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(57) Resumo: METODO RECOMBINANTE PARA A PRODUCAO
DE UMA PROTEINA ESTIMULADORA DA ERITROPQESE. A
presente invengéo refere-se ao método recombinante usado para a
produ¢do de uma forma altamente glicosilada (no total cinco
glicosilagdes ligadas ao N em vez de trés glicosilagdes ligadas ao N na
EPO natural) da eritropoetina. Os sitios acrescentados de glicosilagao
resultardo em um maior niumero de cadeias de carboidrato, em um
contelido mais elevado de acido sialico do que na EPO humana, o que
por sua vez comunicaria @ molécula recombinante uma meia-vida mais
longa. A invengdo também refere-se a construgcéo de cassetes de
expressdo compreendendo a codificagdo de seqUéncias de acidos
nucléicos para uma forma altamente glicosilada da eritropoetina e sua
express@o estavel nas células hospedeiras. A invengéo também se
relaciona a um método otimizado de purificagdo da proteina
estimuladora da eritropoese. A EPO recombinante de acordo com a
presente invengéo, e os sais e os derivados funcionais da mesma,
podem compreender o componente ativo das composi¢des
farmacéuticas para um aumento na taxa de hematécrito para o
tratamento da anemia e para a restauragdo do bem-estar e da
qualidade de vida do paciente.
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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "METODO
RECOMBINANTE PARA A PRODUCAO DE UMA PROTEINA ESTIMULA-
DORA DA ERITROPOESE".

CAMPO DE INVENGCAQO

A presente invengéo refere-se ao método recombinante usado

para a producao de uma forma altamente glicosilada (em total de cinco gli-
cosilagoes ligadas ao N em vez de trés glicosilagdes ligadas ao N, na EPO
natural) de eritropoetina. Os sitios acrescentados de glicosilagéo resultardo
em um maior numero de cadeias de carboidrato, e em um mais elevado con-
teudo de acido sialico do que na EPO humana, o que por sua vez comunica-
ria & molécula recombinante uma meia-vida mais longa.

A invengao também refere-se a construgao de cassetes de ex-
pressdo compreendendo a codificagdo de seqiiéncias de acidos nucléicos
para as formas altamente glicosiladas da eritropoetina e para urha expressao
estavel nas células do hospedeiro.

A presente invengao também refere-se ao método otimizado pa-
ra purificagdo da proteina estimuladora da eritropoese.

A EPOQ recombinante de acorde com

~ i wowvwn

0
T

sais e os derivados funcionais da mesma, podem compreender o componen-
te ativo de composi¢cdes farmacéuticas visando um aumento na taxa de he-
matdcrito para o tratamento da anemia e para restauragdo do bem-estar e
da qualidade de vida do paciente.
ANTECEDENTES DE ACORDO COM A PRESENTE INVENCAOQ.

A eritropoetina (EPO) é um horménio glicoproteina que é o regu-

lador primario de eritropoese ou da manuten¢ao da massa de células verme-
lhas do sangue no corpo em um nivel 6timo. Em resposta a uma redugéo na
oxigenacgao dos tecidos, a sintese de EPO aumenta nos rins. O horménio
secretado se liga a receptores especificos na superficie dos precursores das
células vermelhas do sangue existentes na medula dssea, levando a sua
sobrevivéncia, proliferacao, diferenciacao e enfim a um aumento na taxa de
hematdcrito (proporgdo entre o volume ocupado pelas células vermelhas do
sangue depositadas e o volume ocupado integralmente pelo sangue).
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Desde a sua introdugdo ha mais de uma década, a EPO recom-
binante humana (rHUEPO) se tornou o padrao para os cuidados no trata-
mento da anemia associada com a faléncia renal cronica (CRF). Ela é alta-
mente eficaz na corre¢do da anemia, na restauracao dos niveis de energia,
e na elevacao do bem-estar e da qualidade de vida do paciente. Também foi
aprovada para o tratamento da anemia associada com cancer, infec¢ao da
aids, e nos preparos cirdrgicos para reduzir a necessidade de transfusoes
sanguineas alégenas.

A terapia recomendada e habitual com rHUEPO é feita duas para
trés vezes por semana por injecao subcutanea ou intravenosa. Para pacien-
tes com CRF, a duragao da terapia € por toda a vida do paciente, ou até que
um transplante de rim bem-sucedido restaure a fung¢ao renal, incluindo a
produ¢ao de horménio. Para pacientes de cancer, a terapia rHUEPO ¢ indi-
cada contanto que a anemia persista, geralmente por toda a duragao da
quimioterapia. Entretanto, a biodisponibilidade dos tratamentos terapéuticos
usando proteinas comercialmente disponiveis, tal como a EPO, é bastante
limitada pela sua curta meia-vida plasmatica e suscetibilidade para a degra-
dacéao por protease.

Assim, € um objetivo da presente invengao fornecer o método
recombinante usado para a produgdo de isoformas da eritropoetina separa-
das e isoladas possuindo um conteudo definido de acido sialico, uma meia-
vida mais longa e consequentemente, uma atividade biolégica aumentada.
SUMARIO DE ACORDO COM A PRESENTE INVENCAO.

: A presente invengdo refere-se ao método recombinante usado
para a producao de uma forma altamente glicosilada (no total cinco Glicosi-
lagOes ligadas ao N ao em vez de 3 glicosilagdes ligadas ao N na EPO natu--
ral) de eritropoetina. Os sitios acrescentados de glicosilagdo resultardo em
um maior numero de cadeias de carboidrato, em um contetido mais elevado
de 4cido sialico do que na EPO humana, o que por sua vez poderia comuni-
car a molécula recombinante uma meia-vida mais longa.

Também fornecido pela presente invengao sao novos biologica-

mente funcionais vetores de DNA de plasmidio circulares e vitais que incor-
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poram as sequéncias de DNA de acordo com a presente invengdo e hospe-
dam organismos transformados ou transfectados de maneira estavel com
ditos vetores.

Analogamente s&o fornecidos pela presente invengao novos mé-

todos para a producgao de polipeptidios uteis compreendendo o crescimento

cultivado de tais hospedeiros transformados e transfectados sob condigbes

facultativas da expressao em larga escala das sequiéncias de DNA exégeno
carregadas por vetor e o isolamento dos polipeptidios desejados do meio de
crescimento, dos lisados celulares ou das fragoes de membranas celulares.

Um aspecto de acordo com a presente invengdo pertence a
construgao de cassetes de expressdo que compreendam a sequéncias de
acidos nucléicos codificando a forma de eritropoetina altamente glicosilada.

Em comparagdo com a EPO nao modificada e os conjugados
convencionais de EPO-PEG, a proteina da presente invengdo tem uma
meia-vida circulante e um tempo de residéncia no plasma aumentados, eli-
minag¢ao reduzida e atividade clinica aumentada in vivo. A EPO recombinan-
te de acordo com a presente invengao, e os sais e os derivados funcionais
da mesma, pode compreender o component; ativo de composicdes farma-
céuticas destinadas ao aumento no valor do hematdcrito para o tratamento
da anemia e para a restauragao do bem-estar e da qualidade de vida do pa-
ciente.

Diversos aspectos e vantagens de acordo com a presente in-
vengao serao evidentes para aqueles versados na técnica em consideragdo
a seguinte descricao detalhada, que fornece ilustragbes da pratica de acordo
com a presente invengdo em relagao as suas modalidades atualmente prefe-
ridas. ,

DESCRICAO DETALHADA DAS FIGURAS E SEQUENCIAS:
SEQ ID N2 1: Sequéncia de nucleotideos que codifica a nova

proteina estimuladora da eritropoese.

SEQ ID N&. 2: Versao otimizada do coédon da sequéncia nucleo-
tideo que codifica a nova proteina estimuladora da eritropoese.

SEQ ID N@. 3: Seqiiéncias de aminoacidos da NESP ou darbe-
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poietina alfa.

Figura 1: Alinhamento de seqliéncias pareadas das versoes nado
otimizadas e otimizadas do cdédon das sequéncias de DNA do nucleotideo
que codifica a nova proteina estimuladora da eritropoese.

Figura 2: Alinhamento de sequéncia da sequéncia novamente
sintetizada do cDNA da proteina estimuladora da eritropoese (AVCIP-NESP-
Opt) com a sequéncia estabelecida e também otimizada da proteina estimu-
ladora da eritropoese (sintética-NESP-Opt).

Figura 3: Alinhamento de sequéncia da sequéncia novamente
sintetizada do cDNA da proteina estimuladora da eritropoese (AVCIP-NESP)
com a sequéncia estabelecida da proteina estimuladora da eritropoese (sin-
tética-NESP).

Figura 4: Digestao de restricao do vetor e da ihsergéo.

Figura 5: Fragmentos digeridos por restricao purificados em gel
da AVCIP-NESP, AVCIP-NESP-Opt e da pcDNA3.1D/V5-His.

Figura 6: Analise da digestéo por restricao dos supostos clones
da AVCIPpcDNAS3.1D/V5-His/NESP e da AVCIPpcDNAS.ID/V5-His/NESP-
Onpt. |

Figura 7: Andlise da digestdo por restricio da AVCIPpcD-
NA3.1D/V5-His/NESP e dos clones da AVCIPpcDNA3.ID/V5-His/NESP-Opt
utilizando enzimas que clivam interiormente os cDNAs das AVCIP-NESP e a
AVCIPNesp-Opt. | |

Figura 8: Alinhamento de sequéncia do clone n® 4 do cDNA da
AVCIP-NESP-Opt (sintético-NESP-Opt) com a sequéncia estabelecida do
gene NESP-Opt.

Figura 9: Alinhamento de sequéncia do clone n? 9 do cDNA da
AVCIP-NESP (sintético-NESP) com a sequéncia estabelecida do gene
NESP. | |

Figura 10: Mapa construtor da AVCIPpcDNAS.1D/V5-His/NESP.

Figura 11: Mapa construtor da AVCIPpcDNAS.ID/V5-His/NESP-
Opt.

Figura 12: pcDNA3.1/NESP (natural).
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Figura 13: pcDNAS3.1/NESP (sequéncia otimizada).

Figura 14: analise Western blot dos lisados celulares totais da
linhagem das células CHO K1 transfectadas com pcDNA3.1/NESP (natural)
ou com pcDNAS.1/NESP (sequéncia otimizada) e Aranesp® utilizando anti-
corpo de coelho anti hematopoietina humana (2 ug/ml).

Figura 15: Diagrama de Fluxo para o Desenvolvimento de Li-
nhagem Celular Estavel.

Figura 16: Fotos instantaneas das coldnias que foram escolhidas
para o desenvolvimento das linhagens celulares CHO K1 estaveis que ex-
pressam a darbepoietina alfa.

DESCRICAQ DETALHADA DA INVENCAQ.

A presente invengao refere-se a um novo método recombinante

alternativo para producgao de isoformas da eritropoetina. As isoformas espe-
cificas da eritropoetina obtidas de acordo com a presente invengao, e as su-
as propriedades, podem variar dependendo da fonte do material de partida.
Em uma modalidade preferida, a invengao refere-se a um novo método re-
combinante alternativo para produgao de isoformas da eritropoetina, que se
diferenciam da eritropoetina recombinante humana (rHUEPO) e Da EPO na-
tural humana em cinco posi¢des (Ala 30 Asn; His 32 Thr; Pro 87 Val; Trp 88
Asn e Pro 90 Thr).

O termo "isoformas da eritropoetina" tal como aqui utilizado refe-
re-se a preparagdes de eritropoetina possuindo um unico ponto isoelétrico
(pl), e possuindo a mesma sequéncia de aminoacidos. O termo "eritropoeti-
na", tal como aqui utilizado, inclui a ocorréncia natural da eritropoetina, eri-
tropoetina humana originéria do trato urinario bem como os polipeptidios de
ocorréncia nao natural possuindo uma sequéncia de aminodcidos e uma gli-
cosilagao suficientemente duplicavel daquela eritrdpoetina de ocorréncia na-
tural para permitir a posse de propriedades biolégicas in vivo para fazer com
que as células da medula dssea aumentem a produgdo de reticulécitos e
células vermelhas do sangue.

. De acordo com a presente invengéo, as sequéncias de DNA que

codificam a forma altamente glicosilada da eritropoetina humana foram sinte-
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tizadas por uma nova abordagem. Essa abordagem permitiria uma melhor
otimizacdo do cédon em relagdao a determinada célula de mamifero a ser
utilizada. Adicionalmente, 0 DNA sintético foi tornado o objeto da expressao
eucaribtica/procaridtica fornecendo quantidades isoladas dos polipeptidios
exibindo propriedades bioldgicas da eritropoetina (EPO) de ocorréncia natu-
ral bem como tanto atividades biolégicas in vivo como in vitro da EPO.

Os exemplos seguintes sao apresentados como uma forma de
ilustracao de acordo com a presente invengdo e sao especificamente dire-
cionados a procedimentos realizados antes da identificagdo dos clones de
cDNA de macaco e dos clones genémicos humanos codificando a EPO, pa-
ra os procedimentos que resultam de tal identificacédo, para o seqlienciamen-
to, o desenvolvimento de sistemas de expressao e verificagdo imunoldgica

da expressao da EPO em tais sistemas.

EXEMPLO 1:

Sintese da proteina recombinante estimuladora da eritropoese (NESP).

As sequéncias de DNA que codificam a forma altamente glicosi-
lada da eritropoetina humana foram sintetizadas por uma nova abordagem.
Essa abordagem permitiu uma melhor otimizagdo do cédon em relagéo a
determinada célula de mamifero a ser utilizada. Adicionalmente, o DNA sin-
tético foi tornado o objeto da expressao eucaridtica/procaridtica fornecendo
quantidades isoladas dos polipeptidios exibindo propriedades biolégicas da
eritropoetina (EPO) de ocorréncia natural bem como tanto atividades biolégi-
cas in vivo como in vitro da EPO.

= A sequéncia de nucleotideos que codifica a proteina estimulado-
ra da eritropoese foi representada na SEQ ID Ne. 1. Os residuos de nucleo-
tideo que foram alterados para incorporar sitios de glicosilagéo adicionais na
dita proteina estimuladora da eritropoese em comparagao com a transcri¢ao
que ocorre naturalmente do gene humano que codifica a eritropoetina foram
destacados em letras maiusculas.

Os cddons na regido de codificacdo da proteina estimuladora da
eritropoese foram alterados como parte do processo de otimizacdo de cédon

para assegurar a 6tima expressao da proteina recombinante nas linhagens
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de células de mamiferos tais como CHO K1 e HEK 293. A SEQ ID N2. 2 re-
presenta a sequéncia nucleotideo otimizada do cdédon que codifica a protei-
na estimuladora da eritropoese.

O alinhamento das sequéncias pareadas nao otimizadas de oti-
mizadas da sequéncia de nucleotideos do cédon que codifica a proteina es-
timuladora da eritropoese foi representada na figura n®. 1.

A SEQ ID N°. 3 representa a sequéncia primaria completa dos
aminodacidos da proteina estimuladora da eritropoese de acordo com a pre-
sente invengdo. Foram destacados os residuos de aminoacidos da NESP
que foram alterados em comparag¢éao com a EPO humana que ocorre natu-
ralmente.

EXEMPLO 2:

Verificacdo da autenticidade da sequéncia original novamente sintetizada do

cDNA codificando a proteina estimuladora da eritropoese.

A verificagdo da autenticidade da sequéncia original (AVCIP-
NESP) novamente sintetizada do cDNA e a sequéncia cDNA otimizada do
cédon (AVCIP-NESP-Opt) foi feita pelo seqlienciamento automatizado de
DNA e os resultados obtidos estao representados nas figuras N*. 2 e 3.
EXEMPLO 3:
Subclonagem dos cDNAs da AVCIP-NESP e da AVCIP-NESP-Opt no vetor
de expressao especifico da célula pcDNA3.1D/V5-His de mamiferos.

A sequéncia original novamente sintetizada do cDNA (AVCIP-
NESP) e a sequéncia do cDNA otimizada do cédon (AVCIP-NESP-Opt) fo-
ram individualmente subclonadas no vetor de expressao especifico de célu-
las de mamifero pcDNA3.1D/V5-His para gerar o construtor pronto para
transfeccao. Os detalhes dos procedimentos utilizados sao dados em baixo:
A. Reagentes e enzimas:

1. Kit de extragdo em gel e kit de purificagao de PCR marca QI-
AGEN.
2. Vetor de DNA pcDNA3.1D/V5-His (Invitrogen).
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Enzimas U/l Tampao 10x
1. BamHlI 10 Tampao E
2. Xhol 10 Tampao E
3. Hindlll 20 Tampéao C
4. Xbal 10 Tampao C
5. T4 DNA ligase 40 Tampao ligase

Todas as reag0Oes foram realizadas tal como recomendado pelo
fabricante. Para cada reagédo o tampéao de reagao 10x fornecido foi diluido a
uma concentragao final de 1x.

B. Digestao de restricdo do vetor e da insercao:

* Procedimento

As seguintes amostras de DNA e as enzimas de restrigao foram

usadas:
Amostras de DNA Enzimas de Restricao
Rxn n® 1 Vetor (para NESP de clonagem) BamHI|/Xho |
Rxn n? 2 Vetor (para NESP-Opt de clonagem) | Hindlll/Xba |
Rxn n? 3 pBSK/NESP (2A) BamHI/Xho |
Rxn n? 4 pBSK/NESP-Opt (2B) Hindlll/Xba |
Reacéo de digestao da enzima de restrigao: '
Componentes Conc. Rxn n®1 | Rxnn%2 | Rxn n®3 Rxn n%4
Final :
Agua - 2 ul 24l 2 ul 2 ul
Tampéao 10x 1x 2 ul 2 ul 3yl 3 ul
DNA - 12 12 20 ul 20 pl
BamHI 0,5U 1 ul - 1 ul -
Xhol 0,5U 1l - 1yl -
Hindlll 1,0U - 1l - 1ul
Xbal 0,5U - 1l - 1 ul
10x BSA 1x 21 2 ul 3 ul 3 ul
Volume final 20 pl 20 pl 20 pl 30 pl 30 pl

A reacao foi agitada, centrifugada e incubada por 2 horas a
37°C. Digestao da restricao foi analisada por eletroforese em gel de agarose.
O modelo de digestao esperado foi observado apresentando um fragmento
de gene caindo em aproximadamente 600 bp (para Rxn n° 3 e 4) e um frag-
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mento de cadeia principal do vetor de aproximadamente 5,5 kb para o Vetor
(Rxn n® 1 e 2). (figura n 4).

Os fragmentos de DNA de aproximadamente 600 bp que repre-
sentam os cDNAs AVCIP-NESP e AVCIP-NESP-Opt foram purificados sepa-
radamente pelo método de extragdo em gel usando o kit de extragao em gel
QIAGEN. Os fragmentos de aproximadamente 5,5 kb da cadeia principal do
vetor digerida do vetor de expressdao pcDNA3.1D/V5-His de mamifero tam-
bém foram purificados usando o mesmo Kkit.

Posferiormente a digestao de restricdo e a extragao de gel do
cDNA e fragmentos de DNA vetoriais requeridos, uma aliguota (1 a 2 microli-
tros) de cada amostra de DNA purificada foi analisada usando eletroforese
em gel de agarose para verificar a pureza e a integridade tal como mostrado
na figura n® 5. _

C. Ligacao da cadeia principal da pcDNA3.1D/V5-His com os cDNAs da AV-
CIP-NESP e da AVCIP-Ovi-NESP:
A concentragdo de DNA digerido e purificado do vetor e dos

fragmentos de insergdo foi prevista e a ligagao foi ajustada da seguinte ma-

neira:
Componentes Conc. Final Rxn n21 Rxnn®2
‘ (AVCIP/NESP) (AVCIP-NESP-Opt)
Agua - 5 l 5
Tampao 10x Rxn 1x 2 ul 2 ul
Vetor ~50 ng 2 Ul 2 Ul
Insergao ~17 ng 1pl 1 ul
T4 DNA ligase 40U 1l 1l
Volume final 10 pl 10 pi 10 pl

As reagOes foram suavemente agitadas, centrifugadas e incuba-
das na temperatura ambiente, por 2 a 3 horas. As células competentes
JM109 foram transformadas com os conteldos de misturas da reacdo de
ligagao.

D. Andlise da digestéo da‘ restricdo dos clones presumidos da AVCIPpcD-
NA3.1D/V5-His/NESP e da AVCIPpcDNAS.1D/V5-His/NESP-Opt.
- O DNA do plasmidio foi individualmente purificado a partir das

colbénias obtidas em placas de agar LB contendo ampicilina e a presenca da
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inser¢do do cDNA desejado foi confirmada pela analise da digestao da res-
tricao do DNA do plasmidio isolado tal como mostrado na figura n®. 6.

De acordo com os resultados obtidos depois da digestdo da res-
tricao de varios clones presumidos contendo a AVCIPpcDNAS.1D/V5-
His/NESP e AVCIPpcDNA3.1D/V5-His/NESP-Opt, alguns dos clones que
mostraram o0 modelo de restricao desejado foram selecionados para uma
andlise da digestao da restricdo adicional usando enzimas de restricdo que
clivam os cDNAs da AVCIP-NESP e da AVCIPNesp-Opt interiormente para
gerar fragmentos de tamanho variavel tal como mostrado abaixo na figura
n%. 7.

E. Verificacdo do sequenciamento do DNA dos clones selecionados da AV-
CIPpcDNAS3.1D/V5-His/NESP e da AVCIPpcDNAS3.1D/V5-His/NESP-Opt.

Os clones selecionados de DNA AVCIPpcDNA3.1D/V5-
His/NESP e AVCIPpcDNA3.1D/V5-His/NESP-Opt como resultado da analise
de mapeamento foram também verificados através de sequlienciamento au-
tomatizado de DNA.

Nomenclatura Descrigao dos inici- Sequéncia
adores
Iniciador de se- Kit iniciador da Invi- ' .
quenciamento T7 trogen 5'TAATACGACTCACTATAGGG3'

Os clones AVCIPpcDNA3.1D/V5-His/NESP e AVCIPpcD-
NA3.1D/V5-His/NESP-Opt mostraram uma ide'ntidade de 100% com a se-
quéncia do padrao, tal como mostrado nas figuras n°. 8 e n®. 9.

Os mapas dos construtores da expressao recombinante produ-
zidos utilizando os cDNAs das AVCIP-NESP e AVCIP-NESP-Opt novamente

sintetizado sao figurativamente representados nas figuAras n%. 10 e n% 11.

EXEMPLO 4:

Manutencao e propagacao dos construtores de fusdo do cDNA.

A manutengao e a propagacao dos construtores do cDNA codifi-
cando a nova proteina estimuladora da eritropoese foi realizada em uma li-

nhagem celular bacteriana padrao classificada como Top 10 (Invitrogen).

EXEMPLO 5:

Expressao transiente/estavel da proteina recombinante em células CHO-K1.
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(a) Expresséo transiente da proteina estimuladora da eritropoese em células
CHO Ki1:

O protocolo otimizado para a transfecgao do DNA do plasmidio
foi usado para transfectar as células CHO com:

1. pcDNAS.1/NESP (natural).

2. pcDNA3.1/NESP (sequéncia otimizada).
Protocolo 1: |
Transfecgao transiente das células aderentes CHO Ki1.

1. No dia anterior a transfecgdo, semear 1 x 10° células por ca-
vidade em uma placa de 24 cavidades em 1 ml de meio de crescimento (D-
MEM/F 1:1). O numero de células semeadas deve produzir uma confluéncia
de 80% no dia da transfecgao.

2. Incubar as células sob suas condigbes normais de crescimen-
to (geralmente 37°C e 5% de COy).

3. No dia da transfecgéo, no Tubo A diluir 2 ug de DNA dissolvi-
dos em tampao TE de pH 7,0 a pH 8,0 (concentracdo minima de DNA: 0,1
pg/pl) com Opti-MEM® a um volume total de 100 ul. Agitar e centrifugar a
solugao durante alguns segundos para retirar as gotas do topo do tubo.

4. No Tubo B, adicione 6 ul do reagente de transfeccao Lipofec-
tamina® 2000 em 100 pl de Opti-MEM® e deixar na temperatura ambiente
durante 5 minutos. _

5. Misturar os conteudos do tubo A e do tubo B por pipetagem
de cima para baixo por 5 vezes.

6. Incubar as amostras durante 15 minutos na temperatura am-
biente (15°C a 25°C) para permitir a formagao do complexo de transfecgao.

7. Enquanto ocorre a formagao do complexo, aspire suavemente
0 meio de crescimento da placa, e lave as células uma vez com 2 ml de
PBS.

8. Acrescentar 0,1 ml de células Opti-MEM® ao tubo de reagdo
contendo os complexos de transfec¢ao. Misturar por pipetagem de cima para -
baixo duas vezes, e imediatamente transferir o volume total para as células

de um cavidade da placa de 24 cavidades.
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9. Incubar as células com os complexos transfecg¢dao durante 6
horas nas suas condi¢des normais de crescimento.

10. Retirar 0 meio contendo os complexos restantes das células
por aspiracao suave, e lavar as células uma vez com 4 mi de PBS (salina
tamponada por fosfato).

11. Acrescentar o meio de crescimento de células frescas (con-
tendo soro e antibidticos). Realizar o ensaio para expressao do gene trans-
fectado apés um tempo adequado de incubagao.

Essas células transfectadas foram coradas com anticorpo antie-
ritropoietina para avaliar a expressao da proteina. Tal como representado
nas figuras n°. 12 e 13, a expressao especifica da proteina acima citada foi
detectada em ambos os conjuntos de experimentos de transfec¢ao transien- |
tes representando as linhagens das células CHO K1 independentemente
transfectadas com a pcDNA3.1/NESP (natural) e a pcDNAS3.1/NESP (se-
quéncia otimizada).

(b) Deteccéao da expressao transiente da proteina estimuladora da eritropoe-

se na linhagem das células CHO K1 transfectadas por Western blot.

Os lisados celulares totais foram preparados das linhagens celu-
lares CHO K1 que foram independentemente transfectadas com o pcD-
NA3.1/NESP (natural) ou com pcDNA3.1/NESP (sequéncia otimizada). Os
ditos lisados celulares foram preparados 48 horas depois do evento de trans-
feccao e duas quantidades diferentes da preparagao de proteina total (10 ¢
€ 20 g) dos lisados celulares foram submetidos a eletroforese em SDS-
PAGE a 12% antes da coloragdo em uma membrana PVDF. A membrana
PVDF entao foi testada com 2 g/ml do anticorpo de coelho antieritropoietina
humana e o resultado obtido é mostrado na figura n®. 14. _

Tal como fica evidente da figura 8, a presenca da proteina esti-
muladora da eritropoese foi especificamente descoberta nos lisados celula-
res totais da linhagem das células CHO K1 transfectadas com o pcD-
NA3.1/NESP (natural) ou com pcDNA3.1/NESP (sequéncia otimizada) nas
mais altas concentra¢des usadas (~20 g) das preparagdes de proteina. A
mobilidade electroforética da dita proteina estimuladora da eritropoese pre-
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sente nos lisados celulares das células CHO K1 foi avaliada como combi-
nando com a observada no caso da formulagao terapéutica, Aranesp®, indi-
cando assim a natureza hiperglicosilada esperada da proteina recombinante
expressada.

(c) Desenvolvimento de linhagens celulares CHO K1 estaveis expressando a

proteina estimuladora da eritropoese

Conhece-se que a integracdo do DNA no cromossomo, ou ma-
nutencdo do epissoma estavel, de genes repdrteres e outros genes ocorre
com uma frequéncia relativamente baixa. A capacidade de selecionar para
essas células somente pode ocorrer pela utilizagdo de genes que codifiquem
resisténcia a umo farmaco letal. Um exemplo de tal combinagdo é o gene
marcador para a neomicina fosfotransferase com o farmaco Geneticina®. As
células individuais que sobrevivem ao tratamento do farmaco expandem-se
em grupos clonicos que podem ser individualmente selecionados, propaga-
dos e analisados. Um diagrama de fluxo que representa as etapas implica-
dos no desenvolvimento da linhagem estavel € mostrado na figura n°. 15.
Protocolo 2:

Transfeccédo estavel de células CHO K1 aderentes.

1. No dia anterior & transfecgédo, semear 1 x 10° células por ca-
vidade em uma placa de 24 cavidades em 1 ml de meio de crescimento (D-
MEM/F 1:1). O numero de células semeadas deve produzir uma confluéncia
de 80% no dia da transfecgao.

2. Incubar as células sob suas condigdes normais de crescimen-
to (geralmente 37°C e 5% de COy).

3. No dia da transfecgdo, no Tubo A diluir 2 ug de DNA dissolvi-
dos em tampéo TE de pH 7,0 a pH 8,0 (concentragao minima de DNA: 0,1
pg/ul) com Opti-MEM® a um volume total de 100 pl. Agitar e centrifugar a
solugao durante alguns segundos para retirar as gotas do topo do tubo.

4. No Tubo B, adicione 6 pl do reagente de transfeccdo Lipofec-
tamina® 2000 em 100 pl de Opti-MEM® e deixar na temperatura ambiente
durante 5 minutos.

5. Misturar os conteudos do tubo A e do tubo B por pipetagem
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de cima para baixo por 5 vezes.

6. Incubar as amostras durante 15 minutos na temperatura am-
biente (15°C a 25°C) para permitir a formagdo do complexo de transfecgao.

7. Enquanto ocorre a formagao do complexo, aspire suavemente
o meio de crescimento da placa, e lave as células uma vez com 2 ml de
PBS.

8. Acrescentar 0,1 ml de células Opti-MEM® ao tubo de reagao
contendo os complexos de transfecgdo. Misturar por pipetagem de cima para
baixo duas vezes, e imediatamente transferir o volume total para as células
de um cavidade da placa de 24 cavidades.

9. Incubar as células com os complexos transfecgdo durante 6
horas nas suas condi¢des normais de crescimento.

10. Retirar o meio contendo os complexos restantes daé células
por aspiragcao suave, e lavar as células uma vez com 4 ml de PBS.

11. Acrescentar o meio de crescimento de células frescas (con-
tendo soro e antibiéticos). Realizar o ensaio para expressdo do gene trans-
fectado apds um tempo adequado de incubacéo.

12. Passagem das células no meio seletivo apropriado de 1:10 a
1:15. Manter as células no meio seletivo nas suas condi¢des normais de
crescimento até que as colénias aparegam.

EXEMPLO 6:
Selecédo de linhagem de células CHO K1 estaveis expressando a proteina

estimuladora da eritropoese.

: Células CHO transientemente expressando transfectadas ou
com pcDNAS3.1/NESP (natural) ou com pcDNA3.1/NESP (sequéncia otimi-
zada) foram tripsinizadés e diluidas em um meio de sele¢do contendo 1
mg/ml de Geneticina®. As células foram incubadas durante 14 dias no meio
de selegé@o até que as colbnias pudessem ser isoladas (figuras 2A e 2B a-
baixo). No total, 89 colénias de pcDNA3.1Nesp (natural) e 91 colbnias pcD-
NA3.1Nesp (Sequéncia otimizada) foram pescadas em condigbes estéreis e
semeadas em placa em um unico cavidade por colénia de uma placa de 96

cavidades.



10

15

20

25

30

15

O Avesthagen selecionou 89 colénias de CHO
K1/pcDNAB.1/NESP (natural) e 91 colénias de CHO/pcDNA3.1/0s-NESP
(Sequéncia otimizada) para desenvolver linhagens de células de produtoras
que sobreexpressem a proteina estimuladora da eritropoese. Todas as colo-
nias de células CHO K1 selecionadas até aqui serdo analisadas por imuno-
fluorescéncia, Western blot, ELISA e ensaios funcionais de base celular de
modo a gerar uma unica linhagem celular CHO K1 produtora, derivada de
células, que expressem de maneira estavel a Proteina estimuladora da eri-
tropoese de acordo com a presente invencgéo.

EXEMPLO 7:
Purificacdo de nova proteina estimuladora da eritropoese.

A qualidade e a biosseguranga de um composto biofarmacéutico
sao dependentes, em grande escala, dos procedimentos de extra¢do usados
para produzir o produto purificado. De um lado, o processamento a jusante
tem que assegurar um isolamento eficaz e econémico do produto desejado
do caldo de cultura ou do material celular obtido durante o processo de culti-
vo da célula. Entretanto, por outro lado, os componentes que contaminariam
0 produto final devem ser separados de modo confiavel. Os diferentes tipos
de componentes que ndo devem estar presentes na formulagdo do produto
final tém de ser retirados durante essas etapas.

O primeiro grupo compreende as impurezas derivadas do meio
ou derivadas do processo que podem ser de natureza protéica ou ndo pro-
téica (por exemplo, lipidios, agentes antiespumantes, antibiéticos). Este gru-
po também inclui as impurezas derivadas da célula hospedeira tais como
proteinas, que poderiam induzir respostas imunes indesejaveis, ou acidos
nucléicos, que s&do a principal preocupagdo porque eles poderiam abrigar
uma informagdo genética potencialmente perigosa quando incorporados
dentro de células humanas saudaveis. O segundo grupo compde-se de a-
gentes e contaminantes ocasionais € compreendem virus, particulas seme-
Ihantes a um virus (VLPs), bactérias, fungos, micoplasmas e assim por diante.

- A remogao de componentes do meio e de impurezas protéicas é
uma parte integrante do isolamento do produto. Os procedimentos aponta-
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dos para a remogao de suplementos do meio, tais como antibidticos ou
substancias citotdxicas (por exemplo, geniticina ou metotrexato) seréo incor-
porados na estratégia de purificagdo e os testes adequados serdo estabele-
cidos de modo a validar suas eficiéncias. Algumas impurezas tais como o
DNA, podem ser reduzidas através de uma escolha cuidadosa das condi-
¢Oes de colheita e de cultivo. Como por razdes praticas, nao é possivel fa-
bricar um produto 100% puro, foram definidos niveis de concentragéo acei-
taveis da presenga de impurezas na formulagédo do produto final. Por exem-
plo, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) definiu a quantidade maxima
aceitavel de DNA como sendo de 100 pg por dose uUnica de um farmaco pro-
téica biotecnologicamente derivada. O potencial de desativagdo de agentes
ocasionais durante a etapa de purificagcdo pode ser explorado ou podem ser
ihcluidas etapas adicionais de desativagao, dentro da estrétégia de purifica-
¢ao. Os virus e as VLPs, por exemplo, podem ser tornados inativos pela a-
plicagdgo de produtos quimicos desativantes (por exemplo, N-
acetiletilenoimina, Tri-N-butilfosfato)', solventes organicos, sais caotropicos,
valores de pH extremos, irradiagdo, e assim por diante. O tratamento de
temperatura realizado pela aplicagdo da tecnologia de microondas também
foi mostrado como desativador de virus. Apesar de tudo o que foi acima
mencionado, o potencial da tecnologia escolhida para inativagdo permanece
dependendo de validagéo, e essa validagdo também tem que comprovar que
0 método de inativagdo nao prejudica a integridade do produto.

A proteina EPO humana madura é compreendida por uma se-
quéncia invariavel de 165 aminoacidos, que é derivada de um precursor com
193 aminoéacidos em duas etapas. O N terminal do aminoacido 27 lider da
sequéncia é clivado antes da secrecao do horménio e o C terminal-Arg é
proteoliticamente retirado por uma carboxipeptidase endégena. Posterior-
mente ao estabelecimento de um sistema de cultivo de célula sem contami-
nantes de acordo com as linhas guias das agéncias reguladoras, que sobre
expressa a proteina recombinante desejada, a purificacdo da nova proteina
estimuladora da eritropoese da proteina pode ser feita usando uma série de

etapas que implicam em filtragdo por didlise e procedimentos com colunas
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de cromatografia que implicam em matrizes de resinas troca-ion aniénicas e
resinas de fase reversa. As fragdes contendo os glicanos mais altamente
ramificados e as mais elevadas concentragdes de acido sidlico serdo recu-

peradas para maximizar a atividade in vivo.

EXEMPLO 8:

Otimizacao dos procedimentos de purificacdo.

Posteriormente ao estabelecimento da bioatividade reprodutivel
de acordo com os ensaios recomendados de funcionalidade/ligagdo acima
mencionados, serdo realizados esforgos para otimizar os procedimentos de
purificagdo e maximizar o rendimento da NESP recombinante da linhagem
celular estavel, de alta expressdo. As estratégias de purificagdo apontarao
para a economia do processo, velocidade de comercializagdo, escalabilida-
de, reprodutibilidade, e maxima pureza do produto com estabilidade funcio-
nal e integridade estrutural sendo os objetivos principais. Para esse efeito,
uma abordagem combinatéria pelo uso tanto da filtragdo (filtragcdo de fluxo
normal e de fluxo tangencial) como da cromatografia seria explorada. As e-
xigéncias de qualificagdo do processo e os estudos dos critérios de aceita-
¢ao serao conduzidos em 3 bateladas.

A purificagdo da proteina utilizando o componente glicano da
glicoproteina como um alvo de captura é comumente realizada utilizando
cromatografia de afinidade. As matrizes mais comuns sdo o &cido m-
aminofenilborénico em agarose e as lecitinas imobilizadas, do tipo Concana-
vailn A em Sepharose (Com A Sepharose) e a aglutinina do germe de trigo
em Sepharose (WGA - Sepharose). Dos tipos acima citados, as matrizes de
acido m-aminofenilborénico em agarose sdo capazes de formar ligacdes
temporarias com qualquer molécula contendo um grupo 1,2-cis-diol enquan-
to que as matrizes Com A se ligam especificamente a residuos manosil e
residuos glicosil contendo grupos hidroxila ndo modificados nas posigdes
C3, C4 e C6. As matrizes de WGA Sepharose sdo altamente especificas
para os residuos N-acetil glicosamina (NAG) ou acido N-acetil neuraminico
(NANA ou acido sidlico) da glicoproteina.

Conseqlientemente, o processo de purificagdo compreende o
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seguinte fluxo a jusante:

a. clarificagdo e concentragao inicial utilizando procedimentos de
filtragao de fluxos normais e tangenciais.

b. ultra filtragaoffiltragdo de Dialise (baseado em filtragdo de flu-
xo tangencial).

c. etapa de cromatografia - I: cromatografia de afinidade usando
matrizes a base de lectina/m-amino fenil. O meio de afinidade baseado no
ligante m-amino fenil seria mais preferido.

d. etapa de cromatografia - Il: cromatografia de troca iénica (IEX)
usando a Q-Sepharose para troca anidnica.

e. etapa de cromatografia - ll: cromatografia de interagdo hidro-
fobica (HIC) usando butil — Sepharose.

f. remocgao de virus e filtragao estéril.

g. remogao de endotoxina.

h. formulagao.

Observagéo: a sequéncia de operagdes unitarias durante as e-
tapas de cromatografia pode ser alterada para uma mais alta pureza e recu-
peragéo maxima de produto. O resultado do processo de purificacdo em ca-
da etapa sera avaliado quanto a integridade estrutural e funcional da protei-
na pela utilizacdo de métodos fisico-quimicos e imunoldgicos.

Em outra modalidade preferida, o processo de purificagdo apon-
taria para a captura direta da proteina alvo a partir do caldo de cultura bruto
pelo uso de resina de troca anidnica pela metodologia de adsorgdo em leito
expandido:em contraste com a metodologia convencional de leito empacota-
do e compreenderia as seguintes etapas: |

a. cromatografia de troca aniénica usando Q-Sepharose XL atra-
vés de uma etapa de eluicdo em sal como etapa de captura.

b. cromatografia e Interagdo Hidrofébica (HIC) usando butil-
Sepharose.

c. uma segunda cromatografia de troca anionica utilizando a re-
sina Resource-Q como uma etapa de polimento.

d. remogao de virus e filtragao estéril.
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e. remog¢ao de endotoxinas.

f. formulagao.

Mais preferivelmente, um processo de purificagdo em duas eta-
pas usando a cromatografia de troca anidnica e a HIC seria empregado co-
mo as etapas principais de cromatografia dependendo da porcentagem de

produto recuperado e da pureza. As etapas posteriores entdo seguiriam co-

mo esbogado nas estratégias acima mencionadas.

Observagéo: uma etapa adicional de lavagem 4acida pode ser
incorporada depois da etapa de captura anidnica nas estratégias esbogadas
acima, dependendo da eficiéncia de captura para um enriquecimento seleti-
vo das isoformas do acido pl com altas concentragdes de glicosil e sialil e
para a remogao de proteinas basicas contaminantes ndo relacionadas. Adi-
cionalmente, o fluxo através de resinas a base de troca anidnica tal como
sulfato de celufina sera usado para a ligacdo seletiva dos contaminantes do
processo, dos endégenos ou dos virus ocasionais e dos extraiveis por colu-
na.

EXEMPLO 9:

Estabelecimento da identidade da proteina alvo usando métodos bioquimi-

cos, imunoldgicos e fisico-quimicos.

O percentual de recuperagdo da proteina total em cada etapa
sera quantificada usando o procedimento do método de ligagdo do acido
bicincroninico (BCA)/corante de Bradford. A concentracdo da proteina alvo
em cada etapa da purificacdo sera tentada usando imunoensaios baseados
em enzimas altamente especificas e confiaveis ou através da reagdo ELISA
na forma de sanduiche direto ou indireto. Mais preferivelmente, uma reagéao
ELISA de sanduiche de duplo anticorpo seria adaptada para avaliar as con-
centragdes da proteina alvo. Como a NESP é uma glicoproteina, uma avali-
acao qualitativa do grau de glicosilagao sera examinada usando procedimen-
tos corantes especificos para a detecgédo de glicoproteina por eletroforese
em gel SDS sob condi¢des redutoras. Analises Western blot qualitativas es-
pecificas serao realizadas a cada etapa. A cromatografia de fase reversa, de

focagem isoelétrica e eletroforese bidimensional em gel sera empregada
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para avaliar o produto purificado. A analise estrutural secundaria seria exa-
minada usando o dicroismo circular do UV distante. A massa molecular e a
situaca@o oligomérica serdo investigadas usando os sistemas de exclusao de
tamanho e MALDI-TOF. As investigagcdes também se concentrardo na esta-
bilidade da proteina em relagao ao pH e a temperatura. Como a NESP é
uma proteina hiperglicosilada, os padrdes de glicosilacdo da proteina purifi-
cada seriam documentados usando a andlise de cromatografia a gas (CG).
EXEMPLO 10:

Ensaios para avaliacao in vitro e in vivo da atividade da nova proteina esti-

muladora da eritropoese.

Os bioensaios para detectarem a ligacdo do receptor da EPO in
vitro para a nova proteina estimuladora da eritropoese serao realizdos usando:

(a) a ligagdo competitiva usando a nova proteina estimuladora
da eritropoese marcada com 1'%,

(b) a absor¢do da timidina-}[H] usando uma linhagem celular
humana recomendada tal como a Ut7/EPO.

A bioatividade pré-clinica in vivo (capacidade de restauracao ao
hematécrito normal) da nova proteina estimuladora da eritropoese sera tes-

tada em linhagens recomendadas de rato tal como a BDF1.
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Listagem de Sequéncia

<Al10> avestha Gengraine Technologies Pvt Ltd
Morawala Patell, villoco

<120> METODO RECOMBINANTE PARA A PRODUCAO DE UMA PROTEINA ESTIMULADORA DA ERITROPOESE

<130> 1

<150 627/CHE/2005
<151> 2005-05-24

<160> 3

<170> versdo 3.3 da patente
1

<211> 582

<212> pNa

<213>  humano

400> 1 ) .
;tgggggtgc acgaatgtce tgcctyggety tggeitoetec tgtecctget gregereeat 60

CrogOectce cagtectggy CYCCLcacea Cgectcatet gtgacageeg agtoctggag 120
aggtaccrct tggagyjccas ggaggcecgag aatatcacga cgggctgtaa tgaaacgtge 180
agcttgaatg agaatatcac tgtcccagac accaaagita atrtctatrge ctggangagg 240
arggaggico ggragcagge €graglagic $ggeaggagee tggocctglt greggaanct 300
gtceigegug goeaggeect gttggtcnic tettcccagg tgaatgagac cotgeagetg 360
catytggata aagccgrcag tggocttege agectcacca ctorgeticg ggetorgoga 420
goCcagaagg aagocarctc ccctccagat gecggectrag ctgerccact cocgaacaatc 480
actgcfgaca Trtrccygcaa actctteoga gtciactcca atrroctceyg gggaaagerg 540
aagctgtaca cagggoaggc ctgcaggaca gggdgacagat ga - 582
<212> pmHA

Q13> humano

400> 2
atg5gCotge aCgagtgree cOcttggete TEICTHLige £TCCotect gtoeeracee 60

CTCOEQetec Cogtgctggyd CHCOeecoca Cgratgatit grgactceccg agtgorcgag 120
cgctacctygc tpgagocgaa ggaggccgag aacatcacca cgggotytaa cgagacctgt 180
tctetgaacg agaacatcac cgtgeoegac accaaggtga acttctacgc ctggaagaga 240
arggaggtag gccageagoc cgtcgaggtyg togeagoglte tggc.gttgﬂf grocgaagee 300
groctecgeg gecagatect gotyggtoaac tecagicagg tgadcgaaac actccagotc 360
catgtgpaca aggoggtgtc cggettgegg tcgctgacaa ccctcetgeg cgecctggga 420
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gCgragaagy angccatiag tLCCECggac Hocpectegyg CIYocacoct gegraccate
accgcggaca crttcoggaa getgttecye gtetactepa actttctecg cgggaagety

aaatrtataca CgOpggagoc Crgoegeacc gacgatcgel ga

<210> 3
<211l> 193
«212> PRT
<213>  humano

<400 3

Met Gy val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Lew iLeu Ser
1 Y 5 e 10 d 1s

Ley Ser Leu Pro Leu Gly Ley Pro val Lew Gly Ala pPro Pro Arp

20 25 30
Ile Cys Asp Ser Arg val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys
35 . 40 © A5
Ala 613 Asn Ile Thr Thr Gly Cys Asn 63u Thr gzs Ser teu Asn
50 55

Ash Tle Thr val Pro Asp Thr Lys Val Asn phe Tyr Ala Trp Lys
65 70 75

Met 6Tu val Gly Gln Gln Ala val Glu val Trp Gn Gly teu Ala
85 o0 85

teu Ser Glu Ala val teu Arg Gly Gln Ala Leu teu val Asn Ser
100 105 110

Leu

Glu

(17

ATg

80

teu

ser

GIn val Asn Glu Thr Leu GIn Leu His val Asp Lys Ala val ser Gly
115 120 12%

=08 APG- SR L M- THE-ThE Leu-L el Arg - Ala.eu- G - A3 G R- Ly S 61U
R 135 euAReA S0 ¥s5::6

Ala Ile ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr Ile
145 150 1535 1650

Thr Ala Asp Thr Phe Arg tys Leu rhe A;g val Tyr Ser Asn Phe
163 170 175

Leu

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Thr Gly 6lu ale Cys Arg Thr Gly A
g Gy 180 Tyt :LBg Cy 9190 y Asp

Arg

340
582
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REIVINDICAGCOES

1. Processo para prepara¢dao de uma proteina estimuladora da

eritropoese biologicamente ativa in vivo, compreendendo as etapas de:

| (a) crescimento, em condigbes nutritivas adequadas, das células
hospedeiras transformadas ou transfectadas com uma sequéncia de DNA
isolada selecionada do grupo consistindo em (i) as sequéncias de DNA es-
tabelecidas nas SEQ ID N2.1 e SEQ ID N®. 2, (ii) a proteina codificando a
sequéncia representada na SEQ ID N°. 3, e (iii) as sequéncias de DNA que
hibridizam sob condi¢des estringentes com as sequéncias de DNA definidas
em (i) e (ii) ou com as suas fitas complementares; e

(b) isolamento da dita eritropoetina produzida a partir das mes-
mas.

2. Processo para a preparagao de um produto biologicamente
ativo in vivo da eritropoetina compreendendo as etapas de transformar uma
célula hospedeira com uma sequéncia sintetizada de DNA codificando a se-
quéncia de aminoéacidos da eritropoetina de acordo com a SEQIDN2. 3 e o
isolamento da dita eritropoetina produzida a partir da dita célula hospedeira
ou do seu meio de crescimento.

3. Processo de acordo com as reivindicagdes 1 ou 2 em que as
ditas células hospedeiras sao células de mamiferos.

4. Processo de acordo com as reivindicagdes 1 ou 2 em que as
ditas células hospedeiras sao preferivelmente células CHO K1.

5. Processo para produgéo de um polipeptidio glicosilado da eri-
tropoetina possuindo propriedades bioldgicas in vivo de fazer as células de
medula éssea aumentarem a producao de reticuldcitos e células vermelhas
do sangue compreendendo as etapas de:

a) crescimento, sob condi¢des nutritivas adequadas, das células
de mamiferos compreendendo o DNA promotor, outro DNA promotor da eri-
tropoetina diferente do ser humano, operacionalmente ligado ao DNA codifi-
cando a sequéncia de aminoacidos da eritropoetina madura da SEQ ID N9, -
3; e

b) isolamento do dito polipeptidio glicosilado da eritropoetina ex-
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pressado pelas ditas células.

6. Processo de acordo com a reivindicagdao 5, em que o dito
DNA promotor € um DNA promotor viral.

7. Processo para a preparagao de um produto biologicamente
ativo in vivo da eritropoetina compreendendo as etapas de transformar uma
célula hospedeira com um vetor de construgdo das figuras n2. 10oun® 11 e
o isolamento da dita eritropoetina produzida a partir da dita célula hospedeira
ou do seu meio de crescimento.

8. Processo de acordo com a reivindicagdo 7, em que o dito ve-
tor € um vetor de expressao especifico de células de mamiferos e mais pre-
ferivelmente um vetor tal como representado nas figuras n. 10 e n° 11.

9. Composicao farmacéutica compreendendo uma quantidade
terapeuticamente eficaz da eritropoetina humana e um diluente, adjuvante
ou veiculo, farmaceuticamente aceitaveis em que a dita eritropoetina é puri-
ficada de células de mamiferos cultivadas em meio de cultura.

10. Método de elevagédo e manutengdo do nivel de hematécrito
em um mamifero compreendendo a administracdo de uma quantidade tera-
peuticamente eficaz de um analogo hiperglicosilado de eritropoetina em uma
composigao farmacéutica como definida na reivindicagao 9, em que o analo-
go é administrado menos frequentemente do que uma quantidade equivalen-
te molar da eritropoetina humana recombinante para obter um nivel objetiva-

do comparavel de hematdcrito.
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Figura 1:
Alinhamento da sequéncia pareada das versdes néo otimizada
e otimizada do codon da sequéncia de nucleotideos do DNA que

codificam a mova proteina estimuladora de eritropoiese

100 1 120 i 0 + 169 4 100 4

440 * 500 * 5 ¥ 540 * 360 *
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Figura 2:

Sequéncia de alinhamento do cDNA da AVCIP-Nesp-Opt
(Nesp-Opt — sintético) novamente sintetizado com a sequéncia
estabelecida do gene Nesp-Opt.
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Figura 3:
Sequéncia de alinhamento do cDNA da AVCIP-Nesp (Nesp— sintético)
novamente sintetizado com a sequéncia estabelecida do gene Nesp.
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Figura 4:
Digest&o da restricdo do vetor e da insergao.

~ 5,5 kb
{(vetor da -
cadeia i

principal)

_ ~ 600 kb
& (insergdo
do cDNA)

~ Faixa 1: pcDNA3.1D / V5-His-Hindlll / Xbal.
~ Faixa 2: cadeia de 1 kb (marcador de DNA).

Faixa 3: pcDNA3.1D / V5-His-BamHI / Xhol.

Faixa 4: cadeia de 1 kb (marcador de DNA).

Faixa 5: pBSK / Nesp-BamHI / Xhol.

Faixa 6: cadeia de 1 kb (marcador de DNA).

Faixa 7: pBSK / Nesp-Opt-Hindlll / Xbal.
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Figura 5: '
Fragmentos digeridos das restricbes de AVCIP- Nesp,
AVCIP-Nesp-Opt e pcDNA3.1D/V5-His.

~600 bp

insercgédo. . e
cDNA =P = L oz

Faixa 1: AVCIP-Nesp / BamHI/Xhol - purificado em gel.
Faixa 2: AVCIP-Nesp-Opt/ Hindlll/Xbal — purif. em gel.
Faixa 3: cadeia de 1 kb (marcador de DNA). ’
Faixa 4: pcDNA3.1D/V5-His /BamHI/Xhol — purif. em gel.
Faixa 5: pcDNA3.1D/V5-His /Hindlll/Xbal — purif. gel.
Faixa 6; cadeia de 1 kb (marcador de DNA).
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Figura 6: :

Analise da digestéo da restrigdo dos clones presumidos
da AVCIPpcDNA3. 1D/V5-His/Nesp e da AVCIPpcDNAS.
1D/V5-His/Nesp-Opt.

YRR R

1 & 3 4 & @& ‘?89?61%12‘131§§§§£i*?!'8

s LAY Thg

~BEBNPBBsEN_

~600 bp
liberagédo da
= insercgéo

~600 bp
liberago da
insergédo “

Faixas 1 a 5: clones AVCIPpcDNA3.1D./ V5-His / Nesp-
Opt - HindIII/Xbal digeridos. |
Faixa 6: cadeia de 1 kb (marcaddr de DNA).

Faixas 7 a 16: clones AVCIPpcDNA3.1D / V5-His / Nesp -
BamHI/XhoI digeridos.
Faixa 17: cadeia de 1 kb (marcador de DNA).

Faixa 18: controle +ve (insercgdo).
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Figura 7:

Andlise da digestdo da restrigao dos clones da AVCIPpcDNAS.
1D/V5-His/Nesp e da AVCIPpcDNA3.1 D/V5-His/Nesp-Opt usando
enzimas de clivam internamente o cDNA das

AVCIP-Nesp e AVCIP-Nesp-Opt.

y ~480 bd

Faixas de 1 a 4: clones AVCIPpcDNA3.1D / V5-His / Nesp

- digestdo PstlI.
Faixa 5: cadeia de 1 kb (marcador de DNA).

Faixas 6, 7, 9 e 10: clones AVCIPpcDNA3.1D / V5-His /

Nesp-Opt - digestdo Apal/XhoI.

Faixa 8: cadeia de 1 kb (marcador de DNA)
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Figura 8: :
Sequéncia de alinhamento do clone n° 4 do cDNA (Nesp-Opt sintético)

da AVCIP-Nesp-Opt com a sequéncia estabelecida do gene Nesp-Opt.
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Figura 9:
Sequéncia de alinhamento do clone n°® 9 do cDNA (Nesp sintético)

da AVCIP-Nesp com a sequéncia estabelecida do gene Nesp.
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Figura 10:
Mapa construtor: AVCIPpcDNA3.1D/V5-His/Nesp.
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Figura 11:
Mapa construtor: AVCIPpcDNA3.1D/V5-His/Nesp-Opt
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Figura 12:
pcDNA3.1/Nesp (natural).
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Figura 13: ,
pcDNAS3.1/Nesp (OptSeq).
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Figura 14:

Analise Western blot dos Ilsados totais das linhagens de células CHO K1
transfectadas ou por pcDNA3.1/Nesp (natural) ou por pcDNA3.1/Nesp
(OptSeq) e Aranesp® usando antlcorpo de coelho anti-eritropoietina
humana (2 pg/ml). :

Faixa 1: marcador de peso molecular.

Faixa 2: Aranesp® 50 ng.

Faixa 3: Aranesp® 100 ng.

Faixa 4: lisado celular da CHO K1 — pcDNA3.1 / Nesp(OptSeq) 20 ug.
Faixa 5: lisado celular da CHO K1 — pcDNA3.1 / Nesp(OptSeq) 10 pg.
Faixa 6: lisado celular da CHO K1 — pcDNAS3.1 / Nesp(natural) 20 pg.

Faixa 7: lisado celular da CHO K1 — pcDNA3.1 / Nesp(natural) 10 ug.

Faixa 8: lisado celular da CHO K1 de controle ndo transfectada 20 ug.
Faixa 9: lisado celular da CHO K1 de controle nédo transfectada 10 ug.
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Figura 15:
Diagrama de fluxo para o desenvolvimento
da linhagem de célula estavel.
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Figura 16: , .
Fotos instantaneas das coldnias que foram pescadas para
o desenvolvimento das linhagens de células CHO K1
estaveis expressando a darbepoietina alfa.
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Figura 17:
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Representacao esquematica da dsp para a nesp.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "METODO RECOMBINANTE PARA A PRODUCAO
DE UMA PROTEINA ESTIMULADORA DA ERITROPOESE".

A presente invengao refere-se ao método recombinante usado
para a producao de uma forma altamente glicosilada (no total cinco glicosila-
¢cOes ligadas ao N em véz de trés glicosilagdes ligadas ao N na EPO natural)
da eritropoetina. Os sitios acrescentados de glicosilagdo resultardo em um
maior numero de cadeias de carboidrato, em um conteldo mais elevado de
acido sialico do que na EPO humana, o que por sua vez comunicaria & mo-
lécula recombinante uma meia-vida mais longa. A invengdo também refere-
se a construgdo de cassetes de expressdo compreendendo a codificacdo de
sequéncias de acidos nucléicos para uma forma altamente glicosilada da
eritropoetina e sua-expressdo estavel nas células hospedeiras. A invengédo
também se relaciona a um método otimizado de purificagdo da proteina es-
timuladora da eritropoese. A EPO recombinante de acordo com a presente
invencéo, e os sais e os derivados funcionais da mesma, podem compreen-
der o componente ativo das composi¢ées farmacéuticas para um aumento
na taxa de hematdcrito para o tratamento da anemia e para a restauragédo do

bem-estar e da qualidade de vida do paciente.
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