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RESUMO

“PROMOTOR HOMOLOGO FORTE OBTIDO A PARTIR DE HAMSTER”
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A presente invencido refere-se a um promotor hombdélogo forte,
obtido a partir de hamster, em particular o promotor do gene que
codifica para a proteina de fusido da ubiquitina-S27a. O promotor
pode ser utilizado em processos para a preparacdo de produtos
genéticos heterdlogos em células de cultura, em particular

células de ovarios de hamster chinés.



DESCRIGCAO

“PROMOTOR HOMOLOGO FORTE OBTIDO A PARTIR DE HAMSTER”

A invencdo refere-se a um promotor homdélogo forte obtido a
partir de hamster, a &cidos nucleicos que contém as sequéncias
do promotor e/ou reguladoras do gene da ubiquitina-827a, bem
Como a um processo para a preparacdo de produtos genéticos

heterélogos recorrendo a estes acidos nucleicos.

No <caso da preparacdo economicamente significativa de
proteinas por meio de expressdo de genes recombinantes em
células hospedeiras eucaridticas, por exemplo células CHO, tém-
-se utilizado até hoje sistemas de expressdo heterdlogos, isto
¢, que sdo, por exemplo, o0s elementos promotor/intensificador,
bem como elementos de terminacdo de origem viral. A utilizacéo
de promotores ndo virais em vez de sequéncias virais em sistemas
de expressdo seria vantajosa quanto a aceitacdo pelo publico da
engenharia genética e biotecnologia e contribuiria ainda para a
biosseguranca dos sistemas de vectores que sdo utilizados para a

expressdo de genes em culturas celulares animais.

No que se refere a ubiquitina, trata-se de um polipeptideo
de 76 amincacidos com elevado grau de conservacdo que se
encontra em todas as células eucaridticas em grande numero e que
¢ codificado por uma familia genética diferente (Recenséo:
Jentsch et al., 1991; Schlesinger & Bond, 1987). A ubiguitina
desempenha um papel importante numa multiplicidade de processos
biolégicos por meio da modificacdo de proteinas alvo, como, p.

ex., a degradacdo de proteinas dependente do ATP através da via



dos proteossomas da ubiquitina (Ciechanover, 1994). Devido & sua
estrutura, pode-se classificar o gene da ubiguitina em dois
grupos. No primeiro grupo, encontram-se reunidos os genes da
poliubiquitina, nos gquais se sucedem as unidades codificadoras
da ubiquitina com a dimensdo de 228 pb (= 76 aminoicidos) numa
sequéncia cabeca para cauda (Jentsch et al., 1991; Schlesinger &
Rond, 1987). O nUmero de unidades varia de espécie para espécie,
encontrando-se na maioria dos organismos dois genes de
poliubiquitina de comprimento diferente (Fornace et al., 1989;
Wiborg et al., 1985). As regides promotoras destes genes contém
uma caixa TATA e elementos promotor/intensificador para um

indutor de chogue térmico (Schlesinger & Bond, 1987).

Os genes de fusdo da ubiquitina pertencem ao segundo grupo.
Trata-se neste caso de fusbes entre uma unidade de ubiquitina e
uma proteina ribossomal (Jentsch et al., 1991; Schlesinger &
Bond, 1987). Ambos os genes de fusdo da ubiquitina conhecidos
podem ser identificados devido as diferencas no comprimento e na
sequéncia da proteina ribossomal., Num dos casos, trata-se de uma
proteina ribossomal da subunidade grande do ribossoma com um
comprimentc de 52 aminoadcidos (Baker et al., 1991) e no outro
caso de uma proteina ribossomal da subunidade pequena do
ribossoma (nos mamiferos designada por proteina S27a) com um
comprimento dependente da espécie de 76 a 81 aminodcidos (Redman
& Rechsteiner, 1989). A fraccdo de ubiquitina nestas proteinas
de fusdo suporta assim, aparentemente, a integracdo eficiente

das proteinas ribossomais no ribosscma (Finley et al., 1989).

Os genes da ubigquitina individuais s&c expressos nos mais
variados tecidos de um organismo e em diferentes estadics de
desenvolvimento em diferente escala. Assim, 0S8 genes da

poliubiquitina s&o expressos constitutivamente em nivel reduzido



que s6 sob o efeito de tensdc aumenta fortemente (Fornace et
al., 1989; Schlesinger & Bond, 1987). Os genes de fusido da
ubiquitina sdo expressos principalmente com maior intensidade na
fase de crescimento exponencial. Em células terminais
diferenciadas e de crescimento parado, a expressido &, pelo
contrario, regulada no sentido da reducdo (Schlesinger & Bond,

1987; Shimbara et al., 1993; Wong et al., 1993).

O objectivo, cuja solucdo & o objecto da presente invencéo,
foi o de proporcionar promotores ndo virais fortes para processo
para a preparacdo de produtos genéticos heterdlogos em culturas

de células, especialmente células de hamster.

Surpreendentemente encontrou-se um promotor de um gene, que
em especial em células CHO tem uma actividade equivalente ao
promotor de SV40 viral. Este gene codifica para a proteina de
fusdo da ubiguitina Ub/S27a. O promotor Ub/S27a de hamster é o

objecto da invencao.

Um outro objecto da presente invencdo é uma molécula de
dcido nucleico gque contém sequéncias promotoras e/ou outras
sequéncias reguladoras do gene Ub/S27a. Neste caso, as
sequéncias promotoras e/ou outras sequéncias reguladoras derivam
do gene Ub/S27a do hamster. Em especial, o objecto da invencédo é
uma molécula de 4&cido nucleicc recombinante que contém as
sequéncias promotoras e/ou outras sequéncias reguladoras que

estdo contidas na sequéncia de acordo com a Fig. 5.

Um objecto preferido da invencdo sdc moléculas de Aacidos
nucleicos que contém sequéncias do dominio que corresponde as
posicBes -161 até -45 de acordo com a Fig. 5. E do conhecimento

dos especialistas a preparacdo, com os métodos que sdo descritos



no exemplo 4, de moléculas de A&cidos nucleicos que contém
sequéncias parciais das sequéncias de acordo com a invencio, em
especial uma sequéncia parcial do dominio de -161 até -45, que
pode igualmente conferir forte actividade promotora. Por
conseguinte, estas sequéncias parciais s&o igualmente objectoc da

invencdo.

E também do conhecimento do especialista a alteracdo da
sequéncia promotora por meio de @ substituicéo, insercao,
eliminacdo ou adicdo de uma, duas ou trés bases, em relacdo a
sequéncia de acordo com a Fig. 5, sem com 1isso diminuir
significativamente a actividade promotora, gque pode ser medida
com o0s métodos descritos no exemplo 4. Por uma diminuicdo
significativa da actividade promotora deve-se entender uma
diminuicdo de mais de 50% do valor que & obtido para o fragmento
de eliminacdo de 272 pb do quadro 1, na andlise de CAT de acordo
com o exemplo 4, em condicdes compardveis. Estas variantes da
sequéncia promotora sdo, por conseguinte, incluidas no ambito

das reivindicac¢des na invencgéo.

Nas moléculas de acidos nucleicos de acordo com a invencdo,
as sequéncias promotoras e/ou reguladoras sdo vantajosamente
acopladas a um gene funcional, de forma que este gene possa ser
expresso sob o controlo destas sequéncias. Um gene destes pode,
por exemplo, codificar para um activador de plasminogénio de
tecidos (documento EP 0093619), um activador de plasminogénio de
second-generation p. ex. tnk-t-PA (documento WO 93/24635),
interferéo, P. ex. interferdo-o (documento EP 0595241),
interferdo-p (documentos EP 0041313, EP 0287075), Interferdo-v
(documento EP 01463 54) ou interferdo-w (documento EP 0170204),
factor de necrose de tumores (documento EP 0168214),

eritropoietina (documento WO 86/03520), factor de estimulacdo de



colénias de granuldcitos (documentos EP 0220520, EP 0237545) ou
superoxidodismutase de manganés (documento EP 0282899) que séo
conhecidos do estado da técnica. Pode-se tratar também de um
gene que codifica para uma cadeia de imunoglobulina, os dominios
varidveis de uma cadeia de imunoglcobulina, um anticorpo
humanizado (documentos EP 0230400, EP 0451216¢), um anticorpo de
cadeia simples, etc.. Em especial, um gene destes pode codificar
para uma cadeia de imunoglobulina humanizada que ¢é especifica
para variante (D44 (documento WO 95/33771). Adequadamente, uma
molécula de &cido nucleico destas pode ser um vector de
expressdo (Sambrook et al., 16.3-16.29, 1989). Sao também
objectos da invencdo em especial os vectores de expressdo tais
que depois da introducdo numa célula hospedeira eucaridtica séo

integrados no seu genoma por recombinacdo.

Umn outro aspecto da presente invencdo ¢é wuma célula
hospedeira na qual foi introduzida uma das moléculas de &cidos
nucleicos mencionadas. De preferéncia, introduz-se numa célula
hospedeira destas um vector de expressdo que contém o gene para
um produto genético heterdlogo acoplado ao promotor do gene
Ub/S27a e/ou outras seguéncias reguladoras. A célula hospedeira
de acordo com a invencdo é de um modo preferido uma célula de
mamifero. Em especial, a célula hospedeira pode ser uma célula
de hamster, p. ex. uma célula CHO (CHO = Chinese hamster ovary,
Urlaub et Chasin, 1980; cf. também Kaufman, 1987 bem como
referéncias incluidas, bem como Sambrook et al., 16.28-16.29,
1989) BHK- (BHK = Baby hamster kidney) ou célula hibridoma,

sendo especialmente preferida uma célula CHO.

Um outro aspecto da presente invengdo & um processo para a
preparacdo de um produto genético heterdlogo numa célula

hospedeira eucaridtica, de um modo preferido uma célula de



hamster, de um modo especialmente preferido uma célula CHO,
caracterizado por se introduzir uma das moléculas de A4cido
nucleico mencionadas na célula hospedeira eucaridtica, se
cultivar a célula hospedeira e se isolar o produto genético
sintetizado. No processo de acordo com a invencdo, o produto
genético heterdlogo & expresso sob o controlo de sequéncias
promotoras e/ou sequéncias reguladoras do gene Ub/S27a, de um
modo preferido de hamster. Vantajosamente podem-se utilizar para
um processo destes moléculas de acidos nucleicos gue contém as
sequéncias promotoras e/ou sequéncias reguladoras que sdo
contidas na Fig. 5. E especialmente preferido um processo no
qual as sequéncias promotoras estdo contidas na sequéncia que
corresponde as posigdes -161 até -45 de acordo com a Fig. 5.
Também neste <caso, € do conhecimento do especialista a
preparacdo de sequéncias parcials com actividade promotora ou

variantes equivalentes das sequéncias divulgadas.

Um forte promotor homélogo do hamster, que & muito
vantajoso para a preparacdo de produtos genéticos heterdlogos em
células de hamster, em especial células CHO, & agora apresentado
pela primeira vez. Em especial, a invencdo refere-se a um
promotor homélogo forte do hamster que apresenta nas células CHO
em andlise de CAT de acordo com o exemplo 4 uma maior actividade
do que o promotor de cinase de timidina de Herpes simplex.
Vantajosamente, um promotor destes apresenta uma actividade de
transcricdo que se situa pelo menos na mesma ordem de grandeza
que a do promotor SV40. Na mesma ordem de grandeza significa
neste caso que o promotor de acordo com a invencdo tem pelo
menos 50%, melhor pelo menos 80%, de um modo ainda mais
preferido pelo menos 90% da actividade do promotor SV40 em
anidlise de CAT de acordo com o exemplo 4. E preferido um

promotor destes caracterizado por possuir pelo menos uma das



caracteristicas: apresenta um dominic de sequéncia rico em GC,
local de ligacdo Spl, elemento polipirimidina, auséncia de uma
caixa TATA. £ especialmente preferido um promotor destes que
apresenta um local de ligacdo Spl na auséncia de uma caixa TATA.
Além disso, é preferido um promotor deste tipo que seja activado
constitutivamente e em especial que seja igualmente activo em
condig¢des de cultura de células com soro, pobres em soro e
isentas de soro. Numa outra forma de realizacdo, trata-se de um
promotor indutivel, em especial de um promotor que é activado
pela remocdo do soro. Uma forma de realizacdo especialmente
vantajosa & um promotor com uma sequéncia que se encontra na
Fig. 5. E especialmente preferida neste caso uma sequéncia que
esta contida na sequéncia que corresponde &s posigdes -161 a -45

de acordo com a Fig. 5.

Um outro aspecto da presente invencdo & um processo para a
expressdo de um produto genético heterdlogo em células de
hamster no ambito das reivindicacdes da patente, de um modo
preferido células CHO, que ¢é caracterizado por o produto
genético ser expresso sob o controlo de um promotor homdlogo
forte do hamster. Em formas de realizag¢do preferidas, um
promotor deste tipo & caracterizado pelas caracteristicas

descritas no paragrafo anterior.

Um outro aspecto da presente invencdo é a utilizacdo de um
promotor, tal como descrito anteriormente, para a preparacdo de
um produto genético heterdlogo em células de hamster, de um modo

preferido células CHO ou BHK.

As sequéncias promotoras descritas podem ser introduzidas
numa cassete de expressdo em conexdao funcional com outras

sequéncias reguladoras. Por exemplo, podem estar funcionalmente



acopladas com sequéncias intensificadoras e aumentarem assim a
actividade de transcriclo. Neste caso, pode-se tratar de um ou
varios intensificadores e/ou véarias codpias de uma sequéncia
intensificadora. Por exemplo, pode-se utilizar neste caso um
intensificador CMV ou SV40. O intensificador CMV humano faz
parte neste caso dos intensificadores mais fortes identificados
até hoje. Um exemplo de um intensificador indutivel ¢é o
intensificadcr de metalotioneina, que pode ser estimulado por
glucocorticdéides ou metais pesados. Uma outra modificacédo
possivel seria, Pp. ex., a introducdo de mGltiplos 1locais de
ligacdo Spl. As sequéncias promotoras podem ainda ser combinadas
com sequéncias reguladoras gque constituem um controlo/regulacdo
da actividade de transcricido. Assim, o promotor pode ser tornado
reprimivel/indutivel. Tal pode acontecer, por exemplo, por meio
de acoplagem com sequéncias que constituem locais de ligacgéo
para factores de transcricdo reguladores positivos ou negativos.
O factor de transcricdo acima mencionado SP-1, por exemplo, tem
uma influéncia positiva na actividade de transcricdo. Um outro
exemplo €& o local de ligagdo para a proteina activadora AP-1,
que pode exercer um efeito de modo tanto positivo como negativo
sobre a transcricdo. A actividade do AP-1 pode ser controlada
pelos mais wvariados factores como, P. ex., factores de
crescimento, <citocinas e soro (Faisst et Meyer, 1992, e
referéncias respectivas). A eficidcia de transcrigdo pode também
ser aumentada por modificacédo da sequéncia promotora por meio de
mutacdo (substituicdo, insercdo, eliminacido) de uma, duas, trés
ou mais bases e medindo depois no teste CAT de acordo com ©
exemplo 4 se a actividade promotora aumentou desta forma. Por
meio das medidas descritas neste pardgrafo pode-se obter uma
cassete de expressdo optimizada, que é de grande utilidade para
a expressdo de produtos genéticos heterdlogos, em especial

células CHO. Portanto, uma cassete de expressdo obtida por meio



de uma ou varias destas medidas ¢é igualmente objecto da

invencio.

Em andlises de ADNasel-Footprint e de mutacdo pode-se
examinar quais os factores que influenciam a expressdo e se a
actividade promotora pode ser mais aumentada por meio da
eliminacdo de elementos de controlo negativos eventualmente
presentes e pela introdugdo de outros elementos de controlo
positivos. Exames de outros grupos de trabalho tém, além disso,
mostrado que a expressdo do gene Ub/S27a pode ser regulada muito
visivelmente por meio de diferentes factores. Assim, o grupo de
Shimbara revelou que numa diferenciacidc de terminais in vitro de
linhas de células de leucemia humana (HL-60, Kbe62, U937, THO1)
por meio da adigdo de diferentes substédncias como TPA (acetato
de 12-0-tetra-decanoilforfol-13), DMSO, dcido retindico e
1,25-di-hidroxivitamina D3 no meio de cultura se regulou no
sentido da dminuicdo a expresséo do gene Ub/S27a (Shimbara et
al.; 1993). E o grupo de Wong estabeleceu uma sobreexpressdo do
gene Ub/S27a em células de carcinoma do c¢dlon (Wong et al.,
1993). A expressdo genética correlacionou-se neste caso com 0S
estddios clinicos do tumor com uma maior expressdo num Ccancro

avancado.

A realizacdo da invengido é possivel para o especialista com
o conhecimento do contetdo divulgado deste pedido de patente,
por meio de métodos conhecidos em si, bem como de acordo com 0s

exemplos.

0 gene Ub/S27a completo, a regido ndo traduzida 5’ do gene
Ub/S27a ou fragmentos seleccionados desta podem ser obtidecs por
meio de varios métodos padr&do com o conhecimento das sequéncias

de acordo com Fig. 1, 2 e 5. A partir da sequéncia de acordo com



a Fig. 5 pode-se, por exemplo, seleccionar uma seccdo adequada e
sintetizar quimicamente uma sonda de oligonucledbtidos que tem a
sequéncia desta seccdo (Sambrook et al., 11.3-11.44, 1989). Com
uma sonda destas pode-se clonar por meio de hibridacdo a partir
de uma biblioteca genbmica (Saambrook et al., 9 4-9.62, 11.45-
11.61, 1989) do hamster o gene Ub/S27a ou a sua regido ndo
traduzida a b5’'. A regido a 5’ ndo traduzida ou fragmentos
especiais desta podem também ser facilmente obtidos por meio de
amplificacdo por PCR com o0s iniciadores correspondentes, a
partir de uma biblioteca gendémica (Sambrook et al., 14.5-14.35,
1989). Estes métodos sdo especialmente adequados ©para a
preparacdo de fragmentos seleccionados da regido promotora por
exemplo do dominio de -161 a -45 ou de uma seccdo deste dominio.
Os fragmentos da regido né&o traduzida a 57, tal como o©0s
indicados por exemplo no quadro 1, podem também ser obtidos por
meio de digestdo limitada com exonuclease III a partir de
fragmentos de ADN maiores (Sambrook et al., 15.14-15.19; 5.84-
5.85, 1989). Moléculas de ADN deste tipo podem também ser
quimicamente sintetizadas ou geradas a partir de fragmentos
quimicamente sintetizados por meio de ligacdc. O gene Ub/S27a de
uma outra espécie, de um modo preferido de uma espécie mamifera,
ou a sua regido ndo traduzida a 5’ pode ser isclado por meio de
hibridacdo cruzada com sondas do dominio ndo traduzido a 5’ do
gene Ub/S27a de hamster ou possivelmente sondas da fracgédo S27a

do gene Ub/S27a de hamster.

Existe no estado da técnica uma variedade de vectores de
expressdo a disposicdo que podem ser utilizados no contexto da
presente invencdo. As sequéncias promotora e/ou reguladora de
acordo com a invencdo podem ser integradas no lugar dos
elementos promotores existentes nestes vectores e controlar

assim a expressdo do respectivo gene, que deve ser expresso com

10



este vector. 0Os vectores disponiveis no comércio, que se adequam
bem para a integracdo do promotor de acordo com a invencdo, S&o0
por exemplo o vector pCAT-Basic (Promega; sequéncia compilada
acessivel pelo n.° de acesso EMBL X65322) ou o wvector pCAT-
Enhancer que contém ainda um intensificador de SV40 (Promega;
sequéncia compilada acessivel pelo n.° de acesso EMBL X65319).
Um exemplo para um vector sem promotor & o plasmideo pRL-CAT6
(Boshart et al., 1992; ver também Luckow et Schutz, 1987). As
sequéncias promotoras de acordo com a invencdo podem ser ligadas
aos sitics de clivagem de restricdo de HindIII, SphI, PstI,
Sall, XbaI, BamHI, BglII ou Xhol deste vector e ser assim
acopladas ao gene da transferase de cloranfenicol (CAT) contido
neste vector de forma funcional. Em vez do gene CAT pode-se
também integrar neste vector um outro gene, possivelmente para o
activador de plasminogénio de tecido. O gene CAT pode, p. ex.,
ser removido do vector pBL-CAT6 por meio de uma dupla digestéo
com as enzimas de restricdo ¥XhoIl e Clal. A regi&o ndo traduzida
a 3’ de SV40 eliminada nesta operacdo, que contém a sequéncia
intrédo e o sinal de poliadenilacd&o, pode eventualmente (istoc é&,
desde que a sua funcdo ndo tenha sido abscrvida pelas sequéncias
a 3’ proprias do gene) depois ser novamente incorporada,
amplificando-se, p. ex., esta regido de SV40 por meio de PCR e
dotando assim com sitios de clivagem de restrigdo adequados nas
duas extremidades, a fim de facilitar a reclonagem subsequente,
p. ex. com a introducdo de um outro gene desejado. Uma outra
estratégia de substituicdo do gene CAT por um outro gene
consiste na introdugdo, em primeiro lugar, por meio de PCR e
oligonucledtidos em mutagénese adequados, de um sitio de
clivagem de restricdo uUnico no terminal 5’ da regido de SV40 no
vector pBL-CAT6, que possibilita subsequentemente a remocédo
orientada do gene CAT. Uma outra possibilidade consiste na

utilizag¢do do wvector pLUC, que em principio é construido como

11



PBL-CAT6, mas que, em vez do gene CAT, contém um gene relator de
luciferase. Este & facilmente removido por uma dupla digestédo

por XhoI/EcoNI, mantendo-se a sequéncia de SV40 no vector.

Para gerar linhas de células estaveis com elevadc grau de
expressdo do gene heterdlogo, escolhe-se vantajosamente um
vector que confirma a seleccdo de transformantes gue integram o
vector no seu cromossoma e que amplificaram o gene heterdlogo
integrado. Os vectores para este processo de
seleccdo/amplificacdo tal como © processo DHFR/metctrexato em
linhas de células deficientes de DHFR (p. ex., CHO-DUKX) estéo
igualmente contidas no estado da técnica (Sambrook et al., 16.9-

16.15; 16.28-16.29, 1989).

O processo para a insercdo dos vectores obtidos em células
hospedeiras, tal como a seleccdo e cultura dos transformantes,
pode ser deduzido pelo especialista de obras padrdo (p. ex.

Sambrook et al., 16.3-16.81, 1989)

A parte da optimizacdo do promotor existe ainda um ponto de
partida completamente diferente para o melhoramento do
rendimento do produto, o qual é por meio de um efeito com dose
genética. Com um crescente nimero de cdédpias da construcdo do
vector integrada no genoma deveria também aumentar a quantidade
de transcrigdes produzidas. Uma amplificacdo espontdnea das
construcdes introduzidas, que numa integracdo estavel tem como
resultado véarias codpias, pode ser conseguida por meio da
utilizacdo de uma sequéncia com propriedades de promocdo da
amplificacido, as chamadas “amplification promoting sequences”.
Uma sequéncia assim, com um teor de AT muito elevado, fol p. ex.
isolada da regidoc intergenes ndo transcrita do gene ribossomal

de ratinho (Wegner et al., 1989) e foi j& utilizada com éxito

12



para a inibicdo estavel e eficaz da replicacdo de HIV-1 por ARN
anti-sentido (Meyer et al., 1993). Um dominio de sequéncia com a
dimensdo de 49 pb da regido nao traduzida a 5’ de Ub/S27a
(posicdo -1477 até -1429; Fig. 4) com um elevado teor de AT de
88% apresenta grande homologia com as sequéncias promotoras da
amplificacdo acima descritas do ratinho. Pode-se provar que este
dominio de sequéncia de CHO possui igualmente estas propriedades
por meic da utilizacdo de construgdes promotoras de Ub/S27a, as

quails esta sequéncia de CHO estd ligada.

Descricdo das figuras

Fig. 1: Comparacdo da sequéncia de ADN do clone completo de
ADNc de wubiquitina Ub/S27a a partir de células CHO com a
sequéncia de ADNc humana. Comparacdo da sequéncia de ADNc
Ub/S27a de CHO com a sequéncia de ADNc humana (Adams et al.,
1992). As identidades no interior da sequéncia sdo salientadas
por “*”, A frac¢do de wubiquitina é caracterizada por linhas
duplas sobre a sequéncia. As posicbes dos trés intrdes sido
marcadas com triédngulos.

~Sinal poli A ::: coddo de inicio +++coddo de paragem

Fig. 2: Sequéncia de aminoacidos da proteina de fusdo da
ubiquitina Ub/S27a. Comparacdo da sequéncia de aminodcidos
Ub/S27a derivada da sequéncia de ADNc de CHO com a sequéncia de
aminodcidos humana (Adams et al., 1992). As identidades no
interior da sequéncia sdo caracterizadas por ™™”. A unidade de
ubiquitina de 76 aminodcidos ¢é salientada por linhas duplas

sobre a segquéncia.
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Fig. 3: Andlise do nivel de transcricdo de Ub/S27a em
células CHO. O ARN total citoplasmatico desnaturade (10 ug) de
células CHO cultivadas em soro e sem soro foi separado por
electroforese num gel de agarose que continha formaldeido e
transferido para uma membrana de nylon. Como sonda de hibridacéo
utilizou-se o ADNc de Ub/S27a (508 pb) de CHO marcado com ““P. O

tempo de exposicdo da pelicula de raios X foi de 3 horas.

1 + 3 células CHO cultivadas em soro

2 + 4 células CHO cultivadas sem soro

5 células CHO cultivadas com soro foram cultivadas durante
24 horas em meio isentoc de soro

6 células CHO cultivadas sem soro foram cultivadas durante

24 horas em melio com SOro

Fig. 4: Estratégia de sequenciacdo da regido ndo traduzida
a 5’ de Ub/S27a. A regido ndo traduzida a 5’ com 2,5 kb de
comprimento do gene Ub/S27a & representada de forma esquematica.
Foram sequenciados tanto fragmentos de restrigdo subclonados
como também clones de eliminacdo gerados por digestdo por
exonuclease III, sendo a escala e a orientacdo das seqguenciacses

indicadas por setas.

Fig. 5: Sequéncia de ADN gendmico da regido ndo traduzida a

57 de Ub/S27a. Elucidacdo das figuras:

Sitios de clivagem de restricao

- > Extremidade 5’ do clone de eliminacdo do promotor
* Extremidade 3’ do clone de eliminacdo do promotor
ANNADAND Homologia com sequéncias estimuladoras da
amplificacéo.

i

Dominio de sequéncia rica em polipirimidina
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Cod&o de inicio
+1, +13 Sitios de inicio de transcricdo determinados por

mapeamento por nuclease Sl

+ 85 Extremidade 5/ obtida através de extensdo do
iniciador
>>>>>> Sitio de ligacédo Sp 1

Os nucledtidos estdo numerados em relacdo ao sitio de
inicio da transcrigdo, gque ¢é designada com +1. Os sitios de
clivagem de restricdo para Sacll e Eagl, que séc especificos de
dominios de sequéncia ricas em GC, Dbem como os sitios de
clivagem de restricdo destacados com fins de subclonagem para
EcoRI, HincII e HindIII estdo destacados na sequéncia com um
sublinhado. Para identificacéo da sequéncia do intréo
utilizaram-se letras mintusculas. A sequéncia de aminoadcidos &

reproduzida sob a sequéncia de ADN.

Fig. 6: Determinacdo do ponto de inicio da transcricdo por
meio de extensdo do iniciador. A andlise de extensdo do
iniciador foi realizada com 5 ug de ARN total citoplasmédtico de
células CHO cultivadas em soro (Pista 1). Como controlo
utilizou-se 5 pg de ARNt de levedura (Pista 2). O iniciador com
marcacdo na extremidade por P utilizado hibridou com a fraccdo
S27a do ARNm de Ub/S27a (nucledbtidos +256 a +276 na sequéncia de
ADNc). Os produtos de extensdo foram separados num gel de
poliacrilamida desnaturante a 6%. Como marcador de dimensdo
utilizou-se uma reaccdo de sequenciacdo. O comprimento do
produto de extensdo, cuja posic&o é indicada por uma seta, era

de 304 nucledtidos.

Fig. 7: Determinacdo do ponto de inicio da transcricdo por

meio de mapeamento por nuclease SI. Uma das amostras de cadeia
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simples com marcacdo final ?P correspondente & sequéncia de
cadeia contraria, que abrange toda a &rea da regido nao
traduzida a 5’ (-2289 a +176) foi hibridada com 5 ug de ARN
total (pista 2) ou ARN total citoplasméatico (pista 3) de células
CHO cultivadas com soro. Como controlo utilizou-se 5 ug de ARNC
de levedura (Pista 1). Os fragmentos protegidos antes da
decomposicdo por nuclease S1 foram separados num gel de
poliacrilamida desnaturante a 8%. Como marcador de dimensdo
utilizou-se uma reaccdo de sequenciacdo, na qual foi sequenciada
a cadeia de ADN complementar da amostra de hibridacdo utilizada.
O 1iniciador utilizado para & sequenciacdc hibridou neste caso
com a sequéncia de nucledétidos de +157 até +176. As posicbes dos
fragmentos de ADN protegidos da decomposicdo estdo marcadas por
setas na sequéncia destacada. Ao ponto distal de inicio da

transcricdc foi atribuida a posicdo de nucledtido +1.

Fig. 8: Analise funcional da actividade promotora de
Ub/S27a. Construcdes de vector, em que as eliminacdes em série
da regido de flanco a 5’ do gene Ub/S27a em ambas as orientacgdes
tinham sido fundidas com o gene relator CAT, foram utilizadas
para a transfeccdo transitdria de células CHO cultivadas com
soro. Como controlo foram utilizados plasmideos em que © gene
relator CAT estava sob o controlo de um promotor viral. No total
foram realizadas quatro experiéncias de transfeccdo

independentes entre si.

A actividade de CAT relativa das diferentes construcgdes de
vectores & indicada como percentagem da actividade de CAT em
células CHO transfectadas por pCMVtkCAT, que foi assumida como
100%, e representa o valor médio (desvio padrdo em todos os
casos < b5%) das quatro experiéncias de transfeccdo. VAarias

actividades de CAT foram corrigidas, relativamente as
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quantidades de proteinas utilizadas Dbem como & eficacia da
transfeccdo, que foi determinada por meio da medici&o da
actividade de p-galactosidase do plasmideo de controlo

pCMVtklacZ co-transfectado.

D Plasmideo de controlo: sem promotor ou promotores virais
(tk, Sv40)

. regido a 5’ ndo traduzida de Ub/S27a: orientacdo 5'-3' em
PBL-CAT6

% regido a 5’ ndo traduzida de Ub/S27a: orientacdo 3’'-5" em

PBL-CAT6

Fig. 9: Analise funcional da actividade do promotor de

Ub/S27a em células BHK transfectadas transitoriamente (BHK21).

D Plasmideo de controlo: sem promotor ou promotores virais
(tk, Sv40)
. regido a 5’ ndo traduzida de Ub/S27a: orientacdo 5'-3' em

PBL-CAT6

Fig. 10: Analise funcional da actividade do promotor de
Ub/S27a em células CHO transfectadas de modo estdvel (I). E
representada a actividade de CAT em c¢élulas que foram
transfectadas de forma estavel com o vector pCMVtkCAT (promotor
tk/intensificador CMV) ou com o vector pBL-CATS5 (promotor tk)
(cf. exemplos/plasmideo, exemplc 6). Sao mostrados em todos os
casos varios clones diferentes. A actividade de CAT &

normalizada pela actividade do clone pCMVtkCAT 6, que tinha a
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actividade mais elevada, (= 100%). O grafico destina-se a

comparacdo com as figuras 11 e 12.

Fig. 11: Analise funcional da actividade do promotor de
Ub/S27a em células CHO transfectadas de modo estdvel (II). E
mostrada a actividade de CAT de diferentes construcdes de
vectores, que & representada como percentagem da actividade de
CAT do clone 6 das células CHO transfectadas com pCMVtkCAT da
Fig. 10. Fragmentos da regido promotora de acordo com o quadro 1
foram integrados em pBL-CAT6 na orientacgdo 5’ -> 3’. As abcissas
indicam qual o fragmento que foi utilizado. E mostrada a

actividade de cada um dos varios clones diferentes.

Fig. 12: Andlise funcional da actividade do promotor de
Ub/S27a em células CHO transfectadas de modo estdvel (III). E
mostrada a actividade de CAT de diferentes construcdes de
vectores, que & representada como percentagem da actividade de
CAT do clone 6 das células CHO transfectadas com pCMVtkCAT da
Fig. 10. Fragmentos da regido promotora de acordo com o quadro 1
foram integrados em pBL-CAT6 na orientacdo 5’ -> 3’. As abcissas
indicam qual o fragmento gue foi utilizado. E mostrada a

actividade de cada um dos védrios clones diferentes.

Fig. 13: Andlise funcional da actividade do promotor de
Ub/S827a em células CHO transfectadas de modo estdvel (IV). Esta
figura representa um resumo dos dados das figuras 10 a 12. Sao
mostrados os clones de células com a maior & a mMenor expressao
de CAT para cada construcdo de vector, que foi utilizada nesta
experiéncia (sé plasmideos com orientacdo 5’ -> 3’ do promotor

de Ub/S27a)
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Exemplos

Plasmideos

Para a realizac&o de varias manipulacdes genéticas, foi
utilizado o wvector pBluescript SK- (Stratagene Cloning Systems,
Stratagene GmbH, Heidelberga, Alemanha). Para a anadlise de
expressdo utilizaram-se vectores de expressdo eucaridticos que
continham o gene da acetiltransferase de cloranfenicol (CAT)
bacteriana, utilizado como gene relator. O gene CAT & entéo
fundido c¢om diferentes promotores virais. Em pBL-CATS é& o
promotor da cinase de timidina (tk) do virus Herpes simplex
(Boshart et al., 1992; sequéncia compilada acessivel pelo n.° de
acesso do GenBank M80483), em pCMVtkCAT o promotor tk em
combinagdo com um intensificador do citomegalovirus humano (CMV)
(Christoph Winkler, Wirzburg) e no pKSSVZCAT o promotor SV40
(Tsonis et al. 1988). O pBL-CAT6 serve como controclo negativo e
contém um gene CAT sem promotor (Boshart et al., 1992; sequéncia
compilada acessivel pelo n.° de acesso do GenBank M80484). No
vector pCMVtklac?Z encontra-se a expressdo do gene da
f-galactosidase Dbacteriana sob o controlc da combinacdo

intensificador de CMV/promotor tk (Christoph Winkle, Wirzburg).

Cultura de células

As células CHO-DUKX (Urlaub e Chasin, 1980) foram
cultivadas em meic de Eagle modificado por Dulbecco/meio de Ham
F12 (1:1), suplementado com 5% de soro fetal de bovino em
frascos de Roux numa incubadora adaptada para ambiente de CO; a
90% de humidade do ar, 37 °C e 5% de CO,. Para ¢ cultivo isento
de soro wutilizaram-se células CHO-DUKX, que tinham sido
adaptadas lentamente a um desenvoclvimento em meio sem soro e que

foram ent&o cultivadas permanentemente num meio sem soro. Estas
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células foram cultivadas como culturas de suspensdo em frascos
com agitac&o em meio de Dulbecco modificado por Iscove/meio de
Ham F12 (1:1), gque fol suplementado com peptona de baixo peso
molecular (Aldag, Hamburgo) insulina e transferrina (Canada

Packars) .

Exemplo 1: Hibridacdo diferencial de bancos de genes de

ADNc de CHO recombinantes

Recorrendo a ARNm poliadenilado de células CHO, gue tinham
sido cultivadas com sSoro ou sem S0ro, prepararam-se em primeiro
lugar dois bancos de genes de ADNc em AZAPITI, consistindo em 4,2

x 10° ou 2,9 x 10° clones de fagos recombinantes.

O ARN citoplasméatico fol preparado de células lisadas NP40
e purificado por meio de extraccdes com fenol/clorofdérmio
(Nicolaides e Stoeckert, 1990). O ARNm poliadenilado de células
CHO, que tinham sido cultivadas com ou sem soro, foi obtido por
meio de cromatografia de afinidade numa coluna de oligo(dT)-
-celulose (Sambrook et al., 1989). Para a preparacdo do ADNc
utilizou-se o conjunto de sintese de ADNc da Pharmacia LKB,
tendo-se wutilizado um iniciador oligo(dT) para a sintese da
primeira cadeia. O ADNc foi clonado no vector AZAPII digerido
com EcoRI (Strategene Cloning Systems). Os duplicados do filtro
do banco de genes de ADNc de CHO ndo amplificado, a partir de
células CHO cultivadas sem soro, foram seleccionados por meio de
hibridac&o diferencial. Como sonda utilizou-se ADNc total de
células CHO cultivadas com soro e sem soro gue tinham sido
marcadas por meio de "random priming" (Prime a Gene labelling
Kit; Promega Cocoperation, Promega Biotec, Madison, WI, EUA) com

(0="?P) dCTP (6000 Ci/mmol; Amersham International plc, Amersham-
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Buchler, Braunschweig, Alemanha). A hibridacido foi realizada tal
como descrito na anédlise da mancha de Northern (cf. Exemplo 2).
Placas de fagos, que revelaram uma forte hibridacdo com ambas as
sondas de ADNc, foram isoladas e submetidas uma vez mais a uma
hibridacdo diferencial. A partir dos fagos recombinantes AZAPIT
obtiveram-se fagemideos ©por meio de excisdo iIn vivo com
utilizacdo de fagos adjuvantes R408 (Protocolo do conjunto de

clonagem AZAPII; Stratagene Cloning Systems).

Cerca de 6000 clones de fagos foram seleccionados desta
forma. No total foram isolados 12 clones de fagos recombinantes
que revelaram uma hibridacdo especialmente forte com as duas

sondas de ADNc conjuntas.

As sequéncias de ADN foram analisadas segundo o método
didesoxi, com utilizac&o de conjuntos de sequenciacdo T7 da
Pharmacia LKB. Como iniciador utilizaram-se tanto o iniciador do
promotor T3 e T7 como também o iniciador especifico do gene. Em
todos 0s casos, as sondas de ADN foram marcadas com dATP [a=7"8]
ou dCTP [o-""S] (10 uCi; Amersham International plc). Os produtos
da reaccdo foram separados ©por electroforese num gel de
sequenciacdo de poliacrilamida a 6%. Para a analise das

sequéncias destacaram-se 0s bancos de dados de GenBank e EMBL.

Um dos clones de ADNc isclados codifica para uma proteina
de fusdo, Ub/S27a, constituida por uma unidade monomérica de
ubigquitina e uma proteina ribossomal da sub-unidade pequena S27a
(Fig. 1). A maior homologia existe com a sequéncia Ub/S27a
humana (Adams et al., 1992) com 92,2% de homologia ao nivel do
ADNc e 100% de homologia ac nivel dos aminocadcidos. O ADNc de
Ub/S27a CHO isolado tem 508 pb de comprimento e abrange toda a

regido de codificacdo, bem como um sinal de poliadenilac¢do na
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drea ndo traduzida a 3’ e dois elementos de iniciacdo da
traducdo sobrepostos na regi&oc ndo traduzida a 57 (Fig. 1). Com
base na sequéncia de ADNc é também evidente que se trata de um
auténtico gene de fusdo, isto &, ambas as fraccdes de proteina
sdo codificadas por um Unico gene. A sequéncia proteica da
proteina de fusdo resultante é altamente conservada, abrangendo
08 76 primeiros aminocidcidos da proteina com 156 aminodcidos de

comprimento da fraccdo da ubiguitina (Fig. 2).

Exemplo 2: Analise da expressdo genética de Ub/S27a.

A escala da expressdo genética de Ub/S27a foi investigada
em experiéncias com a mancha de Northern, em gue foi utilizado o
ARN conjunto citoplasmatico de células CHO cultivadas em soro e

sSem SO0ro.

O ARN citoplasmatico foi preparado a partir de células
lisadas de ©NP40 e purificado por meic de extracgdes com
fenol/cloroférmio (Nicolaides e Stoeckert, 1990). O ARN conjunto
(10 ng) fol separado por electroforese num gel de formaldeido-
-agarose, transferido para uma membrana de nylon (Hybond N,
Amersham International plc) (Sambrook et al., 1989) e reticulado
por meio de irradiacdo durante 5 minutos com UV (254 nm) para
formar uma ligacdo covalente com a membrana de nylon. Os filtros
de ARN foram hibridados durante a noite a 65 °C numa solucdo
constituida por 4 x 8SC, 10 x Denhardt, 0,1% de SDS e 1 x 10°
cpm/ml da sonda de ADNc marcada com ~“P. Os fragmentos de ADNC
foram marcados recorrendo a “random primer” (Prime a Gene
labeling kit; Promega Corporation), em que a actividade
especifica das amostras de ADN perfez 4 - 8 x 10° cpm/ug de ADN.

Depois da hibridac&o, os filtros foram lavados por duas vezes em
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0,2 x SSC/0,1% de SDS a 65 °C durante 20 minutos. Sobre o filtro
enrolado em pelicula de uso doméstico colocou-se uma pelicula de
raios X (Curix; Agfa-Gevaert N.V.) e realizou-se a auto-

-radiografia durante 3 horas a -70 °C.

Tanto nas condicgbdes padrdo, com células CHO cultivadas em
soro, como também nas células CHO adaptadas ao crescimento em
meio sem soro fol possivel detectar transcrigdes de Ub/S27a com
um comprimento de cerca de 600 nucledtidos em grande nlmero e
quantidades iguais (Fig. 3). Em ambas as transcricdes adicionais
de cerca de 1500 e 2800 nuclebdtidos trata-se de transcricdes de
poliubiquitina em que estdo fundidas entre si vérias unidades
monoméricas de ubiquitina. As transcricdes de poliubiquitina,
gque sao expressas num nivel consideravelmente reduzido nestas
condigbes de cultura, hibridam com a fracgdo de ubiquitina do
ADNc de Ub/S27a utilizado nas andlises da mancha de Northern
como sonda. O nivel de transcricdo de Ub/S27a manteve-se
invariavelmente elevado quando se cultivaram as células CHO, que
cresceram permanentemente em meio sem soro, durante 24 h em meio
com soro (Fig. 3) Deparou-se com uma outra imagem gquando as
células CHO cultivadas em soro em condicgdes padrdo durante 24 h
foram transferidas para meic sem soro. O numero de transcricdes
de Ub/S27a diminuiu consideravelmente (Fig. 3). Este facto deve-
-se a que a parte principal das células CHO que durante esta
fase de cultivo de 24 horas em meio sem soro ndo se dividiram
mais e além disso apresentaram uma reducdo do volume de células.
Em células que atingiram um estddio destes, tem lugar apenas

ainda uma reduzida transcricéo.
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Exemplo 3: Isolamento e andlise da regido promotora de
Ub/S527a.

Para isolar a regido promotora do gene de Ub/S27a preparou-
-se em primeiro lugar um banco de genes de CHO gendmico com mais
de um milhdo de clones de fagos recombinantes, utilizando-se o

ADN gendmico de células CHO cultivadas em soro.

O ADN genémico fol obtidos de células lisadas NP40 segundo
um protocolo de Nicolaides e Stoeckert (Nicolaides & Stoeckert,
1990). Ao contradrio do método de salinizacdo descrito, extraiu-
-se porém o ADN depois da digestdo com proteinase K1, por trés

vezes com fenol/clorofbérmio.

As extremidades de ADN de ADN gendmico parcialmente
digerido com Sau3Al, com um comprimento médio de fragmento de 20
kb, foram preenchidos de um s6 lado recorrendo a dGTP e dATP e
ligadas com vector AXGEM-12 digerido com XhoI (extremidades de
ADN preenchidas de um 86 lado com dITP e dCTP; Promega
Corporation). Para empacotar utilizaram-se extractos disponiveis
no comércio (Gigapack II Plus packaging extracts; Stratagene

Cloning Systems).

Este banco de genes gendmico foi hibridado simplesmente com
a fraccdo S27a do ADNc de Ub/S27a a fim de evitar uma hibridacédo
cruzada com 0s genes da poliubiquitina. Um dos clones gendmicos
isolados com um comprimento total de 14 kb continha, entre
outras, a regido de codificac¢do completa e 2,5 kb da regido néo
traduzida a 5’'. A regi&do de codificacdo esta interrompida por
trés intrdes com sequéncias consensuais correctas na transicéo

exdo/intrdo e intrido/exdo (Breathnach & Chambon, 1981), estando
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dois destes intrdes localizados na fraccdo de ubiquitina e o

terceiro intrdo localizado na fraccido S27a (Fig. 1).

Ambas as cadeias de ADN da regido ndo traduzida a 5’ foram
completamente sequenciadas (método vide exemplo 1). Isto teve
lugar por meio de sequenciacdo de fragmentos de restrigdo
subclonados, bem como por meioc da sequenciacdo de clones de
eliminacdo sobrepostos que tinham sido gerados por meic de
digestdo com exonuclease IITI (Fig. 4). A regido promotora
potencial ndo contém qualguer caixa TATA, mas sim um dominic de
sequéncia rico em CpG (67% de GC de -144 até +129), onde existem
também os locals de 1ligacdo singulares para o factor de
transcrig¢do Spl (Dynan & Tjian, 1983) e cada um dos locais de
clivagem de restricdo para Eagl e SaclII, que sdc especificos
destas regides ricas em GC, bem como dominios de sequéncia ricos

em polipirimidina (Fig. 5).

Para a localizacdo do ponto de inicio da transcricéo,
realizaram-se tanto a extensdo do 1iniciador como também o©
mapeamento de nuclease S1 no ARN conjunto de células CHO
cultivadas em soro. A fim de evitar wuma extensdo das
transcrig¢bes da poliubiguitina, utilizou-se, para a extensido do
iniciador um iniciador que hibridou com a fraccdo S27a do ARNm
de Ub/S27a (complementar dos nucledtidos +256 - 276 pb na

sequéncia de ADNc).

Um oligonucledétido da sequéncia 5'-GTGGTGTAGGACTTCTTCTTC-
-3', complementar dos nucledtidos +256 a +27¢ na sequéncia de
ADNc de Ub/S27a foi hibridado com 5 ug de ARN conjunto
citoplasmatico de células CHO cultivadas em soro e prolongado

(Ausubel et al., 1987).
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A sonda de cadeia simples utilizada para o mapeamento por
nuclease S1, que abrange o dominio de -2289 até +176 da
sequéncia gendémica de Ub/S27a, foi obtida através de PCR da
seguinte maneira. A regido ndo traduzida a 5’ da sequéncia
gendmica de Ub/S27a (-2289 a +240) foi clonada na orientacdo 5’
- 3' no vector pBluescript SK (Stratagene Cloning Systems). Este
plasmideo hibrido foi utilizadoc como matriz na PCR. Para a
amplificacdo utilizou-se um iniciador de promotor T3 biotinilado
e um iniciador especifico de Ub/S27a marcado com ATP [y-"?P] (5'-
-CTCGAGCGTGATCGTTTITCC-3"', complementar dos nucledtidos +157 a
+176 da sequéncia gendmica de Ub/S27a) A obtencdc da cadeia
simples complementar da sequéncia de ARN foi realizada por meio
de desnaturacdo alcalina do produto de PCR ligado a esferas de
estreptavidina magnéticas (Protocolo Dynabeads M-280
Streptavidin; Dynal A. S., Noruega). 2 x 10° cpm da amostra de
cadeia simples foram hibridados com 5 ug de ARN conjunto de
células CHO cultivadas em soro durante a noite a 55 °C e os
produtos da hibridacdo foram depois tratados com nuclease Sl

(Ausubel et al., 1987).

O produto obtido por meio de extensdo do iniciador
apresentava um comprimento de 304 nucledétidos (Fig. 6), onde o
ponto de inicio da transcrigdo se situaria 44 pb a montante do
coddo de inicio no interior de um elemento de polipirimidina
(Fig. 5). N&o foi possivel, no entanto, verificar este ponto de
inicio pelo mapeamento com nuclease Sl1. Por meio do mapeamento
com nuclease S1 determinaram-se dois pontos de inicio da
transcricdo (Fig. 7) que se encontram 128 pb ou 1ll6 pb a
montante do coddo de inicio, no interior de uma sequéncia de
polipirimidina, e as suas posi¢des sdo0  subsequentemente
indicadas como posicédo +1 e +13 (Fig. 5, Fig. 7). A explicacéo

mais provavel para a discrepdncia observada entre os dois
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métodos de mapeamento €& uma terminacdo prematura da reaccdo de
extensdo do iniciador. Condicionada pelo posicionamento do
iniciador na sequéncia S27a, o comprimento do produto da
extensdo esperado, com mais de 300 bases, encontra-se acima do
comprimentc oéptimo de cerca de 100 Dbases. Quanto maior o
afastamento entre a posicdo do iniciador e o sitio de inicio da
transcricdo procurado, maior serd a probabilidade de uma ruptura
prematura da transcrigdo inversa por meio de sequéncias ricas em
GC e formagbes de estruturas secundédrias no interior do ARNm.
Para o mapeamento por nuclease S1, utilizou-se pelo contréario
uma amostra de cadeia simples abrangendo o dominio ndo traduzido
a 5’ completo (dominioc da sequéncia -2289 a +176; Fig. 5) que
foram obtidos a partir de um produto de PCR, pelo gue s&do
contornados os problemas da transcricdo inversa de sequéncias

ricas em GC, que surgem numa extensdo do iniciador.

As nossas investigagdes da regido ndo traduzida a 5’ de 2,5
kb de comprimento revelaram gue o promotor possivel n&o possuia
nem uma caixa TATA nem uma caixa CAAT. Para este fim, no
entanto, a sequéncia a montante do coddo de inicio caracteriza-
-se por um elevado teor de GC. No interior desta sequéncia
encontrou-se um sitio singular de ligacdo para o factor de
transcricdo Spl. Por meio de mapeamento por nuclease 81,
identificaram-se dois pontos de inicio de transcricao
proeminentes que estavam situados no interior de uma sequéncia

de polipirimidina a 128 ou 116 pb a montante do codidc de inicio.
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Exemplo 4: Identificacdo e limitacdo do dominio de

sequéncia com actividade promotora

Preparacdo de clones de eliminacdo por meio de digestdo com

exonuclease III

Por meio de digestdo com exonuclease III preparou-se uma
série de clones de eliminagdo a 5" (Quadro 1). A regidc nao
traduzida a 5’ do gene de Ub/S27a (-2289 até +240) foi para esse
fim clonada em ambas as orientac®es no sitio de clivagem HincII
do vector pBluescript SK-(Stratagene Cloning Systems). Para a
introducdo de eliminacdes wunidireccionais, digeriram-se estes
plasmideos hibridos com Kpnl e Xhol e tratou-se com exonuclease
ITII, tal como descrito no protocolo do conjuntc "Erase-a-base"
utilizado (Promega Corporation). 0Os fragmentos de ADN obtidos
foram integrados como fragmentos BamHI no sitio de clivagem

BamHI singular do vector pBL-CATG6.

Antes do inicio da digestdc com exonuclease III, o vector
pBluescript Sk- pode também ser modificado por meio da
introduc&o de adaptadores que contém sitios de clivagem de
restricdo adequados, a fim de facilitar as experiéncias
subsequentes de clonagem dos genes. Assim, a par de BamHI podem-
-se também ainda destacar outros sitios de clivagem de restricédo

enzimatica com fins de clonagem, p. ex. segundo O esguema

NotI-¥XbaI-Spel-BamiI-Smal-EcoRI-extremidade 3'......... extremidade 5'-3alI/HincII-BamiI

Fragmento de eliminagédo 5'
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Quadro 1: Composicdo do clone de eliminacdo 5’ da regiédo
ndo traduzida a 5’ de Ub/S27a preparado por digestdo com

exonuclease III

Fragmento de Extremidade 5’ do Extremidade 3’ do
eliminacdo a b5’ fragmento fragmento
1612 pb Posicdo - 1501 Posicéo + 111
806 pb Posicdo - 695 Posicéao + 111
483 pb Posicdo - 372 Posicéo + 111
272 pb Posicdo - 161 Posicéao + 111
156 pb Posicéo - 45 Posicéo + 111

Os dados da posicdo referem-se a numeracdo da sequéncia

Ub/S27a gendémica representada na Fig. 5.

Todos ©s clones de eliminacdo tém uma extremidade 3’ comum
(posicdo +111), que se situa entre o sitio de inicio da
transcrigdo e o coddo de inicio (Fig. 5). 0O fragmento maior
abrange 1,7 kb e o fragmento menor abrange 150 pb (Quadro 1). O
tltimo & o Unico fragmento que j& ndo contém o sitio de ligacdo
Spl singular. Estas regibes promotoras potenciais foram clonadas
no vector de expressdo pBL-CAT6 eucaridtico antes do gene CAT
sem promotor, que servia de gene relator, e foram utilizadas

para a transfeccdo tempordria de células CHO cultivadas em soro.

Transfeccdo celular mediada por ADN e anadlise de CAT

Na véspera da transfeccdo foram semeadas 2 x 10° células por
20 cm’ de placa. As células foram transfectadas com 10 ug de ADN
plasmidico (construcdo relatora de CAT) e 500 ng do plasmideo
pCMVtklacZ, recorrendo a um método de precipitacido de fosfato de

cdlcio modificado (Chen & Okayama, 1987). A actividade de
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f-galactosidase do vector de controlo pCMvtklacZ foi neste caso
levada em conta para a determinacdo da eficidcia de transfeccgédo.
O precipitado de ADN excedentario foi removido depois de
incubacdo de 4 horas a 37 °C e CO; a 5%, por meio de lavagem com

PBS.

Depois de um periodo de incubacdo de 48 horas, lavaram-se
as células em primeiro lugar com PBS. Depois, deitou-se 1 mL de
tampdo NTE gelado (NaCl 0,1 M, tris-HCl1 10 mM, pH 7,8, EDTA 1
mM) em cada placa e as células foram retiradas das placas com
auxilio de um raspador e transferidas para um recipiente de
Eppendorf. As células foram sedimentadas por meio de 3 minutos
de centrifugacdo a 9000 rpm, ressuspensas em 70 plL de tris-HCl
0,25 M, pH 7,8 e guardadas a -70 °C. Para a determinacé&oc de
actividade de acetiltransferase de cloranfenicol segundo ©
método de Sleigh utilizaram-se respectivamente 30 uL de
suspensdo de células (Sleigh, 1986). Uma normalizacdo da
actividade CAT relativa de cada transfeccdo foi executada com
base na actividade de p-galactosidase determinada segundo o
método de Norton e Coffin (Norton & Coffin, 1985). Para este
teste utilizaram-se em cada caso 10 pl a suspensdo de células.
Em todos 0s casos executou-se ainda uma correccdo relativamente
a quantidade de proteinas utilizada. A concentracdo de proteinas
foi neste caso determinada segundo o método de Bradford (Ausubel

et al., 1987).

No histograma na Figura 8 encontram-se representados os
resultados de quatro experiéncias de expressdo transitéria
realizadas independentemente umas das outras. Para o controlo
foram utilizados plasmideos em que a expressdo genética de CAT
foi controlada por meio de um promotor viral constitutivo. Em

PBL-CAT5 & o promotor da cinase de timidina do virus do Herpes
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Simplex. Em pCMVtkCAT, este promotor encontra-se em combinacdo
com um intensificador do citomegalovirus humano e em pKSSV2CAT
trata-se do promotor de SV40. O pBL-CAT6 serviu como controlo

negativo e continha um gene de CAT sem promotor.

Com excepcdo do fragmento de 156 pb, todos os fragmentos de
Ub/S27a que tinham sido clonados na orientacdo 5'-3’7 antes do
gene relator de CAT sem promotor revelaram uma actividade
promotora forte que era 2,5 a 3 vezes maior que a do promotor tk
do virus do Herpes simplex (Fig. 8). A actividade promotora mais
forte, comparadvel a do promotor de SV40 em pKSSV2CAT, foi
apresentada neste caso pelos fragmentos de 483 pb e 272 pb. $S6 a
combinacdo intensificador viral de CMV/promotor-tk em pCVtkCAT
teve como resultado uma actividade de CAT ainda maior em cerca
de 10%. Numa eliminacdo que se estende até a posicido -45
(fragmento de 156 pb), que abrangia também o sitio de ligacao
singular Spl, j& ndoc foi possivel detectar qualquer actividade
de CAT (Fig. 8). A regido ndo traduzida a 5’ de Ub/S27a, que é
suficiente para wveicular uma actividade promotora forte, pode
ser assim delimitada no dominio de -16l1, a extremidade 5’ do
fragmento de 272 pb, até -45, a extremidade 5’ do fragmento de
156 pb. No interior deste dominio de 117 pb encontra-se também ©

sitio de ligacdo singular de Spl.

Foi um resultado inesperado observar que o fragmento mais
curto, também na orientacdo 3’'-5', apresentava uma actividade
promotora (Fig. §8). Além disso, este promotor localizado na
contracadeia ndo é tdo forte quanto o promotor de Ub/S27a, mas
sim reduzido em 42%. Também neste caso os fragmentos de 483 pb e
de 272 pb revelavam a malor actividade. Esta actividade era
compardvel a do promotor tk em pBL-CAT5. O gene correspondente,

cuja expressdo é controlada por este promotor de contracadeia,
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ainda n&do tinha podido ser identificado até & data. Portanto, no
que se refere ao dominio do promotor de 117 pb acima mencionado,

podia tratar-se de uma regido promotora bidireccional.

Em resumo pode-se dizer que com o promotor de Ub/S27a
isolado pelos autores da presente invencdo de células CHO se
apresentou pela primeira vez um promotor do hamster hombdlogo
constitutivo muito forte. As investigagdes em células CHO
cultivadas em soro, transfectadas estaveis documentam que ©
promotor de Ub/S27a ¢é ainda muitc activo, mesmo depois da
integrac&o no genoma da célula e proporciona uma expressdo muito

forte do gene relator de CAT.

Exemplo 5: Expressdo tempordria de um gene relator sob

controlo do promotor de Ub/S27a em células BHK

Construcdées do gene relator de CAT, que continham
diferentes fragmentos da regido promotora de Ub/S27a foram
introduzidas em células BHK-21 (ATCC CCL 10) de forma anadloga e
a actividade de CAT dos transfectantes foi medida. A Fig. 9
mostra que, com as sequéncias promotoras de acordc com a
invencdo, também nas células BHK pode ser atingido uma taxa de

expressdo extraordinariamente alta.

Exemplo 6: Expressdo estdvel de um gene relator sob

controlo do promotor de Ub/S27a em células CHO

Transfectantes estédveis foram preparados da seguinte forma.
Na véspera da transfeccédo foram semeadas 200.000 células por 20

cm® de placa. As células foram transfectadas com 10 pg de ADN

32



plasmidico (construcdo relatora de CAT) e 500 ng do plasmideo
pSV2pac (Vara et al., 1986), recorrendo a um método de
precipitacdo com fosfato de calcio modificadc (Chen & Okayama,
1987). O plasmideo pSVZ2pac possul o gene que codifica para a
acetiltransferase de puromicina-N (pac) e velcula assim
resisténcia contra o antibidtico inibidor da biossintese de
proteinas. O precipitado de ADN excedentdrio foi removido depois
de incubacgdo de 4 horas a 37 °C e CO;, a 5%, por meio de lavagem
com PBS. Passadas mais 24 horas foi iniciado com a seleccdo dos
transfectantes por meio de adicdo de 10 ug/mlL de puromicina. A
todos os dois a trés dias procedeu-se a uma troca do meio com
meio contendo puromicina. Por meio de clonagem de diluic&o dos
transfectantes seleccionados obtiveram-se <clones de célula

unica.

As Figs. 10 a 12 revelam taxas de expressdo de CAT de
diferentes clones de transfectantes estdveis relativamente a
PCMVtkCAT cl.6 (clone 6 do clone celular transfectado pCMVEtkCAT

com a maior actividade de CAT).
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PROTOCOLO DE SEQUENCIAS

(1) DADOS GERAIS
(1) REQUERENTE
(A) NOME: Boehringer Ingelheim International GmbH
(B) RUA: Binger Str.
(C) LOCALIDADE: Ingelheim
(E) PAIS: Alemanha
(F) CODIGO POSTAL: 55216
(G) TELEFONE: 06132-772710
(H) TELEFAX: 06132-774377

(ii) EPIGRAFE DA INVENCAO: Promotor homdélogo forte obtido a
partir de hamster
(1ii) NUMERO DAS SEQUENCIAS: 8
(iv) FORMA DE LEITURA INFORMATICA:
(A) SUPORTE DOS DADOS: Disquete
(B) COMPUTADOR: Compativel IBM PC
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) PROGRAMA: PatentIn Release #1.0, Versédo #1.30 (EPA)

(2) DADOS PARA SEQ ID N.°: 1:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 508 pares de bases
(B) TIPO: nuclebétido
(C) FORMA DE CADEIA: ambas
(D) TOPOLOGIA: ambas

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc para ARNm

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID N.°: 1:
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TGGAACCGCC
CGAGGTTGARA
AATTCCTCCT
TTTGTCTGAC
TGGTGCTAAG
AARGARGGTT
TCGCCTTCGT
TTTTGACAGA

CARGTAGTTG

(2)

GCCRAGATGC

CCCTCGGACA

GACCAGCAGA

TACAACRTICC

AAGAGGARAGA

AAGTTGGCTG

CGAGAGTGTC

CATTACTGIG

TGTATGAATA

AGATTTTCGT
CTATAGARAA
GGCTGATCTT
ARAAGGAGTC
AGAAGTCCTA
TGCTGARGTA
CATCTGATGA
GCARGTGTTG

AATAAANR

DADOS PARA SEQ ID N.°: Z:

GAAGACCCTT

TGTAAAGGCC

TGCTGGTAARG

CACCCTTCAT

CACCACTCCC

CTATARGGTG

GTGIGGTGCT

TCTGACTTAC

ACGGGGAAAA
ARGATCCAGG
CAACTGGAAG
CTTGTGTTGA
RAGAAGAATA
GATGAARAATG
GGAGTTTTCA

TGCTTCAACA

CGATCACGCT

ATAAGGAAGG

ATGGCCGTAC

GACTTCGTGG

AGCATRAGAG

GCARAATTAG

TGGCTAGCCA

ARACCAGAAGA

60

120

180

240

300

360

420

480

508

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(11)

COMPRIMENTO: 487 pares de bases

TIPO:

FORMA DE CADEIA:
TOPOLOGIA:

nucledtido

ambas

ambas

TIPO DE MOLECULA: ADNc

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID N.°: 2:

TGGAGCCGCA
CGAGGTTGRA
AATTCCTCCT
TTTGTCTGAC
TGGTGCTAAG
ARAGAAGGTT
TCGCCTTCGT
CTTTGACAGA

CAAGTAA

ACCARAATGC AGATTTTCGT GAAAACCCTT

CCCTCGGATA CGATAGAARA
GATCAGCAGA GACTGATCTT
TACARATATTC AAAAGGAGTC
ARRAGGAAGA AGAAGTCTTA
AAGCTGGCTG TCCTGAAATA
CGAGAGTGCC CTTCTGATGA

CATTATTGTG GCAAATGTTG

TGTARAGGCC
TGCTGGCAAG
TACTCTTCAT
CACCACTCCC
TTATAAGGTG
ATGTGGTGCT

TCTGACTTAC

40

ACGGGGAAGA

AAGATCCAGG

CAGCTRGARAG

CTTGTGTTGA

BAGRAGAATA

GATGAGAATG

GGGGTGTTTA

TGTTTCAACA

CCATCACCCT

ATRAGGARGG

ATGGACGTAC

GACTTCGTGG

AGCACAAGAG

GCARAATTAG

TGGCARGTCA

AACCAGAAGA

60

120

180

240

300

360

420

480

487



(2) DADOS PARA SEQ ID N.°:

3:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(11)

(&)
(B)
(C)
(D)

COMPRIMENTO:
TIPO:

aminoacido

156 aminoacidos

FORMA DE CADEIA: cadeia simples

TOPOLOGIA: linear

TIPO DE MOLECULA: Proteina

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID

Met Gln
1

Val Glu

Lys Glu

Gln Leu
50

Ser Thr
65

Lys Lys
Lys Val
Lys Ile
Gly Val

130

Cys Leu
145

Ile

Pro

Gly

35

Glu

Leu

Lys

Lys

Ser

115

Phe

Thr

Phe Val Lys Thr leu

5

Ser Asp

20

Ile Pro

Asp

His

Ser

Leu

100

Arg

Met

Tyr

Gly

Leu

Tyr

85

Ala

Leu

Ala

Cys

Thr Ile

Pro Asp

Arg Thr
55

Val Leu
70

Thr Thr
Val Leu
Arg Arg
Ser His

135

Phe Asn
150

Glu

Gln

40

Leu

Arg

Pro

Lys

Glu

120

Phe

Lys

41

Thr
Asn
25

Gln

Ser

Leu

Lys

Tyr

105

Cys

Asp

Pro

Gly
10
Val

Arg

Asp

Arg

Lys

S0

Tyr

Pro

Arg

Glu

Lys

Lys

Leu

Tyr

Gly

75

Asn

Lys

Ser

His

Bsp
155

Thr

Ala

Ile

Asn
60

Gly
Lys
val
Asp
Tyr
140

Lys

Ile

Lys

Phe
45

Ile

Ala

His

Asp

Glu

1235

Cys

Thr Leu

i5

Ile Gln

30

Ala Gly

Gln

Lys

Lys

Glu

110

Cys

Gly

Lys
Lys
Arg
95

Asn

Gly

Lys

Glu

Asp

Lys

Glu

Arg

Lys

Gly

Ala

Cys



(2) DADOS PARA SEQ ID N.°: 4:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 156 aminoéacidos

(B) TIPO: acidos aminados

(C) FORMA DE CADEIA: cadeia simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(11)

TIPO DE MOLECULA: Proteina

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID N.°: 4:

Met Gln

Val Glu

Lys Glu

Gln Leu

50

Ser Thr
65

Lys lys

Lys Val

Ile Phe Val Lys Thr Leu Thr Gly Lys
5 10

Pro Ser Asp Thr Ile Glu Asn Val Lys
20 25

Gly Ile Pro Pro Asp Gln Gln Arg Leu
Glu Asp Gly Arg Thr Leu Ser Asp Tyr
55

lLeu His Leu Val Leu Arg Leu Arg Gly
70 75

Lys Ser Tyr Thr Thr Pro Lys Lys Asn
85 90

Lys Leu Ala Val Leu Lys Tyr Tyr Lys

42

Thr

Ala

Ile

Asn

60

Gly

Lys

val

Ile

Lys

Phe

45

Ile

Ala

His

Asp

Thzr
Ile
30

Ala
Gln
Lys

Lys

Glu

Leu
15

Gln
Gly
Lys
Lys
Arg
85

Asn

Glu

Asp

Lys

Glu

Arg

80

Lys

Gly



100

108

110

Lys Ile Ser Arg Leu Arg Arg Glu Cys Pro Ser Asp Glu Cys Gly Ala

115

120

125

Gly Val Phe Met Ala Ser His Phe Asp Arg His Tyr Cys Gly Lys Cys

130

135

140

Cys Leu Thr Tyr Cys Phe Asn Lys Pro Glu Asp Llys
150

145

(2)

DADOS PARA SEQ ID N.°: 5:

155

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

COMPRIMENTO: 2529 pares de bases

TIPO:

FORMA DE CADEIA:

nucledtido

TOPOLOGIA: linear

ambas

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN gendémico

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID N.°: 5:

GATCTCCAGG
AGTGTCCATG
GTTTATGGGA
ATCAGGCTTG
ARGTAGARAAR
ACRATCGTTG
AGTTCTTTGG
RAACTATCTT
ARTATCAATT
TTTAATTTAA
GTGTGTGTGT

CGCGCGCGLT

ACAGCCATGG
TGTAAATGTG
GTCAGTTCCT
GCAGRAAGTG
TCAATGTGTT
GGGCATGTGT
TGGTGTATCA
CTTATGTCCT
CTAGCACCTC
CTAATTTAAC
GTGTGTGTGT

CGGATCATTC

CTATTARCACA

TGGAGTATGC

ATTCTTCCTT

CATTAGCTCA

TGCTCATAGT

GGTCACATCT

ATGCCCTTAA

TGTCCCTCAT

AGACATGTTA

CCCAACACTT

GTGTGTGTGT

TACCTTTTGT

GAGAARACCCT
TTGTCRTGCC
TATGGGGGAC
CGGAGCCTTA
GCAATCATTA
GAATAGCAGT
AGGGGTCAAC
ATTTGAAGTA
GGTAAGTACC
TTTCTTTGTT
GTGTGTGTGT

TTAARARATG

43

GTCTGGAAAA

ACATACAGAG

CTGGGGACTG

TCATTGGCGAR

TGTTTCGAGA

AGCTCCCTAG

AACTTTTTTT

TTTTATTCTT

CTACAACTCA

TATCCACATT

GTGTGTGTGT

TTAGTCCAGG

ACARAARAATT
GTAGAGGGCA
AACTCAGGTC
AAGCTCTCTC
GGGGAAGGGT
GAGAATTCCA
CCCTCTGACA
TGCAGTGTTG
GGTTRACTAA
TGTGGAGTGT
GTGTGTGTGC

GGTGGGGTGC

60

120

180

240

300

360

420

480

340

600

660

720



ACTGTGARAG TCTGAGGGTA ACTTGCTGGG GTCAGTTCTT TCCACTATAG GACAGAACTC 780

CAGGTGTCRA CTCTTTACTG ACAGAACCAT CCARATAGCC CTATCTAATT TTARGTTTTTT 840

ATTTATTTAT TTTTTGITTT TCGAGACAGG GTTTCTCTGT GGCTTTGGAG GCTGTCCTGG S00

AACTAGCTCT TGTAGACCAG GCTGGTCTCG AACTCAGAGA TCTCACCIGCC TCTGCCTCCT 960

GAGTGCTGGG
TTGTGTGTCA
ARARRACTICA
AGGGARGTCTC
ACARCACAGG
TATTTTGGAG
GGAAGATAAG

?IEAGGGATGG

ATTARRGGCA
CARGGGTGTC
CTGARGCTGA
CTGTCAAACA
TTTTTGCATA
GCAGCAGAGC
CATCTTCTTT

ARGAARAGAC

bt s

TGGAGGACTG
CARGCACATGT
GACTACAGTC
ATTAARCCGTT
AGGAGGGGGC
GCTGGCTGAG
CCCATAACCC
GCCCCATCCC
RACCAGATAG
BAGCGACGARA
RGCCCCCTTT

ACATTTTAAT

GGRGAGGGLG

TCCTATTTTT

ATTTTGCAGG

TCACGCTGGG

TACACGGARG

ACGCCCCAGC

TTCCCTTCTA

CCGGTCCTCA

CCCGGATGTG

AACTACAATT

ARAGGAARGC

GTTGGGCACA

TGCGCCACCA
ATGTCGCCCT
AGCACGATGA
GRATCTCAAC
TCAGGCATTT
TAATAGATTA

ATATAARACA

ATTTAGAGGG,

< )

ACGCTTGGCT

GCARACCACCC

TTTGGTTACT

AGGCGCAGCA

TATCTAAGCT

AAATGAGGGA

AAACCARACC

TGCAATAGRA

CTACCTAATT TTAARAGAGA 1020

CCCCCCCAARA AARARAAARA 1080

CTGGCTGECC AATGAGCTCT 1140

GTCTTTTTTA AAGTGGGGTT 1200

ATTTCCCAGC CARAAATGTG 1260

AGAGCCCACA CAGGTTATTA 1320

ARACTGGRGG AGGTCTACCT 1380

AGGGCACTGA GTTTGTGAGG 1440

CAACCGCTTT

CCCAGGATGG

TTTCCTTACT

AGGGCACGTG

AGGCCACRCC

RAGGCTCCTCG

GGCATTTCCG

CCTGAATCTC

TGGAACTGCA

CCCRGACAGA

CCCTCTTAGT

CCGTTTCGAG

GAGCGCCCGA GCTAGTCTGG CACTGCGTTA

CTTGCGTGGA CGCCAAGGGG CGGGTCTTTC

CTTCCTTTCC GARTCCGCCAT CCGIGGTGAG

RAACTGTCCTG
GCARTCTCCA
GTATGGCTTT
CGGCTCAGAT
CGCACTIGGG
GCTACACCTT
GCGAGGACCC
TAACTCTGGA
TCTTGGGACG
CTTGTGTTAC
CGCATCGACT
GACCGAAATG
GACAGCCGCG
GGCCGGGARG

TGTGTGCTGC

44

TTTTGCCTAT TTTTTGGGGA 1500
CGTCCAAACT TGCGGTCGAG 1560
TAAARCGTGC AAAGGTGACC 1620
GCTTCCTCTG ACTGAGGGCC 1680
ARGACTCGAT TTGGGCTTCA 1740
CAGCCCCGAA TGCCTTCCGG 1800
ACCCTCGCGC CARACATTCG 1860
CTCCRAGAGTT TAGAGACTAT 1920
AGTAGTTTTA GCARRRAGAR 1980
CTCTCTTCTC ATGCTAAACA 2040
GTGTAAGARA GGCGTTTGAR 2100
AGAAAGAGCA TAGGGAAACG 2160
GTCGTTGCAG CGGGCAGGCA 2220
CCCCGTTGGT CCGCGCGGCT 2280

GGGCTGCCGC TCCGGCTTGG 2340



GGCTTCCCGC GTCGCTCTCA CCCTGETCGG CGGCTCTAAT CCGTCTCTTT TCGRATGTAG 2400
GTGGAACCGC CGCCRAGATG CAGATTTTCG TGAAGACCCT TACGGGGAAR ACGATCACGC 2460
TCGAGGTACG AACCAGGTGG CGTGAGARGC GAAGGCCTGC CAGAGGCCCT CTATGCTCGC 2520

TTARAGCTT 2529

(2) DADOS PARA SEQ ID N.°: 6:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 117 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) FORMA DE CADEIA: ambas
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN gendémico

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID N.°: 6:

AGGACCGAAA TGAGAAAGAG CATAGGGAAA CGGAGCGCCC GAGCTAGTCT GGCACTGCGT 60

TAGACAGCCG CGGTCGTTGC AGCGGGCAGG CACTTIGCGTG-GRAEGEEGAAGE GGCGGET. v

(2) DADOS PARA SEQ ID N.°: 7:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 21 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) FORMA DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(1i) TIPO DE MOLECULA: Outros &acidos nucleicos
(A) DESCRICAO: /desc = “iniciador”

45



(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID N.°: 7:
STSETETAGSE ADDTTOTTOST C
(2) DADOS PARA SEQ ID N.°: 8:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) FORMA DE CADEIA: cadeia simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(1i) TIPO DE MOLECULA: Qutros acidos nucleicos

(A) DESCRICAO: /desc = “iniciador”

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID N.°: 8:

CTCGAGCGTG ATCGTTTTCC 20

Lisboa, 9 de Marco de 2007
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REIVINDICACOES

Molécula de &cido nucleico que contém a sequéncia promotora
do gene da ubiquitina-S27a de hamster da posicdo 2129 até
2400 de acordo com a SEQ ID NO:5 ou uma sequéncia que pode
ser derivada desta por meio de substituicdo, insercdo ou
eliminacdo de uma, duas ou trés bases, sem gue por esta
substituigdo, dinsercdo ou eliminacdo diminua a actividade
promotora em mais de 50% do valor que é obtido para um
promotor com & sequéncia da posicg&o 2129 até 2400 de acordo

com a SEQ ID NO:b5.

Molécula de Aacido nucleico de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada por conter a sequéncia promotora do gene da
ubiquitina-527a de hamster da posicdo 1918 até 2400 de
acordo com a SEQ ID NO:5 ou uma sequéncia que pode ser
derivada desta por meio de substituicdo, dinsercdo ou
eliminacdo de uma, duas ou trés bases, sem gue por esta
substituicdo, dinsercdo ou eliminacdo diminua a actividade
promotora em mais de 50% do valor que é obtido para um
promotor com a sequéncia da posicdo 2129 até 2400 de acordo

com a SEQ ID NO:b.

Molécula de 4acido nucleico de acordo com a reivindicacdo 1
ou 2, caracterizada por conter a sequéncia promotora do
gene da ubiquitina-S27a de hamster de acordo com a SEQ 1D
NO:5 ou uma sequéncia que pode ser derivada desta por meio
de substituicdo, insercdo ou eliminacido de wuma, duas ou
trés bases, sem que por esta substituicdo, insercdo ou

eliminacdo diminua a actividade promotora em mais de 50% do



valor que ¢é obtido para um promotor com a sequéncia da

posicdo 2129 até 2400 de acordo com a SEQ ID NO:5.

Molécula de é4acido nucleico de acordo com uma das
reivindicacdes 1 a 3, caracterizada por conter um ou mais
intensificadores que esta/estéo acoplados de forma
funcional a sequéncia promotora do gene de ubiquitina-S27a

de hamster.

Molécula de 4acido nucleico de acordo com uma das
reivindicagbes 1 a 4, caracterizada por as sequéncias

promotoras estarem acopladas a um gene de forma funcional.

Molécula de &cido nucleico de acordo com a reivindicacdo 5,
caracterizada por o gene mencionado ser expresso Sob o©

controlo das sequéncias promotoras.

Molécula de 4acido nucleico de acordo com uma das
reivindicagdes 5 ou 6, caracterizada por o gene mencionado
codificar para o activador de plasminogénic de tecido,
activador de plasminogénio de tecido de second generation,
interferdo, factor de necrose de tumores, eritropoietina,
factor de estimulacdo da coldénia de granuldcitos,
superoxidodismutase de manganés, uma cadeia de
imunoglobulina, a regido wvariadvel de uma <cadeia de
imunoglobulina, uma cadeia de imunoglobulina humanizada, a
regido variével de uma cadeia de imunoglobulina humanizada,
um anticorpo de single-chain e/ou um anticorpo que &

especifico para CD44 variante.



10.

11.

12,

13.

Molécula de 4&cido nucleico de acordo com uma das
reivindicag¢bes 1 a 7, caracterizado por ser um vector de

expressdo.

Célula hospedeira na qual foi introduzida uma molécula de
acidos nucleicos de acordo com uma das reivindicacdes 1 a

8.

Processo para a preparagdo de um produto genético
heterdlogo numa célula hospedeira eucariodtica,
caracterizado por se introduzir uma molécula de 4acidos
nucleicos de acordo com uma das reivindicacbes 1 a 8 na
célula hospedeira eucaridética, por se cultivar a célula

hospedeira e se isolar o produto genético sintetizado.

Processo de acordo com a reivindicacdo 10, caracterizado

por a célula hospedeira ser uma célula de hamster.

Processo de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizado

por a célula de hamster ser uma célula CHO.

Processc de acordo com uma das reivindicacdes 10 a 12,
caracterizado por o gene heterélogo codificar para o
activador de plasminogénio de tecido, activador de
plasminogénio de tecido de second generation, interferdo,
factor de necrose de tumor, eritropoietina, factor de
estimulacdo da coldénia de granuldcitos, superoxidodismutase
de manganés, uma cadeia de imunoglobulina, a regido
variavel de uma cadeia de imunoglobulina, uma cadeia de
imunoglobulina humanizada, a regido varidvel de uma cadeia
de imunoglobulina humanizada, um anticorpo de single-chain

e/ou um anticorpo que é especifico para CD44 variante.



14.

Utilizacdo de uma molécula de &cidos nucleicos contendo uma
sequéncia promotora de acordo com uma das reivindicacdes 1
a 8 para a preparacdo de um produto genético heterdloge em
células de hamster cultivadas, de um modo preferido células

CHO.

Lisboa, 9 de Marco de 2007
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1/14

—

TGGAGCCGCAACCAAAATGCAGATTTTCCTGAAAACCCTTACGGGGAAGACCATCACCCT

Hh K KRR FF kb kb deR bkt *ohAhhhk bk "kt d Fhhkra *k

kW hok ko
TGGARACCGCCGCCAAGATGCAGATTTTCGTGAAGACCCTTACGGGGARRACGATCACGCT

.0
L

CGAGGTTGAACCCTCGGATACGATAGARAATGTAAAGGCCAAGATCCAGGATAAGGAAGS

P 2 R 2 R e A2 RE R S A A 2R 2R R AR R R R RS L X X R L R KRR R R g

CGA%FTTGAACCCTCGGACACTATAGAAAATGTAAAGGCCAAGATCCAGGATAAGGAAGG

AATTCCTCCTGATCAGCAGAGACTGATCTTTGCTGGCAAGCAGCTACGAACATGGACCTAC

FREFXXAFAPERXE FRAFIXIFAT KRNI XNAAEN AT KX F A *X KAk FTh HRwdy

AATTCCTCCTGACCAGCAGAGGCTGATCTTTGCTGGTAAGCARACTGGAAGATGGCCGTAC

£2
60

142

120

202

180

TTTCTCTGACTACAATATECAAAAGGAGTCTACTCTTICATCTTCTGTRGAGACTTCGTGE - 26 2

EEENET X R ERI T A RAEE Hdk AT ERATEXT Wy TR RN I TSI RN T AR AR h el

TTTGTCPGACTACAACATCCAAAA%FAGTCCACCCTTCATCTTGTGTTGAGACﬁTCGTGG

TGGTGCTAAGARAAGGAAGARGAAGTCTTACACCACTCCCAAGARAGAATAAGCACAAGAG

HEREKTFTIRRAR AERRAXTRTTTITARY T RN ATRAXNINRRTITTIET TR ASINS FRAT TR

TGGTGCTAAGRAGAGGAAGAAGAAGTCCTACACCACTCCCAAGAAGAATAAGCATARGAG

AAAGAAGGTTAAGCTGGCTGTCCTGAAATATTATAAGGTCCATGAGAATGGCAAAATTAG

ARTER RN FTRATRIR AFREXAXE AR T Kk AA AT A AN A AANTRNEN AN T AN ATNT IR Y

AAAGAAGGTTAAGTTGGCTGTGCTGAAGTACTATAA%FTGGATGAAAATGGCAAAATTAG

TCECCTTCOTCCAGRAGTGCCCTTCTGATCAATGTCGTCCTGEGEGTGTTTATGGCAAGTCA

RANTEXRTF N FTIE N A bk *k dhhdhdbhd Fdhhdkhhhkhrhhrr kk *v AXxXAx *k *W

TCGCCTTCOTCGAGAGTGTCCATCTGATGAGTGTGGTGCTGGAGTTTTCATGGCTAGCCA

CTTTGACAGACATTATTGTGGCRAATGTTGTCTGACTTACTGTTTCAACAAACCAGARGA

PR R IRz R 2 S 2R 2 R A SRS RSL AR R R RSl s X2 R 22 R Xd X

TTTTGACAGACATTACTGTGGCAAGTGTTGTCTGACTTACTGCTTCAACARACCAGAAGA

LR XS

CAAGTAA

A A A LA 2 )

CAAGTAGTTGTGTATCGAATEAATARAAR

92.2% de homologia

— Sinal poli A

t t:coddo de inicio *+*+ cocio de paragem

Fig. 1
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MQIFVKILTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEG

[ ZXEZEEEZS R A S S S SRS E RS R L R LR L L REES

MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEG

IPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLV

IEE RS LRSS AR RS RS RA LR R RS EEEE S

IPPDQORLIFAGKOLEDGRTLSDYNIQKESTLHLY

LRLRGGAKKRKKKSYTTPKKNKHKRKKVKLAVLKY

L E XL RS RS R OSSR LRSS R AR AR ER LR SR

LRLRGGAKKRKKKSYTTPKKNKHKRKKVKLAVLXY

YKVDENGKISRLRRECPSDECGAGVFMASHFDRHY

[ XZEX LSS SRR SR E RS LSRR L RS RE ST R TR LR

YKVDENGKISRLRRECPSDECGAGVFMASHFDRHY

CGKCCLTYCFNKPEDK

kxkkrktrkhkkxkrdk

CGKCCLTYCFNKPEDK

100% de homologia

Fig. 2
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GATCTCCAGGACAGCCATGGCTATTACACAGAGAAACCCTETCTGGARAR
ACARARARTTAGTGTCCATGTGTARATGTGTGGAGTATGCTTGTCATECT
ACATACAGAGGTAGAGGGCAGTTTATGGGAGTCAGTTCCTATTCTTCCTT
TATGGGGGACCTGGGGACTGAACTCAGGTCATCAGGCTTGG CAGARAGTG
CATTAGCTCACGGAGCCTTATCATTGGCGARAGCTCTCTCAAGTAGAAAA
TCAATGTGTTTGCTCATAGTGCAATCATTATGTTTCGAGAGGGGAAGGGT
ACAATCGTTGGGGCATGTGTGGTCACATCTGAATAGCAGTAGCTCCCTAG

GAGAATTCCAAGTTCTTIGGTGGTCTATCAATGCCCTTARAGGGGTCAAC

EcoRI HincII

AACTTTTTITCCCTCTGACAARACTATCTTCTTATGTCCTTGTCCCTCAT

e b pa

- AT TTCAAGTATE P TATTCT T IGCAG TG TTGAATATCAATT CTAGCACOTC o

AGACATGTTAGGTAAGTACCCTACAACTCAGGTTAACTAATTTAATTTAA
HineIl
CTAATTTAACCCCAACACTTTTTCTTTIGTTTATCCACATTTGTGGAGTGT
GTGTGTGTGIGCTGIGTGC TG TG TG TG TG TGIGTGTGTGTGTGCTGTGTGTGT
GTGTGTCETGCCGCGCGCGCTCEGGATCATTCTACCTTITGTTTARAAAATG
TTAGTCCAGRGGTGGEETGCACTGTGAAAGTCTGAGEGTAACTTGCTGGG
1=7 1612 op
GTCAGTTCTTTCCACTATAGGACAGE NCTCCAGGTGTCAACTCTTTACTG

HineII

ACAGAACCATCCAARTAGCCCTATCTAATTTTAGTTTITIATITATTTAT

AAMAAR

TTTTIGTTTTTCGAGACAGGG TTTCTCTGTGGCTTTGEAGGCTGTCCTGG

AACTAGCTCTTCTAGACCAGGCTGGTCTCGAACTCAGAGAT CCACCTGLCC
TCTGCCTCCTEAGTGCTGGCATTAAAGGCATGCGCCACCAACGCTTGRECT
CTACCTAATTTTAAAAGAGATTGTGTCTCACAAGCGTGTCATGTCGCCCT
GCAACCACCCCCCCCCCAAAAARAANARAAARAALCTTCACTGAAGCTGA
AGCACCATGATTTGGTTACTCTGGCTGGCCAATGAGCTCTAGGGAGTCTC
CTGTCAARCAGAATCTCARACAGGCGCAGCAGTCTTTTTTAAAGTGGGGTT
ACEACACAGGTTTTTGCATATCAGGCATTTTATCTAAGCTATTTCCCAGC
CAAAAATGTGTATTTIGGAGGCAGCAGAGCTAATAGATTARAATGAGEGA
AGAGCCCACACAGGTTATTAGGAAGATAAGCATCTTCTTTATATAAALCE
AADCCAARCCARACTGGAGGAGGTCTACCTTTAGGCGATGGAAGARALGAC
ATTTAGACESTGCAATAGARAGGGCACTGAGTTTGTGAGGTCGAGGACTS
GGACAGGCEIGCAACCGCTTTAACTGTCC TG TTITGOCTATT T ITIGAGGE:
Fig. 5a
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CAGCACATGTICCTATTTTTCCCAGGATGGGCAATCTCCACGTCCABACT

"2 806 bp

TGOGGTCGAGGACTACAGTCATTTTGCAGGTITCCTTACTGTATGGCTTT
TAARACGTGCAAAGGTGACCATTAACCGTTTCACGCTGGGAGGGCACGTS
CGGCTCAGATGCTTCCTCTGACTGAGGGCCAGEAGGGGECTACACGGAAG
AGGCCACACCCGCACTTIGGGAAGACTCGATTTGGECTTCAGCTGGCTGAG
ACGCCCCAGCAGGCTCCTCGGC’I‘ACT-\CC'I'I‘CAGCCCCGAATGCC‘ITCCGG
CCCATAACCCTTCCCTTCTAGGCATTTCCGGECGAGGACCCACCCTCGCGC
CAAACATTCGGCCCCATCCCCCGETCCTCACCTGAATCTCTAACTCTGGA

=7 483 bp

CTCCACAGTTTAGAGACTATARCCACATAGCCOGGATCTCTEGARCTECA «—+

TCTI’GGGACGAGTAGTI‘I'I‘AGCAAAAAGAAAGCGACGAAAAACTACAATT
CCCAGACAGACTTGTGTTACCTCTCTTCTCATGCTAAACAAGCCCCCTTT
AAAGGAAAGCCCCTCTTAGTCGCATCGACTGTCTAAGAAAGGCGTTTGAR
|77 292 bp
ACATTTTAATGTICGGCACACCGTTTCCGAGGACCGAAATGAGAAAGAGCA
TAGGGAAACGGAGCGCCCGAGCTAGTCTGGCACTGCGTTAGACAGLCCGLG
Saell
172 iss
GTCGTTGCAGCGEECAGGCACTTGCETGGACGCCAAGGGGCGGGTCTTTC
23503
+1
GGCCGGGAAGCCCCETIGETCCGCGCGGCTCTICCTTTCCGATCCGCCAT

HODO IR uniarItun

Eagl

+13
CCGTGRTGAGTETETGCTGECGGGCTGCCECTCCGGCTTCGEECTTCCOGC

" s

+8s
GTCGCTCTCACCCTGETCEGGCGGCTCTAATCCGTCTCTTTTICGAATGTAG

IR I N LN TR N TR TR IR TR TR TR N N TR -

GTGGAACCGCCGCCAAGATGCAGATTTTCGTGARGACCCTTACGGGGARR
M Q I FV KTTULTG K

ACGATCACGCTCGAGgtacgaaccaggtggcgtgagaagcgaaggectge
T I T L E
cagaggccctctatgetegertaaaactt

HindIII

Fig. 5b
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