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ACTR T TAS 1

Memdria descritiva referente a

patente de invengao de GIST-BRO
CADES N.V., holandesa, industri
al e comercial, com sede em 1,
Wateringseweg, P.O. Box 1,2600
MA Delft, Holanda, (inventores:
Dr. Ir. Lambertus Christiaan
Johannes Dorssers, Dr. Gerard
Wagemaker, Yvonne Johanna Vos e
Robert Willem Van Leen, residen
tes na Holanda), para "PROCESSO
DE CLONAGEM MOLECULAR E DE EX-
PRESSAO DE INTERLEUQUINA-3 (TL-
-3) HUMANA".

MEMORIA DESCRITIVA

Dominio da Invencao

A presente invengao descreve um Pro
cesso para a obtengao de ADNc que codifica para a interleuquina-
-3 humana (hIL-3) e a um processo que utiliza este ADN para, no-
meadamente, clonagem e expressao em varios organismos, incluindo
microorganismos, em particular em leveduras, bactérias e fungos,

células de culturas de tecidos e animais ou plantas transgénicos

Bases da Invencao

Designa-se por hemopoiese O proces-—

so activo de proliferacgao e de diferenciagao de células progeni=-
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toras pluripotentes nos diversos tipos de celulas do sangue madu
ras e em células de alguns tecidos especializados. A produgao de
células do sangue funcionais & regulada por proteinas especifi-
cas, os factores de crescimento hemopoiéticos (hemopoietic gro-
wth factors = HGFs). Alguns dos HGFs regulam a maturagao duma 1i
nhagem de maturacgao especifica enquanto que outros estimulam a
proliferacdo e a diferenciagdo dos progenitores ao longo de mul-
tiplas vias. Grande parte do nosso conhecimento sobre o processo
de diferenciagao hemopoiético foi obtido a partir de estudos em

ratos in vitro e in vivo usando factores de crescimento purifica

dos. O factor murino de crescimento conhecido por interleuquina-
-3 murina (mIL-3), tambem designado por multi-CSF (cell stimula-
tion factor: factor de estimulagdo celular), por factor de cres-
cimento de celulas em bastonete, por factor de activagdo das cé-
lulas indiferenciadas ou por varias outras designagSes, estimula
a proliferacdo de células multipotentes (CFU-S) de desenvolvimen
to precoce, efeito que & detectado por contagem de colonias de
baco, tendo como resultado a produgao de células progenitoras
bem como de eritrdides, megacaridcitos, granuldcitos/macrdofagos,
osteoblastos e varias outras linhagens. Alem disso, a mIL-3 tem
sido implicada na replicagao de células indiferenciadas pluripo-
tentes, provavelmente em sinergismo com outros HGFS.

Em anos recentes varios grupos tive
ram &xito na clonagem de ADNc da mIL-3. Até agora nao foi relata
do qualquer resultado de identificagao de sequénéias homdlogas
em ADN humano usando ADN da mIL-3 como sonda. E de presumir que
o gene humano divergiu em alto grau do gene da mIL-3 ou que per=-
deu a sua fungao durante a evolugdo dos primatas. No entanto des
cobriu-se que leucOcitos humanos produzem um HGF ou HGFs que po-
dem substituir a mIL-3 como agente da proliferagao de CFU-S no
rato. Deste modo foi postulada a existéncia dum HGF humano que
partilha as propriedades bioldgicas com a mIL-3 e gue portanto
poderia ser o respectivo homdlogo humano. Yang, Y-C et al., Cell
(1986) 47 : 3-10, com data de 10 de Outubro, descreve ADNc que
codifica para uma protelna que possui actividade semelhante a IL
-3 das células T do gibdo e o isolamento de ADN gendmico que co-

difica para uma proteina andloga humana. E possivel deduzir a se
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guéncia dum ADNc que codifica para a IL-3 humana a partir da se-
guéncia do gene humano publicada por Yang et al.. No entanto o
trabalho referido nao descreve um ADNc que codifica para a IL-3
humana nem ensina um método para o isolamento deste ADNc e tam-
bém n3o contém qualquer descrigdo da produgao de hIL-3. A presen
te invengao descreve pela primeira vez o isolamento dum ADNc que
contém a sequéncia integral que codifica para a IL-3 humana.

A proteina IL-3 humana nunca foi
preparada sob a forma pura nem nunca foram descritas as respecti
vas caracteristicas, para além da sua actividade em analises de
proliferacgao in vitro e da estrutura primaria deduzida. A presen
te invengdo permite o isolamento de IL-3 humana pura e a identi-
ficagdo das respectivas caracteristicas por meio de produgao por

técnicas recombinantes a partir dum clone de ADNc.

Resumo da Invencao

Como anteriormente afirmado, a pre-
sente invengao descreve pela primeira vez o isolamento dum ADNc
que contém a sequéncia integral que codifica para a IL-3 humana.
0 baixo grau de homologia entre as sequéncias de ADN que codifi-
cam para a IL-3 murina e para a IL-3 humana nao permite o isola-
mento do ADNc da hIL-3 por hibridagao com a sequéncia que codifi
ca para a mIL-3. Verificou-se surpreendentemente que e possivel
isolar o clone de ADNc da hIL-3 aproveitando o grau de homologia
relativamente alto na parte 3' ndo codificante dos ADN's. Quando
se dispde do clone de ADNc torna-se possivel a produgao de hIL-3
por uma grande variedade de organismos hospedeiros. Depois de se
proceder 3 producdo da proteina em grande escala & possivel pro-
ceder 3 sua purificacdo e & utilizagdo terapéutica.

A presente invengao permite a produ
cao da proteina IL-3 humana recombinante numa grande variedade
de celulas hospedeiras por transcrigdo e tradugdo duma sequéncia
de ADNc que codifica para a proteina IL-3 humana. A producgao da
proteina & ilustrada seguidamente em varios hospedeiros, incluin
do E. coli, cédlulas COS, células C127, B. subtilis e B. licheni-

formis, S. cerevisiae, e K. lactis. Também se tornou possivel a




produgao em outros hospedeiros mediante o uso de sistemas de ex-
pressdo apropriados por meio da utilizagdo de ADNc sem introes.
Mais geralmente, o facto de se dispdr de anticorpos de IL-3 anti
-humanos que permitem a identificacao de colonias que levam a
uma produgdo vidvel da proteina recombinante possibilita a produ
¢ao de IL-3 humana a partir de gqualquer sistema recombinante.

De acordo com um aspecto da presen-
te invengdo, por conseguinte, refere-se a preparagao de ADN re-
combinante sem introes que codifica para a proteina IL-3 humana.

De acordo com outro aspecto da pre-
sente invengao descreve-se a preparagao de sistemas de expressao
com capacidade para efectuar a expressao da sequéncia referida
de ADN que codifica para a hIL-3 num hospedeiro apropriado.

De acordo com outros aspectos, a
presente invencdo diz respeito & preparagao da proteina IL-3 hu-
mana recombinante sob a forma glicosilada ou nao glicosilada, de
I1-3 humana isenta das substdncias que normalmente acompanham a
referida proteina e de anticorpos que reagem de forma especifica

com estas proteinas recombinantes ou purificadas.

Breve Descricao dos Desenhos

A figura 1 apresenta uma comparagao
das sequéncias de ADN e das proteinas de multi-CSF humana e da
IL-3 de rato. A sequéncia de hmulti-CSF e a do ADN (Clone D11,
linhas da parte superior) foram alinhadas com a sequéncia do ADN
de mIL-3 (11, 35) e a da respectiva proteina (30). Os nucledti-
dos idénticos estdo indicados por uma linha vertical e os acidos
aminados idénticos estdo contidos em caixas. Os sinais de polia-
denilagdo sdo indicados por pontos e as unidades de repeticao
ATTTA estao marcadas por tragos horizontais.

A figura 2 apresenta a construcao
do plasmideo pLB4 que contém o ADNc da IL-3 humana. E = ECORI,
Sm = SmaI, B = BamHI, S = SstI e K = Kpnl.

A figura 3 apresenta a actividade
bioldgica de COS/pLB4 CM em progenitores da medula Ossea humana.

Apresentam-se os nimeros médios (+ DP) de coldnias de eritrdides




(BFU-E), de granuldcitos-macrdfagos (CFU-GM), de granuldcitos
(CFU-G), de eosindfilos (CFU-Eo), de macrofagos (CFU-M) e de cul
turas mistas (CFU-MIX) para culturas em duplicado estimuladas
com volumes crescentes de COS/pLB4 CM.

A figura 4 mostra a inducao da pro-
liferagao de AML por COS/pLB4 CM medida por analise duma cultura
de coldnias (painel A) e por andlise numa sintese de ADN (incor-
poragao de 3p-TdR) (painel B).

A figura 5 mostra um diagrama de
construgdo dos vectores de expressao em E. coli pGB/IL~-301, GB/IL
-302, pGB/IL-303, pGB/IL-304, pGB/IL-305 e pGB/IL-306, Nesta fi-
gura, X representa um local Xhol, E representa um local EcoRI, B
representa um local BamHI e A representa um local Aval.

A figura 6 apresenta a sequéncia do
local de multiclonagem em pTZ18R (Pharmacia) e do seu derivado
pTl.

A figura 7 mostra uma representagao
esquematica de clones de expressao de hmulti-CSF. Apenas se apre
senta a insercdo de ADNc de hmulti-CSF para os plasmideos de ex-
pressdo eucaridtica pLB4 e pLHl. As regides de codificagao para
o peptideo guia (@ZZA) e para a proteina de hmulti-CSF madura
(MEEM) s3o apresentadas em caixas. Os clones de expressao bacte-
riana de hmulti-CSF (derivados de pLHl) contém a regido de codi-
ficagao para lacZ e para a proteina multi-adaptador (ENNM), a re
gido 5' terminal ndo codificante de hmulti-CSF () e a regiao
de codificagdo hmulti-CSF. A flecha indica o codao ATG de inicio
utilizado no vector particular.

A figura 8 apresenta as sequéncias
das regides de fusdo de ADN de lacZ/hmulti-CSF para varios vecto
res de expressao bacterianos. A sequéncia de clones é dada a par
tir do inicio da proteina lacZ tanto em pUC8 como em pTZ18R (le-
tras minUsculas) e da sequéncia de ADN de hmulti-CSF até ao lo-
cal Clal na posicdo 158. As mutagdes na sequéncia de ADN de hmul

ti-CSF estdo sublinhadas, dando como resultado: trplé—v arg13

(pGB/IL-302); 1eu2—g.pro9 e trplg-—»argl3 (pGB/IL-303); met3-~
thr> e uma alteracdo silenciosa (pGB/IL-304). Os nimeros em expo

ente significam o nimero do residuo de acido aminado na proteina




madura.

A figura 9 apresenta uma electrofo-
rese em gel de poliacrilamida de hmulti-CSF bacteriano produzido
a partir de bactérias que contém pGB/IL-301 e pGB/IL-302.

A figura 10 apresenta a titulagao
de uma protelna de fus@o hmulti-CSF em células blasticas AML.

A figura 11 mostra uma anadlise de
mancha de Western que demonstra a reacgao especifica de IL-3 de
anti-soro de coelho desenvolvido por reacgdo contra a proteina
de 21 kd isolada a partir do lisado de E. coli transformado com
pGB/IL-301.

A figura 12 mostra o efeito do anti
-soro da figura 11 na actividade de IL-3.

A figura 13 mostra uma representa-
¢do esquematica do plasmideo pGB/IL-307. A caixa (ESN]) indica a
sequfincia de codificagio para a IL-3 humana. Os acidos aminados
terminais da proteina de fusdo estao representados sob o desenho,

A figura 14 mostra uma representa-
cdo esquemitica do plasmideo pGB/IL-308. A sequéncia de nucledti
dos da regido do promotor estd representada sob o desenho.

A figura 15 apresenta a construgao
do plasmideo pGB/IL-309. A primeira caixa (E=F) indica uma par-
te da sequéncia da IL-3 humana, nomeadamente a sequéncia de si-
nal mais 20 acidos aminados da proteina madura. A outra caixa
(C)) indica parte da regido 3' n8o codificante da sequéncia de
ADNc da IL-3.

A figura 16 & uma representagao es-
quematica do plasmideo pGB/IL-310.

A figura 17 mostra a sequéncia de
nucledotidos do plasmideo pBHAL.

A figura 18 apresenta a construgao
dos plasmideos pGB/IL-311 e pGB/IL-312. A caixa @ZZB) indica a
regiao de codificagao do percursor da IL~3 humana.

A figura 19 apresenta a construgao
do plasmideo pGB/IL-313. A sequéncia do lado 5' da sequéncia da
IL-3 estad representada sob o desenho.

A figura 20 mostra uma representa-




c3o esquemdtica do plasmideo pGE/IL—3l7.

A figura 21 mostra uma representa-
cdo esquemdtica do plasmideo pGB/IL-316.

A figura 22 apresenta a sequéncia
de nucledtidos do plasmideo pGB/IL-316 entre o local SacII singu
lar no promotor de lactase e o local HindIII depois do termina-

dor (residuos 4457 a 7204).

A figura 23 apresenta a sequéncia
de nucledtidos do plasmideo pGB/IL-318 entre o local SacII singu
lar no promotor de lactase e o local HindIII depois do termina-
dor (residuos 4457 a 7190).

A figura 24 apresenta a sequéncia
de nucledtidos do promotor de EF-l« do adaptador SalI-BglII-

-XhoI e do terminador de actina tal como aparecem no plasmideo

pPGB/TEFact.

Descricdo pormenorizada da Invengao

A - Definicoes

Na presente descrigao utilizam-se
os termos "IL-3 humana", "hIL-3", "multi-CSF humano" e "hmulti-
-CSF" indiferentemente para designar uma proteina que apresenta
as seguintes actividades:

1. A proteina estimula a formagao
de coldonias por celulas progenitoras hemopoiéticas humanas e as
colénias formadas incluem eritrdides, granuldcitos, granuldcitos
macrdofagos e coldonias mistas.

2. A proteina estimula a sintese de
ADN por células blasticas de leucemia mielogénia aguda (acute
myelogenous leukemia = AML), como se verifica, por exemplo, pela
absorcao de timidina marcada.

Para corresponder a definigao de
hmulti-CSF, a actividade nas andlises descritas ndo deve ser ini
bida de modo substancial por anticorpos desenvolvidos em respos-—
ta a GM-CSF e imunoespecificos para este factor, a menos que es-

tes anticorpos também inibam estas actividades pela forma ilus-
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trativa de hmulti~CSF seguinte.

Na figura 1 apresenta-se uma forma
ilustrativa de hmulti-CSF sob a forma de uma proteina madura de
133 Acidos aminados possuindo uma sequéncia de sinal de 19 aci-
dos aminados. A sequdncia de Acidos aminados da figura 1 & idén-
47:3-10 (su~

tica & descrita por Yang, ¥Y-C., et al., Cell (1986)
pra) excepto na posicao 8 da proteina madura, sendo

tulda na proteina de Yang por Pro nesta posigcdo. Conforme demons

trado em seguida, esta sequéncia de acidos aminados

na sua forma ndao glicosilada. No entanto esta sequéncia contém
dois locais de glicosilacdo e a forma glicosilada esta tambem in
cluida no ambito da presente invengao. Mencione-se que a protei-
na pode existir sob a forma de um sal de adig&o de acido, sob a
forma de um sal basico ou pode ser neutra, dependendo do pH do
meio. Por derivatizagdo por meio de fosforilagdo, de acetilagao
ou por outros meios, desde que a actividade ndo seja destruida,

2 obtida uma proteina também incluida no ambito da presente in-

vengao,
Mencione~se também que

cer que ndo seja necessadria a sequéncia integral para que se ma-

nifeste a actividade. Conforme ilustrado na presente memoria des

critiva, a alanina na posigéo 1 pode ser suprimida,

bem ser suprimidos os primeiros residuos de acidos aminados ate
um maximo de catorze se forem substituldos por uma sequéncia de
residuos duma sequéncia peptidica fundida. Além disso cré-se que
a forma murina da proteina apenas requer os primeiros 79 residu-
os para a actividade; esta situagdo corresponde aproximadamente
aos 83 primeiros residuos da forma humana. Deste modo, os frag-
mentos que contém apenas os 83 primeiros residuos de acidos ami-
nados da proteina e as suas formas contendo substitui¢Oes na ex-
tremidade N-terminal est3o também incluidas no ambito da presen-

te invencdo. Além disso deve ser considerado que a extremidade

N-terminal da hIL-3 madura & formada pelos residuos
etc. (ver figura 1). Sabe-se que a proteina, quando
uma levedura hospedeira, pode, em alguns casos, ser
dois acidos aminados (ala-pro), devido & interacgao

peptidil-aminopeptidase (72). A hIL-3 sem a alanina

a Ser substi

@ efectiva

pode aconte-

podendo tam-—

ala-pro-met
segregada pox
encurtada em
com uma di-

e a prolina
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N-terminais conserva ainda a actividade bioldgica. As estirpes
de levedura que contém uma mutagdo de anulagao no gene de X-pro-
lil-dipeptidilaminopeptidase produzirao hIL-3 completa (acidos
aminados 1 a 133). Deste modo consideram-se incluidos nos multi-
-CSFs da presente invencdo tanto os que contdm como Os que nhao
contém a alanina e a prolina N-terminais, produzidos por hospe-
deiros mutantes de X-prolil-dipeptidilaminopeptidase e por hospe
deiros de tipo selvagem, respectivamente.

Quando a proteina & produzida sob a
forma duma proteina madura num hospedeiro procaridtico, a sequén
cia de codificagdo para a proteina madura & prefaciada por um co
d3o de inicio. A metionina N-terminal resultante pode em seguida
ser eliminada, ou removida parcialmente, por processamento no in
terior da célula hospedeira, dependendo da natureza da sequéncia
de acidos aminados que se segue. Novamente ambas as formas de
hIL-3 s3o biologicamente activas. Por conseguinte, consideram-se
incluldos nos hmulti-CSFs da presente invengao tanto os que con-
tém como os que ndo contém a metionina N-terminal.

Do que ficou dito & claro gue podem
ser introduzidas alteracdes de acidos aminados da proteina IL-3
humana sem afectar a respectiva fungdo bioldgica. AlteragOes me-
nores nas sequéncias de Acidos aminados por modificagdo quimica
do residuo codificado, por substituicdo dum residuo diferente ou
por supress3o ou por adigdo de um ou varios residuos, de prefe-
réncia apenas de um, tém como resultado proteinas que conservam
a actividade. Deste modo, estas mutagdes ndo destrutivas estao
tambem abrangidas na presente invengao, em particular as varia-
cBes alélicas de ocorrdncia natural e outras mutagdes que nao se
jam letais para a actividade.

Por outro lado, deve ter-se em con-
ta que alteragdes de acidos aminados na proteina IL-3 humana po-
dem ser benéficas para a utilizagdo terapéutica da proteina. Tal
como reconhecido na presente especificagao, a proteina madura
contém quatro dominios conservados nos residuos 15 a 36, 54 a 61,
74 a 91 e 107 a 118. S3o possiveis proteinas contendo alteragdes
de acidos aminados simples ou miilltiplas nas regiGes ndo conserva

das, 1 a 14 (que podem ser, de qualquer modo, substituidas pelas




sequéncias de protelnas de fusao derivadas do hospedeiro), 37 a
53, 62 a 73, 92 a 106 e 119 a 133. No entanto cré-se que 0S resi
duos de cisteina nas posigdes 16 e 84 podem ser necessarios para
formagao de pontes de dissulfureto uma vez que estes residuos
s3o conservados de espécie para espécie. As alteragdes nos domi-
nios conservados mencionadas anteriormente podem influenciar as
propriedades bioldgicas da proteina, tais como ligagdo ao recep-
tor e transdugdo do sinal. Considera-se que a hIL-3 com as pro-=
priedades alteradas tera utilidade terapéutica. Estes derivados
de hIL-3, que podem ser preparados por intermédio de técnicas de
manipulagao de proteinas conhecidas, sao considerados abrangidos
pelo dmbito da presente invengao.

0 preparado da proteina pode conter
os peptideos de hmulti-CSF sob uma forma monomérica ou agregada,
desde que os agregados mantenham a actividade tal como acima de-
finida.

Na presente memdria descritiva o
termo "sistema de expressdo" diz respeito a uma sequéncia de ADN
que contdm tanto a sequéncia de codificagdo cuja expressao se
pretende como as sequéncias de regulagao apropriadas em ligagao
operacional com a sequéncia de codificagao referida, de forma a
possibilitar a respectiva expressao quando as sequéncias de regu
lagdo sdo compativeis com o hospedeiro no qual o sistema de ex-
pressao esta colocado. Em geral considera-se que o termo “sequég
cias de regulagdo" diz respeito a segmentos de ADN necessarios
para regular a expressdo da sequéncia de codificagao com a qual
esses segmentos se encontram ligados de modo operacional.

As sequéncias de regulagao incluem,
em todos os hospedeiros, os promotores, os quais podem ser ou
ndo regulaveis por modificagles no respectivo ambiente. Os promo
tores tipicos adequados para procariontes incluem, por exemplo,
o promotor de trp (inductivel por privagao de triptofano), o pro
motor de lac (inductivel com o andlogo de galactose IPTC), O pro
motor de beta-lactamase e o promotor PL derivado de um fago (in-
ductivel por variagao de temperatura). Adicionalmente, especial-
mente para a expressdao em Bacillus, sdo também promotores Uteis

os promotores de alfa-amilase, de protease, de Spo2 e sequéncias




promotoras sintéticas. Os promotores adequados para expressao em
leveduras incluem o promotor de 3-fosfoglicerato-quinase e oOs
promotores para outras enzimas glicoliticas, bem como as regioes
de promotor para desidrogenase de alcool e para fosfatase de le-
vedura. Tambem sdo Gteis o promotor do factor de elongagao de
transcrigcdo (transcription elongation factor = TEF) e o promotor
de lactase. A expressao em mamiferos geralmente utiliza promoto-
res derivados de virus tais como os sistemas de promotores de
adenovirus e do promotor de SV40, mas também pode utilizar promo
tores regulaveis, tais como o promotor de metalotioneina, que &
regulado pela concentragao de metais pesados ou de glucocorticoi
des. Também se encontram disponiveis sistemas de expressdo em c&
lulas de insectos com base em virus bem como sistemas de expres-—
sao baseados em promotores de células de plantas, como sejam OS
promotores de sintetase de nopalina.

Alem da sequéncia de ADN do promo-
tor, que € necessaria para a transcricao do gene pela polimerase
de ARN, sdo também Gteis para a regulagdo da expressao uma varig
dade de sequéncias de regulagao, incluindo as que comandam a ter
minacdo (por exemplo provocando sequéncias de poliadenilagao em
sistemas eucaridticos). Alguns sistemas contém também elementos
de reforgo que sao convenientes mas nao necessariamente indispen
siveis para a efectivac@o da expressao.

Os comandos de tradugao incluem um
local de ligagdo ribossomico (ribosome binding site = RBS) em
sistemas procaridticos, enquanto que em sistemas eucaridticos a
traducao pode ser comandada pela sequéncia de nucledtidos junto

do codao AUG.
De acordo com as consideragOes ante

riores, pode efectuar-se a produgao de proteina recombinante nu-
ma larga variedade de hospedeiros, incluindo bactérias (predomi-
nantemente E. coli, Bacillus e Streptomyces), leveduras e fungos

(tais como Saccharomyces, Kluyveromyces e Aspergillus) e cultu-

ras de celulas de mamifero ou outras, tais como células COS, cé-
lulas C127, células de ovario de hamster chinés, células de Spo-
doptera frugiperda (Sf9) e outras. A proteina pode ser produzida

sob a forma duma proteina intracelular madura ou de fusdo ou po-

de ser segregada quando O gene contém incluido o ADN que codifi-
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ca para um sinal compativel apropriado.

A presente invengao possibilita pe-
la primeira vez a producgdao em larga escala de IL-3 humana recom-
binante, podendo por conseguinte esta proteina ser agora usada
- sob uma forma purificada - como agente terapéutico. Os meétodos
descritos seguidamente proporcionam meios para a produgao de for
mas glicosilada e nao glicosilada da proteina, as quais podem
ser purificadas para se obter IL-3 humana sob a forma substanci-~
almente pura. A expressdo IL-3 humana "purificada" significa IL-
-3 humana tal como anteriormente definida que se encontra sob

uma forma isenta de outras proteinas que normalmente a acompa-

nham.

B. Isolamento de ADNc que codifica para IL-3 humana

A IL-3 humana foi isolada de acordo
com a seguinte estratégia:

1. Foi desenvolvido um procedimento
que possibilita a produgdo de modo reproductivel de factores de
crescimento hemopoidtico (HGFs) por leucdcitos humanos.

2. Preparou-se ARNm a partir das ce
lulas produtoras referidas e transcreveu-se O mesmo em ADNC de

dupla cadeia.
3. Seleccionou-se a partir do ADNc

com um ADNc completo de mIL-3 contendo tanto a porgao de codifi-
cagdo como a porgdo 3' ndo traduzida a juzante de forma a obter

DII.
4. Inseriu-se o clone DII de ADNc

que hibrida num vector de expressao pLO a fim de obter pLB4, o

qual & expresso em células COS para confirmar a presenga da se-
quéncia que codifica para a IL-3 humana. Meios condicionados ob-
tidos a partir destas células apresentaram a actividade bioldgi-

ca esperada de hIL-3.
O ADNc humano foi isolado usando eg

te procedimento apesar de uma consideravel falta de homologia
com a sequéncia de codificagao murina porque se verificou exis-
tir um grau de homologia surpreendente na regido 3' ndo traduzi-

da. Os requerentes ndo tém conhecimento de qualquer descricao an
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terior da utilizagdo de uma homologia numa sequéncia 3' nao tra-
duzida para o isolamento dum gene duma especie diferente.

Mais em pormenor, um meio condicio-
nado de linfdcitos na presenca de l3-acetato de l2-o-tetradeca-
noilforbol (TPA) e de concanavalina A (Con A) constitui uma ori-
gem adequada de HGFs humanos, o que se pode verificar por anali-
se do meio usando uma estimulagao de CFU-S de rato em culturas
em suspensdo, proliferagdo de células DA-1 dependentes de mIL-3,
andlise de progenitores hemopoiéticos humanos por formagao de co
16nias in vitro e estimulagdo in vitro de células blasticas de
leucemia aguda. Construiu-se um banco de ADNc a partir de linfo-
citos humanos no fago gt-10 lambda (20) e seleccionou-se usando
o fragmento HindIII-XbaIl de ADNc de mIL-3 relativamente a ocor-
réncia de sequéncias relacionadas com a mIL-3. Nao foram identi-
ficados quaisquer clones que hibridassem.

No entanto, quando se usou para son
da o ADNc integral de IL-3 murina, foram identificados quatro
clones. Por analise por enzimas de restrigao do clone maior (D11)
verificou-se a existéncia duma insercgao de 910 pb contendo um lo
cal EcoRI interno (na posicao 411 na figura 1).

(Investigou-se se este local EcoORI
era originario de ligagdo de dois fragmentos independentes de
ADNc ou se era um local de ocorréncia natural. Por meio de andli
se de Southern de ADN humano digerido com enzimas de restrigao
usando fragmentos EcoRI 5' e 3' marcados do clone D1l como sonda,
verificou-se a existéncia de fragmentos de ADN idénticos a se-
guir a digestdo com HindIII (15 kb) e BamHI (4,6 kb). Para além
disso, a sequéncia de ADN junto do local EcoRI nao corresponde a
sequéncia do adaptador (pCCGAATTCGG) usado para a insergao do
ADNc em ADN fagico, indicando que estes fragmentos EcoRT sao de-
rivados dum Gnico ARNm.)

A partir de experiéncias de hibrida
cao e de sequenciagao concluiu-se que os clones menores (I, IV
e VI) s3o idénticos & sequéncia de necledtidos 3' do clone D1l e
derivam da mesma espécie de ARNm.

Por meio de alinhamento assistido
por computador (figura 1) do ADNc de D11 e do ADNc de mIL-3 veri




ficou-se a existéncia de homologia de sequéncias na extremidade
5' terminal de 100 pb entre os nucledtidos 236 e 269 e entre os
nucledtidos 598 e 803 na regido 3' terminal (68%, 71% e 73% de
homologia, respectivamente). Em particular, a regiao entre os nu
cledtidos 706 e 763 apresenta um alto grau de conservagao (93%
de homo logia) e contém sequéncias repetitivas ricas em AT. A
baixa homologia na extremidade 5' terminal de 600 pb do ADNc hu-
mano (52%) exclui a detecgdo por hibridagao com o fragmento
HindIII-Xbal da mIL-3.

Por analise do clone de ADNc humano
quanto a uma protelna codificada verificou-se a exist@ncia dum
quadro de leitura livre antes do codao de terminagéo TGA na posi
cao 495 a 497 (figura 1). O primeiro tripleto ATG é provavelmen-
te o verdadeiro cod3o de inicio do polipeptideo codificado. A
presumivel proteina codificada consiste num peptideo guia hidro-
fobico de 19 acidos aminados, o qual provavelmente & cindido en-
tre os residuos de glicina e de alanina (22 e 23).

O alinhamento dos residuos previs-
tos de acidos aminados da IL-3 humana e do rato (figura 1) reve-
la uma homologia de 50% para o peptideo guia (residuos =26 a +1)
e de 28% para a proteina madura (residuos 1 a 133). No interior
do peptideo guia existem duas regides conservadas de quatro aci-
dos aminados (residuos -13 a -10 e -3 a +1), dos gquais o segundo
contém o local de processamento. A proteina madura tem um compri
mento de 133 acidos aminados e tem um peso molecular de 15 kd. A
proteina madura tem quatro dominios conservados (residuos 15 a
36, 54 a 61, 74 a 91 e 107 a 118) e contem dois locais de poten-
cial glicosilacdo (residuos 15 a 17 e 70 a 72). Os dois residuos
de cistelna presentes na proteina humana (posigbes 16 e 84) sao
conservados e podem desempenhar uma fungao essencial na dobragem
da proteina por formagao de ponte de dissulfureto.

A fim de se verificar que este ADNC
humano codifica para uma proteina funcional que & semelhante a
mIL-3, inseriu-se o ADNc do D11 num vector de expressao eucario-
tico (pLO, contendo uma unidade de transcrigao de SV40) a fim de
obter o vector de expressao pLB4 e transfectou-se para celulas

COS 1. Experimentou-se o meio condicionado por COS/pLB4 (CM) com




o fim de (1) verificar a respectiva capacidade para estimular a
formagdo de coldnias por células da medula Ossea humana e (2) pa
ra estimular celulas blasticas de leucemia mielogénia aguda (AML)
humana.

O crescimento in vitro de coldnias
de progenitores hemopoiéticos humanos desprovidos de celulas aces
sdrias mielomonociticas (positivas em relago a Vim-2) e linfoci
ticas T (positivas em relacao a T-3) foi estimulado eficientemen
te por CM COS/pLB4. Os dados demonstram a existéncia de estimula
cao dos progenitores de varias linhagens de diferenciagao hemo-
poidtica e de uma subpopulagdo de BFU-E por CM COS/pLB4.

Numa experiéncia separada, enrique-
ceu-se em relagdo a células progenitoras medula Ossea por centri
fugagao com gradiente de densidade, com sedimentacgdo de rosacea
E para remogao de 1infdcitos T e por aderéncia para remover Os
fagocitos mononucleares, e em seguida cultivou-se em meio enri-
quecido contendo soro fetal de vitela. Nestas condigdes, a maio-
ria das coldnias obtidas apds estimulagdao com CM/COS/pLB4 conti-
nham duas ou mais linhagens de diferenciagao hemopoiéticas: to-
das continham macrdfagos, aproximadamente metade de células blas
ticas imaturas e/ou células eritrdides imaturas e/ou granuldci-
tos neutrofilicos e uma minoria, adicionalmente, de granul6citos
basofilicos e eosinofilicos. Estes resultados demonstram as pro-
priedades de estimulagao multilinhagem da proteina codificada pe
lo clone D11 de ADNc humano e a respectiva acg@o nas células he-
mopoieticas multipotentes de desenvolvimento precoce.

Com respeito & estimulagao de AMIL,
foram estimuladas celulas AML blasticas de cinco pacientes por
meio de CM COS/pLB4 e analisou-se para verificar uma resposta por
medida da incorporagao de 34-TdR e de formacgio de coldnias. Trés
das cinco amostras de celulas de leucemia responderam ao CM CoSs/
/pLB4 em ambas as analises; foram obtidas relagSes caracteristi-
cas dose-resposta para a formagdo de coldnias e para a sintese
de ADN de células blasticas AML de diferentes pacientes. As res-—
postas a GM-CSF demonstraram adicionalmente diferencgas fenotipi~-
cas entre as leucemias que responderam a CM COS/pLB4.

Estes dados demonstram que o clone




de ADNc D1l contém a informagao genética completa para uma pro-
teina biologicamente activa que e exportada para o meio de cultu
ra nas células COS transformadas. Apesar da aparente falta de ho
mologia com respeito & sequéncia proteica entre a proteina huma-
na e a mIL-3 (apenas 30%), as proteinas s@o comparaveis com res-
peito 3 respectiva fungdo bioldgica. Ambas as proteinas exercem
0 seu efeito em progenitores hemopoidticos de varias linhagens
de desenvolvimento precoce. A baixa homologia ao nivel dos aci-
dos aminados & também reflectida por uma baixa homologia na se-
quéncia dos nucledtidos de codificagao. No entanto, de forma in-
teiramente inesperada, verificou-se que existe um alto grau de
homologia - suficiente para isolamento do clone de ADNC humano =
na regiao 3' nao traduzida.

Por analise de Southern do ADN huma
no verificou-se a existéncia de um Gnico gene que hibrida, indi-
cando que este ADNc nao pertence a uma familia de genes intima-
mente relacionados.

A partir dos resultados anteriores
concluimos gue a insergdo de ADNc humano em D1l codifica para a
proteina humana homdologa de mIL-3. Decidimos usar o termo opera-
cional de hmulti-CSF para a proteina codificada pelo clone D11
de ADNc tendo em vista o seu principal efeito bioldgico e anali-
se.

A identificagao de clones de ADNc
de hmulti-CSF em virtude de hibridag@o com a regiao terminal 3'
do ADNc da mIL-3 era inesperada. Enquanto que as sequéncias de
ADN homdlogo sdo em geral encontradas predominantemente na regi-
3o de codificagdo, a sequéncia de hmulti-CSF divergia extensiva-
mente (45% de homologia) nesta parte do gene. Uma analise do do-
minio altamente conservado na regido nado codificante terminal 3'
revela a ocorréncia de 5 unidades repetidas ATTTA que se conser-
vam todas no ADNc da mIL-3 (figura 1).

As proteinas hmulti-CSF e mIL-3 a-
presentam um grau de homologia consideravelmente inferior ao de
outros factores de crescimento ou linfoquinas murinos e humanos,
tais como GM-CSF (25), interleuquina-2 (25), interleuquina-1 (26)
e interferdes (27 a 29). A actividade bioldgica da mIL-3 madura
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parece estar contida nos primeiros 79 acidos aminados, incluindo
uma exigéncia absoluta da presenca dum residuo de cisteina na po
sicdo 17 (30). Este residuo de cisteina mantém-se conservado no
hmulti-CSF (Fig. 1, pos. 16) e pode desempenhar um papel essenci
al na dobragem da proteina. A ocorréncia dum local de potencial
glicosilagdo na proximidade deste residuo de cisteina pode inter

ferir com a formagao duma ponte de dissulfureto.

C. Producao e formulacdao de hmulti-CSF

Os requerentes conseguiram uma va-
riedade representativa de sistemas de expressao capazes de produ
zir a proteina IL-3 humana sob uma variedade de formas - como
proteinas de fusao, como proteinas intracelulares maduras e como
proteinas segregadas. Os requerentes nao tém conhecimento da exig
téncia anterior de acordo com o estado da técnica de formas re-
combinantes de IL-3 humana, ou mesmo de qualguer IL-3 humana num
preparado isento das proteinas que normalmente acompanham a pro-
teina pretendida. Por conseguinte, a presente invengao proporcio
na pela primeira vez a proteina IL-3 humana dum modo capaz de
adaptacdo a utilizagOes terapduticas e de diagndstico.

A IL~-3 humana pode ser produzida soj
a forma duma proteina de fusao com sequéncias heterdlogas em re-—
lacio & sequdncia de acidos aminados da IL-3 humana. Por "heterd
loga" compreende-se uma sequéncia que ndo & encontrada na pro-
pria IL-3 humana mas & uma sequéncia nao relacionada com aquela.
Esta sequéncia heterdloga pode ser derivada duma proteina bacte-
riana, duma proteina duma levedura, duma proteina dum mamifero
ou pode ser qualquer uma das variedades sequéncias fortuitamente
codificadas tais como, por exemplo, as codificadas por poliadap-
tadores. E evidente, a partir dos resultados apresentados segui-
damente, que pelo menos os primeiros 14 adcidos aminados da extre
midade N-terminal da sequéncia da IL-3 humana podem ser substi-
tuldos por uma sequéncia heterdloga, pelo menos se a proteina de
fusdo se extende ainda para além da extremidade N-terminal.

A proteina pode também ser obtida
sob a forma duma proteina madura intracelular por construgao de

sequéncias nas quais o coddo de inicio ATG & colocado imediata-




mente a montante da extremidade N-terminal pretendida. Estas pro
telnas intracelulares, quer sejam proteinas maduras quer de fu-
sao, podem ser recuperadas por lise das células e por purifica-
cao da IL-3 humana mediante o uso de técnicas normais de purifi-
cagcao de proteinas.

A purificagdo da proteina & mais
simples se a IL~3 humana for segregada para O meio. Quando produ
zida em células de mamifero com as quais a sequéncia nativa de
sinal & compativel, esta sequéncia nativa de sinal pode ser usa-
da para provocar a secregao para o meio. Em sistemas bacterianos
ou de leveduras, podem ser usadas sequéncias de sinal compati-
veis com estes hospedeiros, tais como as sequéncias de penicili-
nase ou de alfa-amilase em bactérias ou a sequéncia de sinal do
factor alfa em leveduras.

Quando produzida por técnicas recom
binantes, a IL-3 humana apresenta-se isenta das proteinas que
normalmente a acompanham e pode ser purificada das proteinas e
de outros materiais indigenas do hospedeiro recombinante usando,
por exemplo, métodos cromatogrdficos, filtragao por gel, precipi
tagdo por sulfato de amdnio e outras técnicas.

Conforme descrito seguidamente, a
protelna & fitil para fins terap@uticos e de diagndstico. Para
fins terapduticos a proteina pode ser incorporada em formulagoes
de acordo com as tecnicas normalmente utilizadas para a prepara-
¢do de composigOes farmacéuticas adequadas para a administragao
de proteinas. S3o excipientes adequados, por exemplo, solugao sa
lina fisioldgica e solugao de Ringer, entre outros. Tambem podem
ser empregues formas alternativas de formulagao, incluindo formu

lagOes sdlidas (p. ex. liofilizadas).

D. Preparacao de anticorpos

0 facto de se poder dispor de pro-
telna IL-3 recombinante ou de fracgdes desta proteina permite a
produgao de anticorpos dirigidos contra a proteina ou contra as
suas fracgdes, conforme demonstrado seguidamente. Tais anticor-
pos sao teis, nomeadamente para a detecgao in vitro de colonias

produtoras de hIL-3, para uso terapéutico e para a purificagao
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de hII-3 tanto de origem natural como recombinante.

Declaracao de Utilidade

A sequéncia de nucledtidos do ADNc
da IL-3 humana integral ou de fracgdes deste ADNc ou sequéncias
intimamente relacionadas com este ADN possibilitam com vantagem
a detecgao de anormalidades genéticas, incluindo rearranjos gené
micos, polimorfismos de dimensao de fragmentos de restrigao, mu-
tagbes e expressdo de genes alterados mediante o uso.de técnicas
como a analise de ADN cromossomal usando enzimas de restrigao,
de técnicas de mancha de ADN e de ARN bem como de técnicas de hi
bridagdo (Maniatis et al. 1982) e de electroforese em gel bidi-
mensional (Fisher e Lerman, 1983).

0 hmulti-CSF recombinante proporcio
nado pela presente invengdo facilitard uma andlise em pormenor
da respectiva funcao na hemopoiese humana, em particular o possi
vel sinergismo do hmulti-CSF e de varios outros HGFs. Para aléem
disso, o hmulti-CSF apresenta um interesse consideravel devido a
sua aplicabilidade para o diagndstico in vitro de doengas huma-
nas nas quais as células progenitoras hemopoiéticas se encontram
envolvidas, doengas essas que incluem a leucemia, bem como em
aplicagoes terapéuticas potenciais no sentido duma expansao da
hemopoiese in vivo. O efeito do hmulti-CSF sobre varias afecgoes
malignas hemopoidticas com respeito & diferenciagdo terminal das
células leucémicas também necessita de ser explorado. Além disso
o hmulti-CSF pode ser necessario para o estabelecimento dum esta
do de proliferagdo de células indiferenciadas humanas em protoco
los de terapia genética, uma vez que se verificou que a estimula
¢3o com IL-3 & necessaria para se conseguir resultados positivos
na infecgdo de células indiferenciadas de rato com retrovirus re
combinantes deficientes com respeito & replicagao.

A proteina IL-3 também pode ser usa
da com vantagem para a detecgdo de células percursoras hemopoie-
ticas precoces em culturas in vitro (Wagemaker e Visser, 1980;
Metcalf et al., 1982; Merchav e Wagemaker, 1984; Metcalf, 1986).

A proteina IL-3 e as respectivas va




riantes podem adicionalmente ser usadas para a multiplicagdo de

células indiferenciadas hemopoiéticas in vitro, possivelmente em
conjung¢do com outros factores de crescimento, para a transplanta
c3o de medula Sssea e para a manipulagdo genética de células in-
diferenciadas (Lowenberg e Dicke, 1977; Wagemaker e Petem, 1978;
Lemischka et al., 1986).

A protelina IL-3 pode ser usada para
a determinacdo do padrdo de resposta de células hemopoiéticas ma
lignas em experiéncias in vitro (Touw e Lowenberg, 1985; Griffin
et al., 1986; Griffin e Lowenberg, 1986).

A proteina IL-3 pode ainda ser usa-
da para a deteccdo de células leucémicas remanescentes por méto-
dos in vitro (Touw e Lowenberg, 1986; Griffin et al., 1986; Grif
fin e Lowenberg, 1986).

Para além disso, a proteina IL-3 po
de ser usada in vivo para o tratamento e para a prevencao de a-
fecgdes malignas e ndo malignas, quer por si propria quer em com
binagdo, podendo uma resposta especifica obtida pelo sistema he-
mopoiético ter como resultado um beneficio clinico.

Estas aplicagdes incluem:

- citopenias e/ou imunossupressao devida a infecgoOes, como
por exemplo no caso de SIDA

- citopenias devidas a quimioterapia e/ou a irradiagao

- afecgles Osseas tais como fracturas Osseas e osteoporose

- imunodeficiéncias devidas a procedimentos de anestesia
geral

- recuperacdo a seguir a transplantagdo de medula Ossea

- adjuvante de vacinas e terapia adjuvante para infecgoes.

A sequéncia de ADN de IL-3 humana
clonada ou de um ADN intimamente relacionado pode ser usada para
terapia genética em desvios genéticos do gene normal da IL-3.

A fim de facilitar a andlise acima
descrita torna-se necessario dispor duma grande quantidade de IL
-3 humana. O meio mais facil de obtengao de quantidades suficien
tes desta proteina consiste na sua produgado por intermédio de mi
croorganismos, em particular de leveduras, de bactérias ou de
fungos, por exemplo, espécies de Saccharomyces, Kluyveromyces,
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Aspergillus, Streptomyces, Bacillus e E. coli. Tambem & possivel

a producdo em células de mamiferos ou em outros sistemas eucarid
ticos, tais como ceélulas Cl27, células de Spodoptera e animais
ou plantas transgénicos, por peritos na matéria mediante os ensi
namentos da presente invencgao.

Com um fim ilustrativo de como &
possivel obter células humanas que produzem a proteina IL-3 huma
na por expressao do ADNc da hIL-3, construiram-se varios plasmi-

deos e transferiram-se estes plasmideos para E. coli, B. subti-

lis, B. licheniformis, S. cerevisiae, K. lactis e células Cl27.

Mediante o uso destas estirpes hospedeiras conseguiu-se a produ-
¢ao de IL-3 humana recombinante. Os produtos obtidos foram experi
mentados para verificagao da respectiva capacidade de estimula-
gdo de células blasticas de AML humanas, tal como descrito ante-
riormente para o meio condicionado de COS/pLB4. A partir destas
experiéncias verificou-se que as proteinas preparadas eram biolo
gicamente activas. Os exemplos que se seguem tém por finalidade
ilustrar a presente invengao sem qgue de algum modo restrinjam o

seu ambito.

EXEMPLO 1

Isolamento do ADNc que codifica para o multi-CSF humano (hmulti-

-CSF)

Leucocitos humanos estimulados por
TPA (5 ng/ml) e ConA (10 ug/ml) produziram quantidades considera
veis de HGFs de acordo com determinagoes efectuadas por meio da
analise de proliferacdo de células indiferenciadas e por varias
outras analises de coldnias. As células foram separadas 24 h de-
pois da estimulagdo, uma vez que a produgao de ARNm muitas vezes
tem um regime transiente a seguir a estimulagao com esteres de
forbol e lecitinas. Apds 24 h os HGFs ji eram facilmente detectd

veis no CM.

Preparacao de ARNm

Separaram-se as células, lavaram-se

com PBS e homogeneizaram-se em solugao de isotiocianato de guani-
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dinio (36). O ARN foi isolado através dum leito de cloreto de c&
sio. Para a selecgao dos ARN's usou-se cromatografia em oligo

(dT) -celulose (36).

Sintese de ADNc

Sintetizou~se o ADNc essencialmente
de acordo com a técnica de Gubler e Hoffman (37) usando oligo
(dT) como iniciador e transcriptase inversa de AMV. A segunda ca
deia foi sintetizada com RNaseH e polimerase I de ADN de E. coli.
As interrupgoes foram fechadas com ligase de ADN T4 e as extremi
dades foram alisadas com polimerase de ADN T4. A fim de proteger
os locais de restrigao EcoRI internos, metilou-se o ADNc com me-
tilase de EcoRI. Em seguida ligou-se o ADNc a adaptadores de
EcoRI fosforilados com ligase de ADN T4. Apds digestdo com EcoRI
o excesso de adaptadores foi eliminado por cromatografia em Se-
pharose CL-4B. O material isolado no volume vazio da coluna ti-
nha um comprimento superior a 250 pb e foi usado para a constru-

cao dos bancos.

Construcido do banco de ADNc fagico

Ligou-se o ADNc a bragos do fago
gtl0 lambda (20) e acondicionou-se com extractos de acondiciona-
mento comerciais (Gigapack, Vector Cloning Systems). Os fagos re

combinantes foram propagados em E. coli C600 hfl.

Selaccao do banco de fagos

De cada cultura contendo 1 a 5000
placas foram preparadas duas réplicas em filtro de nitrocelulose
de acordo com os procedimentos normais. Os filtros foram em se-
guida hibridados com uma sonda de mIL-3 marcada com radioisoto-
pos do fragmento HindIII-Xbal do ADNc da mIL~-3 ou com o clone de
ADNc de mIL-3 integral marcado com isotopos radioactivos com ini
ciadores aleatdrios. O clone de ADNc da mIL-3 (pLl0l) foi isola-
do a partir dum banco de ADNc de WEHI-3B. O ARNm de WEHI-3B foi
isolado mediante o uso do método de isotiocianato de guanidinio

e CsCl, sendo em seqguida fraccionado em fungdo da dimensdo em




gradiente de sucrose e injectado em ococitos de Xenopus laevis.

As fracgoes de ARN que induziram a produgcao de um factor com ca-
pacidade para manter a proliferagao de celulas indiferenciadas
murinas nos odcitos foram usadas para a sintese de ADNc como an-
teriormente descrito; acrescentaram-se ao ADNc extremidades com
residuos de dC e inseriu-se no local PstI do plasmideo pUCY9. Iden
tificaram-se os clones de mIL-3 mediante o uso de oligonucledti-
dos sintéticos (a partir da sequéncia de mIL-3 publicada, 11). A
insercdo de pLl0l foi purificada em gel de poliacrilamida e foi
utilizada para efectuar a selecgao do banco de ADNc humano. A
sonda de ADN foi marcada utilizando o método do iniciador aleatd
rio (38). As placas potencialmente positivas foram novamente se-=
leccionadas e purificadas. Deste modo foram identificados quatro

clones, incluindo o fago D1l.

Sequenciacdo de clones de ADNc

Cultivaram-se fagos recombinantes
em grande escala e purificaram-se, separaram-se as insergoes de
ADNc dos bracos dos fagos por digestao com EcoRI e purificaram-
-se em gel de poliacrilamida. Os fragmentos purificados foram 1i
gados em ADN de M13mpl8 e pTZ18R digerido com EcoRI e foram usa-
dos para transformacdo de E. coli JM109. Preparou-se ADN de ca-
deia simples e sequenciou-se de acordo com os procedimentos habi
tuais (39). Os resultados da sequenciagao foram analisados por
meio de varios programas de computador (40-43).

A sequéncia obtida para a insergao
no fago D1l & apresentada na figura 1. Esta sequéncia de 910 pb
contém a regido de codificagdo integral para o hmulti-CSF e a
respectiva sequéncia de sinal e apresenta um alto grau de homolo
gia com o clone murino pL10l na regido nao traduzida 3'. A homo-
logia a montante na sequéncia de codificagdo @ relativamente mais
limitada. Tal como descrito anteriormente, a proteina tem uma
presumivel sequéncia de sinal de 19 &cidos aminados seguida pela
proteina madura com 133 dcidos aminados contendo dois locais de
glicosilagdo (15 a 17 e 70 a 72) e dois residuos de cisteina nas

posigoes 16 e 84.
A sequéncia de acidos aminados dedu




zida & idéntica 3 sequéncia codificada pelo ADN gendmico descri-
to por Yang, Y-C, et al. (ver acima), excepto no que se refere a
um Acido aminado - o acido aminado na posigdo 8 da presumivel

proteina madura; o ADN de Yang codifica para Ser enguanto que O

ADNc da presente invencao codifica para Pro.
A sequéncia isenta de intrOes obti-

da no fago D11 pode ser usada para expressao procaridtica bem co
mo para expressdo em sistemas eucariOticos, de acordo com a ilus

tragdo apresentada seguidamente.

EXEMPLO 2

Expressdo em celulas de mamifero

A. Construcdo do vector de expressdo eucaridtico pLB4

Digeriu-se o fago D1l (contendo a
insercdo maior de ADNc) com HindIII e BglII e subclonou-se no
plasmideo pTl (um derivado do plasmideo pTZ18R contendo varios
locais de restrigdo adicionais no multi-adaptador, ver Exemplo
33a). Identificaram-se por andlise de restrigao clones contendo o
fragmento figico que continha a insergdo de ADNc. A insergao de
ADNc foi retirada deste plasmideo por digestao parcial com EcoRI
e foi purificada por electroforese em gel de poliacrilamida. O
fragmento apropriado foi inserido num vector de expressao euca-
ridtico (pLO) numa unidade de transcrigao de SV40.

0 vector pLO & constituldo por:
EcoRI (preenchido) - PstI de pBR322 (1-755), PstI-Aval de pBR329
(756-1849), adaptador AvaI-PvuII (1850-1868), PvuII-HindIIT (pre
enchido) de SV40 (promotor) (1869-2211), adaptador PvuII-BamHI
contendo um sitio singular EcoRI (2211-2251), fragmento de encai
xe MboI de SV40 (2252-2861), "fragmento poli A" BclI-BamHI (pre-
enchido) de SV40 (2862-3098), fragmento promotor PvuI-HindIII de
SV40 (3099-3440), gene Eco gpt HindIII-BamHI (3441-4501), frag-
mento de encaixe MboI de SV40 (4502-5111) e o "fragmento poli A"
BclI-BamHI (preenchido) de SV40 (5112-5348).

A unidade de transcrigao Eco gpt
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ndo tem qualquer importdncia na expressao transiente de protei-
nas em células COS 1. O plasmideo de expressao resultante para
hmulti-CSF foi denominado pLB4 e foi purificado em CsCl. Este
plasmideo foi depositado em E. coli no Centraal Bureau von Schim
melcultures (CBS), Baarn, Palses Baixos, de acordo com as dispo-
sigdes do Tratado de Budapeste em 12 de Dezembro de 1986 sob o

numero 568.86. A construcdo e apresentada na figura 2.

B. Expressdo de hmulti-CSF em células COS 1 e anadlises bioldgica

Transfectou-se o ADN do vector pLB4
em cdlulas COS 1 usando o método de co-precipitagao com fosfato
de calcio (45). As células foram cultivadas durante 48 a 72 ho-
ras em meio alfa contendo 10% de soro fetal de vitela. O meio de
cultura foi separado e filtrado, sendo usado em anadlises para de
terminacao da respectiva actividade bioldgica. Levaram-se a efei
to andlises por meio de coldnias de células progenitoras de medu
la dssea e de células blasticas mieldides agudas e andlises de
proliferagao do modo seguinte. A medula Ossea foi obtida a parti
de voluntarios adultos hematologicamente normais por pungdo ili-
aca posterior apds consentimento consciente. As celulas mononu-
cleadas foram separadas por centrifugagao com gradiente de densi
dade obtido com ficol (Nijegaard and Co., Oslo, Noruega), sendo
em seguida lavadas e suspensas novamente em solugao salina equi-
librada de Hanks (Hanks balanced salt solution = HBSS). Nesta fa
se as células mieldides e os linfdcitos T foram separados. Para
este fim as células da medula foram lisadas apds incubagao com
anticorpos monoclonais OKT-3 (CD3; Ortho, Ravitan, N.Y.) e Vim 2
(cdlulas mielo-monociticas, 46) a concentragdes de saturagao na
presenca de complemento de coelho (40%; 30 minutos, 259 C) de
acordo com procedimentos normais (47). As celulas foram lavadas
duas vezes em HBSS, suspensas novamente em meio de Dulbecco modi
ficado de acordo com Iscove (Iscove's modified Dulbecco's medium
= IMDM) e cultivadas na presenca de plasma autdlogo de acordo con
Fauser e Messner (16), tal como descrito anteriormente (48), ate
uma concentragao de 1,5 a 3 x 104/m1. Adicionaram-se 1 U/ml de
eritropoietina (carneiro, fase III, Connaught, Willowdale, Cana-

da) e CM COS/pLB4 para estimulagdo do crescimento. Também sao a-
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presentados resultados de culturas normalizadas com leucdcitos
CM estimulados por fito-hemaglutinina (PH-LCM) em comparagao di-
recta com CM COS/pLB4. Colheram-se sessenta por cento das colo-
nias e identificaram-se por anilise ao microscdpio. O CM das cé-
lulas COS transfectado com o vector sem inser¢do (pLO) nao exer-
ceu por si sd qualquer acgdo de estimulo da formagdo de colonias,
Os resultados sdo apresentados na
figura 3. Na figura apresentam-se os nimeros médios de colonias
de eritrdides (BFU-E), de granuldcitos-macrdfagos (CFU-GM), de
granuldcitos (CFU-G), de eosindfilos (CFU-Eo), de macrofagos
(CFU-M) e de coldnias mistas (CFU-MIX) (+ DP) em culturas reali-
zadas em duplicado estimuladas com volumes crescentes de CM COS/

/pPLB4.

Inducdo da proliferacao de AML (ver figura 4)

Purificaram-se células blasticas
AML por gradiente de densidade usando uma albumina de bovino
(BSA). Os linfdcitos T residuais foram removidos das amostras de
AMIL por sedimentagao de rosacea E (17, 49, 50). Determinou-se a
formagdo de coldnias de AML (paciente 1) nao apenas no sistema
de alimentagdo de leucdcitos PHA estabelecido (PHA 1.f) mas igual
mente numa versdo modificada da técnica na qual os leucdcitos fo
ram substituidos por CM COS/pLB4, permitindo a avaliagdo da res-
pectiva actividade de estimulacao das colonias (17, 18, 49, 50),
tal como se apresenta na figura 4A. Todas as experiéncias foram
levadas a efeito em triplicado. A sintese de ADN de AML blasti-
cos (paciente 2) foi determinada por meio da integragao de timi-
dina, como descrito (51) com resultados apresentados na figura
4B. Ambas as determinacgOes mostraram uma relacdo de dependéncia
da dose para o CM COS/pLB4 adicionado. A adigao de meio COS de
comparagdo ndo teve qualquer efeito sobre a proliferacao de AML

em qualquer das analises.

C. Construcao do vector de expressao eucariotico pLB4/BPV

A fim de estabelecer linhas de célu

las estdveis que efectuassem a expressao de IL-3 humana, trans=




fectaram-se celulas Cl1l27 (ATCC CRL 1616) com um derivado de pLB4.
Este derivado foi construldo por insercao do genoma BPV-1 inte-
gral (69) no plasmideo pLB4 de acordo com a seguinte estratégia.
O fragmento BamHI de BPV-1 foi retirado do vector pdBPV-MMTneo
(342-12) (70). As extremidades coesivas BamHI foram preenchidas
mediante o uso de polimerase de Klenow. Em seguida o vector pLB4
foi cortado no local EcoRV singular dentro do gene Eco gpt. Em
seguida o fragmento BPV-1l de extremidades alinhadas foi clonado
no plasmideo pLB4 cortado com EcoRV, obtendo-se como resultado o
vector pLB4/BPV que tem capacidade de se replicar em células C12i
Transfectou-se o vector pLB4/BPV para células C127 usando o meto
do de precipitagdo de fosfato de cdlcio (45). As células trans-
fectadas foram cultivadas durante 16 dias e em seguida os focos
foram colhidos das placas de cultura. Foram estabelecidas varias
linhas de células independentes. Verifica-se que o vector pLB4/
/BPV & mantido de forma estdvel no interior das células, de acor
do com anidlise de mancha de Southern de extractos de Hirt (71)
de varias linhas de células. Experimentou-se a actividade de IL-
-3 do meio de cultura‘condicionado por meio da analise de proli-
feracdo de AML. As linhas de células estaveis produzem IL~-3 huma

na activa.

EXEMPLO 3

Construcido de vectores de expressao de E. coli

A. Construcao de pGB/IL-301 (ver fiqguras 5, 6, 7 e 8)

Para a construgao de vectores de ex
pressdo de E. coli introduziram-se as seguintes modificagdes nos
procedimentos normais (36).

1. Suprimiram-se as sequéncias ter-
minais 3' ndo codificantes entre o local Aval (posigao 541) e o
local XhoI (posicdo 856) no plasmideo pLB4 por fusdo dos fragmen
tos de ADN a seguir ao preenchimento das extremidades coesivas

com enzima de Klenow (figura 5).
2. Para introdugdo da insergao de

hmulti~CSF num vector de expressao bacteriano, levaram-se a efeil




to as seguintes fases. Digeriu-se o vector pLH1 com Aval e preen
cheram~se as extremidades reentrantes com polimerase de Klenow.
Apds ligagdo dum adaptador de BglII (CAGATCTG), digeriu-se o ADN
com BglII e BamHI. Purificou-se o fragmento BglII-BamHI de hmul-
ti-CSF em gel de poliacrilamida e subclonou-se no local BglII do
plasmideo pTl, um derivado do plasmideo pTZ18R (Pharmacia) modi-
ficado no local de clonagem multipla (ver figura 6). Foram obti-
dos dois clones contendo a inser¢do em orientagao oposta em rela
¢3o ao promotor de lacZ (ver figura 5). Isolaram-se insergoes
destes dois clones em gel de poliacrilamida apos digestao com
BglII e EcoRV e subclonaram-se no plasmideo pTl digerido com BglT
e HindII. A jungdo do adaptador de BglII e do ADN de hmulti-CSF
foi verificada por andlise de sequéncia verificando-se a existén
cia duma jungdo do adaptador ao local AvaIIl localizada no nt 1
do clone de ADNc (este local AvaIIl resultou da ligagao do adapta
dor de EcoRI com a molécula de ADNc). Uma vez que esta constru-
cdo (pGB/IL-300) ndo estava em fase com a proteina lacZ, subclo-
nou-se a insercao BglII-EcoRV no plasmideo pUC8 (52) digerido
com BamHI e HindITI. A construgdo resultante (pGB/IL-301, ver fi-
guras 5, 7 e 8) foi experimentada para verificacgao da produgao

da proteina de fusao lacZ/hmulti-CSF.

B. Construcao dos vectores pGB/IL-302, pGB/IL-303, pGB/IL-304 e
pGB/IL-305 (figuras 5, 7 e 8)

Introduziram-se varias alterages
de bases na sequéncia de codificagdo para a parte N-terminal das
proteinas de fusdo por introdugdo de oligo-nucledtidos sintéti-
cos no vector pGB/IL-300. Os novos vectores de expressao denomi-
nados pGB/IL-303 e pGB/IL-304 foram construidos do modo seguintes
Isolou-se o fragmento Hind II - Hind III do vector pGB/IL-300 em
gel de agarose e ligou-se este fragmento num oligonucledtido sin
tético contendo os nucledtidos 99 a 137 do hmulti-CSF e uma se-
quéncia de reconhecimento Sal I terminal 5, inserindo-se no vec-
tor pTZ18R digerido com Sal I e Hind III. Analisaram-se as sequ-
dncias de varios clones. Constatou-se a ocorréncia de varias al-
teracdes de bases tendo como resultado modificagdes na proteina

hmulti-CSF. Transferiram-se para o vector pUCS8 insergdes de va-
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rios clones para a expressao da proteina de fusao lacZ (pGB/IL-

-302, pGB/IL-303). Fez-se com que o clone pGB/IL-304 ficasse em

fase com a sequéncia lacZ por ligagdo do local Sal I apds preen-
chimento das extremidades reentrantes. A construgao foi verifica
da por digestao com Pvu I. varios clones tinham um oligonucleéti
do sintetico a menos e verificou-se que estavam fundidos em fase
com a proteina lacZ. Um destes clones foi denominado pGB/IL-305.

C. Construcao de pGB/IL-306 (ver figuras 5, 7 e 8)

Preparou-se um vector de expressao
que codifica para uma proteina sem os acidos aminados na extremi
dade N-terminal de lacZ a partir de pGB/IL-300 por meio dum ci-
clo de supressdo tal como descrito em (53). O oligonucledtido
sintético continha 22 nucledotidos a montante do gene lacZ de PTZ
incluindo o coddo de inicio ATG e os primeiros 24 nucledtidos
que codificam para a IL-3 madura. Este plasmideo foi designado
por pGB/IL-306 (figuras 5, 7 e 8).

Foram depositadas no CBS em 13 de
Julho de 1987 estirpes de E. coli contendo os plasmideos pGB/IL-
-300, pGB/IL-301 e pGB/IL-302 sob os nimeros CBS 377.87, CBS
379.87 e CBS 378.87, respectivamente.

A figura 8 mostra a sequéncia de re
gides de fusdo para os diversos plasmideos construidos. A sequén
cia dos clones & dada a partir do inicio da regiao de codifica-
c3o da protelna lacZ tanto no vector pUC8 como no pTZ18R (letras
minGsculas) e na regido de codificagao do hmulti-CSF (letras
maitsculas) até ao local Cla I na posigdo 158. As mutagoes na se
quéncia do ADN do hmulti-CSF estao sublinhadas; estas mutagoes

tém como resultado as alteragoes trpl3—> arg13 (pGB/IL~-302);

leug-o pro9 e trpl%_; argl3 (pGB/IL~303) ; net3-+ thr3 e uma mo
dificagao silenciosa (pGB/IL-304) .

No pedido de patente da prioridade
EP 87201322.2, apresentado em 13 de Julho de 1987, foram usadas

outras designagoes para estes plasmideos, do modo seguinte:

pT-hIL3;
pUC/ hmulti;

i

pGB/IL-300
pGB/IL-301




pGB/IL-302 = pUC/ hmulti A 13;
pGB/IL-303 = puC/ hmulti A 1B;
PGB/IL-30 = puUC/ hmulti A 1lc;
pGB/IL-30 = pUC/ hmulti A2
pGB/IL-30 = pTZ/ hmulti;

D. Expressdo das proteinas de fusao lacz/ hmulti-CSF e hmulti-CSE

madura em E. Coli

Cultivaram-se estirpes de E. coli
(JM 109) contendo 50 g/ml de ampicilina a 379 C até se atingir
uma densidade Optica de 0,5 a 550 nm. Em sequida adicionou-se
IPTG (isopropil-beta—tiogalactosido, Pharmacia) & cultura até
uma concentragao final de 1 mM e continuou-se a incubag¢ao duran-
te 3 a 4 horas. '

~ Os plasmideos pGB/IL-306 e pGB/IL-
-302 foram também utilizados para transformagdo em E. Coli DH1
(operagdo lacZ tipo selvagem). As estirpes foram cultivadas em
meio LB ou em meio TY 2 x contendo 50 ug/ml de ampicilina a 379
C durante 16 horas.

As bactérias foram separadas por
centrifugacao e foram desintegradas por ultra-sons em tampao con
tendo Tris/HCl 0,1 M a pH 8,0; EDTA 5 M, Nonidet p40 (NP-40) a
0,2% e fluoreto de fenil-metilsulfonilo (PMSF) 1 M. Centrifugou-
-se durante 30 min. a 20 000 x g. Por electroforese em gel de po
liacrilamida das fracgdes do sdlido e do sobrenadante verificou-
-se que a maior parte das proteinas hmulti-CSF se encontra na
bactédria sob uma forma insolivel.

Extraiu-se novamente a fracgao soli
da com tampao com 0,5% de NP-40 e em seguida solubilizou-se com
ureia 8 M, Tris/HCl 0,1 M a pH 8,0 e ditiotreitol 5 M. Deste mo-
do conseguiu-se uma purificagdo consideravel das proteinas de fu
sao (figura 9).

Tal como se pode verificar pela fi-
gura isolaram-se corpos de inclusdo das bactérias (E. Coli) con-
tendo os plasmideos pGB/IL-301 e pGB/IL-302 tal como se descreve.
As pistas referem-se ao sobrenadante de 0,2% de NP-40 (a amostra

corresponde a 0,1 ml da cultura de bactérias original). As pis-




tas 2 referem-se ao sobrenadante de 0,5% de NP-40 (0,2 ml) e as
pistas 3 ao sdlido da centrifugagao solubilizado em tampao de
ureia 8 M (A: 0,05 ml; B 0,2 ml). As proteinas foram separadas
num gel de poliacrilamida com 13,5% de SDS e foram coradas com
Azul Brilhante de Coomassie. A direita representam-se Os pesos
moleculares (em kd) das proteinas de marcagao (pista M). As pro-
telnas de fusio de multi-CSF humano sdo indicadas por flechas. A
proteina de fusdo codificada pelo plasmideo pGB/IL-301 tem um pe
so molecular, tal como esperado, de cerca de 20 kd ;a proteina
de fusdo produzida por intermédio do plasmideo pGB/IL-302 tem um

p.m. de cerca de 16 kd.

E. Determinacao da actividade bioldgica de preparados de hmulti-

~-CSF bacteriano

Diluiram-se preparados da proteina
bacteriana em meio alfa contendo 1% de albumina de soro de bovi-
no, esterilizaram-se por filtragéo e analisaram-se por meio da
andlise de proliferagdo de AML blasticos. Adicionaram-se amostrag
diluidas a células blasticas AML e cultivaram-se durante quatro
dias. A sintese de ADN foi medida usando 3H- timidina, como des-
crito (51). Uma unidade por ml é definida como a quantidade de
hmulti-CSF necessaria para a proliferagao de metade do maximo de
células bldsticas AML. A figura 10 apresenta esta analise. Anali
saram-se varias diluigdes da preparagdo de proteina extraida por
ureia de bactérias contendo o plasmideo pGB/IL-302 para verifica
cdo da estimulagdo da proliferagdo de células blasticas AML usan
do Jm-timidina. A concentragao de proteina de fusdo deste prepa-
rado proteico era de 33 pg/ml. Com base na curva de titulagao
apresentada calculou-se a actividade deste preparado em 16 000
unidades/ml.

A quantidade de proteina de fusao
bacteriana nos preparados foi estimada a partir de electroforese
em gel de poliacrilamida e usou-se o resultado para calculo das
actividades especificas.

Os resultados sao apresentados no

quadro seguinte:
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QUADRO I

Actividade Bioldgica de Preparados de hmulti-SCF bacteriano

P.m. (x1073) pg/de Unidades Actividade eg
de proteina por ml pecifica em
lacZ/ hmulti por ml unidades
(1) (2) - (3) pr mg de IL-3
pGB/I1~301 20 20 45 4,500
pGB/IL-302/303 16 5 2400 480,000
pGB/IL-304 18 ND (4) - 18 -
PGB/IL-305 16 1 300 300,000
pGB/IL-306 15 ND 70 ND

1. Os pesos moleculares aproximados foram estimados a partir da
sequéncia de ADN correspondente a proteina de fusdo (figura 8)

2. As concentragOes de IL-3 foram estimadas em gel de SDS-polia-
crilamida e foram calculadas por ml da cultura de origem.

3. A actividade da proteina solubilizada por ureia foi determina
da na andlise de proliferagdo de AML e esta expressa por ml
da cultura de origem.

4, Nao determinado.
A partir dos resultados anteriores

concluiu-se que o multi-CSF humano expresso sob a forma duma pro
telna de fus3o em E. Coli foi obtido sob uma forma biologicamen-
te activa. Os resultados mostram que as alteragOes introduzidas

na extremidade N-terminal das proteinas de fusao podem influenci

ar a actividade especifica destas proteinas.

EXEMPLO 4

Preparacao de preparados de anticorpos com capacidade de reaccao

imunoespecifica com a proteina IL-3 humana

A. Anti-soro IL-3 anti-humano de coelho policlonal

Fez-se um gel preparativo a partir




lisado de E. Coli contendo o plasmideo pGB/IL-301. A banda a 20
kd com a proteina de fusdo IL-3 foi destacada, moida num almofa-
riz com solucdo salina e emulsificada numa proporgao de 1:1 com
adjuvante de Freund completo contendo 1 mg de Mycobacterium tu-

berculosis H37RA por ml.
Imunizaram-se coelhos brancos da No

va Zelindia (spf) com 1 ml da emulsao (com + 100 pg da proteina
de fusdo de IL-3) dividida por 5 locais de injecgdo (2 x i.m. nas
coxas, 3 X s.Cc. na regiao lombar). Administraram-se injeches de
reforco do mesmo antigene em adjuvante de Freund incompleto nas
semanas 2, 4 e 6. Colheu-se soro na semana 8 por pungao da veia

da orelha.
Um volume de soro foi absorvido com

9 volumes de E. Coli contendo pUC8 tratado por ultra-sons (dum
dia para o outro a 49 C) a fim de remover os anticorpos nao espe
cificos. Por analise de mancha imunoldgica de todas as constru-
coes de IL-3 feitas em E. Coli, B. licheniformis, B. subtilis,

S. cerevisiae e K. lactis verificou-se a ocorréncia de reacgao

imunoespecifica com os soros absorvidos numa diluigao de 1 em
6500.

Alguns destes resultados sao apre-
sentados na figura 11. As proteinas foram isoladas a partir dos
hospedeiros recombinantes tal como descrito anteriormente e fo-
ram separados num gel de poliacrilamida a 13,5% e depositadas so
bre uma membrana de nitrocelulose. Pista 1: E. Coli contendo
pTZ18R (comparagdo); pista 2: pGB/IL-301; pista 3: pGB/IL-301;
pista 4: pGB/IL-302; pista 5: pUCL9 (comparacgao) ; pista 6:
pGB/IL-301; pista 7: pGB/IL-302. As pistas 6 e 7 mostram as pro-
telnas presentes no sdlido de centrifugagdo apds tratamento por
ultra-sons das bacterias. As pistas 3, 4 e 5 mostram as protei-
nas presentes no solido de centrifugagao apos a primeira fase de
lavagem. As pistas 1 e 2 mostram as fracgoes proteicas finais sQ
lubilizadas por ureia.

As flechas indicam as proteinas de
fusdo (da dimens3o esperada) expressas pelos plasmideos pGB/IL-

~-301 e pGB/IL-302.
A figura 12A apresenta a inibigao
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da proliferacdo de células blasticas AML dependente de IL-3 por
anti-soro anti-IL-3.

A figura 12B mostra que O SOro pre-
~imune ndo afecta a accdo da IL-3 sobre a proliferagdo de célu-
las blasticas AML. Em ambos os paineis utilizou-se a simbologia:
A= 11-3 a 10 U/ml; B=11-3aluml;@-= comparagao sem qual-
quer adigao.

A figura 12A mostra que o crescimen
to dependente de IL-3 na andlise de proliferagao de células blag
ticas AMI, (51) foi inibido pelo soro de um modo dependente da do
se; a figura 12B mostra que o soro pré-imune nado tem este efeito.
Como comparagao, o crescimento dependente de GM-CSF nao foi afec
tado por estes soros do mesmo modo (figura 12A, em que‘= GM-
-CSF a 100 U/ml).

B. Anticorpos monoclonais de rato anti-IL-3 humana

_ Imunizaram-se ratos Balb/C com 3 x
0,1 ml (s.c.) da mesma emulsdao utilizada para os coelhos. Deu-se
um reforgo (0,1 ml i.p.) do antigene em adjuvante de Freund in-
completo na 22 semana e trés dias mais tarde fundiram-se linfdci
tos de bago com células de mieloma SP2/0 de acordo com as técni-
cas normais (65). Seleccionaram-se os hibridomas resultantes por
analise de imunosorvente ligado a enzima (ELISA) usando um lisa-
do de E. Coli pGB/IL-302 (contendo o produto de fusao da IL-3 de
17 kd) para referéncia de comparacao positiva e um lisado de E.
coli pUC8 para referéncia de comparagao negativa. No total selec
cionaram-se 29 culturas de hibridoma de IL-3 que segregavam anti
corpos especificos para IL-3, tendo-se estabilizado estas cultu-

ras.

EXEMPLO 5

Construcao de vectores de expressao de Bacillus

Utilizaram-se técnicas gerais de clonagem (36).

A. Construcao de pGB/IL-307 (figura 13)




Para a construgao do vector pGB/IL-
-307 ligou-se o fragmento Sma I menor do plasmideo pLB4 contendo
o gene de hmulti-CSF ao plasmideo pUB110 (54) digerido com Pvull,
Apds transformagdo de células competentes (56) de DB 105 (uma es
tirpe spo derivada da estirpe DB104 deficiente em relagac a pro
tease (55)), foram obtidos dois clones, como se esperava: o frag
mento tinha sido clonado nas duas orientagdes possiveis. O plas-
mideo que continha o fragmento na orientacgao correcta com respei
to ao designado "promotor de Hpa II" (57) foi denominado pGB/IL-

-307. Neste caso resulta uma proteina de fusdao (ver figura 13).

B. Construcao de pGB/IL-310

Preparou-se um plasmideo de expres-—

sao hmulti-CSF como descrito seguidamente.

1. Clonagem do promotor (figura 14)

Para expressao em Bacillus usou-se
um promotor sintético 0'43 como descrito (58) (o promotor & habi
>%).

Digeriram-se os plasmideos pPROM55s
(58), o plasmideo contendo o promotor, e pGPAl4 (59) com EcoRI e
XbaI. O fragmento do promotor foi ligado no fragmento do vector

tualmente designado por ¢

que tinha sido purificado num gel de agarose. ApOs transformagao
de E. Coli (JM 101) obteve-se o plasmideo correcto, que foi de-

signado pGB/IL~-308 (fig. 14).

2. Introducdo dum oligonucledtido sintético em pGB/IL-308 (figu-
ra 15)

Ligou-se no plasmideo pGB/IL-308 di
gerido com Sall-Xma III um oligonucledtido sintético contendo os
nucledtidos 39 a 158 e 484 a 546 do hmulti-CSF, uma sequéncia de
reconhecimento Sal I terminal 5' e um local Xma III terminal 3'.
A mistura de ligagdo foi introduzida na estirpe JM 101. Apds and
lise de varias transformantes, encontrou-se o plasmideo correcto

a que se deu o nome de pGB/IL-309.

3. Introducao de hIL-3 (figura 16)
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Apds transformagao e isolamento a
partir de B. subtilis DB 105, digeriu-se o plasmideo pGB/IL-309

com Xma III. As extremidades reentrantes foram preenchidas com

polimerase de Klenow e o plasmideo foi cortado com ClaI. Digeriu
-se o plasmideo pGB/IL-307 com Aval, preencheram-se as extremida
des com Klenow e em seguida digeriu-se com ClaI. Em seguida li-

gou-se o fragmento contendo o hmulti-CSF no fragmento de pGB/IL-
~309 e transformou-se em JM10l. O plasmideo resultante foi deno-
minado pGB/IL-310 (figura 16). Este plasmideo continha o gene de

hIL-3 com a sua propria sequéncia de sinal. Apds isolamento do

plasmideo correcto, este foi também introduzido em B. subtilis

DB 105.

C. Construcdo de pGB/IL-311 e pGB/IL-312 (figuras 17 e 18)

Digeriu-se parcialmente o plasmideo
pGB/IL~310 com Hind III e totalmente com Pvu II. Os dois fragmen
tos Pvu-II - Hind III contendo limulti-CSF foram digeridos com
Hind III e Sma I.

A figura 17 apresenta a sequéncia
de nucledtidos do plasmideo pBHAl. O plasmideo & constituido por:
posigoes 11 a 105 e 121 a 215; terminador de bacteriofago FD (du
plo): posigCes 221 a 307; uma parte do plasmideo pBR322 (com as
posicoes 2069 a 2153): posigoes 313 a 768; origem de replicagao
do bacteriofago F1 (com as posigdes 5482 a 5943): posigdes 772 a
2571; parte do plasmideo pBR322 com a origem de replicagcao e o
gene de beta-lactamase: posigles 2572 a 2772; terminador de trip
tofano (duplo): posigdes 2773 a 3729; transposao Tn9, o gene de
acetiltransferase de cloranfenicol. Os nucledtidos nas posigoOes
3005 (A), 3038 (C), 3302 (A) e 3409 (A) diferem da sequéncia de
codificagao do tipo selvagem. Estas mutagoes foram introduzidas
a fim de eliminar os locais NcoI, Ball EcoRI e Pvu II: posigoes
3730 a 3804; local de clonagem miltipla: posigoes 3807 a 7264;
parte do plasmideo pUBl10 com a fungao de replicagcao e o gene de
resisténcia a canamicina (fragmento EcoRI-Pvu II) (66,67): posi-
coes 7267 a 7331; local de clonagem maltipla. Os fragmentos fo-
ram reunidos por técnicas de clonagem conhecidas, por exemplo pox

preenchimento das extremidades coesivas com Klenow, por clonagem




-se o plasmideo pGB/IL-312 com BamHI e ligou-se novamente. 2 mis

de adaptadores, etc.. Todos os dados foram recebidos de GenbankR;

National Nucleic Acid Sequence Data Bank, NH, EUA.

Apds transformagdo em JM10l e anali-
se de varias coldnias resistentes d ampicilina, encontraram-se
dois plasmldeos diferentes: pJB/IL-317 que contém o gene comple-
to com sequéncias de regulagao completas e pGB/IL-311 que contén
o gene completo e o promotor sem a regido -35 em orientagdo con-

traria (ver figura 18).
0 plasmideo pGB/IL~311l fol utilizado

para transformagdo de B, subtilis DB105 e da estirpe B. lichnni-
formis T399 (A amy, spo , exo protease-negativo, rifT, ver ref,
68 em que esta estirpe & denominada T9).

D. Construciao de pGB/IL-313 (figura 19)

A fim de obter um plasmideo menor
com o gene de hmulti~CSF depois do "promotor de HpaII®, digeriu~

tura da ligagdo foi utilizada para transformar células competen=~
tes DB105. Analisaram-se varias coldonias resistentes a neomicina
e obteve-se o plasmideo correcto. Este plasmideo foi denominado
pGB/I1~313.

i
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E. Construcao de pGB/IL-317 (figura 20)

A fim de clonar o gene de hmulti-CSFE
depois da regiio de inlcio de transcricdo e de tradugdo de alfa-
-amilase de B. licheniformis e da sequéncia de sinal, utilizou-
~-ge um dos vectores pOL5-delta ja descritos (65) nomeadamente o
vector pOLS5-2-delta. Além da sequéncia de sinal de alfa-amilase
(com um comprimento de 29 &cidos aminados) este plasmideo contém
um dcido aminado da sequéncia da alfa-amilase madura (uma Ala)
sequido dum local de clonagem miltipla: EcoRI - XmaIIl - Xmal -
- Sal I - Hind IIXI (68).

0 fragmento Sal I - Pvu II do plas-
mideo pGB/IL~310 contendo o gene de hmulti-CSF foi ligado no vec

i

tor pOLS5~-Z-delta digerido com Sal I - Pvu II e utilizado para |
transformar a estirpe DB105. O plasmideo resultante foi denomina
do pGB/IL-317 (figura 20). O gene de hIL-3 ainda contém a sua

- 7 -
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propria sequéncia de sinal neste plasmideo. O plasmideo foi tam-

bem introduzido na estirpe B. licheniformis T 399.

F. Expressdo de cinco plasmideos de expressao em estirpes de Ba-

cillus
Cultivaram-se estirpes de B. subti-

1lis e de B. licheniformis contendo os plasmideos de expressao

abaixo mencionados em meio TSB contendo 20 pg/ml de neomicina ou
10 pg/ml de eritromicina a 379 C (durante 16 a 24 horas); centri
fugaram-se 300 pg/ml da cultura. O solido foi novamente suspenso
em tampao de amostras e foi analisado por meio de electroforese
em gel de poliacrilamida seguida e analise de mancha de Western.
Precipitou-se o sobrenadante com TCA e suspendeu-se de novo o sé
lido em tampio de amostras. Tanto o sobrenadante como o sdlido
foram analisados para detectar a proteina IL-3 (ver Quadro 2).

A fim de determinar a actividade
bioldgica das proteinas produzidas, levaram-se a efeito as se-
guintes fases operacionais: As celulas foram novamente suspensas
num tampdo contendo Tris/HCL 0,1 M a pH 8,0 e Mg Cl, 10 mM. Adi-
cionou-se lisozima ateé uma concentragao final de lmg/ml e PMSF
até uma concentracdo final de 1 mM. Incubou-se a solugao durante
30 min. a 379 C. Em seguida adicionou-se DNase (concentragao fi-
nal 20 pg/ml) e incubou-se a solucao durante 15 min. a 209 C.
Por fim determinou-se a actividade bioldgica desta preparagao ben
como do sobrenadante da cultura celular, como descrito. Os resul

tados sao apresentados no Quadro 2.
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QUADRO 2

Expressao de vectores de Bacillus

Plasmideo Estirpe P.M. da IL-3 Actividade Biold-
Solido Sobrenadan gica
te Solido Sobrena-
(kd) (kd) dante
pGB/IL-307 DB105 21 - + -
pGB/IL~-310 DB105 15;17 15;17 - -
pPGB/IL-311 DB105 12.5;15 - + -
T399 - - + -
pGB/IL-313 DB105 15;17 12.5;15 + -
T399 - - + -
pGB/IL-317 DB105 12.5;15 12.5;15 + +
17;20 17
T399 12.5;15 12.5;15 + +
17;20 17

Pode concluir-se que em B. subtilis

usando o plasmideo pGB/IL-307 se produz uma proteina de fusao
com actividade de IL-3. Quando o gene de IL-3 humana contém ape-
nas a sua propria sequéncia de sinal ndo se obtém qualquer secre
cao significativa de IL-3 humana. Toda a actividade de IL-3 é en
contrada intracelular. Nestes casos parece que além de percursor
de IL-3 se formou IL~3 madura (15 kd) na célula. Deste modo pode
ter tido lugar algum transporte através da membrana mas a protel
na n3o & transportada atraves da parede celular. No entanto, usan
do os sinais de regulagdo e de secregdo de alfa-amilase (pGB/IL-
-317) verifica-se que a maior parte da actividade de IL-3 é se-
gregada para o meio de cultura. Para além dum produto de degrada
géo, detectam—-se duas proteinas no sobrenadaﬁte, uma de cerca de
15 kd e uma cerca de 17 kd, com toda a probabilidade IL-3 madura
e IL-3 percursora, respectivamente. Estes resultados indicam que
sdo usados os dois locais de processamento, a saber os locais de
processamento de alfa-amilase e de hmulti-CSF. Na celula, o pro-

duto mais abundante e a IL-3 percursora, contendo a sequéncia de
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sinal de alfa-amilase (a proteina de 20 kd), tal como se consta-
ta por andlise de mancha de Western. Por vezes detecta-se um pro

duto de degradacgao.

EXEMPLO 6

Construcdo de vectores de expressao de Kluyveromyces lactis

A. Construcao de pGB/IL-316

Inseriu-se no local Sma I do vector
pUC19 (63) um fragmento de ADN contendo o gene Tn5 (61), que con
fere resisténcia & gentamicina G 418, sob a direcgao do promotor
de alcool-deidrogenase I (ADHI) de S. cerevisiae, semelhante ao
descrito por Bennetzen e Hall (62). Uma estirpe de E. Coli con-
tendo o plasmideo obtido, pUC - G418, foi depositada no CBS em 4

de Dezembro de 1987 sob o n?. CBS 872.87.
Inseriu-se no vector pUC-418 corta-

do com XbaIl - Hind IIT do plasmideo pGB903 (64) contendo o promo
tor de K. lactis e ADN de proquimosina de vitela, dando origem
ao plasmideo pGB/IL-314.

O fragmento SalI-Hind III deste plas]
mideo foi substituldo por um fragmento de ADN sintético contendo
um pequeno local de clonagem multipla e o terminador de lactase
(ver figura 21 e 22). O plasmideo resultante foi denominado
pGB/IL-315.

No vector pGB/IL-315 cortado por
Sac II - Xho I ligaram-se os seguintes fragmentos:

1. 0 fragmento Sac II - Xba I de pKs
105 (pedido de patente U.S. Ser. 078 539 64) contendo a fracgao
3! do promotbr de lactase e a fracgdo 5' da sequéncia de sinal

do factor alfa de S. cerevisiae.
2. Um oligonucledtido sintético con

tendo a fracgdo 3' da sequéncia de sinal do factor alfa com ini-
cio no local XbaI e a fracgdo 5' da sequéncia de ADNc da hIL-e
madura até & metade 5' do local Hpa I (residuo de aa n?. 14).

3. O fragmento Hpal -~ Xho I conten-

do a maior parte da sequéncia do ADNc da hIL-3 (residuos 15 a 133
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mais a regiao 3' nao codificante).

O plasmideo resultante, denominado
pGB/IL-316, & apresentado esquematicamente na figura 21. Na figu
ra 22 apresenta-se a sequéncia completa do vector desde o local
Sac II na sequéncia do promotor de lactase até ao local Hind III
na extremidade do terminador sintético.

. A figura 22 apresenta a sequéncia
de nucledtidos do plasmideo pGB/IL-316 entre o local singular
Sac II no promotor de lactase e o local Hind III depois do termi
nador (residuos 4457 e 7204). Os residuos 4457 a 6100 contém a
sequéncia do promotor de lactase. Os residuos 6101 a 6355 contém
a sequéncia de sinal do factor alfa. Os residuos 6356 a 7115 con
tém a sequéncia para a IL-3 humana madura mais a sequéncia do
ADNc 3' nio codificante. Finalmente os residuos 7116 a 7204 con-

tém a sequéncia do terminador sintetico.

B. Construcao de pGB/IL-318

Construiu-se um vector de expressao
similar a pGB/IL-316 mas substituindo a informagao de codifica-
¢do para a sequéncia de sinal do factor alfa de S. cerevisiae pe
la sequéncia de sinal do factor alfa de K. lactis (64) . O resto
do plasmideo & idéntico ao plasmideo pGB/IL-316. A sequéncia do
plasmideo pGB/IL-318 entre o local Sac II no promotor de lactase

-

e o local Hind ITI depois do terminador (residuos 4457 a 7190) e

apresentada na figura 23.
O0s residuos 4457 a 6087 contém a se

quéncia do promotor de lactase e uma pequena sequéncia dum adap-
tador. Os residuos 6088 a 6342 contém a sequéncia de sinal do

factor alfa de K. lactis. Os residuos 6343 a 7102 contém a sequin
cia para a IL-3 humana madura mais a sequéncia do ADNc 3' nao co
dificante. Finalmente os residuos 7103 a 7190 contém a sequéncia

do terminador sintetico.

C. Transformacao de Kluyveromyces Lactis e analise da hIL-3 se-

gregada

Digeriram-se os plasmideos pGB/IL-

-316 e pGB/IL-318 no local singular Sac II na regiao do promotor




de lactase e foram utilizados para transformar a estirpe K. lac—
tis CBS 2360 (ver 64). Deste modo a integragao dos plasmideos &
dirigida para a regiao do promotor do gene de lactase cromosso-
mal. Os transformantes resistentes G418 resultantes foram culti-
vados até saturacdo em meio liquido YEPD e os sobrenadantes das
culturas e os lisados celulares foram analisados para se verifi-
car a existéncia de actividade de IL-3 por meio da analise de
sintese de ADN das celulas AML.

Verificou-se que virtualmente toda
a IL-3 era segregada para o meio de cultura e era activa. As pro
teinas do sobrenadante da cultura foram precipitadas por etanol
e foram analisados usando electroforese em gel de poliacrilamida
desnaturante seguida de andlise de mancha de Western. O produto
predominante tinha ﬁm peso molecular aparente de cerca de 21 kd,
observando-se também uma banda distinta a cerca de 15 kd. Este
Gltimo produto corresponde com toda a probabilidade a4 IL-3 madu-
ra ndo glicosilada, enquanto que o produto de 21 kd & o produto
que contém uma glicosilagdo do nticleo nos dois locais de potenci
al glicosilagdo. Por incubagdo com endoglicosidase H obtém-se uma
proteina que migra na regiao de 15 kd sugerindo que toda a IL-3
& correctamente processada durante o processo de secregao e que

a maior parte da proteina se apresenta glicosilada.

EXEMPIO 7

Construcao dum vector de expressao de Saccharomyces cerevisiae

A. Construcao de pGB/IL-319

Em primeiro lugar construiu-se um
vector de expressao que se denominou pGB/TEFact. Neste plasmideo
derivado do plasmideo pTZ18R (Pharmacia), a sequéncia do promo-
tor do factor de elongagao (EF-1 alfa) de tradugao de S. cerevi-
siae, clonado e sequenciado conforme ja descrito (73, 74), foi
acoplado por meio dum pequeno adaptador Sal I - Bgl II - Xhol a

sequéncia do terminador de transcrigao de actina de S. cerevisi-

ae (75), a qual foi sintetizada por meio dum sintetizador de ADN

da firma Applied Biosystems. A sequéncia do bloco integrado de




expressdo & dada na figura 24. Os residuos 1 a 949 contém o pro-
motor de EF-1 alfa. Os residuos 950 a 967 contéem a sequéncia do
adaptador de SalI-BglII-XhoI. Finalmente os residuos 968 a 1113
contém a sequéncia do terminador de actina.

0 sitio SmaI singular no plasmideo
pGB/TEFact foi utilizado para introduzir o bloco integrado de re
sisténcia ao antibidtico G418 descrito no Exemplo 6. O plasmideo
resultante denominado pGB/TEFact G418.

Por fim, construiu-se o vector
pGB/IL-318 de expressdo de hIL-3 por introdugao das seguintes se
quéncias de ADN no plasmideo pGB/TEFact G418 cortado por Sall e
XhoI:

- 0 fragmento SalI-Nrul do plasmideo pGB/IL-316 conten

do a sequéncia de sinal do factor alfa de S. cerevisiae e a se-

quéncia que codifica para a hIL-3 até ao local Nrul.

- Um fragmento de ADN sintético NruI-XhoI contendo os
restantes nucleotidos que codificam para a hIL-3 e a sequéncia
de reconhecimento de XhoI imediatamente a seguir ao codao de pa-

ragem TGA.

B. Transformacao de Saccharomyces cerevisiae e analise da hIL-3

segregada

Cortou-se o plasmideo pGB/IL-319 no
local EcoRI singular no promotor de EF-12. A integracao do plas-
mideo @ dirigida deste modo para a regido cromossomal de EF-1 .
Transformou-se a estirpe (alfa; ATCC 25 657) tal como se descre-
veu para K. lactis (64). As coldnias resistentes a G418 foram isg
ladas e os transformantes foram cultivados em meio YEPD liquido.
0 sobrenadante da cultura foi analisado por meio de anadlise de
AMI, a fim de se detectar a actividade de hIL-3. Verificou-se que

a proteina produzida por S. cerevisiae era bioldgicamente activaj

As proteinas do sobrenadante foram
precipitadas por meio de etanol e em seguida foram analisadas pox
electroforese em gel de poliacrilamida seguida de analise de man
cha de Western. Foi possivel distinguir dois produtos principais
na analise de mancha de Western, um produto glicosilado de 21 kd

e um produto nao glicosilado de 15 kd.




Processo para a produgao de inter-

leugquina-3 (IL-3) humana por uma célula hospedeira caracterizado
por compreender:

a introdugdo na referida célula hospedeira duma construgao de
ADN contendo um bloco integrado de expressao (cassette), o qual
contém, na direccdo da transcrigdo, uma regifio de regulagdo de
inicio de transcricdo funcional na referida célula hospedeira:
uma sequéncia de ADN que codifica para a IL-3 humana: e

uma regido de regulacdo de terminagdo de transcrigao funcional
na referida célula hospedeira;

o0 crescimento da referida célula hospedeira, contendo a referida
construcdo de ADN, num meio nutriente sob condigdes de cultura
adequadas, produzindo-se IL-3 humana; e

a recuperagdo da IL-3 humana como produto final.

- 22 .

Processo de acordo com a reivindica
¢ao 1 caracterizado por a célula hospedeira ser uma célula hospe
deira transformada contendo material genético derivado de materi

al de ADN recombinante e que codifica para a IL-3.

Processo de acordo com a reivindica
cdo 2 caracterizado por a célula hospedeira ser uma célula hospe

deira escolhida de entre o grupo constituido por leveduras, bac-
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Processo de acordo com a reivindica

cdo 3 caracterizado por a célula hospedeira ser um fungo escolhi

do de entre o grupo constituldo por Saccharomyces e Kluyveromy-

ces.

Processo de acordo com a reivindica
¢ao 3 caracterizado por a célula hospedeira ser uma bactéria es-

colhida de entre o grupo constituido por E. coli e Bacillus.

Processo de acordo com a reivindica
cao 3 caracterizado por a célula hospedeira ser uma célula duma
cultura de tecidos escolhidos de entre o grupo constituido por

células COS, Cl27 e células de insectos.

Processo para a preparag¢ao dum sis-—
tema de expressdo operacional num hospedeiro recombinante carac-
terizado por se inserir num sistema de expressao adequado uma se
quéncia de ADN que codifique para a IL-3 humana ligado de modo

operacional a sequéncias de regulagado efectivas no referido hos-
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pedeiro.

Processo de acordo com a reivindica
¢ao 7 caracterizado por o ADN que codifica para a IL-3-humana

nao conter introes.

Processo de acordo com qualguer das
reivindicagoes 7 Ou 8 caracterizado por as sequéncias de regula-
¢ao conterem um promotor seleccionado de entre o grupo constitul
do pelo promotor lac, pelo promotor Hpall, pelo promotor 43, pe-
lo promotor de alfa-amilase, pelo promotor EF-1 alfa e pelo pro-

motor SV40.

Processo para a preparagao duma cé-
lula hospedeira recombinante caracterizado por se transformar
uma ceélula hospedeira com um sistema de expressao preparado de

acordo com qualquer das reivindicagoes 7 a 9.

[}¢)]

Processo para a preparagao duma se-

quéncia de ADN que ndo contem introes e que codifica para a IL-
-3 humana caracterizado por compreender as fases de:




a) producdo de factores de crescimento hemopoiéticos por leucoci
tos humanos,

b) preparagao de ARN a partir das células referidas e transcri-
¢ao do mesmo em ADNc de cadeia dupla.

c) selecgdo do ADNc com um ADNc murino completo de IL-3 de rato
(mIL-3) contendo tanto a porgao de codificagdo como a porgao
3' nao traduzida a juzante de forma a obter DII.

d) insergdo do clone DII de ADNc que hibrida num vector de ex-

pressao plLO.

1o

Processo de acordo com a reivindica
¢d3o 11 caracterizado por o ADN recombinante obtido conter a se-
quéncia de nucledtidos apresentada como codificando para os aci-

dos aminados 1 a 133 na sequéncia "H" da Figura 1.

Processo de acordo com qualquer das
reivindicagdes 1 a 6 caracterizado por a célula hospedeira ser
uma célula hospedeira recombinante obtida de acordo com a reivin

dicacao 10.

L)

Processo para a preparagao duma pro
teina dotada de actividade de IL-3 humana caracterizado por se
obter a expressido da referida proteina numa célula hospedeira

transformada obtida de acordo com a reivindicagao 10.
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Processo de acordo com qualquer das

reivindicagbes 1 a 6 ou 13 ou 14 caracterizado por a protelna ser
obtida sob uma forma substancialmente isenta de outras substan-

cias que normalmente acompanham a referida proteina.

Processo de acordo com a reivindica
cao 15 caracterizado por a proteina ser obtida por meio da expres
s3o recombinante da sequéncia de ADN apresentada como codifican-
do para os acidos aminados 1 a 133 na sequéncia "H" da Figura 1

ou dum mutante desta sequéncia de ocorréncia natural.
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Processo de acordo com qualquer das
reivindicagdes 15 ou 16 caracterizado por a proteina ser obtida

sob forma glicosilada ou nao glicosilada.

Processo para a preparag¢ao de um
preparado de anticorpos dotado de capécidade de reacgao imunoes-
pecifica com IL-3 humana caracterizado por compreender uma fase
de injecgdo dum hospedeiro vertebrado com a IL-3 humana purifica
da obtida de acordo com qualquer das reivindicagoes 14 a 17.




o o o

A requerente declara que os primei-
ros pedidos desta patente foram apresentados como pedidos de pa-
tente europeus em 16 de Dezembro de 1986 e em 13 de Julho de
1987, sob os n9.s 86202285.2 e 87201322.2, respectivamente.

Lisboa, 16 de Dezembro de 1987.
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RESUMO

"PROCESSO DE CLONAGEM MOLECULAR E DE EXPRESSAO DE
INTERLEUQUINA-3 (IL-3) HUMANA"

A invencao refere-se a um processo
para a produgao de interleuquina-3 (IL-3) humana (hIL-3) que com
preende as fases de cultivar células transformadas por um vector
de expressao apropriado em condicoes adequadas para O respectivo
crescimento e para a expressao do ADN que codifica para a hIL-3

isolar a hIL-3 produzida.
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EcoRI SacI KpnI Smal BagHI Xbal Sall Pstl SphI HindITI

pTZ18R gggaattcgagctcggtacccggggatcctctagagtcgaéctggagécatgca;gcttg

pT1

EcoRI SacI EcoRV HindIII BgllI BagHI Xbal Sall Pstl

gggaattcgagctcgatatcaagcttagatctcgagggggatcctgtégagtcgacctgcag

Sphl Ndel

goétgcaagctgcatatgcagcttg

. FIGURA .6



\

,\I\IIIJ;\I. - 90e-Ti/god
4 vHNoOI14 _

soe-1/god

- 2og-i/god

Loe-1/gnd

LHd

yand




pGB/IL-301

pGB/IL~302

pGB/IL-303

pGB/IL~304

Met Thr Met Ile Thr Asn Ser Arg Gly 3er Gly Pro
atg acc atg att acg aat tcc cgg gga tct gGA CCA

Glu Gln Asp Arg Val Pro Pro Ala Asp Pro Asn Met
GAA CAA GAC AGA GTG CCT CCT GCC GAT CCA AAC ATG

Ser Arg Leu Pro Val Leu Leu Leu Leu Gln Leu Leu

~ AGC CGC CTG CCC GTC CTG CTC CTG CTC CAA CTC CTG

Val Arg Pro Gly Leu Gln AlalPro Met Thr Gln Thr
GTC CGC CCC GGA CTC CAA GCT CCC ATG ACC CAG ACA

Thr Pio*Leu Lys Thr Ser Trp Val Asn Cys Ser Asn
ACG CCC TTG AAG ACA AGC TGG GIT AAC TGC TCT AAC

- Met.Ile Asp

ATG ATC GAT

" Met Thr Met Ile Thr Asn Ser Arg Gly Ser Ser Arg
-atg acc atg att acg aat tcc cgg gga tcc tct aga

Val Asp Pro2Met Thr Gln Thr Thr Pro Leu Lys Thr
gtc gac CCC ATGVACC CAG ACA ACG CCC TTG AAG ACA

" Ser Arg Val Asn Cys Ser Asn Met Ile Asp

AGC CGA GIT AAC TGC TCT AAC ATG ATC GAT

Met Thr Met Ile Thr Asn Ser Arg Gly Ser Ser Arg
atg acc atg att acg aat tcc cgg gga tce tct aga

Val Asp Pro?Met Thr Gln Thr Thr Pro Pro Lys Thr
gtc gac CCC ATG ACC CAG ACA ACG CCC CCG AAG ACA

Ser Arg Val Asn Cys Ser Asn Met Ile Asp

AGC CGG GTT AAC TGC TCT AAC ATG ATC GAT

Met Thr Met Ile Thr Asn Leu Ile Arg Leu Thr Ile
atg acc atg att acg aa; tta ata cga ctc act ata

Gly Asn Ser Ser Ser Val Pro Gly Asp Pro Leu Glu
ggg aat tcg agce tcg gta ccc ggg gat cct cta gag

Ser Ile Asp Pro®Thr Thr Glu Thr Thr Pro Leu Lys
teg atc gac CCC ACG ACC CAG ACA ACG CCC GTG AAG

Thr Ser Trp Val Asn Cys Ser Asn Metllle Asp
ACA AGC TGG GIT AAC TGC TCT AAC ATG ATC GAT

' FIGURA ¢



pGB/IL-305

pGB/IL-306

Met Thr Met Ile Thr Asn Leu Ile Arg Leu Thr Ile

atg acc atg att acg aat tta ata cga ctc act ata

Gly Asn Ser Ser Ser Val Pro Gly Asp Pro Leu Glu
geg aat teg age teg gta ccc ggg gat cct cta gag

Asnl5Cys Ser Asn Met Ile Asp
AAC TGC TCT AAC ATG ATC GAT

Met Ala!Pro Met Thr Gln Thr Thr Pro Leu Lys Thr
atg GCT CCC ATG ACC CAG ACA ACG CCC TTG AAG ACA

Sér Trp Val Asn Cys Ser Asn Met Ile Asp

~ AGC TGG GTT AAC TGC TCT AAC ATG ‘ATC GAT

FIGURA 8 (conhinuacdo)
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COCATT TTATOCCTCACM K TTACACICTARIOIIICA T IG0CAC IO000CA T AT AL ACAC T AT NS TT T T TATTOOCKT AACTACGTTTCACTTTOGTTCACCATGAAGA TOGATTOUCAGT ICEARICICTAA TCADGT 100G

6450 “un 6490 (23] €500 6510 €520 652 6540 6550 6560 570 6580 65% 6600
ATTCATCTA TCCACOC AN TCATCAKOOCTO00CTCROS TACTAATEATTCACCOC T TG TACAOS TO00CACTOSTTTATTOCTOGTACTOCTAGT TOOCOCAT TOAGT ACKOCCAATTCATCAATTATATCAACATATTANCCT

€610 %2 “R 640 6650 6660 %N 6680 6% 6700 10 127 70 (201 6750
TTOOOCATTTTOCACO0CAATACATCAT TAAAMGATCAGTOG TCOGAT AMCGAGACT T TOCAGTAATTCATCOOGACAMCAATT TGATTAGCT TTTT TCAACAMA TAAMAANGCTAMATCTATTATTAATCTGTICACCAA TOLCGO0C

(3 (3, (3] % 6800 6810 6820 6830 6840 6650 6860 0 6060 8% 6900
CATTOCTOA TN A TACAGACACCTCTCT G TA TCT T TTTTAT TTTGACTOST T T TG TO0UTTACACTAGAAAACOSAAMCACAMT AMAA TTTTATECTTCCTGATCTGRCTTTOUGTAMGCTAGACAMACOGACAMLTAAA

ol 52 (2 L €950 6960 670 6990 6990 000 0 Ny 0 e NS
ATTOOCAAOOSTTTAACSTOeA A TTTTTCACTGA TCT IO TCAAMAATACTACC TS OO TTOC T AT T TTAAACGACCACCAGACCALMOCCCOCTTTOC TGAOGTOCCACAOCCACGTTTTTTTGTT ICTITTTICTIRTA

060 nn 0 % ne. nN nxn n» nY nw e n»n ns 71N bz
AAAACAAOCTCTTAMCETTTTATOS T TTOR TO0ACACTOO0CACAGOCTOOCACCACACACACTTTATCA AT ARG TATAC TOTCTTATACTTTACT IOOAAGTOGTTOO0CCARACACOCAMATOOCTCACATTTC IOCC

nw e n» n 50 260 nn 120 N 0 Pt 1% X
ACTAMMAGACCCATT TACATATCAGTTATOCAGTT T TACAATOCAAMAAGTCAAATCAGOOCGATOCTCTAGAG TOGACC TCANCCTACCTTOGTACCTACCAGA TCTGAGA TCACGOGTICTAGKOGTOGA
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m.c.1 Ndel -BamHI-Xbal-Sstl-Bgill-Mlul=Xbal

Fq Omm/

E.coli
\,_mo.. ori

A . >3u_.\
ori
piL-3

=== Sall Xbal SD Bamtl Smal
% mm_.:_.:mazlao Xhol Hind co

pGB/IL-312

Hindlll

+ .?w ligase

Promotor de Hpagoll”

HindIL
pGB/IL-313
Sequeéncia;
- S.D. —
promotor de HpoIL ~AAAGGAGCGATTTACAT ATG AGT

met ser
TAT GCA GTT TGT AGA ATG CAA AAA GTG
tyr ala val cys arg met gin lys val
S.D. -
AAA TCA GGG GGA TCC AAG GAG GTG AT
lys ser gly gly ser lys glu val ‘ile
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pess

A4 410 4401 4496 4506 AH16 4520 4026 4540 RSN
CCGUUGURGAT CUHAGTUATAA AATAGTAACE TTCTAATUCG TATCTATTGA CTAGCAACCA TTAGTGTGGT TGCAGAAGGH GGAATTUTUC CTTCTTRRAA

AL06 LI AhHE 44504 4606 4616 4626 4636 A4 Al
TTCAGETTOR TETTCATYTE TATTTTCCAT TTTTUAGTYT TIGTTTGTGT CHAATTTAGC CAUTTGCTTC TCCAAGATRA AAAAACCCET BUGCARTTTEC

4666 e Al 6K 47005 4NG 4736 4106 diak .
TGTGTUGEAR GATCHTAATC GACTTTTCUA CECECCACAA AAGTAAATGT TTCTTTGTTA CATTCGCGTG GRTAGCTAGH TCCCCHARTE TUAAAGGACT

4786 Al AT8E 4796 4806 A816 4826 4R36G AR40 1000
TAGGGACTUC ACTACATEAG AGTGTRTTCA CCTGRTTTGE TUCCTURTTT GAAAGAAAAG AGCGGGAACT CGCGGGTTUC CGGRUGAATAA TUATGCUATA

41868 EH] 4380 4096 4906 4916 4926 4936 A48 A6
GTCCTTTARC CTTUCAMITE GEATGTAGAG TAGACAACAG ACAGGGAGGR CAGGAAGGAT CTTTCACTGA GATCCTGTAT CTTGTTHUGT AAGTUHGATG

4966 4076 4ANK ANHE 6096 016 §O26 [2:k1d 46 44134
AMAGGUGAAT CUTATGACGAT TUGAGAGGAT GEGUAAGANG TAAUGCCTTT TGTTAACTTG TTTAATTATT ATGAAGCAGH CRAGAGRARG AGGAATGTAT

L6386 LA70 006 “O90C 5106 5116 51726 4136 L Wl
GTOTGTGAGG CARGUGAGAL GRAGECATUC AGGUCAGRTA GAAATAGAGA AAGCCGAATG TTAGACAATA TGGCAGCGTA GTAGAUTAGR TAGGTAGHCA

H168 tn 6186 h196 hZ06 6216 5226 5236 RN
AGTACTGGTA GCAAAUAtUA GAAGGGTAAG CTUACTCTTC GCATTCCACA CCGTTAGTGT GTCAGTTTAQR ACAAAAAAAC AACTAUTATA CUAAY

066 R H286 H2N6 5306 £316 5326 LRI AL e
GACTGTOAAG TRAUTTETON AACGUUTTTT COGACTGCGA TTATTCGTGA GGAATCAAGG TAGGAATTTG GTCATATTTA CUHACAACAG THERTGATTC

HAG6 L L3NG Lass H406 5416 5426 L4306 144 Ahe
GUATATOUAG TAGGAAAAC ABATCATGRT ATCCTCAGAT ATGTTGCGGA ATTCTGTTCA CCGCAAAGTT CAGGGTGUTC TGUTGGGTTT [KEH SO TN

G TERGTTAGTT GATTGACATT GGTATTTRGA CTTTGTTGUT ACACCATTUEA CTALT

LARG Lade L4006 Y HIY LLan 616 5526 Lo nhan : .
TTACTTTACT TCTUCETTHT CTTGEATATT AATAATAGCC TAGEUTATGA GCCGAAACTT AGGRTAGGCT TARTOTTGOA AUGTACATAT GTATCACGTY
AHAL LLan L8R Laan LGO6 WRIG aG26 L 4N NN S
GACTTORGTTT AACCAGGCEA CUTUGTAGIYNS AGLUATAUCE ACACAMTTT TTTRTATTUT TCAGTATAGT THTUAAAAGT GTAGUUGAAA TATHRTGLTEE
oA ten [EH TH [XHTH L6 L1116 Ly M [y 18 10 .
GAGUAACAGL @TCTTTYPET AGTAGTHL GAAL TEGAGTUTOA

H766 LATR YR 1 YAy LAk 016 5826 haan LU LG
AGGGTATGAT TTCTAGTOHT GAACAUUTTT AGTTACGTAN TRTITTCATT GETGTTTTAC TTGAGATTTC GATTGAGAAA AAGGTATTTA ATAGUTUGAA

LAGH it anes 406 06 4916 GAZ6 LT BUETS L
TCAATGTRTT ATCATTETEA AGATGTTCTT CCCTAACTOG AAAGGTATAT GAGGCTTATR TTTCTTAGGA GAATTATTAT TCTTTVRTTA TUTTGCHCTT

586H faih HA06 4996 HOO6 “'6016 6026 Gadn G046 GGG
GTAGTTGGAA AAGGTGAAGA GACAAAAGUT TAAUACTTZA AATTTAGGAA AGAGCAGAAT TTGGCAAAAA AAATAAAAAA AAAATAANCA COTCRACTTS

GOR6 wWre (ene (936 6106 G116 6128 6136 fld4n K66
TGAGCGGATA ACAATUGACA CATACTUATC GAGAACTGAA AGATATGAGA TTTCCATCGA TTTTTACTGC AGTTTTATTC GCAGUATUUT CCGLATTAGU

6168 (B Ging G186 GRO6 G216 6226 K26 [ 1 (oSG
TGCTCCAGTC AACAUTAUAA CAGAAGATHA AACGGCACAA ATTCCGACTG AAGCTGTCAT CGGTTACTTA GATTTABAAG GGGATTTUGA TRTTHCTGTT

8268 i 6106 696 63e6 G316 Gi26 4236 G146 6GALG
TTACCATTTT CCAACALCATT AAATAACUGG TTATTHTTTA TAAATAGTAC TATTGGCAGC ATTUCTGCTA AAGAAGAAGH GGTATUTUTA GATAAAAUAG

6168 [BMYIH G306 G396 6406 6410 G426 GANG [RETH [ INE
CTCCCATOAC CCAGACAALG CUUTTGAALA CAAGLTRGAT TAACTGCTCT AAUATGATCG ATGAAATTAT AACACAUTTA AAGUAGCUEAL CTTTGOCTTT
'

G466 RATH G406 RARR Lo 6516 GL2R RHIE AR '
tOTGTIAL

ARTAGALTTE AACAACCTCA ATHGOGAAUA EUAAGACATT (TOATAGAAA ATAACCTTOR AAIRCCAAAR CTHRAGHOAT TCAMY
65GhH GG 6586 6596 6606 6816 #6206 6636 [ 1 [HH]
TTACAGAACU CATCAGCAAT TGAGAGCATT CTTAAAAATC TCCTHCCATG TCTGCCCCTG GCCACGGCCA CACCCAGUCR ACATGCUAATC CATATCAAGH
6666 GHIR 6606 RGBG 6708 G716 6726 6736 H746 (738
ACGGTOACTG GAATGAATTE CUUAGGAAAC TGACUTTCTA TCTGAAAACC CTTGAGAATG CGCAGGCTCA ACAGACBACT TTGAGUETCG CGATCTTTTG
#lAk 6174 Aian arad [0y £010 fa%0 fBa6 HAAG Gan
AGTCCAACGT CCAGUTCOTT CTCTGGGCCT TCTCAGCAGA GAGCCTCGGG AUATCAAAAA CAGCAGAACT TCTGAAAGET CTGHGTCATC TCTCACACAT
6366 GATH €886 6896 6906 6916 6926 §836 (313
TCCAGGACCA GAAGUATTTC AGCTTTTCCT GCGGCATUAG ATGAATTGTT AATTATCTAA TTTCTGAAAT GTGCAGUTCC TETGCRGTTG

6866 Gl 6938 GH06 7006 1016 1026 836 TG 1956
TGTTCTCATT TTTATCCCGAT TGAGACTATT TATTTATGTA TGTATGTATT TATTTATTTA TTGCCTGGAG TGTGAAGTGT ATTTATTTTA GUAGAGGAGC

7066 6 7086 7098 7106 7116 7126 7136 146 7186
CATGTCCTGC TGCTTCTUCA AAAAACTCAG AGTGGGGTGG GGAGCATGTT CATTTGTACC TCGAGAATTT ATACTTAGAT AAGTATHTAC TTACAGGTAT

7166 7178 7186 7198
ATTTCTATGA GATACTUATG TATACATGCA TGATAATATT TAAAGCTT

FIGURA 22



4466 4476
CCAGCGGGGAT CGACTCATAA

4566 4576
TTCAGCTTGC TTTTCATTTT

4666 4676
TGTGTCACAA GATCCTAATC

4768 4776
TAGGGACTGC ACTACATCAG

4466 4876
GTCCTTTGAC CTTCCAAGTC

4968 4976
AAAGGGGAAT CGTATGAGAT

5266 5876
GTGTGTGEAGG CUGGCGAGAC

51688 5176
AGTACTGCTA GCAAAGAGGA

5266 5276
GACTGTGAAC TGACTTTTGG

5368 5376
CCATATGGAG TAGGAAAACG

5466 5476
TTGCTTTACT TCTCCCTTGT

5566 5578
GACTTGGTTT AACCAGBCGA

5666 5676
GAGCAACAGC GTCTTTTTCT

5766 5776
AGGGTATGAT TTCTAGTGGT

58686 5878
TCAATGTGTT ATCATTGTGA

5966 5976
GTAGTTGGAA AAGGTGAAGA

6066 GO76
TGAGCGGATA ACACTCGAGG

8186 6178
CCGAAACTGA CATCGACGAT

6268, 6276
TAACGGAACC CACACTGGTA

668 8376
ACAACGCCCT TGAAGACAAG

6468 6478
ACCTCAATGG GGAAGAGCAA

6568 6578
AGCAATTGAG AGCATTCTTA

6666 6678
GAATTCCGGA GGAAACTGAC

8766 6776
CTCGTTCTCT GGACCTTCTC

8866 687¢
CATTTCACCT TTTCCTGCGG

6966 €978
TCCCATTGAG ACTATTTATT

7066 7978
TCTGCAAAAA ACTCAGAGTU

7166 7176
CTGATGTATA CATGCATGAT

4488 4496
AATAGTAACC TTCTAATGCG

4586 4596
TATTTTCCAT TTTTCAGTTT

4688 4696
GACTTTTCCA CCCCCCACAA

4786 4796
AGTGTGTTCA CCTGGTTTGC

488¢ 4096
GCATGTAGAG TAGACAACAG

4986 4996
TGGAGAGGAT GCGGAAGAGG

5086 5096
GGAGCCATCC AGGCCAGGTA

5186 5196
GAAGGAGTAAG CTCACTCTTC

5206 5296
AACGGCTTTT CGGACTGCGA

5306 5396
AGATCATGAT ATCCTCAGAT

5400 5486
CTTACATGTT AATAATAGCC

5580 5596
CCTGGTAGCC AGCCATACCC

5688 5696
AGTAGTGCGG TCGGTTACTT

5786 5796
GAACACCTTT AGTTACGTAA

5886 5896
AGATGTTCTT CCCTAACTCG

5866 5996
GACAAAAGCT TAACACTTGA

G086 GO9G
GATCTTCATT ATGAAATTCT

8186 6196
CTTCCAATTT CGGTTCCAGA

6288 6236
TTCTATTCTT AAACACCACC

6386 6396
CTGGQRTTAAC TGCTCTAACA

6486 6496
GACATTCTGA TGGAAAATAA

6586 6586
AAAATCTCCT GCCATGTCTG

6686 6696
GTTCTATCTG AAAACCCTTG

6786 8796
ACCACAGAGC CTCGGGACAT

6886 €896
CATCAGATGA ATTGTTAATT
6986 6990
TATGTATGTA TGTATTTATT
7086 7006
GGGTGGGGAG CATGTTCATT

7186
AATATTTAAA GCTT

4506
TATCTATTGA

A6Q65
TTGTTTGTGT

4706
AAGTAAATGT

4506
TGUCTGGTTT

4006
ACAGGGAGRG

5Q06
TAACGCCTTT

6106
GAAATAGAGA

5206
GCATTCCACA

5306
TTATTCGTGA

54006
ATGTTGCGGA

5506
TAGCCTGTGA

5006
ACACAGTTT

LT@6
GGTTGACATT

S0a6
TGTTTTCATT

LI0G
AAAGGTATAT

{2,400
AATTTAGGAA

Glo4
CTACTATATT

6206
AGAAGCCTTG

GG
ATCGCTGAAG

G406
TGATCGATGA

GLOG
COTTORAAGR

GGO6
CCCCTUGCCA

6706
AGAATGCGCA

G806
CAAAAACAGE

(301
ATCTAATTTC
100G
TATTTATTGC

7106
TGTACCTCGA

AG16
GCTACCAACCA

461G
COAATTTAGC
AT16
TTCTTTGTTA
4816
GAAAGAAAAG

AD16
CAGGAAGGAT

4216
TRTTAACTTA

5116
AAGCCGAATG

5216
CCGTTAGTGT

5316
GGAATCAAGG

R Y416
ATTCTGTTCA
516
GCCGAANCTT
5616
TTTATATTCT
L7168
GETATTTGGA

4816
GCETRTTTTAC

LU16
GAGGCTTGTG

(H3380
AGAGUAGAAT

H116
AUCUGCATLT
6216
ATTGGATTCA

6316
CTRCTTTCRC

GALG
AATTATAACA

GLIG
COAAACETON
GGG
CAROeGeace

G718
GRCTCAACAG

G816
AGAAGTTETG

616
TOAAATHTGE

TG
CTGBAGTUTR

7116
GAATTTATAG

4526
TTAGTGTGGT

4626
CAGTTGCTTC

4726
CATTCGCGTG

4026
AGCGGRAACT

4926
CTTTCACTGA

5026
TTTAATTATT

5126
TTAGACAATA

5226
GTCAGTTTAG

5326
TAGGAATTTG

5426
CCGCAAAGTT

652

AGGGTAGGCT

U626
TCAGTATAGT

5726
CTTTGTTGCT
5626
TTGAGATTTC

5926
TTTCTTAGGA

GO26
TTGRGCAAAAA

Gize
ACTGCTTTAA

8226
TTGACTTAAC

6326
TGACAAGGAT

G426
CACTTAAAGC

6526
AGRCATTOAA

666
CACGCGACAT

G726
ACGACTTTGA

6326
AAACOTCTGG

6926
AGCTCCCATT
7026
AACTQTATTT

7126
TTAGATAAGT

4536 45406 4506
TGCAGAAGHL GUARTTOTC CTTCETTOGAN
4636 4646 46506
TCCAAGATGA AAAAACCCCT GEGUAGTTTC
.
4736 4746 47700
GARTAGCTAGE TCCCUGAATE TUAAAGACT
4836 48406 An46
CGCHUGTTOC COGUUAATAA TCATGUGATA
4906 4944 4450
GATCCTGTAT CTTGTTGGGT AAGTCGGATG
5036 LRA4E haoG
ATGGUGCAGR UGAGAGHUGGE AGGAATGTAT
5136 5146 hisa
TGGCAGCGTA GTAGAGTAGG TAGGTAGUCA
5236 L2446 L2406
ACAAAAAAAC AACTACTATA CCAATTAGTA
5336 H346 L3NG
GTCATATTTA CGGACAACAG TGGGTGATT
5436 HA4G LALG
CAGGGTGCTC TGGTGGGTTT CGGTTUGTCT
5536 LL4G6
TAGTGTTGGA ACGTAUATAT
HEAG Y646 (AN
TGTGAAAAUGT GTAGURGAAA TATGPGOTEC
536 L7416 LG
ACACCATTCA CTACTTGAAG TCUAGTGTOA
5836 HB4G it
GATTGAGAAA AAGGTATTTA ATAGUTCGAA
5836 (T LHLG
GAATTATTAT TCTTTTGTTA TETTGORCTT
('] (H3ETH [E3INH
AAATAAAAAA AAAATAAACA COTCGALTTE
[H NI b6 GlLG
TTTCCGTTGT TATGGUTGCT CCAGTITUTA
6236 G246 bt
COGGOATEAA GTTTUCTTUT TGCUTGTTAA
636 G346 GG
GATTTGAAGA AGCHUGCTCC CATGACCLAG
6436 G446 Gl
AGCCACCTTT GQOCTTTGETE GACTTEAACA
GL36 6546 [HANN
CAGGOOTETE AAGAGTTTALL AGAALCICP
GGIB 6646 [HRAY
CCAATCCATA TOCAAGGACGU TGACTGGAAT
6736 6406 670G
GCUTCGCRAT CTTTTOAGTC CAACGTCUAG
6836 GHAL ({81
GTCATCTCTC ACACATTUCA GGACCAGAAG
636 6946 GUNG
TUGGCCTTGTG CGGTTGTGTT CTCATTTTTA
7036 1016 TOL6
ATTTTAGCAG AGUAGCCATG TCCTGETGUT
7136 7146 7156
ATGTACTTAC AGUTATATTT CTATGAGATA
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