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RESUMO
“PLASMIDEOS, SUA CONSTRUGAO E SUA UTILIZAGAO NA
PREPARAGCAO DE INTERLEUCINA-4 E DE PROTEINAS MUTANTES DE
INTERLEUCINA-4"

A presente invengao relaciona-se com a construcado e
utilizacdo de plasmideos de expressao na preparacao de
interleucina-4 recombinante (IL-4) e de proteinas

mutantes de interleucina-4.
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DESCRICAO
“PLASMIDEOS, SUA CONSTRUGAO E SUA UTILIZAGAO NA

PREPARAQAO DE INTERLEUCINA-4 E DE PROTEINAS MUTANTES DE
INTERLEUCINA-4"

Area da Invengédo
A presente invengao relaciona-se com a construgao e
utilizacdao de plasmideos de expressao na preparacao de
interleucina-4 recombinante (IL-4) e de proteinas

mutantes de interleucina-4.

Antecedentes da Invengédo
A interleucina-4 (IL-4) humana adulta é constituida por
129 aminodcidos com 50% de homologia em relacgdo a IL-4
do ratinho. A IL-4 & a unica citocina conhecida gue
orienta a diferenciacdao das células T auxiliares para
um fendétipo Ty, (Mosmann e Sad, Immunol. Today 17, 138-
146, 1996). A IL-4 faz a sinalizacdo em linfdcitos e
noutras células através de um complexo heterodimérico
de dois receptores de citocina, o IL-4Ra € a cadeia vy
(yc). Foram descritos mutantes de IL-4 antagonistas
(Kruse et al., EMBO J. 11, 3237-3244, 1992). Trés
aminodcidos proéximos da extremidade C (R121, Y124 e
S125) séao importantes para ligagcdo a cadeia vyc. A
introducdo de Asp (D) nestas posicdes Dbloqueia a
dimerizacdao do receptor e a sinalizacadao através da

membrana.

A proteina mutante dupla de interleucina-4 (IL-4 DM) é

uma variante da IL-4 com 2 alteracles de aminodacido nas



posicdes 121 e 124 designada por IL-4 R121D Y124D. A
IL-4 DM consegue bloquear tanto a actividade da IL-4
como a actividade da IL-13. Em contraste com todos os
mutantes de posigao unica nunca foi encontrada qualquer
actividade agonista residual para esta proteina
mutante. Julga-se que estas propriedades antagonistas
da IL-4 DM sejam Uteis para o tratamento de doencas que
envolvem o desenvolvimento de for Tu e/ou a producao

de IgE (Ryan, J. Allergy Clin. Immunol. 99, 1-5, 1997).

Como foi descrito em varias publicacbes, pode utilizar-
se organismos procariotas para produzir IL-4
recombinante e proteinas mutantes de IL-4.
Infelizmente, o0s sistemas descritos tém um certo numero
de desvantagens (baixo nivel de expressao, baixa
estabilidade do vector de expressao) que torna
impossivel ou economicamente impraticdvel a producdo em
grande escala da IL-4 e das proteinas mutantes de IL-4.
PTITSYN L.R. e AL’TMAN IB.: BULLETIN OF EXPERIMENTAL
BIOLOGY AND MEDICINE, vol. 119, n° 1, Janeiro de 1995,
padginas 77-79, intitulada ‘Recombinant Escherichia coli
strains provide high-level expression of human
Interleukin-3 and Interleukin-4.’ A matéria objecto da
presente invencado difere desta citacado pelo facto de
envolver um promotor T5 de E. coli. no operao
reivindicado. A Patente dos Estados Unidos 4 689 409
relaciona-se com o melhoramento da expressao microbiana
de polipéptidos e MAKRIDES S.C.; MICROBIOLOGICAL
REVIEWS, vol. 60, n° 3, 1 de Setembro de 1996, paginas
512-538, relaciona-se com ‘Strategies for achieving

high-level expression in Escherichia coli’.



Os critérios principais para um sistema de expressao

eficiente e seguro séo:

o rendimento de produto elevado
. expressao reguldvel estéavel
° estabilidade do vector de expresséo

Existem varias caracteristicas de um plasmideo de
expressao que sao importantes para o0os critérios
listados acima (Hannig et al., TIBTECH. 16, 54-60,
1998) . Estas sao:

. Promotor

° Sitio de ligacao ribossdédmico (rbs)

° Utilizacdo do coddao do gene correspondente
° Finalizador transcricional

. Gene de resisténcia

o Regulacao de expressao

° Origem de replicacao (ori)

Resumo da Invengéo

Produziu-se plasmideos de expressdao para a IL-4 e para
as proteinas mutantes de IL-4 com modificacdes em todos
os elementos relevantes para um sistema de expressao
eficiente e seguro. A qualidade e a aptiddo do sistema
de expressao correspondente foram classificadas

principalmente de acordo com o0s critérios seguintes:

o Rendimento de IL-4 e das proteinas mutantes

de IL-4



° Estabilidade do plasmideo

° Conservacgao da capacidade de inducgao

Por conseguinte, o objecto da presente invencdo é
tornar acessivel um processo para a construgao e
utilizacdao de plasmideos de expressao na produgdao em
grande escala de interleucina-4 recombinante (IL-4) e
de proteinas mutantes de interleucina-4. Além disso, o
sistema hospedeiro/vector recentemente desenvolvido
deverd ser muito adequado para a expressao de outras
proteinas (citocinas, factores de crescimento,

receptores soluveis, anticorpos etc.).

Surpreendentemente, constatou-se que bactérias
transformadas com plasmideos de acordo com a presente
invengao originam valores de velocidade de expressao,
estabilidade de plasmideo e estabilidade de expressao
muitas vezes superiores aos observados na transformacao
de hospedeiros idénticos com plasmideos conhecidos na
técnica. Deste modo, os plasmideos desta invencao séao,
de longe, mais uUteis para a preparacao de interleucina-
4 recombinante e de proteinas mutantes de interleucina-

4 do que todos os plasmideos anteriormente conhecidos.

0O sistema vector recentemente desenvolvido contém os

elementos seguintes:

Promotor T5
O promotor T5 do fago de E. coli em conjunto com duas

sequéncias operadoras lac ¢é proveniente do plasmideo

POE30 (Qiagen) pertencente a familia pDS de plasmideos



(Bujard et al., Methods Enzymol. 155, 416-433, 1987 e
Stiilber et al., Immunological Methods, I. Lefkovits e B.
Pernis, eds., Academic Press, Inc., Vol. IV, 121-152,

1990) .

Sitio de ligagdo ribossémico T7 gl0

O sitio de ligacdo ribossdédmico (rbs) ¢é proveniente da
regidao a montante do gene 10 do fago T7 (lider T7 g
10). O gene 10 do fago T7 codifica a proteina de
revestimento, a qual é a proteina principal expressada
apdés infeccao pelo T7. O T7 gl0 rbs foi obtido a partir
do vector pET-9a (Studier et al., Methods Enzymol. 185,
60-89, 1990). O 1lider T7 gl0 abrange uma regido de
cerca de 100 pb (Olins et al., Gene 227-235, 1988). Na
construcdao de expressao final a regidao a montante do
sitio Xbal foi eliminada. A sequéncia lider T7 gl0
abrange agora 42 pb e inclui uma alteracdao de base de G

para A na posicdo 3638 do plasmideo preferido.

Utilizagdo do coddo da sequéncia de IL-4 natural

Como uma medida eficaz do desvio de utilizacao de codéao
sinénimo, o indice de adaptacdao de codédo (CAI) pode ser
util para prever o nivel de expressdao de um dado gene
(Sharp et al., Nucleic Acids Res. 15, 1281-1295, 1987 e
Apeler et al., Eur. J. Biochem. 247, 890-895, 1997). O
CAI é calculado como a média geométrica dos valores de
utilizacao de codéao sindénimo relativo (RSCU)
correspondendo a cada um dos coddes utilizados num
gene, divididos pelo CAI maximo possivel para um gene
da mesma composicdo de aminocdcidos. Os valores de RSCU

para cada codao sao calculados a partir de genes



extremamente expressados de um organismo particular,
e.g. E. coli, e representam a frequéncia observada de
um coddo dividida pela frequéncia esperada assumindo
uma utilizacdo igual dos coddes sindénimos para um
aminodcido. Genes extremamente expressados, e.g. genes
que codificam proteinas ribossémicas, tém geralmente
valores de CAI elevados =2 0,46. Genes fracamente
expressados como os lad e trpR na E. coli tém wvalores

de CAI baixos < 0, 3.

O valor de CAI calculado da E. coli para a sequéncia de
IL-4 natural é de 0,733. Isto significa que o gene
natural deveria ser muito adequado para expressao
extremamente elevada na E. coli. Contudo, um gene
sintético com utilizacdo de coddo de E. coli dptimo
(valor de CAI = 1) tem potencial para aumentar o nivel
de expressao. Deste modo, concebeu-se e clonou-se genes

sintéticos de IL-4 e de proteinas mutantes de IL-4.

Finalizador de transcrigéo

Um fragmento de ADN de T7 contendo o finalizador de

transcrigdo T¢ é proveniente do vector pET-9a (Studier
et al., Methods Enzymol. 185, 60-89, 1990) . Os
finalizadores de transcricao determinam os pontos em
que o complexo de ARNm-ARN polimerase-ADN se dissocia,
finalizando desse modo a transcricao. A presenca de um
finalizador de transcrigdo no final de um gene
extremamente expressado tem védrias vantagens: eles
minimizam o sequestro de ARN-polimerase que possa estar
envolvida em transcricdo desnecessdria, eles restringem

0o tamanho do ARNm ao minimo, limitando desse modo o



dispéndio de energia, uma vez que uma transcricgcao forte
pode interferir com a origem de replicacdo, um
finalizador de transcricdo aumenta a estabilidade do
plasmideo devido a conservacdo do numero de cdépias

(Balbas e Bolivar, Methods Enzymol. 185, 14-37, 1990).

Gene de resisténcia

O gene de resisténcia kan é proveniente do vector pET-
9a (Studier et al., Methods Enzymol. 185, 60-89, 1990).
Originariamente, este é o gene kan de Tn903 do vector
PUC4KISS (Barany, Gene 37, 111-123, 1985). No plasmideo
preferido o gene kan e o gene da IL-4 e da proteina
mutante de IL-4 tém orientacgdes opostas, pelo gue nao
haverd um aumento no produto do gene kan apds inducao
devido a transcricdo de leitura ao longo do promotor
T5. Escolheu-se canamicina como marcador selectivo
porque é o antibidético preferido para efeitos de GMP.
Além disso, os vectores a base do gene kan sdo mais
estdvels do que os plasmideos resistentes a ampicilina
(bla). A selectividade a ampicilina tem tendéncia a
perder-se a medida que o farmaco ¢é degradado pela
enzima P-lactamase excretada. O modo de resisténcia
bacteriana a canamicina assenta numa aminoglicdsido-

fosfotransferase que inactiva o antibidtico.

Regulagido da expresséo

A expressao controlada do gene é absolutamente
necessaria para a construcdao de um sistema plasmideo
estdvel, em particular se a proteina de interesse é
prejudicial para a célula hospedeira. O plasmideo

preferido utiliza um sistema gque pode ser induzido a



base de lac constituido por um gene repressor de lac
(lacI) e duas sequéncias operadoras lac sintéticas
fundidas a jusante do promotor T5 do fago de E. coli. O
promotor lacI? e o gene estrutural lacI foram isolados
do vector pTrc9%9A (Amann et al., Gene 69, 301-315,
1988). I7 é uma mutacdo do promotor que conduz a uma
sobreproducadao do repressor laclI. O repressor lac de
tipo selvagem é uma molécula tetramérica compreendendo
quatro subunidades idénticas de 360 aminodcidos cada. O
tetramero repressor lac € um dimero de dois dimeros
funcionais. As quatro subunidades sao mantidas em
conjunto por um agrupamento de quatro hélices formado
pelos residuos 340-360. Devido ao isolamento do gene
lacI do vector pTrc99A por um corte NarI, os residuos
para além do aminodcido 331 sdo apagados e adicionados
10 aminodcidos que ndo estdo normalmente codificados no
gene lacI. Sabe-se que as mutacdes ou delecgdes due
ocorrem na extremidade C da lacI, para além do
aminoadcido 329, originam dimeros funcionais gque sao
fenotipicamente semelhantes ao repressor de tipo

selvagem (Pace et al., TIBS 22, 334-339, 1997).

Origem de replicagdo (ori)

A origem de replicacao (ori) do plasmideo preferido é
derivada do vector pET-9a, ori essa que provém de
PBR322. Consequentemente, o plasmideo preferido &
portador do replicdao pMBI (ColEl). Os plasmideos com
este replicdo sdo plasmideos de cédpias multiplas gue se
replicam de um modo ‘relaxado’. Em condig¢des normais de
crescimento sdo mantidas, um minimo, de 15-20 cépias de

plasmideo em cada célula bacteriana. O numero efectivo



para o plasmideo preferido estd dentro desta gama. A
replicacdao da ori de tipo ColEl € iniciada por um
transcrito de ARN de 555 nucledétidos, ARN II, o qual
origina um hibrido persistente com a sua cadeia molde
de ADN préxima da ori. O hibrido de ARN II-ADN é depois
dissociado pela RNase H na ori para produzir um
oligonucledtido com o 3’-0OH livre gque actua como um
iniciador para a ADN-polimerase I. Esta iniciacdo da
sintese de ADN € regulada negativamente pelo ARN I, uma
molécula de ARN com 108 nucledétidos complementar a
extremidade 5’ do ARN II. A interacgdo do ARN I
antimensageiro com o ARN II provoca uma alteracéo
conformacional no ARN II que inibe a ligacgdo do ARN II
a cadeia molde de ADN e impede, consequentemente, a
iniciacdo da sintese do ADN de plasmideo. A 1ligacéao
entre 0s ARNs I e II ¢ intensificada por uma proteina
pequena de 63 aminodcidos (a proteina Rop, Repressora
do iniciador), que & codificada por um gene localizado
400 nucledétidos a Jjusante da origem de replicacgao
(Sambrook et al., Molecular Cloning, Cold Spring
Harbor, 1989). A deleccao do gene da rop leva a um
aumento no numero de codpias e, devido a um efeito de
dosagem de gene, a um aumento dos niveis de expressao
do gene heterdlogo codificado pelo plasmideo. Observou-
se também o mesmo para os vectores de expressao da IL-4
avaliados. Mas verificou-se que os plasmideos de rop
sdo instédveis e perdem-se muito rapidamente durante a
fermentacao em condicgdes nao selectivas. Por
conseguinte, o replicao do plasmideo preferido contém o
gene da rop para garantir uma estabilidade elevada do

plasmideo. O plasmideo preferido nao tem o gene mob
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necessario para mobilizacdo e &, por esse motivo,
incapaz de orientar a sua prépria transferéncia

conjugal de uma bactéria para outra.

No plasmideo preferido eliminou-se todos os elementos
que ndo sdo necessarios para a replicacdo, resisténcia

e expressao regulavel do plasmideo.

Por exemplo pode utilizar—-se um gene de interleucina-4
natural ou de uma proteina mutante de interleucina-4 em
vez do sintético com utilizacdo optimizada do codao de
E. coli. O finalizador de transcrig¢do preferido é o T¢
mas também podem ser utilizados outros finalizadores

como o rmb T2 ou aspA.

Os métodos utilizados no decorrer da definicgcao do

sistema de expressao sao fornecidos a seguir.

MATERIAIS E METODOS

Enzimas

As endonucleases de restrigao, a fosfatase alcalina
intestinal de wvitelo, a polinucledétido T4-cinase e a
ADN T4-ligase foram adguiridas a Boehringer Mannheim e
GIBCO-BRL e utilizadas como recomendado pelo

fornecedor.

Métodos de ADN recombinante
Os procedimentos de clonagem correntes foram descritos
em Sambrook et al. (Molecular Cloning, Cold Spring

Harbor, 1989). As transformagdes foram realizadas
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segundo M. Scott (Seed e Aruffo, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 84, 3365-3369, 1987). Como hospedeiros para

transformagdes utilizou-se essencialmente as estirpes
de E. coli DHba (GIBCO BRL) e W3110 (ATCC 27325). O

gendtipo da W3110 € K12, F, [N(rrnD-rrnE)]A .

Os isolamentos em grande escala do ADN de plasmideo
foram realizados com Qiagen-tips (Qiagen). A extraccao
de fragmentos de ADN dos geles de agarose foi realizada
utilizando Jetsorb (Genomed) como recomendado pelo

fornecedor.

Os oligonucledétidos para mutagénese orientada para o
local, reaccgdes de PCR e sequenciacao foram obtidos de

MWG Biotech, Pharmacia Biotech ou GIBCO BRL.

As experiéncias de mutagénese foram realizadas pelo
método de Deng e Nickoloff (Deng e Nickoloff, Anal.
Biochem. 200, 81-88, 1992) utilizando o sistema ‘Unique
Site Elimination Mutagenesis’ da Pharmacia Biotech. O
iniciador utilizado para a recreacdo do T7 gl0 rbs tem
a sequéncia seguinte:
5'TCAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACATCTAGAAATAAGTTTAACTTTAA
GAA3’ (Seqg. 1).

Todas as construgdes e sequéncia de ADN foram
confirmadas utilizando a Sequenciacdo pelo Ciclo
Finalizador Corante com ADN AmpliTag-Polimerase, FS num

sequenciador ABI 373A (Applied Biosystems).
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A invencdo € explicada em mais pormenor pelos exemplos,

figuras e informacdao de sequéncias gue se seguem:

FIG.

FIG.

FIG.

1 até FIG.

5:

6:

4.

Construcgéao do plasmideo de
expressao preferido. (Abreviaturas:
IL-4 TM, proteina mutante tripla de
IL-4; 1IL-4 DM, proteina mutante
dupla de IL-4).

Estabilidade do plasmideo dos
vectores de expressdao da proteina
mutante de IL-4 PRO21.1.0 e
PRO2.1.0. 0 vector PR0O2.1.0
permanece totalmente estdvel ao
longo de 78 geragdes sem seleccgao
com antibidtico. Em contrapartida o
vector de expressao pR021.1.0, o

qual se baseia no plasmideo pET-30a

(Novagen) comercialmente
disponivel, é perdido muito
rapidamente. Apenas 16% das

coldénias contém o plasmideo apds 78

geracdes sem seleccao com
canamicina.
Conservacao da capacidade de

indugcdo e expressdo do vector de
expressao preferido da IL-4 e da

proteina mutante de IL-4.
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EXEMPLOS

Exemplo 1

Ensaio da estabilidade do plasmideo

Os ensaios de estabilidade do plasmideo foram iniciados
sempre com uma cultura congelada em azoto liquido.
Determinou—-se a ODgoo da cultura descongelada, diluiu-se
a cultura até 10* em tampdo de PBS e aplicou-se em

placas de agar LB sem antibidético.

Inoculou-se 1 ml da cultura descongelada em 100 ml de
meio de peptona (30 g de peptona de soja, 20 g de
extracto de levedura, 5 g de KH;PO,, 20 g de Glicerol,
1 g de MgSO, x 7H;O por litro, pH 7,0) e incubou-se a
37 °C a 280 rpm durante 24 horas.

Determinou—-se a ODgoo da cultura multiplicada, diluiu-se
a cultura até 10° em tampao de PBS e colocou-se em
placas de agar LB sem antibidtico para se obter

coldénias bem isoladas.

Inoculou-se 100 pl da cultura multiplicada em 100 ml de
meio de peptona e incubou-se a 37 °C a 280 rpm durante

24 horas. Repetiu-se este procedimento oito vezes.

Aplicou-se 100 coldénias bem separadas das placas LB nas
quadriculas de placas LB com canamicina (25 pg/ml) e
placas LB sem canamicina e incubou-se a 37 °C dum dia
para o outro. Determinou-se todos os dias a percentagem

de coldénias resistentes.
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O numero de geracgdes por dia foil calculado de acordo
com a seguinte férmula: 109 [ODs¢oo FINAL/ODgoo
INICIAL]/log 2.

Para os estudos de expressao diluiu-se 100 vezes 1 ml
de uma cultura multiplicada para meio LB e manuseou-se

como se descreve (ver Exemplo 2).

Exemplo 2

Expresséao

Para a expressao em pequena escala de interleucina-4 e
proteinas mutantes de interleucina-4, multiplicou-se as
células em meio LB (10 g de triptona de Bacto, 5 g de
extracto de levedura, 10 g de NaCl por litro, pH 7,5)
até a O0ODggo atingir 0,8-1,0. A expressao foi induzida
pela adigdo de IPTG até uma concentragao final de 0,5
mM e prosseguiu-se a incubacdo durante 5 horas. As

células foram colhidas por centrifugacéao.

Para andlise por SDS-PAGE, ressuspendeu-se sedimentos

de células em tampdao de carga para SDS-PAGE até uma

concentragdo de 1 unidade de ODgpo/100 pl.



<110>

<120>

15

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

Bayer AG

PLASMIDEOS, SUA CONSTRUCAO E SUA UTILIZACAO NA

PREPARACAO DE INTERLEUCINA-4 E DE PROTEINAS MUTANTES DE

INTERLEUCINA-4

<130>

<140>
<141>

<160>

<170>

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

Plasmideos para proteinas mutantes de IL-4

Patentin Ver. 2

1
60
ADN

Desconhecida

Descricdo do Organismo Desconhecido: iniciador

1

tcaatigtga geggataaca atticacaca tolagaaata attfigitia actiiaagaa 80

<210>
<211>
<212>

2
4202
ADN



<213> Desconhecida

<220>

<223> Descrigao do Organismo Desconhecido:

<400> 2

ttagaaaaac
accatatttt
taggatggea
tattaattte
tgaatecggt
geecattacge
cgeetgageyg
atgeaacegy
ticttctaat
atcaggagta
tagtctgace
caactetgge
attatcgega
cctcgagoas
gtaageagac
gageghcaga
taatctgetg
aagagetacs
ctgtecttet
catacchoge
tracogggtt
ggggttcgly
agegtgaget
taagoggeay

teategagea
tgaaaaagec
agatootggt
coctogtoaa
gagaatggea
tegteatcaa
agacgaaata
cgeaggaaca
agctyggaaty
cggataaaat
atcteatetg
geatoegyget
geocatttat
gacgtitece
agttttattg
ccecgtagaa
cttgcaaaca
aagteotLent
agbgtagceyg
tctgotaate
ggactcaaga
gagagageed
atgagaaage
ggtcggaaca

tcagatygaaa
gtttetgtaa
ateggtetge
aaataaggtt
aaagettatg
aatcactege
cgegatoget
ctgocagege
ctgttiteae
gottgatggt
taacatcatt
toccatacaa
acccatataa
gttgaatatyg
ttcatgacoa
aagatcaaag
azaaaaceac
egaaggtaa
tagttaggec
ctgttaccag
cgatagttac
agertgygage
gocacgetie
ggagagcegea

ctgeaattta
tgaaggagas
gattocegact
atcaagtgag
cattitctite
atcaaccaaa
gitaaaagga
atcaacaata
ggggategesa
cggaagagge
gqcaacgceta
tegatagatt
atcageatcee
goteataaca
aaateoctta
gatctictty
cgetaccage
ctggetteag
accacttoaa
tggckgetyge
cggataaggce
gaacgaceta
cCgaaggyay
cgagggaget

Humano

ttcatatcag
aactcagceya
cgtecaacat
aaatcaceat
cagacttgtt
cegrtattea
caattacaaa
ttiteaccty
gtggtgagta
ataaattoog
cettigeeat
gregeacotyg
atgttggaat
ceoetigtat
acgtgagtit
agatcettit
ggtggtttgt
cagageyacay
gaactetgtsa
cagtggegat
gcageggteg
caccgaacty
AFAYGTYgac
tecaggggga
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gattateaat
ggeagticea
caatacaacc
gagtgacygac
caacaggoca
ttegtgattyg
caggaatcga
aatcaggata
accatgeate
tcagocagtt
gtticagaaa
attgeecgac
ttaategegy
tactgtitat
tegticcact
ttictgogog
ttgeeggate
ataccaaata
geaccgeota
aagtcgtgte
ggctgaacyg
agatacctac
aggtatccgyg
aacgectggt

ed
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
120
780
840
200
950
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



atctttatag
cgteagygyy
cetittgetyg
accgtattac
gogagtceagt
tgtgeggtat
gtltaasgeeag
cogoeaacac
caagotgtga
cgegegagge
goetgticat
ataaagoeggg

gggggattte
cgagttacty

gtatggatge
cgaagtggeg
cacctgtygge
tacgttgaca
gagagteaat
goeggtgroeh
agaacygoggy

geacaacaac
ctgcacgego
agegtagtyy
aatcttcteyg
gocattygotg
cagacaceea
catetggteg
teggegegto
atageoggaac
chgaatgagy
geaatgogeyg
tacgacgata
tttegeoectge
gtgaagggca
gaaakcataa
gagcggataa
acatatgeac
cgaacagaaa
caceagegas
ceacgaaaaa
gotgatoogh
ctgeecaggatt
catcatggac
coogaaagga
gggectctaa
te
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tectgteggy
geggagecota
gootittget
cgectttgay
gagegagygaa
tteacacoge
tatacactee
cegotgacge
cegtetoecgy
agctgegygta
cogagtacag
ccatgttaag
tgttcatgagg
atgatgaaca
ggogggacea
ageeegatet
geoggtgatg
coatcegaatyg
tecaggatggt
cttratcagac
aaaaagtgga

tggegggeas
cgtegeaaat
tgtogatggt
cgcaacgegt
tagaageotge
teaacagtat
cattygggica
tgegtatgge
gagaaggega
geategtice
ceattacega
CCgaagacay
tggggeaaac
atcagetgtt
aaaatttatt
caatttcaca
aaatgegata
accctgtgea
aaagaaaocch
gacaccogtt
ttcctgaaac
aaagaagceta
gaaaaagact
agctgagitg
acgggtottyg

de Setembro de 2006

tttegecace
tggaaaaacy
cacatgttat
tgagotgata
gtggaagagao
aatggtgeac
gotatogeta
geeetgacgy
gagotgeatyg
aagoteatea
ctogttgagt
ggoggttitt
ggtaatgata
tgecoggtta
gagaaaaate
toeecategy
cegagoeacga
gtgeaaaaac
gaatgtgaaa
cgtttceccge
ageggegatyg

acagtogtig
tgtoegeggeg
agaacygaage
cagtgygoetg
ctgecactaat
tatttictoe
ceageaaate
tggetggeat
ctggagtgee
cactgegatyg
gtcegggcoty
cheatgttat
cagegtggace
gooaegtetaa
tgoebttgtga
catctagaaa
toaccootges
ccgaactgac
tetgeoegtge
geetgggtge
gtetggaceg
accagtctac
ctasatgote
gotgetgeca
aggggttitt

tetgacttyga
coageaacyge
ttectgegtt
cegetegeoey
geeotgatgeg
tetcagtaca
cgtgactggy
gettgtetyge
tgteagaggt
gegtggtegt
tretecagaa
tectgttigg
ccgatgaaac
crggaacgtt
actcagggate
tgatgtegge
tgegtoagge
trtoqgeggta
ceagtaaegt
gtggtgaacce
goggagetga

ctgattggey
attaaatcte
ggcgtegaag
atcattaact
gticocgygeyt
catgaagacy
gogetgttag
aaatatctea
atgrecogygrt
ctggtigeea
cgegbtggty
atcoogeegt
cgettgotgo
ctggtgazaa
geggataaca
taattttatt
ggaaatcate
cghtaccegac
tgetacogtt
taccgetoag
taacctgtygg
cetggaaaac
ttcttaataa
cogetgagea
tgcetgaaagg

gegtegattt
ggectttita
atoeeeotgat
cageogaacg
gtattttete
atctgetotg
teatggetge
teceggeate
tttcacegte
gaagogattc
gegttaatgt
tcactgatge
gagagagygat
gtgagggltaa
aatgocageyg
gatataggoeyg
gtagaggate
tggeatgata
tatacgatgt
aggooagasa
attacattee

Ltgoecaccte
gogeogates
cctgtaaage
atcegotgga
tatttotiga
gtacgegact
cgggeceatt
ctogeaatea
ticaacaaac
acgatcagat
cggatatcte
taaccaccat
aactectetea
gaaaaacean
attataatag
taactttaag
assacocotga
atcticgotyg
ctgogicagt
cagttecacec
ggtctggety
ttoctggaac
ggatocogget
ataactagea
aggaactata
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ttgtgatget
cggttectyy
tetgtggata
accgagogca
cttacqgeate
atgeegoatsa
goocogacas
cgettacaga
atcaccyaaa
acagatgtoh
ctggettekg
cteegtgtaa
gcteacgata
acaactggey
cteatgageo
coageaaccy
gagatecatrt
gogecoggaa
acgeagagtat
cgtttetgeq
caacegegtg

cagteltgges
actgggtgos
ggcggtgeac
tgaccaggat
tgtotetgac
gggcgtggag
aagttctgte
aattcagoay
catgeaaaty
ggcgetyggge
ggtagtggga
caaacaggat
gggccaggeyg
cctggetoga
attcaattgt
aaggagatat
attetetgac
cttcgaaaaas
tctactetea
gtecacaaaca
gtetgaacay
gtctgaaaac
gotaacaaay
taaceocttg
tocggataat

1500
1560
1620
1880
1740
1800
1860
1820
1980
20340
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2644
2700

2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
33690
342¢
3484
3540
3600
3660
3720
3780
3840
33800
3860
4020
4080
4140
4200
4202



REIVINDICACOES

1. Vector @para a preparacdo de IL-4 e proteinas
mutantes de IL-4 numa estirpe de Escherichia coli,
compreendendo na ordem de 5’ para 3’ 0s seguintes
elementos ligados de uma maneira eficaz: um
promotor regulavel constituido pelo promotor TS5 do
fago de E. coli e duas sequéncia operadoras lac,
um sitio de ligacdo de ribossoma do fago de E.
coli T7 gl0, um codao de inicio de traducdo, um
gene estrutural para a IL-4 ou para uma proteina
mutante de IL-4 e a jusante desse gene estrutural

um finalizador de transcricao.

2. Construcadao de ADN a qual compreende a sequéncia de

ADN mostrada na Seqg. ID. N° 2.

3. Escherichia coli transformada com o vector da
reivindicagdao 1 ou com a construgaoc de ADN da

reivindicacao 2.

4. Utilizagdao do vector de acordo com a reivindicacéao
1 ou da construgao de ADN de acordo com a
reivindicacado 2 num método de preparacao de IL-4 e

de proteinas mutantes de IL-4.

Lisboa, 15 de Setembro de 2006
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Andlise por SDS-PAGE (15%) de extractos totais de E. coli/pR02.1.0
multiplicadas durante nuUmeros diferentes de geragdes sem selecgdo com
antibidético apdés 5 horas de indugéo com IPTG 0,5 mM. Aplicou-se 10 pl de

sedimentos celulares ressuspendidos em cada coluna. O gel foi efectuado

em condig¢des redutoras e revelados com azul brilhante de Coomassie.

Coluna 1: Marcador de peso molecular (Gama baixa, Life Technologies)
Coluna 2 Proteina mutante de IL-4 (5 ug)

Coluna 3 E. coli/pR0O2.1.0 (8 geracgdes) antes da indugio

Coluna 4 E. coli/pR0O2.1.0 (8 geracgdes) apds indugio

Coluna 5: E. coli/pR0O2.1.0 (18 geragdes) apds indugido

Coluna 6 E. coli/pR0O2.1.0 (28 geragdes) apds indugido

Coluna 7 E. coli/pR0O2.1.0 (38 geragdes) apds indugido

Coluna 8 E. coli/pR0O2.1.0 (48 geragdes) apds indugido

Coluna 9: E. coli/pR0O2.1.0 (58 geragdes) apds indugido

Coluna 10: E. coli/pR0O2.1.0 (68 geragdes) apds indugido

Coluna 11: E. coli/pR0O2.1.0 (78 geragdes) antes da indugido

Coluna 12: E. coli/pR0O2.1.0 (78 geragdes) apds indugido

Coluna 13: Marcador de peso molecular (Gama baixa, Life Technologies)

Coluna 14: Marcador de peso molecular (Gama alta, Life Technologies)
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