nucleico da presente inven¢do (SEQ ID No: 1), as quais codificam
por¢des, andlogos ou derivados da proteina Novaferon. As variantes podem
ser obtidas por pesquisa de uma biblioteca de embaralhamento de interferon
ou usando técnicas de mutagénese e/ou outras técnicas conhecidas descritas
na técnica.

Conforme explicado acima, tais variantes podem incluir
aquelas produzidas por inser¢des de nucleotideos, delegdes ou substituigoes.
As inser¢des, dele¢des ou substituigdes podem envolver um ou mais
nucleotideos. Estas muta¢des podem ocorrer nas posi¢des 5° e 3 terminais da
sequéncia de nucleotideo de referéncia ou em qualquer lugar entre estas
posi¢bes terminais, intercaladas individualmente entre nucleotideos na
sequéncia de referéncia ou em um ou mais grupos contiguos dentro da
sequéncia de referéncia. Alteragdes podem produzir substitui¢des, delegdes ou
adi¢des de aminoacido conservativas ou ndo conservativas. Especialmente
preferidos entre estes estdo substituigdes, adigdes e/ou delegdes silenciosas, as
quais ndo alteram as propriedades e atividades da proteina Novaferon ou suas
por¢des. Também especialmente preferidos com relagdo a isto sdo
substitui¢des conservativas.

Um aspecto da invengdo fornece uma molécula de acido

nucleico isolada que compreende um polinucleotideo que tem uma sequéncia
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de nucleotideo pelo menos 93% idéntica, e mais preferivelmente pelo menos
cerca de 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica a um polinucleotideo
selecionado a partir do grupo que consiste em: (a) uma sequéncia de
nucleotideo que codifica a proteina Novaferon tendo a sequéncia de
aminodcido completa em SEQ ID No: 2 (isto €, posi¢bes 1 a 166 de SEQ 1D
No: 2); e (b) uma sequéncia de nucleotideo que codifica um fragmento
biologicamente ativo da proteina de (a); e (c) uma sequéncia de nucleotideo
complementar a qualquer uma das sequéncias em (a) ou (b) acima.

Devido a degeneracdo do cédigo genético, um versado na
técnica reconhecera imediatamente que um grande nimero de moléculas de
acido nucleico tendo uma sequéncia pelo menos cerca de 93%, 95%, 96%,
97%, 98%, ou 99% idénticas & sequéncia de 4cido nucleico da sequéncia de
acido nucleico mostrada em FIG. 1 (SEQ ID No: 1) codificardo uma proteina
tendo atividade similar ou idéntica a proteina Novaferon. De fato, ja que
variantes degeneradas codificam todas a mesma proteina, ficara claro para o
versado na técnica mesmo sem realizar um ensaio de comparagdo. Ainda sera
reconhecido na técnica que, para tais moléculas de acido nucleico que ndo séo
variantes degeneradas, um numero razoavel também codificara uma proteina
tendo atividades biolégicas tipo-interferon. Isto é devido ao fato de que o
versado na técnica estd completamente ciente de substitui¢des de aminoacido
que sdo tanto menos provaveis ou improvaveis de afetar significativamente a
funcdo da proteina (por exemplo, substitui¢do de um amino4cido alifatico por
um segundo amino4cido alifatico), conforme descrito adicionalmente abaixo.
Por exemplo, instrugdes em relagio a como fazer substitui¢Ses de aminoacido
fenotipicamente silenciosas é fornecida por Bowie et al (70), em que os
autores indicam que muitas proteinas sfo tolerantes a substituicdes de
aminoacidos.

Variantes e construtos de proteina e polipeptideo

A presente invengdo abrange a proteina Novaferon de SEQ
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ID:2 e variantes de proteinas ou polipeptideo que sdo substancialmente
similares a elas, tais como proteinas que nio ocorrem naturalmente, tendo
pelo menos cerca de 85 a 95% ou mais identidade de sequéncia de
aminoacido a SEQ ID No: 2. Por exemplo, proteinas que nio ocorrem
naturalmente, tendo pelo menos cerca de 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou
99% de identidade de sequéncia a sequéncia de aminoacido mostrada em SEQ
ID No: 2 estio dentro do escopo da invengdo. Adicionalmente, a proteina

Novaferon da invencdo pode ser modificada estruturalmente pela fusdo dela

~ com outras proteinas ou fragmentos de proteina ou outras moléculas com a

finalidade de aumentar suas fung¢des e propriedades. Exemplos incluem, mas
nio sdo limitados a fundir a mesma com outras proteinas/fragmentos de
proteina para aumentar sua expressdo ou para estabilizar adicionalmente a
proteina Novaferon.

Em uma modalidade, a sequéncia de 4cido nucleico
codificante de Novaferon e/ou proteinas Novaferon da inven¢do podem ser
marcadas com um marcador diferente do estrutural.; “Marcado” aqui significa
que um composto da sequéncia de 4cido nucleico (SEQ ID No: 1) ou a
proteina Novaferon (SEQ ID No: 2) foi ligada com pelo menos um elemento,
isdtopo ou outros quimicos (marcadores) para permitir a detec¢do do
composto. Em geral, marcadores sio de trés classes: a) marcadores isotopicos,
que podem ser radioativos ou is6topos pesados; b) marcadores imunes, que
podem ser anticorpos ou antigenos; e c) corantes coloridos ou fluorescentes.
Os marcadores podem ser incorporados no composto em qualquer posigéo.

Uma vez feita, a proteina Novaferon também pode ser
modificada covalentemente. Um tipo de modificagdo covalente inclui tratar a
proteina Novaferon com um agente de derivagdo que ¢ capaz de reagir com
cadeias selecionadas ou com os residuos N- ou C-terminais da proteina
Novaferon. A derivagio com agentes bifuncionais € util, por exemplo, para

reticulagio da proteina Novaferon a uma matriz de suporte insoluvel em agua
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ou superficie para uso na purificagdo de anticorpos anti-Novaferon ou ensaios
de pesquisa. Agentes de reticulagio comumente usados incluem 1,1-
bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldeido, ésteres de N-hidroxisuccinimida
(por exemplo, ésteres com 4cido 4-azidosalicilico), imidoésteres
homobifuncionais incluindo ésteres de disuccinimidila tais como 3,3’-
ditiobis(succinimidilpropionato), maleimidas bifuncionais tais como bis-N-
maleimido-1,8-octano e agentes tais como metil-3-[(p-
azidofenil)ditio]propioimidato.

Outras modificagdes da proteina Novaferon incluem:
desamidacio dos residuos de glutaminila e asparaginila para os residuos de
glutamila e aspartila correspondentes, respectivamente; hidroxilagdo de
prolina e lisina; fosforilagio de grupos hidroxila de residuos de serila e
treonila; metila¢do dos grupos amino das cadeias laterais de lisina, arginina, e
histidina (71); acetilagdo da amina N-terminal; e amidagdo de qualquer grupo
carboxila C-terminal.

Outro tipo de modificagdo covalente da proteina Novaferon da
presente inven¢do compreende alterar o padrdo de glicosilagdo nativo da
proteina. Isto pode ser obtido, por exemplo, por (1) deletar e/ou adicionar uma
ou mais por¢des de carboidrato encontradas na sequéncia nativa da proteina
Novaferon, ou (2) adicionar e/ou deletar um ou mais sitios de glicosilagdo que
ndo existem na sequéncia nativa da proteina Novaferon.

A adi¢do de sitios de glicosilagdo & proteina Novaferon pode
ser obtida por alterar a sequéncia de aminoacido da proteina Novaferon. A
alteracdo pode ser feita por exemplo, pela adi¢do de, ou substitui¢do por, um
ou mais residuos de serina ou treonina a sequéncia nativa da proteina
Novaferon (por sitios de glicosilagdo O-ligados). A troca da sequéncia de
amino4cido da proteina Novaferon poderia ser obtida através de alteragdes no
nivel do DNA, particularmente por mutar a sequéncia de DNA que codifica a

proteina Novaferon em bases de nucleotideo pré-selecionadas para que os
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cédons alterados possam ser traduzidos nos aminoécidos desejados.

Outro meio de aumentar os niimeros de porgdes de carboidrato
na proteina Novaferon é por acoplamento quimico ou enzimético de
glicosideos & proteina. Tais métodos sdo descritos na técnica, por exemplo, ja
em 1981, Aplin JD e Wriston JC Jr. Descreveram a preparagdo, as
propriedades e aplica¢des de conjugados de carboidrato de proteinas e lipidios
(72).

A remocdo das porgdes de carboidrato apresentadas na
proteina Novaferon pode ser realizada quimicamente ou enzimaticamente ou
por substituigio mutacional dos cédons que codificam os residuos de
aminoacido que servem como alvos para glicosilagdo. Técnicas de
desglicosilagdo quimica sdo conhecidas na técnica e descritas, por exemplo,
por Edge AS et al. (73). A clivagem enzimatica das porgdes de carboidrato
em polipeptideos pode ser obtida pelo uso de uma variedade de endo- e exo-
glicosidases conforme descrito por Thotakura et al (74).

Tais construtos derivatizado podem incluir por¢des que
melhorar a solubilidade, absor¢do, e permeabilidade através da barreira
hematoencefalica, meia-vida bioldgica, etc. tais porgdes ou modificagées da
proteina Novaferon podem alternativamente eliminar ou atenuar quaisquer
possiveis efeitos colaterais indesejaveis da proteina e semelhantes. Por¢oes
capazes de mediar tais efeitos sfo reveladas, por exemplo, em Remington:
The Science and Practice of Pharmacy. (75).

Outro tipo de modificagdo covalente de Novaferon
compreende ligar a proteina Novaferon a um de uma variedade de polimeros
ndo-proteinaceos, por exemplo, polietileno glicol, polipropileno glicol, ou
polioxialquilenos, por exemplo, da maneira descrita nas Patentes Americanas
Nos. 4.640.835 (76); 4.496.689 (77); 4.791.192 (78) ou 4.179.337 (79).

Além disso, a proteina Novaferon da presente invengdo

também pode ser modificada de modo a formar moléculas quiméricas
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compreendendo uma proteina Novaferon fundida a outro polipeptideo ou
sequéncia de aminoacido heteréloga. Em uma modalidade, tal molécula
quimérica compreende um composto de fusdo de uma proteina Novaferon
com um polipeptideo sinalizador que fornece um epitopo ao qual um
anticorpo anti-sinalizador pode ser ligar seletivamente. O sinalizador de
epitopo é geralmente colocado na terminagfio amino ou carboxila da proteina
Novaferon. A presenca de tais formas sinalizadas de epitopos de uma proteina
Novaferon pode ser detectada usando um anticorpo contra o polipeptideo do
sinalizador. Ainda, o fornecimento do sinalizador de epitopo permite que a
proteina Novaferon seja facilmente purificada por purificagdo de afinidade
usando um anticorpo anti-sinalizador ou outro tipo de matriz de afinidade que
se ligue ao sinalizador de epitopo. Em uma modalidade alternativa, a
molécula quimérica pode compreender um composto de fusdo de uma
proteina Novaferon com uma imunoglobulina ou uma regido/fragmento
particular de uma imunoglobulina. Por exemplo, para formar uma forma
bivalente da molécula quimérica, a proteina Novaferon poderia ser fundida a
regido Fc de uma molécula de IgG.

Varios polipeptideos sinalizadores e seus respectivos
anticorpos sio bem conhecidos na técnica. Exemplos incluem sinalizadores de
poli-histidina (poli-his) ou poli-histidina-glicina (poli-his-gly); o polipeptideo
de sinalizador de HA de flu e seu anticorpo 12CAS5 (80); o sinalizador de c-
myc e os anticorpos 8F9, 3C7, 6E10, G4, B7 e 9E10 para eles (81); e o
sinalizador de glicoproteina D (gD) de Herpes Simples e seu anticorpo (82).
Outros polipeptideos sinalizadores incluem o peptideo-Flag (83); o
sinalizador de peptideo do peptideo do epitopo de tubulina (84) e da proteina
10 do gene T7 (85).

Além disso, a proteina Novaferon da presente invengdo pode
ser produzida por procedimentos sintéticos quimicos conhecidos daqueles

versados na técnica. Por exemplo, polipeptideos de até cerca de 80 a 90
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residuos de aminodcido de comprimento podem ser produzidos em um
sintetizador de peptideo disponivel comercialmente modelo 433A (Applied
Biosystems, Inc., Foster City, CA EUA). Além disso, peptideos de maior
extensdo sintetizados quimicamente de até 120 bp estdo disponiveis
5 comercialmente, por exemplo, por Bio-synthesis, Inc. Lewisville, TX EUA).

Desta forma, conforme sera facilmente apreciado, a proteina Novaferon de
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A presente invengdo também se refere aos vetores
recombinantes que consistem das moléculas de DNA isoladas da presente
inven¢do, as células hospedeiras que sfo manipuladas/transfectadas
geneticamente com os vetores recombinantes, e & produgdo da proteina
Novaferon ou seus fragmentos por técnicas recombinantes. O vetor pode ser,
por exemplo, um plasmideo, um fago, um vetor viral ou retroviral. Vetores
retrovirais pode ser competentes para replicagdo ou defeituosos para
replicagdo. No ultimo caso, a propagagdo viral geralmente ocorrera apenas
nas células hospedeiras complementares. Exemplos descrevendo em detalhes
a produ¢io de Novaferon sdo descritos abaixo.

Vetores preferidos para a expressdo da proteina Novaferon da
presente invengdo incluem, mas ndo sdo limitados, aos vetores que
compreendem regides de controle cis-atuantes eficazes para expressdo em um
hospedeiro operacionalmente ligado ao polinucleotideo a ser expresso.
Fatores trans-atuantes apropriados sfo fornecidos pelo hospedeiro, por um
vetor complementar ou pelo vetor em si pela introdugdo no hospedeiro.

A sequéncia de 4cido nucleico revelada na presente invengdo
(SEQ ID No: 1) pode ser operacionalmente ligada a um promotor apropriado.
“Promotor” aqui significa qualquer sequéncia de acido nucleico capaz de se
ligar a RNA polimerase ¢ iniciar uma transcrigdo de um extron (geralmente a
jusante (3°)) da sequéncia codificante para a proteina Novaferon em mRNA.
Um promotor bacteriano tem uma regidio de iniciagdo da transcri¢do que esta
geralmente colocada na terminagdo 5’ da sequéncia codificante. Essa regido
de iniciacdo da transcrigdo inclui, tipicamente, um sitio de ligagdo a RNA
polimerase e um sitio de iniciagdo da transcrigdo. Sequéncias que codificam
enzimas da via metabodlica fornecem sequéncias promotoras particularmente
Gteis. Exemplos incluem sequéncias promotoras derivadas de enzimas que
metabolizam agucar, tais como galactose, lactose e maltose e sequéncias

derivadas de enzimas biossintéticas, tal como triptofano. Promotores de
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bacteriofago também podem ser usados e sdo conhecidos na técnica. Além
disso, promotores sintéticos e promotores hibridos também sdo uteis; por
exemplo, o promotor tfac é um hibrido das sequéncias promotoras rp € lac.
Adicionalmente, um promotor bacteriano pode incluir promotores que
ocorrem naturalmente de origem n#o bacteriana que tem a habilidade de se
ligar 3 RNA polimerase bacteriana e iniciar a transcrigdo. Os promotores
bacterianos preferidos incluem, mas nio sfo limitados aos promotores de E.

coli laci, trp, phoA e lacZ, os aos promotores T3 e T7, ao promotor gpt, aos
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aqueles do virus do sarcoma de Rous (“RSV”). Sequéncias promotoras
preferidas para expressio em levedura incluem o promotor induzivel
GAL1/10, os promotores do gene da alcool desidrogenase, enolase,
glicoquinase, glicose-6-fosfato isomerase, gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase, hexoquinase, fosfofrutoquinase, 3-fosfoglicerato mutase,
piruvato quinase, e de fosfatase acida.

Vetores para propagagio e expressdo também incluem
geralmente um ou mais marcadores selecionaveis. Tais marcadores podem ser
adequados para amplificagio ou os vetores podem conter marcadores
adicionais para esse prop6sito. Nesse aspecto, os vetores de expressdo contém
preferivelmente um ou mais genes marcadores selecionaveis para fornecer
uma caracteristica fenotipica para a selegdo das células hospedeiras
transfectadas, embora aqueles versados na técnica reconhecam que certos
sistemas de marcadores selecionaveis possam ser fornecidos em vetores
separados. Marcadores preferidos incluem, por exemplo, genes de resisténcia
a ampiclina (Amp), tetraciclina (Tet) ou higromicina (HYG) para cultura em
E. coli e outras bactérias. Marcadores selecionaveis de levedura incluem
ADE2, HIS4, LEU2, TRP1, e ALG7 que conferem resisténcia a tunicamicina;
o gene da neomicina fosfotransferase, que confere resisténcia a G418; e o
gene CUP1, que permite que a levedura cres¢a na presenga de ions de cobre.
Marcadores selecionaveis em célula animal incluem o gene de diidrofolato
redutase (DHFR), genes de resisténcia & neomicina (Neo) ou higromicina
(HYG).

Além disto, vetores para propaga¢do € expressdo comumente
contém um ou mais sitios de inicia¢do da transcri¢do, terminagdo e, na regido
transcrita, um sitio de ligagdo ao ribossomo para tradugdo. A porgdo
codificante dos transcritos expressa pelos construtos inclui preferivelmente
um cédon de iniciagdo da traducdo no inicio e um coédon de terminagdo

(UAA, UGA ou UAG) apropriadamente posicionado no final da sequéncia de
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DNA a ser traduzida. A selecio de promotores, terminadores, marcadores

selecionaveis, vetores e outros elementos é uma questfo de planejamento de

rotina dentro do nivel de habilidade comum da técnica. Varios de tais

elementos estio descritos na literatura e estdo disponiveis através de
5 fornecedores comerciais.

Os seguintes vetores estio comercialmente disponiveis e sdo
preferidos para uso em bactérias: pBV220 (86) e seus derivados de Shanghai
Sangon; série pQE da Qiagen; vetores pET da Qiagen; vetores pBS, vetores
Phagescript, vetores Bluescript, pNH8A, pNHI16a, pNHI18A, pNH46A da

10  Stratagene; e ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRIT5 de Pharmacia.

Entre os vetores eucarioticos preferidos estdo vetores pCl da Promega,
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de controle apropriadas, pode ser introduzido usando uma variedade de
técnicas conhecidas, em uma célula hospedeira apropriada adequada para
expressio de uma proteina desejada.Representantes de tais hospedeiros
adequados incluem células bacterianas, tais como células de E. coli, Bacillus
subtilis, Streptomyces; células de levedura, tais como Pichia pastoris; células
de inseto, tais como células de Drosophila S2 e Spodoptera Sf9; células de
mamifero, tais como CHO e COS; e células de planta. Hospedeiros para uma
grande variedade de construtos de expressdo sfo bem conhecidos e aqueles
versados na técnica serdo capazes de, com a informagéo descrita na presente
invencdo, selecionar prontamente um hospedeiro para expressar a proteina
Novaferon descrita na SEQ ID No: 2.

Células hospedeiras podem ser manipuladas geneticamente
para incorporar polinucleotideos que codificam Novaferon e expressar
proteinas Novaferon da presente invengdo. Por exemplo, polinucleotideos que
codificam Novaferon podem ser introduzidos nas células hospedeiras usando
técnicas de transfeccdo conhecidas. Tais métodos estdo descritos em varios
manuais de laboratério padronizados, tais como aqueles discutidos por
Kingston (87). Polinucleotideos que codificam Novaferon podem ser
introduzidos/transfectados sozinhos ou com outros polinucleotideos. Tais
outros polinucleotideos podem ser introduzidos independentemente, co-
introduzidos ou introduzidos juntamente com os polinucleotideos que
codificam Novaferon descrito na SEQ ID No: 1.

Por exemplo, polinucleotideos que codificam Novaferon da
invengdo podem ser transfectados para células hospedeiras junto com um
polinucleotideo separado que codifica um marcador selecionavel para co-
transfeccio e selegdo do marcador em células de mamiferos.
Alternativamente, polinucleotideos que codificam Novaferon podem ser
incorporados em um vetor que contém uma sequéncia de DNA que codifica

um marcador selecionavel para induzir a propagag¢io nas células hospedeiras.
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As células hospedeiras manipuladas transfectadas com os
vetores que contém o polinucleotideo que codifica Novaferon podem ser
cultivadas em meios nutrientes convencionais que podem ser modificados
especificamente para ativar promotores, selecionar transformantes ou
amplificar os genes alvo. Condi¢gdes de cultura tais como temperatura, pH,
etc., sdo ajustadas e adequadas para as células hospedeiras selecionadas
expressar a proteina Novaferon da presente invencéo.

Sinais de secre¢do adequados podem ser incorporados € co-
expressos com a proteina Novaferon para promover a secregdo do
polipeptideo de proteina traduzido na luz do reticulo endoplasmatico, no
espago periplasmatico ou no meio extracelular.

Purificagdo

Um tipo de célula hospedeira adequado ¢ geralmente
selecionado para a expressdo da proteina alvo recombinante, dependendo da
natureza da proteina alvo e da consideracdo de outras condig¢des, tais como
custos de produgdo, se facilmente amplidvel, tamanho da produgéo industrial,
etc. Os clones das células transfectadas que expressam a proteina alvo com o
maior rendimento s3o entdo selecionados e o clone final com a expressdo
6tima é denominado de linhagem celular de expressdo da proteina alvo e
usado para a produgfio da proteina alvo. A linhagem celular que expressa a
proteina alvo € cultivada em um meio contendo varios nutrientes. Para o
crescimento 6timo das células e/ou expressdo Otima da proteina alvo, varios
agentes ou condig¢des sdo usadas para induzir o promotor seletivo incorporado
com a sequéncia de cDNA da proteina alvo no vetor transfectado. Se o tipo de
célula hospedeira/sistema de expressdo ¢ de bactéria, as células cultivadas sé@o
coletadas do meio, tipicamente por centrifugagdo. Os corpos das células
coletadas sfo rompidos por meios fisicos ou quimicos e os extratos brutos
coletados, que contém a proteina alvo sintetizada, sdo retidos para purificagao

posterior da proteina. Os métodos aplicados para o rompimento das células
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microbianas incluem, mas ndo s3o limitados a séries de congelamento-
descongelamento, sonica¢do, rompimento mecanico ou uso de agentes que
lisam as células. Tais métodos sdo bem conhecidos por aqueles versados na
técnica.

Os inventores usaram a bactéria E. coli como a célula
hospedeira parar a expressio da proteina Novaferon recombinante. Como
descrito abaixo, E. coli foi transfectada com o vetor que continha a sequéncia
de polinucleotideos que codifica Novaferon e uma cepa de E. coli que teve a
expressdo 6tima da proteina Novaferon foi selecionada para a produgdo da
proteina Novaferon. Uma vez sintetizada, a proteina pode ser retida no
citoplasma como granulos insoltiveis ou pode ser secretada no citoplasma de
forma soliivel. No primeiro caso, os granulos sdo recuperados apés a lise dos
corpos celulares e desnaturada usando, por exemplo, isotiocianato de
guanidina ou uréia. O re-enovelamento do polipeptideo desnaturado/proteina
Novaferon é entio obtido pela dilui¢do do desnaturado com uma solugdo
diluida em excesso ou pela dialise contra uma solugdo de uréia e uma
combinag¢do de glutationa reduzida e oxidada, seguido pela dialise contra uma
solugdo salina tamponada. No ultimo caso, a proteina pode ser diretamente
recuperada, sem desnaturagdo, do espago periplasmatico na forma soluvel e
funcional ap6s o rompimento das células coletadas. Por evitar os
procedimentos de desnaturagdo e re-enovelamento, a proteina Novaferon
soluvel ndo € danificada e nfo contém moléculas de proteina deformadas ou
mal enoveladas.

Os inventores descobriram que uma porgdo significativa da
proteina Novaferon sintetizada produzida na linhagem celular de E. coli foi
secretada no citoplasma. Essa por¢do foi purificada como descrito abaixo.

Ensaios de Atividade e Usos Médicos

Como indicado acima, a proteina Novaferon mostra homologia

de sequéncia com varios membros da familia do interferon, em particular com
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a proteina de interferon traduzida pelo mRNA de HulFN-al4 (F1G.2).
HulFN-o mostrou ter uma ampla faixa de atividades biolégicas incluindo
atividades antiviral, anti-proliferativa e de imunomodulagéo (10).

Com tal homologia 4 HulFN-a, Novaferon ¢ esperada exibir
funcdes bioldgicas similares como HulFN-a, incluindo mas n#o se limitando
a inibicdo de proliferagdo de tumor, atividades anti-virais, ativagdo de célula
NK e modulacfio do sistema imune. De importéncia particular ndo € apenas a
retencdo de propriedades funcionais semelhantes as de HuIFN-a mas também
a poténcia aumentada dessas fungdes biolégicas da proteina Novaferon em
comparagdo com HulFN-a. Para verificar e determinar a poténcia de suas
propriedades funcionais, as atividades biolégicas da proteina Novaferon
foram entio determinadas usando os ensaios classicos e de rotina in vitro
designados para detectar as propriedades antivirais e anti-proliferativas. Como
descrito na segdo experimental abaixo, a poténcia in vivo das propriedades
anti-proliferativas da proteina Novaferon foi ainda observada em modelos
animais de virios tipos de cincer humana e comparada com HulFN-a assim
como um agente quimico anti-cancer em alguns experimentos.

Viarios ensaios adequados para determinar as atividades de
HulFN s3o bem conhecidos na técnica. Os inventores empregaram OS
sistemas de ensaio baseados em célula in vitro para determinar as atividades
anti-virais e anti-proliferativas. Os mesmos ensaios iz vitro foram usados para
todos os procedimentos e experimentos relacionados com a presente
invencdo, que incluiram, mas nfo se limitaram ao rastreamento da biblioteca
de embaralhamento de gene de interferon Tipo I humano, selegdo de
Novaferon das proteinas expressas da biblioteca de embaralhamento de gene
de interferon Tipo I humano e determinagfio das atividades biolégicas da
proteina Novaferon recombinante pura.

Existem muitos ensaios que medem as atividades anti-virais de

amostras/agentes de teste pela observagdo do grau de resisténcia de células a
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virus (88). Trés bioensaios principais foram usados para medir as atividades
antivirais de HulFN e seus hibridos. Eles s3o classificados de acordo com os
métodos de determinagdo de varios aspectos do virus nas células cultivadas.

O ensaio para determinar a inibicdo de efeitos citopaticos
induzidos por virus mede o grau de redugdo de efeitos citopaticos liticos
induzidos por virus nas células cultivadas com pré-tratamento com IFN. Esse
ensaio pode ser realizado em placas de 96 pogos (89) e tem sido amplamente
usado para HulFN-a ja que ele fornece um método simples para rastrear um
grande nimero de amostras.

A inibi¢do da formagdo de placa de virus é outro método de
quantificar as atividades anti-virais de HulFN em culturas de tecido. Os
resultados de um ensaio de redugdo de placa sdo independentes da
multiplicidade da infec¢do. Além disso, uma redugdo de 50% na formacgdo de
placa € mensuravel com alta precisdo. Usando o virus onipresente da
estomatite vesicular (VSV) para induzir a formagio de placa, por exemplo,
pode-se determinar o perfil de atividade de espécies interligadas de um IFN
recombinante em particular pelo rastreamento de numerosas linhagens
celulares de diferentes espécies de animais (90).

O terceiro ensaio € baseado na determinac¢ido da redugdo do
rendimento do virus. A produgio de virus é medida, geralmente durante um
unico ciclo de crescimento celular, pela quantidade de virus liberado. Esse
ensaio € particularmente util para testar as atividades anti-virais de IFN contra
virus que nfo causam efeitos citopaticos ou que ndo constroem placas nas
culturas de célula alvo. Nesse teste, entretanto, a multiplicidade de infecgédo
afeta o grau aparente de protegdo induzida por uma concentragédo fixa de IFN
(91).

As atividades antivirais de Novaferon foram medidas por um
ensaio de inibigdo de efeito citopatico usando células WISH e o virus da

estomatite vesicular (VSV). As atividades anti-virais foram determinadas e
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calibradas pelo uso de amostras de referéncia padronizadas de padrdes
internacionais da OMS: 95/650 (rHulFN-a2a) e 94/786 (tHulFN-a consenso).
Uma unidade de atividade antiviral é definida como a quantidade de proteina
necesséria para se obter 50% de inibi¢do dos efeitos citopaticos de VSV sobre
células cultivadas. Como descrito posteriormente abaixo, a atividade da
proteina Novaferon foi de 2,5 X 10° IU/mg, que & cerca de 12,5 vezes maior
do que aquela de HulFN-a2b. Esses testes demonstram que as propriedades
anti-virais de Novaferon sdo extremamente aumentadas em comparagdo com
HulFN-a2b. Essa poténcia contra o virus aumentada, exibida pela proteina
Novaferon, fornece a base para uma predicdo de efeitos anti-virais
aumentados in vivo em humanos. Baseado na natureza de HulFNs, é razoavel
esperar um perfil anti-virus muito amplo para Novaferon. Em outras palavras,
Novaferon deve ser mais potente contra um amplo espectro de virus do que
HulFNs naturais. A potencia anti-virus aumentada de Novaferon pode ser
traduzida em melhores efeitos anti-virus ou melhores efeitos terapéuticos em
tratamento clinico para pacientes com varias doengas virais.

Como explicado acima, os IFNs também inibem a proliferagcdo
celular e exibem potentes efeitos anti-tumorais através de uma variedade de
mecanismos. Varios testes anti-proliferagdo in vitro foram estabelecidos
usando sistemas de cultura celular e estdo bem descritos na técnica. A
proliferacdo celular nesses ensaios pode ser medida pela contagem do nimero
de células; bioensaio com cristal violeta (92, 93); quimiosensibilidade a
corante vermelho neutro (94-96); incorporagio de nucleotideos
radiomarcados (97); incorporagdo de 5-bromo-2’-desoxiuridina (BrdU) no
DNA de células proliferativas (98); uso de sais de tetrazdlio (99, 100).

A linhagem celular linfoblastéide humana Daudi é muito
sensivel ao efeito anti-proliferativo de HulFN-a e seu crescimento em
culturas em suspensio facilita a quantificagdo de seus nimeros de células

(101). Essa linhagem celular tem sido usada para medir a atividade anti-
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proliferativa de HuIFN-a e hibridos por muitos anos (102). Outras linhagens
celulares também sdo usadas para testar a atividade anti-proliferativa de um
agente de teste.

As atividades anti-proliferativas da proteina Novaferon foram
observadas in vivo pela observagdo da inibi¢do do crescimento da massa
tumoral pela administragio de Novaferon a modelos com animais com varios
tipos de xenoenxertos de tumor humano. Os efeitos anti-tumor in vivo de
Novaferon foram comparados com HuIlFN-a2b e também em alguns modelos
de xenoenxerto com agente quimico anti-tumor.

Como descrito em detalhes abaixo, os inventores descobriram
que a atividade anti-proliferativa de Novaferon in vitro, medida pelo uso do
método com a linhagem celular padronizada Daudi, era 400 vezes mais
potente do que HulFN-a2b natural, que exibe provavelmente, as atividades
anti-proliferativas mais potentes entre todos os HulFNs naturais. A poténcia
anti-proliferativa aumentada de Novaferon foi ampla e universal, ja que ela
exibiu mais poténcia ou inibigdo aumentada, do que HulFN- a2b natural em
todas as linhagens celulares de cincer humano testadas in vitro pelos
inventores. Isso indica que a inibi¢do potente de cancer humano por
Novaferon ndo é seletiva. Apesar da extensdo de suas atividades anti-
proliferativas aumentadas contra todos os tipos de linhagens celulares de
cancer humano testadas ter variado, Novaferon tem o potencial para ser um
amplo agente anti-cdncer em tratamento clinico. Essa € uma vantagem
significativa sobre agentes quimicos anti-cincer, anticorpos monoclonais e
outros agentes anti-cancer especificos para o alvo.

Os experimentos com modelo de xenoenxerto em animal
descritos abaixo estabeleceram ainda que:

(1). Os efeitos anti-proliferativos in vivo de Novaferon eram

muito aumentados ou mais potentes em comparagdo com HulFN-a2b natural.

(2). Os efeitos anti-proliferativos in vivo de Novaferon, em
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doses muito menores, foram melhores do que o agente quimico testado, 5-
Fluorouracil (5-FU) no mesmo modelo de xenoenxerto.

(3). Novaferon foi capaz de alcangar 90% de inibi¢do do
crescimento do cAncer em modelos de xenoenxerto, mas ndo induziu perda de
peso, alteragdes de atividade e outros efeitos colaterais negativos nos animais
tratados, o que foi um nitido contraste com a perda de peso significativa e
reducio de atividade nos animais tratados com 5-FU.

Esses resultados indicam que as propriedades anti-
proliferativas in vitro e in vivo de Novaferon sdo muito intensificadas,
comparando com HulFN-a2b natural. A poténcia anti-proliferativa aumentada
de Novaferon é traduzida em inibi¢do efetiva (>90%) do crescimento de
tumor humano em um modelo animal com camundongo e essa inibig&o
parece funcionar muito amplamente para todos os tipos de cénceres humanos
testados e melhor do que o agente quimico anti-cancer classico, 5-FU. Esses
resultados também indicam que a potente inibi¢do do crescimento de célula
cancerosa de Novaferon ¢ muito especifica contra a célula cancerosa, mas nao
contra as células normais como confirmado pela observagéo de alimentagdo €
comportamento ativo normais e auséncia de perda de peso em animais
tratados com Novaferon. Assim, Novaferon tem o potencial de funcionar em
todos ou na maioria dos cinceres humanos.

Em uma modalidade preferida, a(s) molécula(s) completa(s)
ou parcial(is) da proteina Novaferon (SEQ ID No: 2), feita(s) por tecnologias
recombinantes usando a sequéncia de polinucleotideo de SEQ ID No. 1 ou
sintetizada(s) quimicamente, poderia(m) ser aplicada(s) ao tratamento e/ou
prevencio de qualquer e/ou todos os tumores e canceres de origem humana ou
de origem ndo-humana, em humanos e/ou espécies ndo humanas. Estes
tumores, por exemplo, incluem mas néo sdo limitados a, sarcoma osteogénico,
mieloma multiplo, doenga de Hodgkin, linfoma nodular fracamente

diferenciado, leucemia linfocitica aguda, leucemia miel6ide agida, carcinoma
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de mama, melanoma, papiloma, e carcinoma nasofaringeo, cancer de colon,
cancer de figado e melanoma.

Em uma modalidade preferida, a(s) molécula(s) completa(s)
ou parcial(is) da proteina Novaferon (SEQ ID No: 2), feita(s) por tecnologias
recombinantes usando a sequéncia de polinucleotideo de SEQ ID No. 1 ou
sintetizada(s) quimicamente, poderia(m) ser aplicada(s) ao tratamento e/ou
prevencio de qualquer e/ou todas as doengas virais em humanos e/ou espécies
ndo-humanas. Exemplos das infec¢Ses virais suscetiveis incluem, mas néo séo
limitadas, a encefalomiocardite viral, influenza e outras infec¢des virais do
trato respiratério raiva e outras zoonoses virais e infec¢des por arbovirus,
assim como ceratite por herpes simples, conjuntivite hemorragica agida,
varicela zoster, e hepatite B e C, SARS e gripe das aves, sindrome da
imunodeficiéncia humana (AIDS, HIV).

Em uma modalidade preferida, a(s) molécula(s) completa(s)
ou parcial(is) da proteina Novaferon (SEQ ID No: 2), feita(s) por tecnologias
recombinantes usando a sequéncia de polinucleotideo de SEQ ID No. 1 ou
sintetizada(s) quimicamente, poderia(m) ser aplicada(s) ao tratamento e/ou
prevencdo de qualquer e/ou todas as desordens relacionadas ao sistema imune
em humanos. Exemplos das desordens imunes, incluem, mas nfo s&o
limitadas a artrite reumatica, esclerose miltipla, e diabetes da sindrome de
Sjogren. A proteina Novaferon também pode ser aplicada para evitar rejei¢io
de enxerto vs. Hospedeiro.

Em uma modalidade preferida, a(s) molécula(s) completa(s)
ou parcial(is) da proteina Novaferon (SEQ ID No: 2), feita(s) por tecnologias
recombinantes usando a sequéncia de polinucleotideo de SEQ ID No. 1 ou
sintetizada(s) quimicamente, poderia(m) ser aplicada(s) ao tratamento e/ou
prevengio, como um imunoadjuvante, para qualquer e/ou todas as doengas da
angiogénese. Exemplo de doengas de angiogénese incluem mas ndo sao

limitadas a hemangiomas, neovasculatura induzida por tumor, degeneragao
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macular relacionada com a idade e retinopatia diabética.

A proteina Novaferon, sozinha ou junto com quaisquer outras
proteinas/matérias de carreador ou outros construtos, pode ser administrada a
humanos e/ou espécies ndo humanas, em quaisquer preparagdes/formulagdes
farmaceuticamente  aceitaveis = em quaisquer  vias/métodos de
administragdo/liberagdo, que incluem mas n#o s3o limitados a ingestdo oral,
inalagdo, pulverizagdo intranasal, inje¢do intraperitoneal, intravenosa,
intramuscular, intralesional ou subcutinea.

Preparagdes/formulagdes farmacéuticas contendo a proteina
Novaferon como o ingrediente ativo poderiam ser fitas por incorporar um
carreador sélido ou liquido apropriado, nas formas de liquidos, sélidos, semi-
s6lidos, e/ou quaisquer outras formas clinicamente aceitaveis, tais como
comprimidos, pilulas, pds, solugdes ou suspensdes liquidas, lipossomos,
supositérios, solugdes injetaveis ou para infusdo. As preparagdes/formulagdes
contendo Novaferon poderiam ser feitas pelo uso de carreadores, materiais €
métodos convencionais que sdo descritos na técnica ou geralmente aceitos
pela pratica da industria farmacéutica. As preparagdes/formulagdes contendo
Novaferon também poderiam ser feitas pelo uso de métodos néo
convencionais, que nio foram descritos na técnica nem usados pela industria
farmacéutica.

Por exemplo, as formula¢gBes parenterais s3o geralmente
fluidos injetdveis que consistem nos materiais farmaceuticamente €
fisiologicamente aceitdveis tais como agua, salina fisioldgica, outras solugoes
salinas balanceadas, dextrose aquosa, glicerol etc. Além disso, os fluidos
injetaveis poderiam conter também além da proteina Novaferon, outras
proteinas como carreadores, tais como preparagdes de albumina sérica
humana ou plasma. As preparagdes/formulagdes farmacéuticas também
podem conter quantidades menores de substincias auxiliares atéxicas, tais

como agentes umectantes ou emulsificantes, conservantes e agentes
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tamponantes do pH (por exemplo, acetato de sodio ou monolaurato de
sorbitano). Métodos de formulag¢do sfo bem conhecidos na técnica e s@o
revelados, por exemplo, em Remington: The science and Practice of
Pharmacy. Phamaceutical Sciences (75).

As  prepara¢des/formulagdes de proteina Novaferon
particulares poderiam ser determinadas pelas aplicagdes e/ou métodos de
administragdo clinicos pretendidos, e poderiam ser feitos por qualquer
versado na técnica usando técnicas conhecidas. Por exemplo, além de fluidos
injetaveis, formulagdes topicas e orais podem ser empregadas. Preparagoes
tépicas podem incluir, mas ndo sdo limitadas a colirios, unguentos, e sprays.
Formulag¢des orais incluem mas nfo sdo limitadas as formas de liquido (por
exemplo, xaropes, solugdes ou suspensdes), ou solido (por exemplo, pos,
pilulas, comprimidos os capsulas). Para preparagdes/formulagdes solidas,
carreadores solidos atoxicos incluem, mas ndo s@o limitados aos graus
farmacéuticos de manitol, lactose, amido ou estearato de magnésio.
Procedimentos e/ou métodos reais de fazer estas preparagdes/formula¢des sdo
conhecidos, ou ficardo claros, para os versados na técnica (75).

As preparac¢des/formulagdes farmaceuticamente aceitaveis da
proteina Novaferon podem ser administradas a humanos e/ou espécies néo
humanas em uma variedade de formas, que incluem, mas nio s8o limitadas a,
liberacdo oral, subcutdnea, intravenosa, intranasal, transdérmica,
intraperitoneal, intramuscular, intrapulmonar, vaginal, retal, ou intraocular, e
no tratamento de feridas, aplicada diretamente no local.

As concentragdes/quantidades da proteina Novaferon nas
preparagdes/formulagdes podem variar de >0 a 1,0 molar e/ou >0 a 100%
(peso/peso) dependendo da pratica clinica. As doses exatas, intervalos de
administracdo e a duragdo do tratamento de cada e/ou todas as
preparacdes/formulagdes de Novaferon serd determinada por teste clinicos,

pelas condigdes de doenga, pelo estado do paciente, e por fornecedores de
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cuidados com a saide. Em uma modalidade preferida, devido a degradagdo da
proteina, a liberagdo sistémica versus localizada, e a taxa de sintese de novas
proteinas, assim como idade, peso corporal, satde geral, sexo, dieta, momento
de administra¢do, interacdo com farmacos, e severidade da condigdo, etc,
ajustes da administragdo de proteina Novaferon incluindo, mas ndo sendo
limitados as doses individuais e/ou totais, intervalos de administra¢do, a
dura¢do do tratamento, € os cursos necessdrios de tratamento podem ser
necessarios, serdo determindveis com experimentagdo de rotina por aqueles
versados na técnica.

Em uma modalidade preferida, a meia vida dentro da
circulacio da proteina Novaferon apdés a administragdo aos corpos de
humanos e/ou espécies ndo humanas pode ser alterada. As mudangas incluem,
mas ndo sdo limitadas a extensdo ou ao encurtamento da meia-vida de
Novaferon in vivo. A extensdo da meia-vida in vivo da proteina Novaferon
pode ser obtida de varias formas, as quais incluem, mas ndo sdo limitadas a:

(1) Formagdo de complexo entre uma molécula de Novaferon
e um anticorpo monoclonal. Tal anticorpo poderia preferivelmente conectar-
se a proteina Novaferon em locais que nio prejudicam materialmente suas
fungdes terapéuticas (103).

(2) Complexo de fusdo de Novaferon com outras
proteinas/polipeptideos. A molécula Novaferon pode ser fundida
recombinantemente a outras proteinas/polipeptideos, tal como um fragmento
da regido constante de uma imunoglobulina (Fc) (104).

(3) Conjugacdo da proteina Novaferon. Por exemplo, a
proteina Novaferon pode ser conjugada com polimeros ndo antigénicos, tais
como polietileno glicol ou porgdes de polialquileno glicol relacionadas (105 a
108).

Em outras modalidades preferidas, um composto terapéutico

poderia ser conjugado a um anticorpo, preferivelmente um anticorpo de
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proteina Novaferon. O composto terapéutico pode ser um agente citotoxico.
Neste método, os agentes citotoxicos podem ser direcionados, pela ligagdo do
anticorpo conjugado para as moléculas de Novaferon, para o tecido ou células
tumorais, destruindo e reduzindo assim o nuimero de células afetadas para
obter uma reducgéo nos sintomas do cancer. Agentes citotoxicos incluem, mas
ndo sdo limitados a, fairmacos citotéxicos, toxinas ou fragmentos ativos de tais
toxinas, e radioquimicos. Toxinas adequadas e seus fragmentos
correspondentes incluem cadeia A de difteria, cadeia A de exotoxina, cadeia
A da glicina, cadeia A da abrina, curcina, crotina, fenomicina, enomicina e
semelhantes.

Em uma modalidade preferida, a sequéncia de extens&@o
completa, as sequéncias parciais, e/ou a sequéncia regulatéria da sequéncia de
polinucleotideo que codifica Novaferon (SEQ ID No: 1) pode ser usada em
administracdo relacionada com terapia génica por qualquer versado na
técnica. A aplicagdio antisenso, baseada na sequéncia de polinucleotideo
codificante da proteina Novaferon (SEQ ID No: 1) também pode ser usada
como terapia génica (isto €, para incorporagio no genoma) ou cOmoO
composi¢des antisenso, conforme sera observado por aqueles versados na
técnica.

Em aplica¢des de terapia génica, os genes sdo introduzidos nas
células para se obter sintese in vivo das proteinas-alvo codificadas por estes
genes. A terapia génica convencional atinge efeitos terapéuticos sustentados
por um Unico tratamento ou administragdo repetida de DNA ou mRNA
terapeuticamente eficaz. Por outro lado, RNAs e DNAs antisenso também
podem ser usados como agentes terapéuticos para bloquear a expressao de
certos genes in vivo. Ja foi mostrado que oligonucleotideos antisenso curtos
podem ser liberados dentro de células onde agem como inibidores (109).

Em uma modalidade preferida, a sequéncia de polinucleotideo

codificante de proteina Novaferon (SEQ ID No: 1), com extensdo completa
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ou parcial, pode ser usada como vacinas de DNA. Vacinas de DNA nu sdo
geralmente conhecidas na técnica (110). Métodos para as aplicagdes do gene
codificante de Novaferon (SEQ ID No: 1), de extensio completa ou parcial,
copo vacinas de DNA, sio bem conhecidos daqueles versados na técnica, €
incluem, mas nio sdo limitados a colocar o gene ou por¢do do gene de
Novaferon sob o controle de um promotor para a expressdo do comprimento
total ou parcial da proteina Novaferon em humanos e/ou espécies ndo
humanas.

Exemplos

Os seguintes exemplos servem para descrever mais
completamente a maneira de usar a invengo acima descrita, assim como para
descrever os melhores modos contemplados para realizar varios aspectos da
invencdo. E entendido que esses exemplos ndo servem de modo algum para
limitar o verdadeiro escopo dessa invengdo, mas de preferéncia séo
apresentados com propoésitos ilustrativos. Todas as referéncias citadas aqui
estdo expressamente incorporadas por referéncia em sua totalidade.

Exemplo 1. Amplificacio por PCR de genes de IFN-a
humano a partir de cDNAs de leucocito humano

mRNA total foi extraido de leucécitos humanos do sangue
periférico. A preparagido de cDNA foi pré-formada usando o kit Advantage™
RT-for-PCR Kit (Clontech, Mountain View, CA, EUA) e um iniciador de
sintese de cDNA (oligo dT18) de acordo com as recomendagdes do
fabricante.

A amplificagdo de cDNAs de IFN-a humano foi feita pela
tecnologia de PCR em um termociclador MJ PTC, usando as seguintes
condi¢des: 2,5 ul de tampdo de amplificagdo pfx 10x (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA), 0,75 pl de dNTPs a 10 mM, 0,5 ul de MgSO,4 a 25 mM, 0,25 ul de
Platinum pfx DNA Polymerase (2,5 U/pl; Invitrogen, Carlsbad, CA, US), 0,75
ul de cDNA, 0,75 ul de iniciador 5° (10 uM; IFNaO5: 5°-TGGTGCTCAGCT
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(A/G)CAAGTC-3"),(SEQ ID No:3), 0,75 pl de mistura de iniciador 3’ (1,7
UM cada;
I[FNaO3-1 : 5' -AATC ATTTCC ATGTTG(A/G) ACC AG-3' (SEQ ID
No:4);
IFNaO3-2: 5 '-AATCATTTCCCGGTTGTACCAG-S '(SEQ ID No:5);
IFNa03-3: 5 '-AATCATTTCCATGTTGAAACAG-SXSEQ ID NO:6);
IFNaO3-4: 5 '-AATCATTTCAAGATGAGCCCAG-S-(SEQ ID NO:7);
IFNaO3-5: 5 '-AATGATTTTCATGTTGAACCAG-S-(SEQ ID NO:8);
IFNaO3-6: 5'-AATCATTT(C/G)(C/G)ATGTTGAACCAG-3"(SEQ ID
No:9);
IFNa03-7: S-GATCATTTCCATGTTGAATGAG-SXSEQ ID NO: 10);
IFNa03-8: 5'-GAGTCGTTTCTGTGTTGGATCAG-SXSEQ ID NO: 11).

Os produtos de PCR amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,0%, removidos, purificados em gel e foram
clonados no vetor pCRII-TOPO ou pCR-4-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA) de acordo com as recomendagdes do fabricante. O sequenciamento
automatico foi realizado em uma mistura Prism Ready Reaction Dye
Termination em um seqiienciador automatico ABI (PE Applied Biosystems,
CA, EUA).

J4 que ndo foram encontrados insertos desejados para as
sequéncias codificantes de IFNa6, IFNa7 e IFNal6 nos clones acima, 0s
PCRs foram conduzidas novamente sob as condi¢des acima com excegédo dos
iniciadores tipo-especificos. Para amplificagdo especifica de IFNa6, os
iniciadores 5’ e 3’ foram IFNaO5: 5’- TGGTGCTCAGCT(A/G)CAAGTC-3°
(SEQ ID NO:3) e IFNa03-8: 5° GAGTCGTTTCTGTGTTGGATCAG-3’
(SEQ ID No:11), respectivamente. Para amplifica¢do especifica de [FNa7, os
iniciadores 5’ e 3” foram IFNa7UO: 5 - ATGCCCCTGTCCTTTTCTTTAC-
3’ (SEQ ID No: 12) e uma mistura de molaridade igual de IFNaO3-5 e

IFNaO3-6, respectivamente. Para amplificacdo especifica de IFNal6, os
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iniciadores 5’ e 3’ usados foram IFNa7UO e IFNaO3-7: 5-
GATCATTTCCATGTTGAATGAG-3’ (SEQ ID No: 10). Os fragmentos
amplificados foram clonados no vetor pCRII-TOPO ou pCR-4-TOPO e
sequenciados como acima.

Todos os genes clonados de IFN-alfa Tipo I humano foram
alinhados individualmente com as sequéncias de DNA do Genebank. Os
nimeros de acesso de nucleotideos do GeneBank para esses genes referidos
aqui sdo: NM_024013(IFN-al), NM_000605 (IFN.-a2), NM_010504 (IFN-
a4), NM_010505 (IFN- a5), NM_008335 (IFN-a6), NM_008334 (IFN-a7),
NM_008336 (IFN-a8), NM 002171 (IFN-a10), NM 002172 (IFN-al4),
NM_ 002173 (IFN-al6), NM_021268 (IFN-a17), NM_002175 (IFN-a21).

Exemplo 2. Construcao de bibliotecas de embaralhamento
de plasmideos que carregam HulFN Tipo I

Para construir plasmideos carregando a sequéncia codificante
de um dos IFN-as Tipo I, 15 pares de oligonucleotideos com sitios de
restricdo de BamHI e EcoRI foram sintetizados (Genentech, Sdo Francisco do
Sul, CA, EUA), baseados na regido codificante de cDNA individual para
proteinas IFN Tipo I humanas maduras. Os nimeros de acesso de nucleotideo
do GeneBank para essas proteinas referidas aqui sdo: NM_024013 (IFN-al),
NM_000605 (IFN- a2), NM 010504 (IFN-a4), NM 010505 (IFN-a5),
NM_008335 (IFN-a6), NM 008334 (IFN-a7), NM_ 008336 (IFN-a8),
NM_002171 (IFN-al10), NM 002172 (IFN-al4), NM 002173 (IFN-a16),
NM 021268 (IFN-a17), NM 002175 (IFN-a21). Os iniciadores e plasmideos
construidos no Exemplo 1 como moldes foram usados em uma PCR
padronizada (111). Os produtos resultantes foram clivados com
endonucleases de restricio (REs) BamHI e EcoRI e clonados no vetor de
expressdo de E. coli pBVB, que é um plasmideo de expressdo derivado de
pBV220 (86) contendo um sitio de BamHI e um sitio de EcoRI em sua regido

de clonagem multipla. Esses construtos finais foram todos verificados por
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analise de sequéncia de DNA (PE Applied Biosystems, EUA).

Os fragmentos de DNA contendo a ORF de IFN foram
amplificados por PCR usando um par de oligonucleotideos, BVF4: 5’-
AGGGCAGCATTCAAAGCAG-3> (SEQ ID No: 13) e BVR3: 5’-
TCAGACCGCTTCTGCGTTCTG-3’ (SEQ ID No: 14), e pelo uso de
plasmideos carregando HulFN Tipo I previamente construidos. Os produtos
resultantes foram misturados em quantidades iguais e submetidos a digestéo
por DNase I e ligagdo por PCR de acordo com o procedimento descrito por
Stemmer (112).

Os produtos de PCR unidos foram ainda amplificados por um
par de iniciadores internos: BVF: 5’-GAAGGCTTTGGGGTGTGTG-3’ (SEQ
ID No: 15) e BVR: 5>~ AATCTTCTCTCATCCGC-3’ (SEQ ID No: 16),
seguido por digestio com BamHI e EcoRI e clonados de novo no vetor de
expressdo de E. coli pBVB clivado com as REs BamHI e EcoRI. Esses
construtos finais foram todos verificados por analise de sequéncia de DNA.
Os plasmideos carregando os genes embaralhados de HulFN-a foram
transformados em células de E. coli competentes DH5a.

Em todos os procedimentos de PCR acima, ou amplificagdo
por PCR ou ligagdo por PCR, foi usada DNA polimerase regular (New
England Biolab, MA, EUA) ao invés de DNA polimerase de alta fidelidade.

Exemplo 3. Seleciio de bibliotecas de embaralhamento

Células de E. coli DH5a recentemente transformadas foram
cultivadas durante a noite em uma placa de LB a 37°C. Colonias isoladas
foram individualmente selecionadas e inoculadas em 100 pl de meio LB
contendo 50 pg/ml de ampicilina em placas de 96 pogos. As coldnias foram
agitadas a 250 rpm a 30°C. Apos serem cultivadas durante a noite, 10 p de
culturas bacterianas foram inoculadas em duplicata em 100 pl de meio LB
contendo 50 pg/ml de ampicilina em placas de 96 pogos. As placas originais

(assim chamadas de placas estoque) foram temporariamente armazenadas a



10

15

20

25

50

4°C. As células nas placas duplicadas foram cultivadas a 30°C até que OD600
atingiu 0,4 e foram entfo induzidas por 42°C. Apos 4 horas de indugdo pelo
calor, as culturas de bactéria foram diretamente levadas para um congelador a
-80°C para iniciar o ciclo de congelamento-descongelamento. Apods 2 ciclos
de congelamento-descongelamento, a suspensio de bactérias/lisado foi diluida
até a concentracdo desejada e exposta a cultura de célula de Daudi para um
teste anti-proliferagdo (101) ou cultura de célula Wish para um teste antiviral
(113).

Em cada ciclo de etapas de selegdo, 20.000 colénias foram
selecionadas primariamente e cerca de 100 colénias com as maiores
atividades anti-proliferativa e antiviral foram selecionadas para teste de
confirmagdo posterior. As culturas bacterianas selecionadas em placas-
estoque foram estriadas sobre placas LB contendo 50pg/ml de ampicilina.
Colonias isoladas foram cultivadas durante a noite a 37°C, retiradas e
inoculadas em 1 ml de meio LB contendo 50 pg/ml de ampicilina em tubos de
teste. As bactérias em tubos foram cultivadas durante a noite a 30°C com
agitacdo a 250 rpm. Entdo, 40 ul de bactérias cultivadas foram inoculados em
um de outro conjunto de tubos contendo 1 ml de LB com ampicilina (50
png/ml). As amostras foram entdo submetidas as etapas de expressdo por
indugdo, coleta de cultura celular, tratamento com ciclos de congelamento e
descongelamento e teste anti-proliferativo ou antiviral conforme descrito
acima em relagéo as etapas de selegdo primaria.

Em cada ciclo das etapas de selecéo, cerca de 20 colonias com
a atividade anti-proliferativa e antiviral mais elevada foram escolhidas apods
teste de confirmagdo para fazer plasmideos e seus insertos foram
seqiienciados automaticamente. Os insertos tendo uma sequéncia de DNA
unica foram ainda amplificados com o uso de um par de iniciadores de PCR
BVBF: 5’-ACCATGAAGGTGACGCTC-3’ (SEQ ID No: 17).; e BVR: 5°-
AATCTTCTCTCATCCGC-3° (SEQ ID No:16), que s3o sequéncias
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flanqueadoras & montante e 4 jusante dos sitios de clonagem multipla do vetor
pBVB respectivamente. Os produtos de PCR amplificados foram usados no
proximo ciclo de construgdo da biblioteca de embaralhamento.

Cinco ciclos de etapas de selegdo foram realizados com base
no aumento da atividade anti-proliferativa e da antiviral.

Exemplo 4. Expressio e purificacio de proteina
recombinante Novaferon em E. coli.

A proteina Novaferon (SEQ ID NO:2) foi expressa em E. coli.
O quadro de leitura da SEQ ID NO:1 com a adigfo artificial do cédon de
iniciacio ATG foi clonada no vetor induzivel por temperatura pBVB sob o
controle do promotor APRPL (114). O plasmideo de expressdo de Novaferon,
pBVBNF, foi transformado em células DHS5a. Colénias isoladas foram
retiradas individualmente e inoculadas em 2 ml de meio LB contendo
50pg/ml de ampicilina e incubadas a 30°C por 8 horas. Depois, os 2 ml das
bactérias cultivadas foram ainda incubados com 50 ml de meio contendo
50pg/ml de ampicilina durante a noite a 30°C com agitagdo. Na manha
seguinte, as bactérias cultivadas durante a noite foram semeadas em uma
proporgdo de 1:10 ~ 1:20 em um grande volume de meio LB contendo
50pg/ml de ampicilina e incubadas a 30°C com agitagdo. Quando as culturas
atingiram a fase semi-logaritmica de crescimento (A550 = 0,5 a 0,6) a
temperatura de incubagdo foi rapidamente elevada para 42°C e mantida por 4
horas a fim de induzir a expressdo de Novaferon. Ap6s 4 horas de indugéo
pelo calor, as células bacterianas foram centrifugadas e lavadas com PBS
(NaCl 137 mM, KCl1 2,7 mM, Na,HPO, 10mM, KH,PO, 2mM) 3 vezes e
entdo armazenadas a -80°C antes de proceder a purificagio.

A maioria das moléculas da proteina Novaferon eram solaveis
no sistema de produgio de E. coli descrito aqui, embora elas fossem
superexpressas no citoplasma. Assim, as células foram rompidas por digestao

com lisozima em tampdo de lise Cell Lysis (Tris-Cl (pH 8.0), EDTA 1 mM
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(pH 8.0), NaCl 100 mM (115). O lisado foi ainda sonicado a fim de romper as
células intactas remanescentes e moléculas ligadas de DNA. Entdo, o lisado
foi centrifugado.

As moléculas da proteina soliuvel Novaferon nos
sobrenadantes foram sequencialmente purificadas por cromatografia
hidrofébica, de troca de ion e filtragdo em gel. Primeiro, os sobrenadantes
foram carregados e passados através da coluna Phenyl Sepharose 6 Fast Flow
Column (GE Healthcare, EUA). A seguir, as fragdes contendo a proteina
Novaferon foram aplicadas & coluna POROS 50 D (Applied Biosystems,
EUA). Em terceiro lugar, as fragdes contendo as moléculas de NoVaferon
foram submetidas a purificagdo por POROS 50 HSColumn (Applied
Biosystems, EUA) e, finalmente, as moléculas de Novaferon coletadas foram
purificadas ainda por HiLoad 26/100 Superdex 75pg (Amersham, EUA).

A pureza da proteina Novaferon pura foi verificada por analise
com SDS-PAGE 15%. A proteina recombinante Novaferon pura mostrou-se
como uma Unica banda com um peso molecular (MW) de 19 a 20 KDa. A
analise de espectrometria de massa indicou que a pureza da molécula de
Novaferon purificada era de >98% e o peso molecular era de 19313 dalton,
que era idéntico ao peso molecular previsto de 19315 dalton de sua sequéncia
de aminoacidos.

Exemplo 5. Expressio e purificacio de HulFN-a2b
recombinante em E. coli

O plasmideo de expressdo de HulFN-a2b, pBV2b, contendo a
regido codificante de cDNA para a proteina madura de HulFN-a2b (namero
de acesso de nucleotideo do GeneBank NM 000605), que esta sob o controle
do promotor APRPL induzivel pelo calor. A expressio de HulFN-a2b foi
realizada seguindo os protocolos descritos por Joseph S e David WR (116).

O plasmideo de expressdo, pBV2bF, foi transformado em

células DHS5-a. Colénias isoladas foram retiradas individualmente e
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inoculadas em 2 ml de meio LB contendo 50 pg/ml de ampicilina e incubadas
a 30°C por 8 horas. Entdo, os 2 ml de bactérias cultivadas foram ainda
incubados com 50 ml de meio contendo 50 pg/ml de ampicilina durante a
noite a 30°C com agitagdo. Na manhi seguinte, a cultura de bactérias foi
semeada em uma propor¢do de 1:10 ~ 1:20 em um grande volume de meio
LB contendo 50 pg/ml de ampicilina e incubadas a 30°C com agitagéo.
Quando as culturas atingiram a fase semi-logaritmica de crescimento (A550 =
0,5-0,6) a temperatura de incubagio foi rapidamente elevada para 42°C e
mantida por 4 horas a fim de induzir a expressdo de HuIFN-a2b. Apds 4 horas
de indugdo pelo calor, as células bacterianas foram centrifugadas e lavadas
com PBS (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na,HPO, 10mM, KH,PO, 2mM) 3
vezes e entdo armazenadas a -80°C antes de proceder a purificagdo.

A proteina HulFN-a2b era expressa insoluvelmente no sistema
de expressio de E. coli descrito aqui e assim, os procedimentos de
recuperac¢do do corpo de inclusio e lavagem foram conduzidos de acordo com
os protocolos descritos em Molecular Cloning (115). Resumidamente, as
células bacterianas coletadas foram re-suspensas em tampdo Cell Lysis I
(Tris-Cl (pH 8.0), EDTA 1 mM (pH 8.0), NaCl 100 mM) e lisadas com
lisozima e sonicagdo. Os corpos de inclusdo foram lavados 3 vezes com
tampdo Cell Lysis II gelado (tamp&o de lise celular I suplementado com
Triton X-100 a 0,5% (v/v)).

Os corpos de inclusdo recuperados foram rompidos pela
suspensdo em guanidina 7N em temperatura ambiente com agitagdo por 4
horas. Ap6és uma centrifugaco por 15 minutos a 4°C, a proteina desnaturada
foi re-enovelada em tampio Borex 0,15 M pH 9,5 por 48 horas a 4°C. O pH
foi ajustado para 7,4 com HCI na ultima etapa de re-enovelamento.

A solugdo contendo HulFN-a2b re-enovelada foi entdo
purificada por cromatografia de troca de ion, hidrofdbica e filtracdo em gel.

Primeiro, a solugéo foi aplicada e passada através da coluna Phenyl Sepharose
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6 Fast Flow Column (GE Healthcare, EUA). A seguir, as fragdes contendo
HulFN-a2b foram aplicadas a POROS 50 D Column (Applied Biosystems,
EUA). Em terceiro lugar, as fragdes contendo HulFN-a2b foram submetidas
a purificagio por POROS 50 HSColumn (Applied Biosystems, EUA).
Finalmente, as moléculas de HulFN-a2b coletadas foram purificadas ainda
por HiLoad 26/100 Superdex 75pg (Amersham, EUA). A proteina HulFN-
a2b pura mostrou-se como uma unica banda na analise com SDS-PAGE 15%
e sua pureza da era >98% como confirmada por Espectrometria de Massa.

Exemplo 6. Determina¢io da atividade antiviral de
Novaferon

A atividade antiviral foi determinada usando o sistema WISH-
VSV como descrito nos protocolos classicos descritos por Armstrong JA
(113). No primeiro dia, células WISH (ATCC, No. de catalogo CCL 25)
foram semeadas em placas de 96 pogos em uma densidade de 14.000
células/poco e incubadas a 37°C. 24 horas mais tarde, Novaferon diluida
seriadamente 2 vezes, HuIFN-a2b, padrdes internacionais de IFN humano da
OMS ou meio de cultura puro foram adicionados em cada pogo e incubados a
37°C por outras 24 horas. No terceiro dia, o meio foi removido e substituido
por meio contendo 1000 PFU de Virus da Estomatite Vesicular (VSV, ATCC,
No. de catalogo VR-1421). As células foram incubadas de novo por 24 horas
a 37°C e foram entfio lavadas com 0,85% de NaCl para remover as células
mortas. Depois, as placas da cultura foram imersas em solugdo fixadora de
corante (cristal violeta 0,5%, formalina 5% (V/V), etanol 50% (V/V) e NaCl
0,85%) por 1 hora. A solugdo fixadora de corante foi entdo decantada e as
microplacas foram enxaguadas abundantemente com agua corrente e deixadas
secar. As células coradas foram dissolvidas por 0,2 ml de 2-metoxietanol. As
placas foram lidas a 550 nm em um Model Opsys MR (Thermo Labsystems,
EUA) para o bioensaio de cristal violeta.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e as
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amostras de Novaferon e HulFN-a2b foram testadas na mesma placa. As
atividades anti-virais de Novaferon e HulFN-a2b preparadas aqui foram
testadas em paralelo e as unidades anti-virais (unidade internacional ou IU)
foram determinadas com relacfio aos modelos internacionais da OMS, 94/786
(rtHulFN-a consenso) e 95/650 (rHulFN-a2a) que foram adquiridos do
National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC, EUA).

A atividade antiviral medida da proteina Novaferon purificada
contra VSV em WISH foi de 2,5x10° IU/mg enquanto que a atividade
antiviral de HulFN-a2b foi de 2,0 x 10® TU/mg. Esses dados indicam que a
atividade antiviral da proteina Novaferon é cerca de 12,5 vezes mais forte do
que a de HulFN-a2b.

Exemplo 7. Atividade anti-proliferativa de Novaferon

O ensaio de atividade anti-proliferativa foi realizado
basicamente conforme descrito por Evinger e Pestka (101).

A. Cultura celular de linhagens celulares tumorais
humanas

As linhagens celulares tumorais humanas foram adquiridas de
diferentes organizagdes (Tabela 1, abaixo), especialmente, ATCC (American
Type Culture Collection, P.O. Box 1549, Manassas, VA 20108, EUA),
DSMZ (German National Resource Centre for Biological Material, Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg
Ib, 38124 Braunschweig, Alemanha), JCRB (Japanese Collection of Research
Bioresources-Cell Bank, National Institute of Biomedial Innovation, 7-6-8
Saito-Asagi, Ibaraki-shi, Osaka 567-0085, Japao).

Tabela 1. Linhagens Celulares de Tumor Humano

Linhagens celulares Tumores Codigos Organizagdes™
A-375 Melanoma CRL1619 ATCC
IGR-1 Melanoma Acc 236 DSMZ
IGR-37 Melanoma Acc 237 DSMZ
IPC-298 Melanoma Acc 251 DSMZ
HCT-8 Adenocarcinoma colorretal CCl1-244 ATCC
SW1116 Adenocarcinoma colorretal CCL-233 ATCC

LS180 Adenocarcinoma colorretal CL-187 ATCC
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DLD-1 Adenocarcinoma colorretal CCL-221 ATCC
LS 174T Adenocarcinoma colorretal CL-188 ATCC
Hep G2 Carcinoma hepatocelular HB-8065 ATCC
Hep 3B Carcinoma hepatocelular HB-8064 ATCC
HuH-7 Hepatoma 0403 JCRB
PLC/PRF/5 Hepatoma CRL-8024 ATCC
HL 60(S) Linfocitica 0163 JCRB
Daudi Linfoma de Burkitt CCL-213 DSMZ
L-428 Linfoma de Hodgkin Acc 197 DSMZ
DU 145 Carcinoma de prostata HTB-81 ATCC
PC-3 Carcinoma de prostata Acc 465 DSMZ
MKN-1 Adenocarcinoma géstrico 0252 JCRB
KYSE 30 Carcinoma de es6fago 0188 JCRB
A 549 Carcinoma de pulméo CCL-185 ATCC
HeLa Adenocarcinoma de cérvice CCL-2 ATCC
C-33A Carcinoma de cérvice HTB-31 ATCC

10

15

* DSMZ: German National Resource Centre for Biological Material (Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen) Alemanha

ATCC: American Type Culture Collection, EUA

JCRB: Japanese Collection of Research Bioresources-Cell Bank, Japdo

Todas as células usadas no teste de atividade anti-proliferativa
foram cultivadas a 37°C em uma atmosfera imida contendo 5% de CO,. As
células foram cultivadas de acordo com o manual de cultivo de cada célula,
em meio de crescimento basal, tal como DMEM, MEM, F12K e 1640 ou
1640 mais F 12 (todos da Gibco BRL, EUA), suplementados com 5 a 20% de
soro fetal bovino FBS inativado pelo calor da Gibco BRL, EUA. O meio de
crescimento basal para cada linhagem celular esta listado na Tabela 2 abaixo.
Todas as linhagens celulares foram examinadas diariamente em placas de
cultura sob um microscopio invertido. As células foram coletadas e usadas
para experimentos na sua fase de crescimento logaritmico com as viabilidades
excedendo 90% conforme determinado por exclusdo com corante azul de
trypan. As contagens e viabilidades celulares foram examinadas em um
hematocitometro padréo.

Tabela 2. Métodos de Cultivo e de Medida de Linhagens Celulares de Tumor

Humano

Linhagens Meio de

celulares Cultura Métodos de medida

Células/pogo

bioensaio com cristal violeta
bioensaio com cristal violeta
bioensaio com cristal violeta

IGR-1 DMEM 5000
IGR-37 DMEM 2000
IPC-298 1640 2000
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daquela de HuIFN-a2b, representando um aumento de aproximadamente 400
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DLD-I 0,3977 0,0014 282
HL-60(S) 0,5855 0,0019 306
LS 180 0,7579 0,0022 350
Daudi 6,955 0,0174 400
KYSE 30 18,0134 0,0264 683
A-375 1,4134 0,0019 733
IGR-I 6,6718 0,0076 876
L-428 17,2789 0,0152 1134

Exemplo 8. Experimentos em modelo de tumor in vivo

A. Cultura celular e modelos de xenoenxerto de tumor
humano in vivo

A linhagem celular de cincer de cdlon (LS 180), linhagem
5  celular de melanoma (A-375) e a linhagem celular de cancer de figado (Hep
G2) foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC, Rockville,
MD). A linhagem celular de cincer de prostata (PC-3) foi obtida do German
National Resource Centre for Biological Material (DSMZ, Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen and Zellkulturen, Alemanha). A linhagem
10  celular linfocitica (HL 60(S)) foi adquirida do Japanese Collection of
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7.5, 20 mM). Foram gerados xenoenxertos de tumor subcutdneo em
camundongos Balb/c nus atimicos pela inje¢do de 6 x 10° células/0,3ml (PC-
3, HepG2), 4 x 10° células/0,3ml (LS 180), 2 x 107 células/0,3ml (HL 60(s))
ou 8 x 10° células/0,3ml (A-375), subcutaneamente em ambos os lados da
regido do flanco. Para cada modelo de tumor in vivo, no dia 6 apos a
inoculagio da célula tumoral, camundongos apresentando o tumor (volume de
tumor é de cerca de 100 mm3) foram divididos em 7 ou 8 grupos,
aleatoriamente, com numero igual de animais em cada grupo e o tratamento
foi comegado.

Novaferon e HulFN-a2b foram formulados com solugdo de
PBS. As inje¢des diarias de PBS sozinho, e varias doses de Novaferon ou
HulFN-a2b duraram 30 dias no total (PC-3, HepG2, A-375), 28 dias (LS 180)
ou 21 dias (HL 60(s)) desde o dia do agrupamento dos camundongos. Para o
tratamento com 5-FU, 30 mg/kg de 5-FU foram administrados i.v. uma vez a
cada dois dias para um total de 5 vezes. Os grupos e as doses de tratamento
estdo resumidos abaixo:

Grupo 1 (Controle): PBS diariamente.

Grupo 2 (dose baixa de Novaferon): 1,25 pg/kg diariamente.

Grupo 3 (dose média de Novaferon): 12,5 pg/kg diariamente.

Grupo 4 (dose alta de Novaferon): 125 pg/kg diariamente.

Grupo 5 (dose baixa de HulFN-a2b): 1,25 pg/kg diariamente.

Grupo 6 (dose média de HulFN-a2b): 12,5 ng/kg diariamente.

Grupo 7 (dose alta de HuIFN-a2b): 125 ng/kg diariamente.

Grupo 8 (5-FU): 30 mg/kg, administragdo i.v. uma vez a cada
2 dias por 5 vezes.

Uma vez comecgado o tratamento, os tumores foram medidos
com um calibrador uma vez por semana. Os volumes do tumor foram
calculados usando a seguinte férmula: volume = 0.5 x(largura)® x

(comprimento). Os camundongos foram sacrificados no dia da
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injecdo s.c. de Novaferon (1,25pg/kg, 12,5ug/kg ou 125pg/kg ) por 30 dias
depois que 6 x 10° células PC-3 vivas foram introduzidas subcutaneamente
nos camundongos. Os resultados foram expressos como média de volume do
tumor (mm3). A Fig. 5 mostrou que todas as trés doses de Novaferon exibiram
inibicdo, dependente da dose, do crescimento de tumor de PC-3 em
comparagio com o grupo de controle com PBS (p<0,05). 125 pg/kg de
Novaferon induziram inibi¢do mais acentuada ou quase completa do
crescimento de tumor de PC-3 do que aquela de HulFN-u2b na mesma dose
(95,3% vs 75,6%, p<0,01) (Tabela 4).

E interessante observar que o tratamento mais prolongado com
Novaferon ou HulFN-a2b resultou em diferengas muito maiores na inibig@o
de crescimento do tumor nos grupos tratados com dose alta (125ug/kg). O
volume médio da massa de tumor de PC-3 no grupo tratado com Novaferon
era de 107,9 + 68,7 mm’ contra 620,7 + 296,6 mm’ no grupo tratado com
HulFN-a2b dia 28 (P<0,01) e 122,1 + 100,7 mm’ contra 691,9 + 428,3 mm’
no dia 30 (P<0,01). Esse também foi o caso quando o peso médio do tumor
foi considerado apds o término da observagéo (0,091 + 0,081 g no grupo com
dose alta de Novaferon contra 0,476 + 0,271 gramas no grupo com dosagem
alta de HuIFN-a2b, P< 0,001). Isso sugeriu que o tratamento prolongado com
Novaferon nessa dose pode exibir inibigdo melhor ou completa do
crescimento de tumor de PC-3 nesse modelo de xenoenxerto.

C. Modelo de xenoenxerto de cincer de figado humano

A atividade anti-tumoral de Novaferon in vivo também foi
avaliada no modelo de xenoenxerto de cancer de figado Hep G2. Novaferon
exibiu inibicdo eficaz, dependente da dose, do crescimento de tumor de Hep
G2 comparado com o grupo de controle (P<0,001). Os volumes tumorais
médios nos grupos tratados com Novaferon (injegéo s.c. diariamente de 1,25,
12,5 ou 125 pg/kg por 30 dias) foram 783,2 + 270,0, 459,3 + 414,3,e 104,6 =

56,5 mm3, respectivamente, em comparagdo com 21258 + 743,1mm3 no
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grupo de controle com PBS. O tratamento de 30 dias com 125 pg/kg de
Novaferon obteve a inibi¢io mais alta de Hep G2 (96,6%), o que foi
significativamente melhor do que com 125 pg/kg de HulFN-a2b (89,2%,
P<0.01). O tratamento prolongado com Novaferon nessa dose mostrou a
tendéncia de inibig&o até melhor ou completa. O peso médio do tumor na final
do periodo de observagdo era de 0,074 + 0,083g com 125 pg/kg no grupo
tratado com Novaferon, significativamente menor do que aquele com 125
ug/kg do grupo tratado com HulFN-a2b (0,235 + 0,199 gramas, P<0,001 )
(Tabela 5, abaixo).

Camundongos Balb/c nus foram tratados com injeg¢do s.c.
diariamente de Novaferon (1,25pg/kg, 12,5pg/kg e 125pg/kg) por
30 dias apés 6 x 10° células Hep G2 vivas terem sido introduzidas
subcutaneamente nos camundongos. Os resultados foram expressos
como volume médio do tumor (mm’). A Fig. 6 mostrou que todas
as trés doses de Novaferon exibiram inibigdo dependente da dose do
crescimento de tumor de Hep G2 em comparagdo com o grupo de
controle com PBS (P<0,001). 125 pg/kg de Novaferon induziram inibig&do
muito mais acentuada, ou quase completa, do crescimento de tumor de Hep
G2 do que aquela de HuIFN-02b na mesma dose (96,6% vs 89,2%, P<0,05).
(Tabela 5)

Tabela 5. Peso do tumor e taxas de inibi¢do do crescimento de xenoenxertos

de célula Hep G2 de cancer de figado humano tratados com Novaferon e

HulFN-a2b (n=10)

Grupo Dose Peso do tumor Taxa de
(ng/kg) (média £SD) Inibigdo (%)
Controle - 2,179 +£ 0,578 -
Dosagem baixa de Novaferon 1,25 0,797 £ 0,397*** 63,4
Dosagem média de Novaferon 12,5 0,321 &+ 0,300*** 85,3
Dosagem alta de Novaferon 125 0,074 + 0,083***@ 96,6
Dosagem baixa de HulFN-a2b 1,25 1,070 + 0,587** 50,9
Dosagem média de HulFN-a2b 12,5 0,531 +£ 0,287*** 75,6
Dosagem alta de HulFN-a2b 125 0,234 % 0,199*** 89,2

Nota: ** p<0,01,*** p<0,001, comparado ao grupo de controle. @ p<0,01 comparado com
o grupo com alta dosagem de HulFN-a2b
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D. Modelo de xenoenxerto de melanoma humano

A atividade anti-tumor de Novaferon in vivo foi avaliada ainda
no modelo de xenoenxerto de melanoma maligno A-375. A linhagem celular
A-375 (Nmero ATCC: CL 1619) era derivada de um tumor sélido maligno
humano. Novaferon exibiu inibigdo eficaz, dependente da dose, do
crescimento de tumor de A-375 comparado com o grupo de controle
(P<0,001). As taxas de inibi¢do nos grupos tratados com Novaferon (inje¢do
s.c. diariamente de 1,25, 12,5 ou 125pug/kg por 28 dias) foram de 40,1%,
75,0% e 82,8%, respectivamente, em comparagdo com o grupo de controle
com PBS (P<0,001) (Tabela 6, abaixo). O tratamento de 30 dias com
125ug/kg de Novaferon obteve a inibigdo mais alta de A-375 (82,8%), o que
foi significativamente melhor do que aquela de 125pg/kg de HulFN-a2b
(69,9%, P<0,001).

De forma interessante, Novaferon exibiu inibi¢do mais
eficaz do crescimento de melanoma de célula A-375 do que o agente
quimioterapéutico, 5-FU (Tabela 6). No dia 30, por exemplo, os pesos
médios do tumor nos grupos tratados com 12,5 pg/kg ou 125 nug/kg de
Novaferon eram 0,763 + 0,187 (P<0,01) e 0.527+ 0,149 (P<0,001)
gramas, enquanto que o peso médio do tumor do grupo tratado com 5-FU, 30
mg/kg, era de 1,004 + 0,105 gramas (Tabela 6). Isso indica que
Novaferon pode ser mais eficaz para o tratamento de melanoma humano A-
375 do que 5-FU.

Camundongos Balb/c nus foram tratados com a injegdo s.c. de
Novaferon diariamente (1,25ug/kg, 12,5ng/kg e 125ug/kg) por 28 dias apos 8
x 10° células A-375 serem introduzidas subcutaneamente nos camundongos.
Os resultados sdo expressos como média do volume do tumor (mm?). A Fig. 7
mostrou que todas as trés doses de Novaferon exibiram inibi¢do dependente
da dose do crescimento de tumor de A-375 em comparagdo com o grupo de

controle com PBS (P<0,001). 125pg/kg de Novaferon induziram inibi¢do do
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crescimento do tumor A-375 mais forte do que aquela por HulFN-a2b na
mesma dose (82,8% vs 69,9%, P<0,001) (Figura 7). Tanto 12,5ug/kg como
125ug/kg de Novaferon mostraram melhor supressdo (75,0% e 82,8%,
respectivamente) do crescimento do tumor do que 5-FU (67,2%, P<0,01 e
P<0,001) (Figura 7).

Tabela 6. Peso do tumor e taxas de inibigdo do crescimento de xenoenxertos

de célula A-375 de melanoma humano tratados com Novaferon e HulFN-a2b

(n=10)

Grupo (Eg?iZ) Peso do tumor (X = SD) Irﬁll;?:;odg’ %)
Controle - 3,057 £ 0,384 -

Dosagem baixa de Novaferon 1,25 1,830 & 0,289*** 40,1
Dosagem média de Novaferon 12,5 0,763 £ 0,187***& & $$$ 75,0
Dosagem alta de Novaferon 125 0,527 + 1 49***& & & @ @@ 82,8
Dosagem baixa de HuIFN-a2b 1,25 1,890 + 0,148*** 38,2
Dosagem média de Hul[FN-a2b 12,5 1,681 £ 0,132*** 45,0
Dosagem alta de HulFN-a2b 125 0,920 + 0,139*** 69,9
5-FU 30.000 1,004 £ 0,105*** 67,2

Nota: ***p<0,001, comparado ao grupo de controle. $$$ p<0,001 comparado com o grupo
com dosagem média de HulFN-a2b (12,5); @@@ p<0,001 comparado com 0 grupo com
dosagem alta de HulFN-a2b (125); &&: p<0, 01; &&& p<0,001 comparado com o grupo
com 5-FU.

E. Modelo de xenoenxerto de cancer de colon humano

A atividade anti-tumoral in vivo de Novaferon foi avaliada no
modelo de xenoenxerto de cancer de colon LS 180. A linhagem celular LS
180 (ntimero ATCC: CL-187) era derivada de um adenocarcinoma de co6lon
humano. Novaferon exibiu inibigdo efetiva, dependente da dose, do
crescimento do cancer de colon LS 180 comparada com o grupo de controle
(P<0,001). As taxas de inibigdo dos grupos tratados com Novaferon (injegéo
s.c. diariamente de 1,25, 12,5 ou 125ug/kg por 28 dias) foram de 75,0%,
80,5% e 92,5%, respectivamente comparadas com o grupo de controle com
PBS (P<0,001, Tabela 7 abaixo). O tratamento de 28 dias com 125 pg/kg de
Novaferon obteve a maior inibi¢do do crescimento do tumor LS 180 (92,5%),
o que foi significativamente melhor do que com 125 pg/kg de HulFN-a2b
(82,3%, P<0,001).
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Apés o tratamento de 28 dias, 12,5 pg/kg de Novaferon
inibiram o crescimento de xenoenxertos de cancer com LS 180 similarmente a
5-FU (30 mg/kg) em termos de pesos médios do tumor (0,815 + 0,221 gramas
vs 0,758 + 0,227 gramas). 125ug/kg de Novaferon inibiram o crescimento do
tumor de LS 180 significativamente melhor do que 30mg/kg de 5-FU, (92,5%
vs 81,8%, P<0,001) (Tabela 7 e Fig 8). Essas observagdes foram
extremamente interessantes, considerando a rotina de aplicagdo clinica de 5-
FU na quimioterapia padronizada para pacientes com céncer de colon. A
melhor supressdo por Novaferon do crescimento do tumor LS 180 em modelo
animal indica que Novaferon tem potencial para funcionar como um agente
eficaz anti-cancer do célon em um tratamento clinico.

Camundongos Balb/c nus foram tratados com uma injegao de
Novaferon diariamente (1,25pg/kg, 12,5ug/kg e 125ug/kg) por 28 dias ap6s 4
x 10% células LS 180 serem introduzidas subcutaneamente nos camundongos.
Os resultados foram expressos como volume médio do tumor (mm®). A Fig. 8
mostrou que todas as trés doses de Novaferon exibiram inibi¢do dependente
da dose do crescimento do tumor de LS 180 em comparagdo com o grupo de
controle com PBS (P<0,001). 125ug/kg de Novaferon induziram inibi¢do do
crescimento do tumor LS 180 mais forte do que aquela por HuIFN-a2b na
mesma dose (92,5% vs 82,3%, P<0,001) (Tabela 7). Ambas as doses de
1,25ng/kg e 12,5pg/kg de Novaferon obtiveram supressfo similar (75,0% €
80,5%, respectivamente) do crescimento do tumor em comparagdo com 5-FU
(81,8%) (Tabela 7, Figura 8). Entretanto, 125g p g/kg de Novaferon exibiram
inibi¢do muito melhor do crescimento de tumor LS 180 do que aquela com 5-
FU (92,5% vs 81,8%, P<0,001).
Tabela 7. Peso do tumor e taxas de inibi¢do do crescimento de xenoenxertos
de célula LS 180 de cincer de c6lon humano tratados com Novaferon e

HulFN-a2b (n=10)

Dose Taxa de
Grupo

(ug/kg) Peso do tumor (X £SD) Inibicdo (%)

Controle 4,170 + 3,409
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Dosagem baixa de Novaferon 1,25 1,043 + 0,433%** 75,0
Dosagem média de Novaferon 12,5 0,815 £ 0,221 *** 80,5
Dosagem alta de Novaferon 125 0,314+0,086***& & & @@ @ 92,5
Dosagem baixa de HuIFN-a2b 1,25 1,225 + 0,565*** 70,6
Dosagem média de HulFN-a2b 12,5 1,076 + 0,442%** 74,2
Dosagem alta de HulFN-a2b 125 0,740 = 0,310*** 82,3
5-FU 30.000 0,758 + 0,227*** 81,8

Nota: ***p<0,001, comparado ao grupo de controle; @@@ p<0,001, comparado com
dosagem alta de HulFN-a2b; &&& p<0,001 comparado com o grupo de 5-FU

F. Modelo de xenoenxerto de leucemia humana

A atividade anti-tumoral de Novaferon in vivo também foi
avaliada no modelo de xenoenxerto de leucemia linfocitica HL 60(S).
Novaferon exibiu inibi¢do efetiva, dependente da dose, do crescimento do
tumor de HL 60 (S) comparada com o grupo de controle (P<0,001). As taxas
de inibi¢do dos grupos tratados com Novaferon (inje¢do s.c. diariamente de
1,25, 12,5 ou 125pug/kg por 28 dias) foram de 43,8%, 55,2% e 80,4%,
respectivamente comparadas com o grupo de controle com PBS (P<0,001,
Tabela 8 abaixo). O tratamento de 21 dias com 125 pg/kg de Novaferon
obteve a maior inibi¢do do crescimento do tumor HL 60(S) (80,4%), o que foi
significativamente melhor do que com 125 pg/kg de HulFN-a2b (69,8%,
P<0,05).

Camundongos Balb/c foram tratados com uma injegdo s.c. de
Novaferon diariamente (1,25pug/kg, 12,5pg/kg e 125pug/kg) por 21 dias apos 2
x 107 células HL 60(S) \;ivas terem sido introduzidas subcutaneamente nos
camundongos. Os resultados foram expressos como volume médio do tumor
(mm’). A Fig. 9 mostrou que todas as trés doses de Novaferon exibiram
inibicdo dependente da dose do crescimento do tumor de HL 60(S) em
comparagdo com o grupo de controle com PBS (P<0,001). 125pg/kg de
Novaferon induziram inibi¢do do crescimento do tumor HL 60(S) mais forte
do que aquela por HuIFN-a2b na mesma dose (80,4% vs 69,8%, P<0,05) e
inibi¢do similar quando comparado com 5-FU ( Figura 9, Tabela 8).
Tabela 8. Peso do tumor e taxas de inibi¢do do crescimento de xenoenxertos

de célula HL 60(S) de leucemia humana tratados com Novaferon e HulFN-
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a2b (n=10)
Grupo (EgO/IS(Z) Peso do tumor (X £SD) Imz?:;odg’ %)
Controle - 3,723 £ 0,750 -

Dosagem baixa de Novaferon 1,25 2,091 £ 0,653 *** 43,8

Dosagem média de Novaferon 12,5 1,668 £ 0,665*** 55,2

Dosagem alta de Novaferon 125 0,729+0,332*%**@ 80,4

Dosagem baixa de HulFN-a2b 1,25 2,401 £ 0,698*** 35,5

Dosagem média de HulFN-a2b 12,5 1,870 & 0,660*** 49.8

Dosagem alta de HulFN-a2b 125 1,124 £ 0,397*** 69,8

5-FU 30.000 0,893 + 0,289*** 76,0

Nota: ***p<0,001, comparado ao grupo de controle; @ p<0,05, comparado com 0 grupo
com dosagem alta (125) de HulFN-a2b

G. Condigao geral dos camundongos durante o tratamento
com Novaferon

Os camundongos com os varios enxertos de canceres humanos
foram atentamente observados durante o periodo de tratamento com
Novaferon, HulFN-a2b ou 5-FU. Diferente dos grupos tratados com 5-FU, os
camundongos em todos os grupos tratados com Novaferon ou HulFN-a2b
comiam e se comportavam normalmente e ndo tiveram perda de peso. Os
camundongos tratados com 5-FU mostraram alteragdes tipicas na alimentagéo
e comportamento e perda de peso. Essas observagdes indicam que apesar de
mostrar poténcia anti-cAncer similar ou maior do que 5-FU nos modelos de
xenoenxerto em animal, Novaferon pode ser mais especifico no sentido da
inibicdo de célula cancerosa e ter muito menos efeitos sobre as células
normais e/ou funcgdes fisiolégicas. Esses podem ser traduzidos em melhor
tolerancia e efeitos terapéuticos superiores em aplicagdes humanas.

Como ficara claro para aqueles versados na técnica a luz da
descricdo precedente, varias alteragdes e modificagdes sdo possiveis na
pratica da invengdo sem se afastar do espirito e escopo dessa.
Consequentemente, o escopo da invengdo deve ser considerado de acordo

com a substancia definida pelas reivindicages anexas.
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Sequéncia de nucleotideo gquimicamente sintetizada

cctggcgcag
atttccccag
ccatgagctg
ggatgagggc
agcctgtatg
cctggctgtg
cccttgtgcece

cttgcaaaaa

Leu Met
15

Lys Asp

Gln Phe

60

120

180

240

300

360

420

480

498



Gln

Phe

65

Leu

Glu

Asn

Leu

Arg

145

Arg

Lys

50

Asn

Leu

Ala

Ala

Tyr

130

Val

Leu

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

<220>
<223>

<400>

tggtgctcag ctrcaagtc

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

<220>
<223>

<400>

aatcatttcc atgttgracc ag

Ala

Leu

Asp

Cys

Asp

115

Leu

Glu

Arg

3
19
DNA

Gln

Phe

Lys

Met

100

Ser

Met

Ile

Gly

Ala

Ser

Phe

85

Met

Ile

Glu

Met

Lys
165

Tle

Thr

70

Arg

Gln

Leu

Lys

Arg

150

Asp

Ser

55

Lys

Thr

Glu

Ala

Lys

135

Ser

Sequéncia Artificial

Val

Glu

Glu

Val

Val

120

Tyr

Leu

Leu

Ser

Leu

Gly

105

Lys

Ser

Ser

His

Ser

Tyr

90

Val

Lys

Pro

Phe

Glu

Ala

75

Arg

Glu

Tyr

Cys

Ser
155

Leu

60

Ala

Gln

Glu

Phe

Ala

140

Thr

Ile

Trp

Leu

Thr

Gln

125

Trp

Asn

Gln

Asp

Asn

Pro

110

Arg

Glu

Leu

Gln

Glu

Asp

Leu

Ile

vVal

Gln

Sequéncia de nucleotideo gquimicamente sintetizada

3

4
22
DNA

Sequéncia Artificial

Sequéncia de nucleotideo guimicamente sintetizada

4

<210> 5
<211> 22
<212> DNA
<213>

<220>

Sequéncia Artificial

Thr

Gly

80

Leu

Met

Thr

Val

Lys
160

19

22



3

<223> Sequéncia de nucleotideo guimicamente sintetizada
<400> 5

aatcatttcc cggttgtacc ag 22
<210> 6

<211> 22

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Sequéncia de nucleotideo quimicamente sintetizada
<400> 6

aatcatttcc atgttgaaac ag 22
<210> 7

<211> 22

<212> DNA

<213> Seguéncia Artificial

<220>

<223> Sequéncia de nucleotideo quimicamente sintetizada
<400> 7

aatcatttca agatgagccc ag 22
<210> 8

<211> 22

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Sequéncia de nucleotideo guimicamente sintetizada
<400> 8

aatgattttc atgttgaacc ag 22
<210> 9

<211> 22

<212> DNA

<213> Seqguéncia Artificial

<220>

<223> Sequéncia de nucleotideo quimicamente sintetizada
<400> 9

aatcatttss atgttgaacc ag 22
<210> 10

<211> 22

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Sequéncia de nucleotideo quimicamente sintetizada

<400>

10



gatcatttcc atgttgaatg ag 22
<210> 11
<211> 23

<212> DNA
<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> BSequéncia de nucleotideo quimicamente sintetizada

<400> 11

gagtcgtttc tgtgttggat cag 23
<210> 12

<211> 22

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia de nucleotideo quimicamente sintetizada

<400> 12
atgcccctgt ccttttcttt ac 22
<210> 13
<211> 19

<212> DNA
<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia de nucleotideo guimicamente sintetizada

<400> 13
agggcagcat tcaaagcag 19
<210> 14
<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia de nucleotideo guimicamente sintetizada

<400> 14
tcagaccgct tctgcgttct g 21
<210> 15
<211> 19

<212> DNA
<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia de nucleotideo guimicamente sintetizada

<400> 15
gaaggctttg gggtgtgtg 19



<210> 16

<211> 17

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Sequéncia de nucleotideo guimicamente sintetizada
<400> 16

aatcttctct catccgce 17
<210> 17

<211> 18

<212> DNA

<213> Seqguéncia Artificial

<220>

<223> Seqguéncia de nucleotideo guimicamente sintetizada
<400> 17

accatgaagg tgacgctc 18
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REIVINDICACOES

1. Polinucleotideo isolado, caracterizado pelo fato de codificar

uma proteina tendo atividades bioldgicas tipo-interferon humano, em que o
dito polinucleotideo ¢ selecionado do grupo que consiste nos polinucleotideos
que compreendem uma sequéncia de nucleotideos pelo menos 93% idéntica a
SEQ ID NO:1.

2. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de que a dita sequéncia € pelo menos 95% idéntica a

SEQ ID NO:1.

3. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagdo 2,

caracterizado pelo fato de que a dita sequéncia é pelo menos 98% idéntica a
SEQ ID NO:1.
4. Polinucleotideo de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 3, caracterizado pelo fato de que a dita proteina ndo € de

ocorréncia natural.
5. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagdo 4,

caracterizado pelo fato de que a dita proteina tem atividades anti-virais e anti-

proliferativas intensificadas em comparagdo com o interferon alfa 2b humano
(HulFN-a2b).
6. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagdo 5,

caracterizado pelo fato de que a dita proteina tem atividade antiviral pelo

menos 2 vezes maior do que HulFN-a2b.
7. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagdo 5,

caracterizado pelo fato de que a dita proteina tem atividade anti-proliferativa

pelo menos 10 vezes maior do que HulFN-a2b.

8. Vetor recombinante, caracterizado pelo fato de compreender

o polinucleotideo como definido na reivindicagdo 1.

9. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de conter o vetor

recombinante como definido na reivindicagdo 8.



10

15

20

25

2

10. Proteina de ocorréncia nio natural que exibe atividades

biolégicas tipo-interferon humano, caracterizada pelo fato de que a dita

proteina é selecionada do grupo que consiste nos proteinas que compreendem
uma sequéncia de aminodcidos pelo menos 85% idéntica a SEQ ID NO:2.

11. Proteina de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizada

pelo fato de que a dita sequéncia € pelo menos 90% idéntica a SEQ ID NO:2.

12. Proteina de acordo com a reivindicagio 10, caracterizada

pelo fato de que a dita sequéncia é pelo menos 95% idéntica a SEQ ID NO:2.
13. Proteina de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

10 a 12, caracterizada pelo fato de que a dita proteina tem atividades anti-

virais e anti-proliferativas intensificadas em comparagdo com HulFN-a2b.

14. Proteina de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizada

pelo fato de que a dita proteina tem atividade antiviral pelo menos 2 vezes
maior do que HulFN-a2b.

15. Proteina de acordo com a reivindicagdo 14, caracterizada

pelo fato de que a dita proteina tem atividade antiviral pelo menos 5 vezes
maior do que HulFN-a2b.

16. Proteina de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizada

pelo fato de que a dita proteina tem atividade antiviral pelo menos 10 vezes
maior do que HulFN-a2b.

17. Proteina de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizada

pelo fato de que a dita proteina tem atividade anti-proliferativa pelo menos 10
vezes maior do que HulFN-a2b.

18. Proteina de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizada

pelo fato de que a dita proteina tem atividade anti-proliferativa pelo menos 50
vezes maior do que HulFN-a2b.

19. Proteina de acordo com a reivindicagdo 18, caracterizada

pelo fato de que a dita proteina tem atividade anti-proliferativa pelo menos

100 vezes maior do que HulFN-a2b.
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20. Proteina de acordo com a reivindicagdo 19, caracterizada

pelo fato de que a dita proteina tem atividade anti-proliferativa pelo menos
200 vezes maior do que HulFN-a2b.

21. Proteina de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizada

pelo fato de que a dita proteina € recombinante.

22. Proteina de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizada

pelo fato de que a dita proteina tem um peso molecular de aproximadamente
19315 daltons.

23. Proteina de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizada

pelo fato de compreender opcionalmente um residuo de metionina na
terminagdo N.

24. Proteina que ndo ocorre naturalmente, caracterizada pelo

fato de compreender uma sequéncia que difere em 0 a 25 aminoécidos da
SEQ ID NO:2, em que a dita proteina exibe atividades biologicas tipo-
interferon humano.

25. Proteina de acordo com a reivindicagdo 24, caracterizada

pelo fato de que a dita proteina tem atividades antiviral e anti-proliferativa
intensificadas em comparagdo com HulFN-a2b.

26. Proteina de acordo com a reivindicagdo 25, caracterizada

pelo fato de que a dita proteina tem atividade antiviral pelo menos 2 vezes
maior do que HulFN-a2b.

27. Proteina de acordo com a reivindicagdo 25, caracterizada

pelo fato de que a dita proteina tem atividade anti-proliferativa pelo menos 10
vezes maior do que HulFN-a2b.

28. Proteina de acordo com a reivindica¢do 24, caracterizada

pelo fato de que a dita proteina ¢ um analogo de interferon.

29. Proteina de acordo com a reivindicagdo 24, caracterizada

pelo fato de que a dita proteina € recombinante.

30. Polipeptideo, caracterizado pelo fato de compreender um
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fragmento da proteina como definida na reivindicagdo 10, em que o dito
fragmento exibe as ditas atividades bioldgicas tipo-interferon humano.

31. Construto de proteina, caracterizado pelo fato de

compreender a proteina como definida na reivindicagdo 10 acoplada a outra
porgdo, em que o dito construto exibe as ditas atividades biologicas tipo-
interferon humano.

32. Construto de proteina de acordo com a reivindicagdo 31,

caracterizado pelo fato de que a dita proteina é glicosilada.
33. Construto de proteina de acordo com a reivindicagdo 31,

caracterizado pelo fato de que a dita por¢do € um polipeptideo.

34. Construto de proteina de acordo com a reivindicagdo 31,

caracterizado pelo fato de que a dita por¢do ndo é um polipeptideo.

35. Construto de proteina de acordo com a reivindicagdo 34,

caracterizado pelo fato de que a dita porg&o € uma molécula de polimero.

36. Construto de proteina de acordo com a reivindicagdo 35,

caracterizado pelo fato de que a dita molécula de polimero ¢ um polietileno

glicol linear ou ramificado.
37. Construto de proteina de acordo com a reivindicagdo 31,

caracterizado pelo fato de que a dita por¢do é uma molécula marcadora.

38. Composicdo, caracterizado pelo fato de compreender a

proteina como definida na reivindicagdo 10 e um carreador, diluente ou
excipiente farmaceuticamente aceitavel.

39. Polinucleotideo, caracterizado pelo fato de codificar a

proteina como definida na reivindicagdo 10.
40. Uso da proteina como definida na reivindicagdo 10,

caracterizado pelo fato de ser como um agente antiviral.

41. Uso da proteina de acordo com a reivindicagdo 10,

caracterizado pelo fato de ser como um agente anti-proliferativo.

42. Uso da proteina de acordo com a reivindicagdo 10,
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caracterizado pelo fato de ser como um agente anti-cancer.

43. Uso da proteina de acordo com a reivindicagdo 10,

caracterizado pelo fato de ser como um agente de imunomodulag@o.

44. Método para tratar cancer, caracterizado pelo fato de

compreender a administragio a um individuo necessitado de terapia de uma
quantidade terapeuticamente eficaz da proteina como definida na
reivindicagdo 10.

45. Método para tratar uma doenga viral, caracterizado pelo

fato de compreender administrar a um individuo necessitado de terapia uma
quantidade terapeuticamente eficaz da proteina como definida na
reivindicagdo 10.

46. Método de acordo com a reivindicagdo 44 ou 45,

caracterizado pelo fato de que o dito individuo € um ser humano.

47. Método de acordo com a reivindicagdo 44 ou 45,

caracterizado pelo fato de que a dita proteina é administrada junto com um

carreador, diluente ou excipiente farmaceuticamente aceitavel.

48. Método para tratar uma condigdo responsiva a terapia com

interferon, caracterizado pelo fato de compreender a administragdo a um
individuo necessitado de tratamento de uma quantidade terapeuticamente
eficaz da proteina como definida na reivindicagdo 10.

49. Método de acordo com a reivindicagdo 44, caracterizado

pelo fato de que a dita proteina é terapeuticamente eficaz em relagdo a uma
ampla faixa de diferentes tipos de cancer, o dito cincer sendo selecionado do
grupo que consiste de melanoma, adenocarcinoma colorretal, carcinoma
hepatocelular, hepatoma, linfoma, carcinoma de prostata, adenocarcinoma
gastrico, carcinoma de esdéfago, carcinoma de pulmio, adenocarcinoma de
cérvice e carcinoma de cérvice.

50. Proteina de ocorréncia ndo natural que exibe atividades

biologicas tipo-interferon humano, caracterizada pelo fato de que a dita
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proteina tem uma sequéncia de aminoacidos pelo menos 95% idéntica a SEQ
ID NO:2 e em que a dita proteina tem atividades antiviral e anti-proliferativa
intensificadas em compara¢do com HulFN-a2b.

51. Polinucleotideo, caracterizado pelo fato de codificar a

proteina como definida na reivindicagédo 50.

52. Composicdo, caracterizada pelo fato de compreender a

proteina como definida na reivindicagédo 50.
53. Proteina que tem a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID

NO:2 ou um fragmento da mesma, caracterizada pelo fato de exibir atividades

bioldgicas tipo-interferon humano.

54. Polinucleotideo, caracterizado pelo fato de codificar a

proteina como definida na reivindicagio 53.

55. Polinucleotideo, caracterizado pelo fato de ser selecionado

do grupo que consiste dos polinucleotideos de SEQ ID NOS: 3 a 17.
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A

SEQ ID NO:1
TGTAATCTGTCTCAAACCCACAGCCTGGGTAGCAAGAGGACCTTGATGCTCCTGGCGCAGATGGGGAAAATC
TCCCTTTTCTCCTGCCTGAAGGACAGACATGACTTTGAATTTCCCCAGGAGGAATTTGATGGCAACCAGTTC
CAGAAAGCTCAAGCCATCTCTGTCCTCCATGAGCTGATCCAGCAGACCTTCAATCTCTTCAGCACAAAGGAA
TCATCTGCTGCTTGGGATGAGGGCCTCCTAGACAAATTCCGCACCGAACTCTACCGGCAGCTAAATGACTTG
GAAGCCTGTATGATGCAGGAGGTTGGGGTGGAAGAGACTCCCCTGATGAATGCGGACTCCATCCTGGCTGTG
AAGAAATACTTCCAAAGAATCACTCTTTATCTGATGGAGAAGAAATACAGCCCTTGTGCCTGGGAGGTTGTC
AGAGTAGAAATCATGAGATCCCTCTCTTTTTCAACAAACTTGCARAAAAGATTAAGGGGGAAGGAT

B

SEQ ID NO:2 , o
CNLSQTHSLGSKRTLMLLAQMGKISLFSCLKDRHDFEFPQEEFDGNQFQKA
QAISVLHELIQQTFNLFSTKESSAAWDEGLLDKFRTELYRQLNDLEACMMQ
EVGVEETPLMNADSILAVKKYFQRITLYLMEKKYSPCAWEVVRVEIMRSLS

FSTNLQKRLRGKD

C

DNA 1 TGTAATCTGTCTCAAACCCACAGCCTGGGTAGCAAGAGGACCTTGATGCTC
Proteina 1 C NL 8 QT H S L G S KRTULML
DNA 52 CTGGCGCAGATGGGGAAAATCTCCCTTTTCTCCTGCCTGAAGGACAGACAT
Proteina 18 L A Q M G K I 8 L F S €C L X D R H
DNA 103 GACTTTGAATTTCCCCAGGAGGAATTTGATGGCAACCAGTTCCAGAAAGCT
Proteina 35 D F E F P Q EE F D G N Q F Q K A
DNA 154 CAAGCCATCTCTGTCCTCCATGAGCTGATCCAGCAGACCTTCAATCTCTTC
Proteina 52 Q A I S V L H E L I Q Q T F N L F
DNA 205 AGCACAAAGGAATCATCTGCTGCTTGGGATGAGGGCCTCCTAGACAAATTC
Proteina 69 S T K E S S A A W D E G L L D K F
DNA 256 CGCACCGAACTCTACCGGCAGCTAAATGACTTGGAAGCCTGTATGATGCAG
Proteina 86 R T E L Y R Q L N D L E A C MM Q
DNA 307 GAGGTTGGGGTGGAAGAGACTCCCCTGATGAATGCGGACTCCATCCTGGCT

Proteina 103 E V G V E E T P L, M N A D S§ I L A

DNA 358 GTGAAGAAATACTTCCAAAGAATCACTCTTTATCTGATGGAGAAGAAATAC
Proteina 120 Vv K K Y F Q R I T L Y L M E K K Y

DNA i 409 AGCCCTTGTGCCTGGGAGGTTGTCAGAGTAGARATCATGAGATCCCTCTCT
Proteina 137 s P ¢ A W E V V R V E I M R S L S

DNA 460 TTTTCAACAAACTTGCAAAAAAGATTAAGGGGGAAGGAT
Proteina 154 F S T N L Q K R L R G K D

Fig. 1
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Novaferon
IFNal14

Novaferon
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121
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181
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341
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426
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546
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24

51
73

101
123

151
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TGTAATCTGTCTCAAACCCACAGCCTGGGTAGCAAGAGGACCTTGATGCTCCTGGCGCAG

PECUEREDERTEE YRR e e Peeee Peeveretr onr i

TGTAATCTGTCTCAAACCCACAGCCTGAATAACAGGAGGACTTTGATGCTCATGGCACAA

ATGGGGAAAATCTCCCTTTTCTCCTGCCTGAARGGACAGACATGACTTTGAATTTCCCCAG

CEETEE TR T e e e e e et e et e e i e e e e

ATGAGGAGAATCTCTCCTTTCTCCTGCCTGAAGGACAGACATGACTTTGAATTTCCCCAG

GAGGAATTTGATGGCAACCAGTTCCAGAAAGCTCAAGCCATCTCTGTCCTCCATGAGCTG

CECLEETTET R O e e e e e e e e e e e

GAGGAATTTGATGGCAACCAGTTCCAGARAGCTCAAGCCATCTCTGTCCTCCATGAGATG

ATCCAGCAGACCTTCAATCTCTTCAGCACAAAGGAATCATCTGCTGCTTGGGATGAGGGC

LEFTELEELEE R L L DR e

ATGCAGCAGACCTTCAATCTCTTCAGCACAAAGAACTCATCTGCTGCTTGGGATGAGACC

CTCCTAGACAAATTCCGCACCGAACTCTACCGGCAGCTAAATGACTTGGAAGCCTGTATG

R N e N R R R R AR R R R AR RN AR RN

CTCCTAGAAAAATTCTACATTGAACTTTTCCAGCAAATGAATGACCTGGAAGCCTGTGTG

ATGCAGGAGGTTGGGGTGGAAGAGACTCCCCTGATGAATGCGGACTCCATCCTGGCTGTG

LEAEETERE R TR e e LE b b ey

ATACAGGAGGTTGGGGTGGAAGAGACTCCCCTGATGAATCAGGACTCCATCCTGGCTGTG

AAGAAATACTTCCAAAGAATCACTCTTTATCTGATGCGAGAAGAAATACAGCCCTTGTGCC

PEVEETERETTEET TR TP T e e e e e e

AAGAAATACTTCCAAAGAATCACTCTTTATCTGATGGAGAAGAAATACAGCCCTTGTGCC

TGGGAGGTTGTCAGAGTAGAAATCATGAGATCCCTCTCTTTTTCAACAAACTTGCARAAA

CEETEETEERECEEEE TV VTR T VR e e e e

TGGGAGGTTGTCAGAGCAGAAATCATGAGATCCTTCTCTTTTTCAACARACTTGCAARAAA

AGATTAAGGGGGAAGGAT 498

FELEEOEEE CErerti

AGATTAAGGAGGAAGGAT 623

CNLSQTHSLGSKRTLMLLAQMGKISLFSCLKDRHDFEFPQEEFDGNQFQK

-.EB..

..........

...........................................

SLSFSTNLQKRLRGKD 166
189

Fig. 2
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TGTAATCTGTCTCAAACCCACAGCCTGGGTAGCAAGAGGACCTTGATGCTCCTGGCGCAG

RN RN RN AR RN RN RAR AR RN RN RNy

TGTGATCTGCCTCAAACCCACAGCCTGGGTAGCAGGAGGACCTTGATGCTCCTGGCACAG

ATGGGGAAAATCTCCCTTTTCTCCTGCCTGAAGGACAGACATGACTTTGAATTTCCCCAG

POV TR PEREEE FEEEEEE e CEr e b e e ey vee e iy

ATGAGGAGAATCTCTCTTTTCTCCTGCTTGAAGGACAGACATGACTTTGGATTTCCCCAG

GAGGAATTTGATGGCAACCAGTTCCAGAAAGCTCAAGCCATCTCTGTCCTCCATGAGCTG

PEVEE T TRt v e e Pk PR ey

GAGGAGTTTG- - -GCAACCAGTTCCAAAAGGCTGAAACCATCCCTGTCCTCCATGAGATG

ATCCAGCAGACCTTCAATCTCTTCAGCACAARAGGAATCATCTGCTGCTTGGGATGAGGGC

EEERREEEE PEEE Py Ee e e v b b e e e vt e e e i

ATCCAGCAGATCTTCAATCTCTTCAGCACAAAGCGACTCATCTGCTGCTTGGGATGAGACC

CTCCTAGACAAATTCCGCACCGAACTCTACCGGCAGCTAAATGACTTGGAAGCCTGTATG

PEPPERERERRENY e e PRV EEEe e breerer beeeee tererrieery 1

CTCCTAGACAAATTCTACACTGAACTCTACCAGCAGCTGAATGACCTGGAAGCCTGTGTG

ATGCAGGAGGTTGGGGTGGAAGAGACTCCCCTGATGAATGCGGACTCCATCCTGGCTGTG

PR PR e PR e e e e e b e e erered

ATACAGGGGGTGGGGGTGACAGAGACTCCCCTGATGAAGGAGGACTCCATTCTGGCTGTG

AAGAAATACTTCCAAAGAATCACTCTTTATCTGATGGAGAAGAAATACAGCCCTTGTGCC

RN AR R R AR RN RN A RN AR R RN ERR NN RN

AGGAAATACTTCCAAAGAATCACTCTCTATCTGAAAGAGAAGAAATACAGCCCTTGTGCC

GAGGTTGTCAGAGTAGAAATCATGAGATCCCTCTCTTTTTCAACAAACTTGCAAAAA

|l||||||l||!|l|| CELEEREEREEeerr b e e e i

TGGGAGGTTGTCAGAGCAGAAATCATGAGATCTTTTTCTTTGTCAACAAACTTGCAAGAA

AGATTAAGGGGGAAGGAT 498

LA 1

AGTTTAAGAAGTAAGGAA 632

CNLSQTHSLGSKRTLMLLAQMGKISLFSCLKDRHDFEFPQEEFDGNQFQK

v e e e e n R L R R R e e 4 0 om0 s e s

--------------------------------

I.G...

..................................

SLSFSTNLQKRLRGKD 166
ES..S.E 165

FIG.3
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RESUMO
“pPOLINUCLEOTIDEO ISOLADO, VETOR RECOMBINANTE, CELULA
HOSPEDEIRA, PROTEINA, CONSTRUTO DE PROTEINA, USO DA
PROTEINA, METODOS PARA TRATAR CANCER, PARA TRATAR
UMA DOENCA VIRAL, PARA TRATAR UMA CONDICAO
RESPONSIVA A TERAPIA COM INTERFERON, E, COMPOSICAO”

Este pedido se refere a proteinas tipo-interferon humano
recombinantes. Em uma modalidade uma proteina recombinante criada pela
tecnologia de embaralhamento de gene é descrita tendo atividades anti-virais
e anti-proliferativas aumentadas em comparagdo com o interferon alfa 2b
humano (HulFNa2b). A invengdo abrange um polinucleotideo que codifica a
proteina e vetores recombinantes e células hospedeiras que compreendem o
polinucleotideo. Preferivelmente o polinucleotideo ¢ selecionado do grupo de
polinucleotideos tendo, cada, uma sequéncia pelo menos 93% idéntica a SEQ
ID No: 1 e a proteina selecionada do grupo de proteinas tendo, cada, uma
sequéncia de aminoacido pelo menos 85% idéntica a SEQ ID No: 2;. As
proteinas e as composi¢des que compreendem as proteinas podem ser usadas
para tratamento de condigdes que respondem a terapia com r tais como

doengas virais e cancer.
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