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DESCRICAO
DA
PATENTE DE INVENGAO

N° 95.687

REQUERENTE: AMERICAN CYANAMID COMPANY., norte-americana,
industrial, em Wayne, New Jersey - USA

EPIGRAFE: "METODO PARA POTENCIAR A ACTIVIDADE DE
SOMATOTROPINA PORCINA™

INVENTORES: B0SCO SHANG WANG; IAN C. HART; HONG-MING
SHIEH

Reivindicacao do direito de prioridade ao abrigo do artigo 4° da Convengao de Paris
de 20 de Marco de 1883.

Estados Unidos da América do Norté, em 27 de Qutubro de
1989, sob o No.07/427,669
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be invento estd  relacionado com 2 identi
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Lrés fragmentos . peptidicos da somstobropine porcins
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rar anticorpos  anti-pBT. Susndo estss
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A horauna de crescissnto pBT £ nativa para ONTCOE 8 &
responsavel pele crescimenio  do anieal, incluindc o aumento  da
valocidade de corescimento e a proporc3o  de carne magira  para
gordura. #s guantidades esndégenas de  of 7

concantraran-se esforgos

=)
usar em largs escala o agriculivra.

Dirigiram-=zz ssforgos no sentido  da identificvacEn de
cEms de seguBncia de

e e B L?Pg{ e
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2E desrreve a clivages

hormonma de  crescimento

humano  (hBH). Injectaram-se ratinhos com o fragmento = os
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de anticorpos contra tals frapmentos,

iociums

£ alnda um objectivo deste invento selihorar o crooei-

. K S A S - SO T cover. G pre om0} pes  eul
manto através do tratamento de andimais de san

€

wuE com anticor
T.

&
garados por tals fragmentos de p8T s combicac®o com pS
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anticorpos poden ser policlonsis oo monoclonais.
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aumento de crescimento animal resultante da administreco de o587

£y

Juntaments com anticorpos de  difersntes fragmentos de pST. O
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irvento
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B 11 o= guals sEo o tems deste invento.

£ Figura I descreve o purificagdo da fracoBo de  imuno-

chulina do  soro  por fraccicnamento  do =oro nuons columa  ch

TracoEo de imunoglobua-
1

lina conmfor 1 pr mleciral gl de dodecilsy

: 3 o e

gque Tol removida a hipdfiss, tratados com
k. o

comdinacEo com anticorpos de poroo contea

normal de  porco (WFS)  gues contsr  peguena

gndagens, fol umado
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atados com 87 ea combinacEo

com anticorpos de suing contra peptideos de 28T numa  eupsrifnocia

P ed St P
separada da  descrits na Figura 4. Uspu-ss &  mesna
usads na Figura 4.
f Figura &4 descreve a2 dose-resposts da

do anticorps de suino contra o peptiden #8 de 257

FE-11@) mals pBT no crescimento de rabos aos ouais

1,

ipaTis
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A Figura & 0 descreve a doss-resposts da  adeinistracio
do anticorpo de sudno contra o pophides pST  #11 (aminoacidos

g g < . - s . voi
15%~146%) mais p8T no cresciments de ratos sem hipoafise,

A Figura 78 descreve um sstudo  ao  longo do  tempo
comparando o efeito ne cresciments de  ratos,  acs gquais  foi
removida & hipsfise, do  tratasento com  pST  sézinha, pST  ao

comparando
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peagusnas guantidadss de somatotropinag snodosna des ocoslho.

-
T}
j -

i
i

i
]
ot
o
R
i
it
i
-
]
-
i
i
Y
“h
i
g‘a v
ﬁn
b
.-y
e
1
-4

]

i

Foao

i

iy

o

i

o

L

i

-

]

e

[n]

i

o

com anticorpos

combinados com



»;

auman tar

bratados com pS

o rmem s .
i VES Foi il

0
]

o,
-
k)
it
i
Frats
Joste
e
|
Fol
Joorbe
—
By

o
bl
ot
o
i
fouts
£l
ﬁzﬁ
s
r "y
Lo
-
i
1
o
T
L.
i

!
2
i
H
n«l
Jede
i

|
fal
Jomsit
oo

i
&
i
o

i
™
]
o

i

23 o e
SET

w3 fmal

seguincias

comimarvadas

i



»

-

i

Fara fins comparativos, construiram-sz ouatro oubros
. - . . e s s . ;
caotidens ds o087 oo seguincdiaes e aminoécidos  baseadas  nas

descritas no Pedido de Patents Buropels 294, 484:

#2 {as 35-T2)s Gla-Tir-Ille-Fro-Glu-Bli-Gin-4a
Gin—-fsn-tla-Bln-Ala-dla-Fan
-3 {aa ZH-44)s Tir~iiam?ramﬁéuwﬁliwﬁlnmmrﬂ«f
#4 {aa 448Xz Gln-fAsn—-&la-EBiln-8la-ala-Fen-C
#4H {aa A5-~-4%%: Ala-Tir-Ile-Fro-Ble-81i-Eln—s

iy--Bar

deas Fol
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sicglobinas, B-galactosidase.

O= veiculos ogodem  tambée  sg

Mums outers s ste inventeo, anticorpos  poli-
gerados 2 purificados a pariir

de ssngue , Comx seiam suines ou coslhos, imuni-

nais contra estes peetidec: dlem ser preparados usando fdonicas

conjugada. s psptidecs podes ser sdministrados poe

clonais tais como injecglo  suboubBnea, injecco ints
intravenozs, assim coms  adeindistrac8c  ftransdéen

contra os peplideos. Os anticorpos foram entlo isoclados a pairtir

da fraccde de Ig por BDE-POGBE. & pureza  dos anticoroos assim
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nivel do titulo de anticorgos fol testado usando um iEa i
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imunmssorvent ligado 2 snzima  {(ELISAY de acordo oom  orocessos

o
usados de  duss formss  para potenciar @ aumentar a0 achis
« Em primgiro lugar, um  anticorpo
@ administrado a um  anial de sangue guente juntamente com  pST.

N ’ Como alitgrnativa o animal 2 tratado com ume DU mais doees de  um
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Figuras

o
mostrados nas Figuras &f, 48 & &0 indicam ous a accio dos anti-

corpns contra peptideos

curva de dose -resposta

active gquando empregue na aus@nciz de oBT: eles necessitam de ol=T
para aumsnto da actividads. A& sue  acc¥o & muito rapida &  também

aprezenta ums curva de doss-resoosts Ri-fasics
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T
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génese de pbT. No sntanto, os anticorpos anti-pentides #2 (aa =
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iplicam o efeito o " . ol aorea.

destes anticorpos  n3Eo

seia claro,

mecanisaos possivelis.
Sem sstar

@ seguss 1) prolongamento do

gm circulagdo, 2 mslhorassobs
1

o o bempo che

tardamanto do

o
sgmatotropinag na somatoodne-
&

zomatotroping mals adegus

ados com o orescimsnto.
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Jam os mEnos provévels pols, apesar oo facto

. o= Ze T pes pus gme s, oo pm, vt ehe ew euf yws e 2o o < -
oE anticorpos tostados reacires

alguns aumentan o sfeite promotor  do crescimsnto de oS8T, fAinda
outro apnio ao gue foil dito atras & proporcicnado pelo factko de o

anticorps induside contra a molé

reactivo com  pBT, gus  ndEo mostre sfesitc promotor  do
crascimento. Por oubtroe  lade, & 1 e a oErtas
da moldéculs de pBT pode aliterar a confornac®s g tal
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(Miligen Biossarch, Burlington, FMAY. Os amingoacidos figados a um
grupo protector N-t-butilosicarbonilo (Bog), nomsadassnte  Boo-
—-fla, Boc-3li, Boc-val, Boo-leu, Boo-Pro, Boo-Ser (OBzl), Boc-Tre
(OBz1}, Boo-fspe (OBz1l). Boo-Tir (2-Brzd, Boo-frg (Tos), Boo-Lis
{2-Cilz}, Booc-fAsn {(¥an), Boc-Bln {ian! & Boc-Cis {(4-MaBzl} foram

sintese. Dond suporite s41ido usou-ss uma resine Mererifisld (1% &

divinilbenzenc-astirenc agos,  Bachee Bloscience Inc.,
Fhiladelphia, PF&Y. 0 ado fol clivado da  resina
usando acido hidrofludri T4 de anisole a &% durants

uma hora. Todos os pephtideos  foram purificados numa coluna
1 =

§ 3

de
cataway., Mew Jersev: s HELD

preparativa sm fazs  reversza {coluna 0O s acetonitriloldgua
i

1y
i
contendo §,1% de TF8, usando um gradients de 8 a 968% de  acotoni-

<33 i
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rilo durants 45 mind.

g oaminodcidos como indicado na
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de acoolameubo & a mistura foi  incubads & temperatura

G A 48 minubtos. Adicionou-ze subsssuenisssnte NaBH. & &

de conjugacdo fol extensivamenits dialisada contra PES. Os
i

foram reeovidos oor cenbrifucacio a alts vel

a concentrac@o  fol detersinada num sspeciofobasmstro  de

W num comprioento de onds de 288 nwm.

foram snulsiona-

OE CDOHE W e Freund

o foram  injsctaddos

sitips dif relhas. Coelhos
orancos T8 manas de  idads,
pesandy 2- Farm, Bkippack., Pf.
Us coelhos o indscodo dog

repeititivamente injscolas de mendria  contendo os asemns antigd-
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Colheu-se  sacpue  dos  animais 7-14  diass  apéds  cada
injegrcio de memdria com antiggnio. } sangue Tol celhido da veis
Jugular oo porco
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xg, o 2t g oo . r3 z . = -
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TABELA 2

IMUNO~REACTIVIDADE DE bzﬁHoowmom DE_SUINO
ANTICORPO CONTRA;

a

PST 42 43 _#4 46 _ #8  #9  #11  NormalP

A>:ﬁwmmzwovo
d

pST +++ + + o+ ++ + ++ + -
#2 (aa 35-52): - -+ - - + + - - -
#3 (aa 36-44) - + + - - + - - -
#4 (aa 46-53) - - - - - + - - -
#6 (aa 35-43): - o+ - - + + - - -
#8 (aa 98-110): - - - - - + - - -
#9 (aa 110-118): - + - - - + o+ -~ -
#11 (aa 155-163): - + - - - + - + -
a Testado numa dose de 5 ug de Ig
b De suinos normais ndo tratados
C 1 ug/cavidade _
d Leituras de DO: "+++& 1,0; "++" O0,5; "+" 0,2; "=-" 0,2

L
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Os anticorpos de coslho  foram iestados de forme  some-
Ihante guanto & sua reactividade @ os resultados esbin apresenta-
dos na Tahmla 33
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o peotides 2, mas n¥o com outros peotideos.

« Aumenito do Crescimento pelos Onticorpos de Suino

Toaran tratados

dg anticorpo de

calowlado cors & percentagem como & percentacem de canho de SERE D
# +

&= testemunhas  gue  recsebsram oS

4 demonztran

mante con anticorpo cortra peptideo

# O18,3 mgl, #% {1 mgy & #11 {1 mg} durants guatro dias
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te ratos hipow com vérias doses do anticorgo antd

rhividads de pET. Ig de poroos normails pums dose o

o
Figura &4 desoostram que o efeito de pico do anticorpg  an
t

ideo #8 para aumentar a actividade de pST & de o, mgfoia. Elm
diminul en doses de 2,5 a £ mgfdia, mas o efeito mduimo torna  a

Lratamento, sugerindo uma  acg¥o répida. Dbzervach
foram tambée obtidas cos anticorpos  contra pepti
(verr Figuras 7B & 70, respectivaments).

do atrés  resulia  apenas em conjuncio  com BT
ES




Prepararam—o2 anticorpos de coelho contra peptidecs pBT

2 testaram-se de ando zerelhanites em  ratos hioocs. Dada ue dos
T
H

de pbT na promocio do orsscimento. Os restantes,

anticorpos de coslho contra o peptidec 89 n¥o afectam o cresci-
mento dos

(Figura 11

um oos geptitens #8, 7 ou ] Al Oy atordo Com D DrOCESSD
do Exemplo 1, na mplets de Freund., Os
animais recebera g do mesno peptiden
@ ks am bris -emovidos s dias

apos & ultime injecolo de meEndris g prepararam-sg
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lintéoitos. Estess linfdacitos

miwloma de ratinho

g {(HPFRT -negatival ocom 58%  ds
meio minimo sssencisl de Dulbecco o
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B
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i
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o
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i

2m placas  de culiuras

foram prev

av -~ [ R - 4
SR LTODCENANgs 1.

2. Freparac8o de &nticornos Monoclonais

ratinhos =

sulfato de amdnic a2 S8%. Como
diluidas para S0% cosm tampic de
gH B8 2 aplicadas numa iuna

HR ié’ﬁ nuun sistems  de FRLD  {F
fracc8o ssm Ig foi sluida da cols
igads fol subseguen ol

{ﬁmi:nn5 Banwvers

Tinalmente guardado a8 ~Z8°0 ateé

2 5B mgiml de gentamicions e

glulas da
transtera-

) fimalments
de %94 cavidedesz. dpas  culiurs
dos nibridomas que  sobrevi-

dos linfacitos  foram
ELIBA de fase sdalida.
fclidos Toram posbe-

= tados  intrapsritonsalmesnis am
iamente injscisdos com pristanc
ando anticorpos.
das cavidades peritonsais de
teocnice de precigitecic com
alitsrnativa, as amostras  foram
ligsgdo {(3M Nall, 1.2M glicina,
=T ﬁa*aiive de Froitsin & Supsross

= 2M,
a3

Gl N o
ibu

ussdo,

avagen

o
imediatamsnte nsubira-—.
-
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