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57) Rezumat: Inventia se referd la un complex
Poly-Ig-proteina stabilizatoare format din : a) un
anticorp Poly-Ig specific pentru un anumit antigen
sau familie de antigeni; §i b) o proteina
stabilizatoare, contindnd cel putin un domeniu de
legare Poly-Ig a receptorului Poly-Ig, fiind lipsita
de transmembrane terminale C i domenii
intracelulare ale receptorului Poly-Ig; si prezinta
stabilitate proteolitica Al doilea obiect al invenfiei
este procedeul de obfinere a acestui complex, care
constd in aceea cid celulele epiteliale, ancorate,
prelucrate pentru a produce receptor Poly-Ig sunt

cultivate astfel, incat si formeze un monostrat de
celule pe un suport poros, respectivul monostrat
separind un prim mediu, la partea bazali a
monostratului, de un al doilea mediu, la partea
apicala, apoi se introduce IgA monoclonal, pe
partea bazali a monostratului §i se recupereazi
respectivul complex, pe la partea apicalda a
monostratului.
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Inventia se referd 1a un complex poly-
Ig-proteind stabilizatoare §i un procedeu de
obtinere a acestuia, destinati a fi folositd in
domeniul general al imunoprotectiei pasive a
mucoasei. Utilizim termenul poly-Ig, pentru
clasele de anticorpi polimerici, adici Iga §i
IgM, Anticorpii IgM sunt produsi, In general,
in etapele inifiale ale r3spunsului imun §i nu
reprezintd un factor important in imunitatea
mucoasei protectoare. Astfel, inventia se referd
1a anticorpi polimeriri Ig si anume cei preferafi
si uzuali pentru toate aspectele inventiei sunt
cei din clasa Iga care, in mod normal, sunt
secretati in formd de dimerd si intr-o mai micd
misurd ca polimeri fnalti Iga.

_ Multe virusuri i bacterii patogene intri
inifial fn corp prin traversarea inveligului
celular (epiteliul) al tractului gastrointestinal,
respirator sau genital. O clasd specializatd de
anticorpi §i anume anticorpi IgA protejeazi
aceste suprafefe. Anticorpii IgA sunt molecule
dimere sau polimere produse de celulele
localizate in {esuturile de sub suprafefele
epiteliale. Ei sunt transportati de celulele
epiteliale in secretiile mucoasei unde leagd sau
acoperii agentii patogeni care nu au pitruns
incd fn organism, prevenind ca acestia si
contacteze gi si adere la celulele epiteliale.
Astfel, anticorpii IgA acfioneazd asupra
agentilor patogeni care sunt in afara corpului,
protejand prin prevenirea intr¥irii in organism
prin suprafetele epiteliale. Rispunsul IgA care
decurge in mod natural este declangat de
asigurarea cu antigen a suprafefelor mucoa-
selor. Antigenul intrd fn corp prin pozifii
specifice (denumite microfold sau celule M),
prin care are lor trecerea transepiteliald a
antigenului spre suprafefele mucoaselor care
contin celule organizate si specializate ale
sistemului imun al mucoaselor . Dupd cum se
vede in fig.1,- antigenii A (reprezentafi prin
puncte pline) in lumenul 1 leagd suprafafa
luminald a celulelor M in pozifia 2. Antigenii
sunt imbogtiti si transferati prin citoplasmi la
3 pentru a fi eliberati in pliul intra-epitelial 4,
continind celule limfoide L (celule B §i T) si
prelucrarea antigenului/prezentind celule ca
celulele microfage M.

Anticorpii IgA, intr-o gazd3 imunizatd
natural sunt transportati in secretii prin legare
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la un receptor specific (denumit receptor poly-
Ig) pe suprafetele bazale (interioare) ale
celulelor epiteliale §i glandulare ale intregului
sistem digestiv §i respirator, tractul genital i
glandele mamare (Solari §i Krachenbuhl,
Receptor-Mediated Transepithelial Transport
of Polymeric Imunoglobulins, p.269-298 in The
Hammary Gland, Nelville §i Daniel, Ed.
Plenum  Publishing Cambridge (1978):
Mestecky (1987), J.Clin, Immunol 7: 265-276).
Complecsii receptor IgA sunt transportati prin
aceste celule si excitozati pe suprafefele celulei
(exterioare) unde receptorul este scindat
enzimatic, elibernd IgA in secretii, impreuni
cu un fragment de receptor denumit component
secretor (SC) [Mostov s.a. (1980), Proc.Nat 1
Acad.Sci. USA 77:7257-7261; Solari R. si
Krachenbuhl, J.P.Cell, 36; 61-71 Kuhn si
Krachenbuhl, J.Biol. Chem., 256; 12490-12495
(1981)]. Este prezentat faptul cd, componentul
secretor reduce degradarea proteoliticd a IgA
[Lindh, J.JImmunol., 114,284 - 286 (1975);
Brown s.a., J.Viin. Invest., 49; 1374 (1974)].
In general, strategiile de imunizare
existente care implicd injectarea antigenilor
provoacd producerea clasei de anticorpi IgG
care circuld sistemic §i neutralizeazd agentii
patogeni, dupd intrarea acestora in corp.
Eforturile de a avea protecfia IgA la barierele
mucoaselor implicd imunizarea orald fie pentru
protectia activd a mamiferelor imunizate, fie
pentru protectia pasivd a altor mamifere care
folosesc secretia mucoaselor mamiferelor
imunizate [Glass §.s., New EngJMed.,
308:1389-1392 (1983); Eubara s.s., J.Immunol,
111 (2) : 395-403 (1973)]. Anticorpii IgA
monoclonali au fost produsi si aplicati direct pe
suprafefele mucoasei respiratorii, in doringa de
a proteja fmpotriva intrdrii agentilor patogeni
[Mazanec §.a., J.Virol, 61:2624-2625 (1987)].
S-au pus la punct diferite cdi de a
obtine si stabiliza anticorpii poly Ig mono-
clonati care dau reactivi pentru imunoprotectia
pasivi a mucoaselor. Acesti reactivi sunt
complecsi poly-Ig specifici pentru un anumit
antigen sau familie de antigeni §i o proteind
stabilizatoare contindnd cel putin un domeniu
de legiturd poly-Ig al receptorului poly-Ig.
Stabilizatorul poly-Ig nu are transmembrane
terminale-C  sau domenii intracelulare
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receptorului poly-Ig. Complexul rezultat este
caracterizat prin stabilitate proteinici com-
parativ cu poly-Ig necomplexat si complexul
are proprictiti de legiturd specifici si de
articulare imunoprotectoare de poly-Ig. Un
prim aspect al inventiei, este aceea ci proteina
stabilizatoare este o proteini recombinati. intr-
un alt aspect al inventiei anticorpul poly-Ig este
un anticorp monoclonal.

Dupd cum se va detalia in cele ce
urmeazd, o formi preferati a complexului este
caracterizatd prin legdturi covalente (poli-
sulfurd) intre poly-Ig si stabilizator. Asemenea
complecsi pot fi ficufi de o celuld capabili si
producd poly-Ig specifice pentru antigenul sau
familia de antigeni selectati si care celuli a fost
ficutd si producd stabilizatorul poly-Ig.
Complexul este produs si recuperat dintr-o
culturd de astfel de celule.

De preferint¥, poly-Ig este o clasi de
anticorpi Ig A monoclonali. Stabilizatorul
preferat poate fi caracterizat prin domeniile
care sunt in receptorul poly-Ig si el contine
domeniul I, §i cel putin unul din domeniile IV
sau V, sau ambele, domeniul VI fiind
substantial micsorat. Dom eniul I este distantat,
de preferinti de domeniul V, printr-o secventi
de aproximativ 100....500 aminoacizi.

Un al treilea aspect al inventiei
prezinti poly-Ig stabilizator recombinat
continind un domeniu de legiturd poly-Ig al
receptorului poly-Ig si fird transmembrane
terminale C sau domenii intracelulare ale
receptorului poly-Ig. Stabilizatorii preferati sunt
cei discutati mai sus.

Un al patrulea aspect al invenfiei
prezinti metodele pentru aprecierea capacititii
de protectie a anticorpilor monoclonali poly-Ig
in vivo, prin introducerea poly-Ig monoclonal,
care urmeazd a fi testat In circulatia unui
mamifer §i urmirirea in secrefiile mucoaselor
mamiferelor a poly-Ig. Mamiferul este apoi
confruntat cu agentul patogen (sau
spermatozoid) s§i se determind protectia
impotriva patogenului sau fecundirii. De
preferingd, poly-Ig monoclonal este introdus dn
circulafia mamiferului prin injectare sau
infuzie. O altd varianti este cind o celuld
tumoral3, sau care poate forma tumord (adici
hibridom3) este introdusd subcutanat ca o sursi
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continui de poly-Ig monoclonal.

Un al cincilea aspect al invenfiei
prezinti un procedeu pentru obfinerea com-
plexului sulfhidril reticulat prin: fumizarea
celulelor epiteliale capabile si produci
receptorul poly-Ig, cultura acelor celule
epiteliale in conditii in care se formeazi un
monostrat de celule pe un suport poros, care
este pozifionat si separe un prim mediu prin
partea bazald a monostratului respectiv, de un
al doilea mediu prin partea apicali mono-
stratului. IgA monoclonal este introdus pe
partea bazali a monostratului §i se formeazi
complexul in celuld in timp ce anticorpul este
transportat prin monostrat. Complexul este
recuperat din mediu pe partea apicald a
monostratului. De preferingd, primul mediu este
un mediu nutritiv adecvat, pentru a sustine
cresterea celulelor epiteliale. Al doilea mediu
este fard proteine, care si interfereze cu
recuperarea complexului poly-Ig. IgA mono-
clonali pot fi introdusi prin co-cultura celulelor
hibridoma, in primul mediu. Ca altemnativi IgA
monoclonal este produs inifial Tntr-o culturi de
hibridoma, apoi separat i, in final, introdus in
primul mediu.

Complexul poate fi administrat direct
pe suprafetele mucoasei mamiferului pentru a
proteja de agentul patogen sau de fecundare.
De preferintd, complexul se administreazi oral,
nazal, vaginal, rectal, ocular sau in urechea
medie. O metodi preferatd de administrare este
de a introduce complexul fintr-o secretie
mucoasd a unui mamifer si apoi de a admi-
nistra aceastd secrefie la un alt mamifer. De
exemplu, laptele de la un prim mamifer
continidnd complexul poate fi administrat 1a un
al doilea mamifer. Pentru a genera secreia,
poli-Ig (de exemplu putificat dintr-o culturd de
hibridoma) este introdus in circulatia primului
mamifer (de exemplu prin infuzie sau injectare)
si laptele sau alte secrefii mucoase sunt
colectate de la acesta.

Un al gaselea aspect al inventiei constd
in generarea poly-Ig producitor de hibridoma
prin atacarea unui mamifer cu un antigen §i
recuperarea celulelor limfoide, din tesuturile
mucoasei mamiferului, cum ar fi porgiunea
Peyer sau alte tesuturi mucoase bogate in
celule limfoide.
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Se preferi bucitile (fasiile) Peyer, desi
sunt bune §i alte esuturi mucozice, bogate in
celule, cum ar fi amigdalele, vegetatiile, apen-
dicele si tesuturile limfoide rectale. Celula
limfoidi este aplicatd 1a o celuli myeloma. De
preferingd, antigenul se aplici la o suprafafd a
mucoasei mamiferului.

Inventia propune o imunizare pasivd,
sigurid si eficientd, din cauzd cii este nesis-
temici. Reactivii de imunizare a animalelor
(mamifere neumane) sunt mai bine tolerafi in
imunoprotectia mucoaselor decét in imunizarea
sistemicd. Infectiile 1a noii ndscuti, cum ar fi
enterocolitele necrotice si infectiile strepto-
cocice din grupa B, sunt frecvente intruct
mucoasele nu au la aceasti varstd imunitate
naturald.

Inventia este deosebit de utild pentru
protectia impotriva Pseudomonas aeruginosa,
Hemophilus  influenzae, Vibrio cholerae,
Bordetella pertussis, Corynebacterium
diphtheriae, Escherichia coli, Salmonela typhi
si typhimurium, Clortridium perfringens si alte
clostridiae  enterice, Shigella  flexnerii,
Neisseria gonorheae, Trichomonas, Entameba
histolytica, Giardia lamblia, Streptococcus,
virusul respirator sincitial, rotavirus, reovirus,
virusul imunodeficientei umane, virusul
limfotrofic al celulelor T umane, polivirusuri
tip I si II, virusul polio, rinovirus, virusul
influenfei, virusurile herpesului, virusul
papilloma uman, patogeni AIDS 2°, ca de
exemplu Pneumocystis si drojdii, ca de
exemplu monilia. Inventia este de asemenea
utilizatd pentru protectia de alergenii care
contacteazii suprafefele mucoaselor sistemelor
respirator §i digestiv. Asigurd protecfie si fa(d
de sarcin3 prin reticularea spermatozoizilor in
vagin gi impiedicarea deplasirii lor spre uter.

Se di, .in continuare, un exemplu de
realizare a inventiei in legituri si cu fig. 1...13,
care reprezinti:

- fig.1, este o reprezentare schematica
a trecerii prin citoplasm3 a antigenului prin
celule M;

- fig.2, este o reprezentare schematicd
a etapelor de formare a hibridomului
producitor de IgA polimeric;

- fig.3, este o reprezentare schematicl
a metodei de evaluare a caracteristicilor de
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protectie a IgA polimeric,
hibridoma;

- fig.4, este o reprezentare schematicd
a structurii complexului fntre Iga polimeric §i
receptorul poly-Iga modificat;

- fig5, reprezinti o schemd a
domeniilor receptorului poly-Iga;

- fig.6A si 6B, reprezintd secvenfa de
nucleotide a genei care codifici receptorul
poly-Ig si secventa de aminoacizi dedusd;

- fig.7, este secventa de aminoacizi
dedusd din DNA clonat a doul alele de iepure
a receptorului poly-1g;

- fig.8 A-B-C, prezintd ¢ DNA din
care a fost obtinuti secventa din fig.7,

- fig.9, face comparafia secvenfei de
aminoacizi a domeniului I a alelelor recep-
torului poly-Ig din fig.7;

- fig.10, prezintd diagramele compo-
nentelor diferitilor vectori de expresie;

- fig.11, constructia diagramelor a doi
vectori de expresie specifici p1K-neo 6,8 kb si
pLM-neo 6,8 kb;

- fig.12, prezintd inserarea receptorului
poly-Ig clonat in vectorii din fig.11;

- fig.13, prezintd diferite puncte de
restrictie la receptorul poly-Ig ¢ DNA.

produs de

Proteina stabilizatoare §i complexul
poly-1h

Proteina stabilizatoare preferati este
obtinuti din receptorul poly-Ig, o moleculd de
transmembrani mediind transportul poly-Ig.
Receptorul poly-Ig include urmitoarele dome-
nii, prezentate in fig. 4 si 5 : 5 domenii
extracelulare, un segment de distantare i o
coadi intracelulari terminald C. Scindarea
proteolitici a receptorului produce 5 domenii
de proteine "SC" sau componente secretoare
[Mostov s.a., Nature, 308, 37-43 (1984); Kuhn
s.a.., J.Biol.Chem., 258, 6653-6559(1983)].
Puntile disulfidice sunt formate fntre receptorul
poly-Ig si IgA, dupi cum se vede in fig.4.

Receptorul poly-Ig este, in general,
conservat la speciile de mamifere §i utilizim
acest termen pentru tofi astfel de receptori
indiferent de provenine(d, de exemplu soarece,
sobolan, iepure, porc, oaie, cal, vacd sau om.
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Specialigtii Tn domeniu pot aprecia cid
secvenjele seceptorului poly-Ig de la iepure,
conform prezentei inventii, pot fi folosite in
tehnicile standard de clonare prin hibridizare
pentru identificarea c¢DNA care codificd
receptorii poly-Ig la alte mamifere.

Portiunea de proteind stabilizatoare a
complexului poate fi o proteind produsi in cel
putin doud moduri. Receptorul poly-Ig poate fi
clonat si trecut fntr-o celuld care este capabild
si-1 transfere §i si scindeze dind proteina
stabilizatoare recombinati. O altd alternativd
este aceea in care gena receptor poly-Ig poate
fi prelucrati in diferite moduri (in particular
prin inserarea unui codon stop, cum Sse va
descric mai jos) pentru a obtine direct o
proteind stabilizatoare.

Deci, ambele moduri de obtinere a
proteinei stabilizatoare, incep cu gena recep-
torului poly-Ig clonati. {Mostoc s.a., Nature,
308-37-43 (1984) prezintd clonarea si secventa
acestei gene]. Fig.6 exemplifici aceasta §i este
explicatd in detaliu in cele ce urmeazd.

Un alt mod specific pentru clonarea
genei este urmitorul: [Schaerer s.a.,
J.Cell.Biol., 110987-998, (1990)] RNA
citoplasmatic a fost preperat din glanda
mamarj a iepurilor de Noua Zeelandd, conform
Iui Suard s.a., Biochim.J., 20193-116 (1980).
Poly A + RNA imbogitit cu activitatea de
translatie a receptorului, prin fractionare pe un
gradient de sucrozi liniar de 5....20%, a folosit
drept matrice (template) pentru sinteza cDNA.
Prima fisie de cDNA a fost sintetizatd,
conform Iui Wahli s.a., Dev.Biol., 67,371-383
(1978) si a doua conform metodei Gubler
DNA-polimeraza I - RNaza H (Gene 25:263-
269 (1983). Fégia dubli de cDNA cu coadd de
dC a fost fractionatd pe un gel de agarozd 1%
cu punct de topire scizut si cDNA cu o
mirime cuprinsi fntre 1,5 si 7 kb a fost eluat
si atagat la pBR 322 cu coada dG, dupd cum a
descris Poacock s.a., Biochem.Biophys., Acta.,
655, 243-250 (1981). Celulele DH, s-au
transformat cu DNA prin metoda generald a lui
Hanahan s.a., J.Mol.Biol., 166, 577-580 (1983).
Bacteriile transformate au fost separate si
DNA-ul transferat pe filtre de nitrocelulozi
[Tomas, Methods Enzymol., 100, 255-266
(1983)], si examinat cu doud oligonucleotide
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sintetice. Probele specifice folosite au fost
nucleotidele 186 - 206 si 2421 - 2437 din
secevnta publicati de Mostrov §.a. (Nature
308, 37-43 (1984) marcate cu
polinucleotidkinazi T4 gie< P2 - ATP,
conform lui Gough N s.a. (Nature 309, 763-
767 (1984). Clonele de cDNA hibridizagi la
ambele probe au fost caracterizati in continuare
prin translafie selectivd a hibridului (Riezman
s.a., EMBO J., 2:2161-2168, 1983). Plasmidele
rezultate sunt pSC-I care corespund formei cu
masa moleculari joasi a receptorului poly-Ig
cu micgorarea domeniilor 2 §i 3, conform
descrierii din Deitscher s.a., Moll. Cell. Biol.,
6; 2712-2712 (1986), pSC-II modifici forma
cu masa moleculard Inalti.

Fig. 6A si 6B prezinti secventa mRNA
a receptorului poly-Ig si secvenfa amino-
acidului dedusi din el, prezentati cu Mostov
s.a. Caracterizarea lor din fig.6A si 6B este
prezentatdi in continuare. Reziduurile sunt
numerotate de la 5° la 37, incepind cu prima
nucleoditd de dupid coada poly (dG) in p.
21.53. Numerele nucleotidelor sunt indicate in
partea dreaptd. Secventa completd este 3517
baze lungime §i contine secventa de adifie mai
putin obignuitd a poly(A) si anume AUUAAA,
fncepdnd cu 26 resturi In sus de la coada
poly(A) si indicatd prin triunghiuri sub fiecare
rest. Secventa de aminoacizi prezisi este
prezentati deasupra secventei de nucleotide.
Peptida semnal este numerotati de la -18 1a -1.
Primul aminoacid al receptorului poly-Ig matur
(Gen) este numirul 1. Cele doull pozitii
potentiale pentru glicozilarea cu Asn sunt
subliniate deasupra. Regiunea prezisi de
distantare a membranei este indicat¥ prin linie
intreruptd. Perechile de cisteind pentru cinci
domenii cit §i prima cisteind pentru domeniul
al 16-lea sunt indicate prin cercuri plasate
deasupra primei Cys a fiecfrui domeniu §i prin
cercuri deschise deasupra celei de-a doua Cys
a fiecirui domeniu.

Avand gena receptorului poly-Ig
clonati ea poate fi prelucratd pentru obtinerea
directi a proteinei stabilizatoare dorite.
Proteinele recombinate continidnd anumite
domenii de legare a poly-Ig a SC vor stabiliza
Ig polimeric fafd de clivajul proteolitic fird a
avea vreun efect asupra capacititii de legare
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specifice §i a functiilor de protectie a IgA
polimeric. In particular, domeniile fig. 4 i 5
sunt domenii de legituri poly-Ig primare (I)
doui domenii de distantare II §i I si
domeniile C-terminale IV si V, care contribuie
la stabilizarea poly-Ig.

Receptorul poly-Ig este micgorat la C-
terminus pentru indepirtarea transmembranei §i
a portiunilor intracelulare proteinei, care nu
sunt esentiale pentru stabilizare sau protectie.
Receptorul poly-Ig micsorat util in prezenta
invenfie, include (la o valoare minimi)
domeniul I de legituri a poly-Ig cu N-terminal.

Urmiitorul comentariu referitor la doi
receptori poly-Ig micsorafi (redusi) este fdcut
pentru a ilustra inventia, dar nu o limiteazd.

Fig.7 prezinti secvenfa de aminoacizi
dedusi din doud alele de cDNA clonat ale
receptorului poly-Ig. O alel este notatd prin
“No.1" si corespunde la cDNA prezentat in
Mostov §.a., Nature, 308, 37-43 (1984), si este
figurati n 6A si 6B. Cealaltd aleld a fost
clonati in laboratorul lui Krachenbuhl, prin
tehnica prezentati mai sus, si secventa
respectivei alele este notati prin "No.2" in fig.
7. In fig.7 cele doudi puncte (":") sunt folosite
pentru a arita resturile identice; intervalul (".")
este utilizat pentru a desemna resturile similare,
adici: A, S, T; D.E; N,Q; RK; LLM,V; FV.

Fig. 8A-8C prezintd secvenfele de
cDNA a acelor clone. Cele doud puncte
prezinti bazele identice. "N" reprezintd o bazd
necunoscutd.

Cele 7 domenii din secevnfa receptor
poly-Ig sunt urmitoarele (numerele se referd la
fig. 8):

Domenii Segment
1 10-118

11 119-223
III 224-332
v - 333-447
v 442-552
VI 553-652
VI 653-755

Domeniul I este un domeniu de lega-
turd poly-Ig care este mentinut in receptorul
poly-Ig, micsorat conform inventiei.

Secventa specificd domeniului I pentru
ambele alele (incluzind aminoacizii 1 - 9 care
nu sunt esentiali pentru legitura poly-1G si prin
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urmare nu sunt critici pentru prezenta inventie)
este prezentatd in fig. 9.

Secventa receptor poly-Ig poate fi
modificatd prin substitufic de aminoacizi,
reduceri si adifii care nu altereazi legarea poly-
Ig. intr-adevir, dupi cum se vede in fig. 9,
comparatia celor dou# secvente ale domeniului
I prezintd numai trei variaii ale aminoacidului
la pozitiile 38, 70 si 76. in fiecare din celelalte
domenii prezentate (II-V) sunt intre 2 §i 6
modificiri ale aminoacidului. Domeniul IV are
schimbri 1a resturile 337 si 358 §i domeniul V
la resturile 448, 480 si 513.

in general, existi o omologie de peste
80% la nivelul aminoacidului §i secveniele pot
fi modificate in toate cele 5 domenii prin
substitutii ale aminoacidului sau prin mic-
sorarea domeniului.

fn particular, trebuie refinuti o
omologie suficientd in domeniul I pentru
asocierea poly-Ig, trebuie menfinutd o dis-
tantare adecvati (de exemplu 100...500
aminoacizi), intre domeniile I §i V §i domeniul
V trebuie si fie in aga fel incit si menfind
stabilizarea prin legituri disulfidice covalente.
Astfel, pot fi tolerate modificiri foarte
semnificative in domeniile II-1V.

Este de dorit ca receptorul poly-Ig
redus (micsorat) s3 includ4 si domeniul V, prin
intermediul unei legituri sulfihidril, care este
rispunzitor de stabilizarea complexului prin
legituri covalente, [Eiffort s.a., Hoppo Seyler’s,
Z.Phys.Chem., 365, 1489-1493 (1984)]
identificind resturile de cisteind ale poly-Ig
(uman) implicat in formarea puntilor de
disulfurd. Este important si fie inclus un
distantier corespunzitor domeniilor II-V, pentru
a pozifiona domeniul V favorabil formdrii
puniii disulfidice, dupa cum se vede in fig.5, si
a miri In acest fel protectia la protelizd.

Pentru a determina pozifia adecvatd
pentru micgorarea segmentului de deschidere a
membranei in domeniul VI a receptorului
complet, acesta poate fi identificat cu o forma
extinsi a restului predominant hidrofob
neinciircat (exemplu Lys 629) §i urmat de o
secventi extrem de bazici (exemplu : Arg-Ala-
Arg-His-Arg in fig.6). Aceastd portiune de
deschidere a membranei cit §i coada
citoplasmatici cu C-terminal sunt reduse prin
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trunchiere.

Trunchierea a fost realizati prin sinteza
unei oligonucleotide cu 16-mer:
ACTAGTOTAGACTAG, avand codon stop
TAG 1n toate cele trei structuri. Oligonucleotida
este un palidrom g§i se autohibridizeazi.
Duplexul rezultat a fost inserat in poly-Ig
cDNA descris anterior, (pozitia DNA 1834,
aminoacid 554). Cei patru aminoacizi/T-S-L-D/
codificati de oligomer sunt adiugati la C-
terminus al domeniului V, astfel ci trunchierea
are loc precis la trecerea dintre domeniile V i
VI. Pozifia endonucleazei selectati pentru
insertie oligomerului este pozitia Sal 1, ea fiind
unicd §i apropiati de pozifia probabild a
clivajului natural (aminoacizii 563, 597 si 605).
Alte pozifii convenabile de insertie In domeniul
V sunt la Asp (1827); Kpnl (1831); Accl
(1835). iIn domeniul VI nu exista pozitii unice
convenabile, vezi fig. 13.

~ Receptorul poly-Ig clonat cDNA,
descris mai sus, sau receptorul poly-Ig cDNA
prelucrat (de exemplu trunchiat) poate fi
exprimat intr-o mare varietate de sisteme de
exprimare cunoscute specialigtilor in domeniu.
De exemplu, sisteme de expresie adecvate sunt
celulele secretoare (adic celulele care in mod
natural secretd o cantitate mare de proteine),
cum ar fi celulele fibroblaste, inclusiv siste-
mele de expresie ovariene a hamsterului
chinezesc. Pot fi folosite ca sisteme de expresie
celula tumorald endocrind, cum ar fi celulele
AT, 20 (ATCC = CRL 89 si CRL 1795) sau
celulele PC-12. Celule gazdd adecvate sunt i
celulele de rinichi canin Madin-Darby (MDCK)
(Mostov  §.a./1989). Alegerea sistemului de
expresie depinde de celula gazdi care a fost
selectati.

Receptorul poly-Ig trunchiat poate fi
exprimat in celule producitoare de IgA in stare
de perpetuare, ca de exemplu fuziunea
lymfocit-myelona. in acest caz, vehiculul de
expresie preferat este un promotor inifiator,
element stimulator (de exemplu, stimulator
specific sau stimulator de origine virald) un
codon stop prelucrat introdus fn poly-Ig R-
cDNA, pentru a evita nevoia separirii
proteolitice a domeniilor I-V(SC) de ancora
membranei celulare (domeniul VI-VII).
Sisteme de transport specifice sunt descrise in

10

15

20

30

35

40

45

50

12

cele ce urmeazi:

Dupd cum se prezinti tn fig.10,
vehiculul de expresie poate fi un vector
exemplificat prin p1K-neo sau hygro sau pLM-
neo sau hygro, avind elemente sensibil gluco-
corticoide sau prin aceeagi vectori in care
elementele glucocorticoide sau fost indepirtate
si inlocuite printr-un element p stabilizator
PAKR-p-neo §i pSV40- p-neo. Vectorul poate
include urmitoarele elemente:

1. Un promotor adecvat pentru inifierea
transcrierii CDNA. LTR din retrovirusuri sunt
adecvati, inclusiv LTR separat din adeno-
carcinomul rinichiului (Williger s.a., J.Viral.,
60:1-11 (1986)). LTR din rinichi este omolog
cu LTR din tumorile mamare cu céteva
diferente in regiunea U,;. Ambii LTR au un
element sensibil glucocorticoid, care permite
stimularea hormonald a transcrierii. De
exemplu, glucocorticoizii (dexametazona,
Sigma Corp.,St.Louis MO) miresc transcrierea
receptorului poly-Ig trunchiat de 10...50 ori.
LTR mamar sau din rinichi recuperat din
vectorul de clonare (pLK sau pLM: dr. Heidi
Diggelman, Swiss Institute for cancer
Research) in care au fost construite grupe de
plasmidd (vezi Williger §.s.) prin digestia
secventelor pSt 1.S1 gi BamH, s-a inserat in
neovectorul pSV, (accesibil prin Biolass) care
a fost in prealabil digerat secvenfial cu
EcoR1.S1 si BamH1 (pentru indepirtarea
promotorului  SV40 si inlocuirea lui cu
promotor LTR) (fig.6B). Vectorul p1K-higro
sau pLM-higro a fost construit prin
introducerea genei rezistente de hygromicini
(1B) in locul genei rezistente de neomicing. S-
a depozitat plasmida pLK, ., PIR-11 in ATCC
Rockville Maryland, sub numirul de acces
ATCC 40787. Aceastd plasmidi este plasmida
pLK,., prezentatd in fig.10, cu receptorul
imunoglobulinic polimeric micsorat (triunciat),
avand codificat DNA (fig.8), fnserat in pozitia
Bam H1.

2. Elemente de stimulare, pentru
stimularea transcripfiei §i prin urmare
producerea receptorului poly-Ig trunchiat.
Asemenea elemente includ elemente virale
(SV40, elemente sensibile glicocorticoide ale
MMTYV) sau stimulatori specifici ai fesutului
mamiferelor, cum ar fi stimulatorul p
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rdspunzitor de expresie inalti a Ig in celulele
B. Stimulatorul p recuperat dintr-un clon
genomic de goarece care cuprinde locus cu
catend grea n, (Mercola M.Wang, X.F. Olsen,
Y si Calame, K., 1983, Science, 221, 663-665)
poate fi inserat in diferiti promotori.

3. Un schelet de vectori incluzind
markeri selectabili (de exemplu o geni

rezistentd de neomicind sau hygromicini), o

origine a replicirii in E.coli cu o geni

rezistentd la antibiotic.

4. Receptorul poly-Ig codificat de
cDNA.

5. Un oligomer sintetic contindnd
codoni stop in fiecare cadru, ca de exemplu:
ACTAGTCTAGACTAGT.

Detalii suplimentare pentru construirea
acestor vectori sunt date in fig.11. ¢cDNA
- pentru pSC-1 a fost introdus fn vectorul de
expresic  pSV-2  [Southern §i  Berg,
J.Mol.Appl.Geo., 1, 327-341 (1982)]. Rezul-
tatul obtinut este notat cu pSV2-SCl1.

Vectorul rezultat a fost transformat in
celulele myeloma si celulele s-au izolat pentru
a arfita expresia eficientd a receptorului poly-Ig.
S-au folosit tehnici de electroporare standard
pentru efectuarea transfectiei.

Celulele sunt preluate din mediul de
crestere (2 x 10° per probi) si centrifugate (5
x 1000 rot/min). Celulele trebuie si iasi din
culturi intr-o stare de confluentd de 30...70% si
mediul trebuie schimbat la 24 h. La
temperaturd joas# (baie cu ghead) celulele sunt
spdlate cu mediul de electroporare (RPMI
2mM glutamini §i 0,5% ser de fit de vitel cu
Pen Strp) Celulele sunt numirate si
resuspendate in mediul de electroporare 1a 2 x
10%0,75 ml. Aproximativ 40..50 pl DNA
liniarizat (10 pg liniarizat gi suspendat in 45 pl
solutie tampon. fosfat) au fost adiugati la o
parte alicotd (0,75 ml) suspensie de celule fn
cuva de electroporare. Cuva este lisatd s stea
in gheatd, timp de 15 min §i amestecul este
supus unei migciri de pulsatie. Celulele sunt
apoi puse pe plici in RPM1 conditionat sau in
mediu Eagle, dupd care sunt selectate.

Celulele myeloma transfectate exprimg
st contin receptorul poly-Ig trunchiat. Celulele
myeloma sunt incapabile si cliveze §i contin
receptorul fntreg. Receptorul poly-Ig trunchiat
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este izolat si purificat din lichidul supernatant
al culturii de myeloma prin precipitare cu
sulfat de amoniu si filtrare pe gel.

Receptorul poly-Ig trunchiat poate fi
produs intr-o celuli hybridoma, care a fost
selectatd dintr-o poly-IgA.

fntr-un astfel de sistem legiturile
disulfidice covalente, care leagi receptorul
trunchiat de poly-Ig, se formeazi in celulele vii
si se secretd complexul poly-Ig rezultat. Acest
sistem poate fi obtinut fie prin transfectia
celulelor myeloma care sunt folosite ca
partenere de fuziune pentru a perpetua poly-Ig
producitor de celule B sau prin transfectia
celulelor hybridoma care au fost obtinute
pentru producerea poly-Ig dorit. In fiecare caz
se obtine o legdturd disulfidici covalenti.

Transfectia celulelor SP-20 sau p 3 x
63/Ag 8U, 1 myeloma (ATCC CRL-1581,
CRLS287, CRL1597) s-a ficut utilizdnd un
vector de expresic pLK in care transcriptia
receptorului poly-Ig cDNA este sub controlul
promotorului LTR din rinichi MMTV (Williger
s.a., J. Virology., 60; 1-11 (1986). O trans-
criptie eficienti este obtinutd prin stimularea
celulelor transfectate cu dexametazoni 10°M,
timp de cel putin 12 h.

Un alt sistem pentru obtinerea proteinei
stabilizatoare implicd transfectia unui purtiitor
(vehicol) de expresie, pentru expresia
receptoreului poly-Ig complet, intr-o linie de
celule dependente de ancorajul epitelial la
mamifere, care formeazd un monostrat pe un
substrat poros. O linie de celule este linia de
celule MDCK transformati cu un vector pentru
expresia receptorului poly-Ig, dupi cum a fost
descris mai fnainte. Poate fi utilizat vectorul
pLK-neo-SCII, confinidnd glucocorticoidul
LTR,. Se pot folosi si alte celule epiteliale care
formeazd monostrat. Gena rezistentd la
hygromicind este accesibild, dupi cum este
descris in Bloechlinger si Diggelmann, Mol.
Cell.Biol., 4:2929-2937 (1984).

In general, linia de celule trans-

fectate este crescutd pentru formarea unui
monostrat pe un substrat poros, cum ar fi un
filtru acoperit cu colagen [de exemplu fil-
trude 045 pM, 4,7 cm® - Steele s.a,
Am.J .Physiol.251:C136-C139(1986)]. Celulele
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devin asimetrice, avind membrane bazale si
epiteliale. Membrana g¢i monostratul sunt
aranjate si separe intr-un vas un mediu bazal §i
un mediu apical. Deoarece celulele au tendinga
si se alimenteze dintr-un mediu bazal, mediul
trebuie s con{ind substanfe nutritive necesare
pentru a asigura cresterea celulei. Nevoia de
substante nutritive este mai micd in mediul
apical.

Celulele vor utiliza receptorul poly-Ig
recombinat pentru preluarea poly-Ig din mediul
bazal si transportul lui la membrana apicald,
unde are loc clivajul enzimatic al receptorului,
dind poly-Ig stabilizati prin legare covalentd
cu proteina stabilizatoare. Necesarul de poly-Ig
este asigurat in mediul bazal prin cultivarea
celulei hybridoma producitoare de IgA in
respectivul mediu. Se poate folosi §i poly-Ig
din alt mediu de culturi, dupd separarea
acestuia (prin purificare de afinitate).

Poly-Ig stabilizat poate fi separat din
mediul apical tot prin purificare de afinitate sau
prin alte metode standard de separare a
anticorpilor. Mediul apical poate fi men{inut
fird contaminanti proteici pentru a simplifica
purificarea.

Construirea §i selectarea celulelor
hybridoma producdtoare de IgA

Un alt aspect al inventiei este de a
forma ugor anticorpii poly-Ig si selectarea
acelor anticorpi poly-Ig (in special IgA) care si
asigure protectie la infectiile produse de agentii
virali §i bacterieni care au pitruns in organism
pe calea mucoaselor. Acest aspect al inventiei
include si capacitatca de a forma anticorpi
poly-Ig pe suprafefele spermatozoizilor §i de a
selecta acei anticorpi care asiguri protectie
fmpotriva sarcinii. Ea include formarea si
selectarea anticorpilor poly-Ig pentru alergeni
din alimente si aer.

In acest aspect al inventiei, o rezervi
controlatd de anticorpi poly-Ig este datd unui
animal gazd¥, de exemplu celule hybridoma
secretoare de poly-Ig, insiméntat intr-un
animal gazdi, unde se dezvoltd intr-o tumord.
Poly-Ig produs si eliberat de acea tumord intrd
fn sistemul circulator §i dimerul IgA
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monoclonal iese din capilare in tesutul mucos
unde se leagd de receptorii epiteliali §i este
transportat fn secretii cu addugarea unui
component secretor endogen. Tumorile
peritoneale cu celule hibridoma pot provoca
modificdri patologice nedorite in intestin §i
nivele anormal de ridicate ale IgA nesecretor in
lichidul peritoneal in care stau intestinele. O
pozifie preferati pentru tumorile hibridoma
secretoare de IgA este cea subcutanati, de
exemplu partea de sus a spatelui.

Celula hybridoma producitoare de IgA
este obtinutd prin perpetuarea unui limfocit B
sensibilizat 1a antigen, de exemplu cules dintr-o
fagsie Peyer (PP) dupd imunizare orali sau a
mucoaselor [Welzin s.a., J.Cell,Biol., 108.
1673-1685 (1989)]. Celule myeloma utilizate
pentru perpetuarea celulelor producitoare de
IgA sunt accesibile. Poate fi folosit modul de
fuziune standard.

Celulele hybridoma pot fi generate si
testate pentru producerea IgA specifice astfel:

Se pot folosi diferite metode standard
pentru a face animalele si producd celule B
sensibilizate 1a antigen pentru construcfia
celulei hybridoma (Welzin g.a.). O metodd
anume implicd folosirea microparticulelor de
hidroxiapatiti (HA) drept purtdtor pentru
antigenul administrat oral.

Microcristalele HA adecvate pentru
transportul prin epiteliu (in general mai mici de
0,1 pm) sunt acoperite pind la saturatie cu
antigen §i sunt compactate pe un purtitor
adecvat pentru administrare pe calea
mucoaselor (de exemplu o solujie de sare).
Pentru imunizarea orald a unui soarece de 25 g
o cantitate mici (eNgN.30 pg) de proteind in
200 pl PBS este amestecatid cu o cantitate
adecvatll (de exemplu 1 mg HA pentru 30 ng
proteind) de HA spdlat si tratat sonic.
Amestecul este agitat timp de o ord, la 4°C si
HA este apoi peletizat prin centrifugare timp
de dould minute, la 10000 rot/min. Paletul este
spilat §i tratat sonic, dupd care se resuspendd
in 200 pl api conginind 0,1M (sau mai pufin)
bicarbonat de sodiu (pentru neutralizarea
sucului gastric). Solufia de administrare pentru
imunizare orald poate fi ajustatdi fn sensul
evitldrii conditiilor de sare fnaltd care tind si
elibereze proteina de HA.
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Alte metode pentru provocarea unui
mamifer s4 aibe un rispuns imun al mucoa-
selor sunt cunoscute specialigtilor in domeniu
si pot fi folosite.

fntr-o metodi pentru producerea celu-
lelor hybridoma secretoare de IgA, celulele
mononucleare PP sunt separate dintr-un animal
stimulat si aibe un rispuns. Mucoasa §i
submucoasa a 8 ... 10 celule PP a fost inde-
partatd §i incubati intr-un mediu RMPI,
continind 0,1% colagenaz, timp de o ori, la
37°C. Tesuturile au‘ fost miruntite fntre
capetele a doudl lamele sterile de microscop,
ricite la capete si celulele eliberate au fost
spilate de doud ori in RPMI. De la un goarece
au fost obfinute aproximativ 2..3 x 10’
leucocite mononucleare PP viabile.

Celulele myeloma si celulele mono-
nucleare de goarece au fost spilate de doui ori
cu ser firi RMPI i au fost trecute in
polietilenglicol 37%, cu masa moleculari 4000
Z(E.Mark, Darmastadt RFG) la un raport de
celule leucocite/myeloma de 5:1. Dupid
fluidizare celulele s-a diluat la 1 x 10°
celule/ml in RPMI si au fost distribuite in
tivile de culturd a fesuturilor previzute cu 96
de pozitii i care au fost insiméntate fiecare cu
24 h finainte cu 2 x 10" celule exudate peri-
toneale de soarece, iradiate (800 rad). Celulele
Rybridoma s-au selectat in mediu de
hipoxantind aminopterind si thimidini folosind
metode standard. Celulele hibridoma care
produc anticorpi specifici IgA pentru anumiti
antigeni sau celule sunt identificate folosind
metode de triere standard.

Celulele hibridoma rezultate au fost
crescute, de exemplu in mediu de culturd
RMPT 1640, s-au resuspendat fn solutii
tampon fosfat i au fost numirate. Densitatea
celulelor a fost ajustati pani la 10° celule per
0,5 ml. Celulele suspendate (10° in 0,1....0,5
ml) sunt injectate subcutanat pe partea de sus
a spatelui goarecelui BALB-C. Dupi injectare,
la 1..3 siptdiméni cind nodulii au atins un
diametru de 3...5 mm se iau probe de ser prin
sdngerarea cozii. Pentru misurarea IgA din ser
se foloseste un test ELISA. IgA secretat §i cu
aceeasi specificitate ca hybridoma implantat
este mdsurat din spildturile intestinale §i in
lapte folosind tot un test ELISA. Alte secretii
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ale mucoaselor (de exemplu din epiteliile §i
glandele cavitdtii orale/nazale, a sistemelor
respirator §i genital) pot confine IgA specific.

Soarecii purtitori de tumori sunt
utilizati in experiente "de provocare" in care
patogenul viral sau bacterian este introdus oral
pe alte suprafefe ale mucoaselor sau in care
siminta sau spermatozoidul sunt introdusi
vaginal. Celulele hybridoma secretoare de IgA
eficient sunt identificate din goarecii care au
prezentat protectie la respectiva provocare.
Asemenea teste pot fi folosite pentru
identificarea IgA care este cel mai adecvat
pentru protecfia pasiv sau la contraceptia la
oameni sau la alte specii. De exemplu, in
identificarea celulelor hybridoma secretoare de
anti-V.cholerae, soarecii s-au implantat chiar in
ziua nagterii pentru a conduce la selectie
fnainte ca acestia s¥-si dezvolte automat
rezistena la holeri.

Testul de mai sus poate fi adaptat
pentru experiment de protectie a nou niscutilor
in care celulele hybridoma sunt implantate in
soarecii BALB/C gestanti, in timpul primei sau
celei de-a doua s#ptiméini a perioadei de
gestatie de trei sdptimaéni. Cregterea tumorii are
loc in timpul perioadei de sarcind gi dimerul
IgA de la tumord este transportat eficient de
celulele epiteliale ale glandei mamare si
eliberat ca IgA secretat in colostru §i lapte.
Nou niscutii ingereazi SIgA de la nagtere.
Acolo unde se doregte si se administreze IgA
o anumitd perioadd pot fi folosite mai multe
femele in faza de gestatie.

Odati anticorpii IgA monoclonali
identificati ca anticorpi protectori, utilizind
incercdrile, in vivo, descrise mai sus, ei sunt
testati pentru capacitatea lor de protectie, dupi
aplicarea directi sau pasivd pe suprafetele
mucoaselor. In aceste teste poly-Igo cu sau fird
proteind protectoare, poate fi produsi in culturi
(conform descrierii de mai sus) §i aplicati pe
suprafetele mucoaselor sistemelor prezentate
anterior.

O caracteristicd deosebit de importanti
a inventiei este operarea IgA in afara corpului
receptor, pe suprafetele mucoaselor. Astfel, nu
este necesar sd fie compatibili din punct de
vedere imunologic cu sistemul receptor,
el trebuie numai si ajungd la suprafetele
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mucoasei receptorului §i si blocheze eficient
intrarea patogenului.

Pentru protectia impotriva diversilor
antigeni in fiecare caz se foloseste un antigen
cunoscut a fi adecvat, patogenul in intregime
sau antigenii prezentind specificitate extemni,
cum ar fi proteina fnvelisului viral sau
proteinele suprafetei celulare a bacteriilor,
proteina pilus, lipopolizaharide, componentul
suprafefei membranei plasmei la protozoare,
proteinele suprafetei spermatozoidului sau
alergeni respiratori. Se mai pot folosi toxine,
de exemplu CRM-197 si toxina difteriei
inactivate.[Uchida, s.a., J.Biol.Chem., 248,
3838-3844 (1973)].

~ Antigenul este folosit conform
procedeului de mai sus pentru a obtine celule
hibridoma care secretd anticorpii de protectie
dorifi. De exemplu, WO 88/08437 prezinti o
proteind pilus tcPA adecvati formirii
anticorpilor poly-Ig monoclonali anti-V
cholerae. (US 4725669 prezinti glicoproteina
care inveleste HIV (HTLV-III) buni pentru
formare a anticorpilor poly-Ig monoclonali
anti-HIV. Urmitoarele brevete si cereri de
brevete prezintd prepararea antigenilor pentru
protectia impotriva infectiilor antreprotectoare
si, in special, cele produse de streptococii din
grupa B.:(US 4367221; 4356263; 4207414
(RE 31672) si WO 87/06267).

Un anticorp IgA monoclonal impotriva
lipopolizaharidei V. cholerae este produs de
celule hybridoma ZD6, depozitate in ATCC,
Rockville MD sub numirul ATCC HB 10420.

Al{i antigeni adecvati sunt prezentati in
Bacterial Vacciness, Sclavo International
Conform, Siena, Italy, 17-19 Nov. 1986.
Reactivi specifici pentru antigenii HIV sunt
prezentafi in AIDS Research and Reference
Reagent Programm, National Institut of Health,
Junie, 1989. De exemplu, gp 120 este
comercializat de MicroGeneSys, Inc. Antigenii
suprafetei spermatozoidului, ca de exemplu
LDH-C,, sunt de asemenea, cunoscuti (Shaha
s.a. si Talwar g.a., Vaccine 7:97-100 (1989); si
Shaha g.a., IntJ.Androl. 11, 479 (1988).

De importanfa deosebitd in selectarea
antigenilor pentru realizarea inventiei este
faptul cd protectia mucoaselor implicd
reticularea, in scopul prevenirii intririi in
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organism §i acest mecanism nu implici ca
anticorpul polimeric s distrugi sau "si
neutralizeze" patogenul. Spre deosebire
protectia sistemic#, (IgG) implic3 legarea care
pentru a fi eficientd trebuie si neutralizeze
patogenul. Astfel, nu orice anticorp IgG care
leagd agentul patogen asigurii protectie, fapt
ilustrat de existenta anticorpilor monoclonali
care leagd Vibrio cholerase, dar nu fl
neutralizeaz in sensul prevenirii manifest3rii
simptomelor clinice in gazda in care se afli.

Imunoprotectia pasivi

Celulele hybridoma identificate prin
metoda de mai sus ca fiind secretoare de
anticorpi monoclonali poly-Ig protectori, sunt
cultivate prin tehnici cunoscute §i anticorpul
este separat, de exemplu prin imunoabsorbtie.

Complexul receptor Ig trunchiat este
obtinut fie prin transformarea celulelor hybri-
doma cu un vector de expresie, dupd cum a
fost descris, fie prin expresia separati a
receptorului Ig si aditia lui la anticorpul
monoclonal prin tehnica de culturi a
monostratului.

Anticorpul monoclonal stabilizat rezul-
tat este formulat intr-un "vaccin pasiv" care
este administrat direct pe suprafata mucoasei.

Purtdtorul specific §i modul de
administrare a complexului variazi fn functie
de agentul patogen. Administrarea orali este
realizatd prin solufie de sare tampon/sau in
capsule pentru protectia complexului impotriva
protezei pancreatice si gastrice. Administrarea
nazald se face sub formid de aerosoli.
Administrarea oculari se face cu o solufie
salind. Administrarea vaginali sau rectali se
face sub form3 de geluri, spume/sau
supozitoare.

Vaccinarea activd

in vaccinarea activi pot fi folositi
antigeni legati/conjugati de hidroxiapatiti care
provoacd donorii de celule hybridoma si
fuzioneze cu celulele partenere. Antigenul
conjugat este aplicat direct pe tesutul mucos fie
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oral (folosind capsule sau alfi purtitori), fie
nazal (prin aerosoli), fie rectal sau vaginal
(prin supozitoare sau alte variante).

Revendicari

1. Complex poly-Ig-proteini stabi-
lizatoare, caracterizat prin aceea cd este
format din:

a) un anticorp poly-Ig specific pentru
un anumit antigen sau familie de antigeni;

b) o proteind stabilizatoare con{inind
cel putin un domeniu de legare poly-Ig a
receptorului poly-Ig, fiind lipsitd de trans-
membrane terminale C §i domenii intracelulare
ale receptorului poly-Ig si prezintd stabilitate
proteolitici.

2. Complex, conform revendicirii 1,
caracterizat prin aceea cii proteina stabi-
lizatoare este o proteind recombinati.

3. Complex, conform revendicirii 1,
caracterizat prin aceea ci anticorpul poly-Ig
si proteina stabilizatoare sunt legate covalent
prin legituri disulfidice.

4. Complex, conform revendicdrii 1,
caracterizat prin aceea ¢ anticorpul poly-Ig
este un anticorp din clasa poli-IgA.

5. Complex, conform revendicdrii 1,
caracterizat prin aceea «c¢d proteina
stabilizatoare cuprinde domeniul I i cel pufin
unul din domeniile IV i V ale receptorului
poly-Ig, restectivul stabilizator al receptorului
poly-Ig are domeniu VI substantial trunchiat.

6. Complex, conform revendicirii 5,
caracterizat prin aceea c¢i domeniul I al
proteinei este separat de domeniile IV §i V
printr-o distant3 corespunzitoare unei secvente
de 100...500 aminoacizi.

7. Complex, conform revendicdrii 1,
caracterizat prin aceea c#, confine un
anticorp IgA monoclonal specific pentru
antigen din grupa Pseudomonas aeruginosa,
Hemophilus  influenzae, Vibrio cholerae,
Bordetella  partussis, Corynebacterium
diphteriae, Escherichia coli, Salomella typhi §i
tiphinutium,  Clostridium  perfringens  §i
closteidiae, Shigella dysenteriae, Shigella
flexnerii, Neissaria gonorrheae, Tricomonas,
Entameba  hiotolytica, Giardia lamblia,
Streptococcus, Virus syncytial respirator,
rotavirus, reovirus, virusul imunodeficientei
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umane, virusul polio de tip I si II, Rhinovirus,
virusul gripei, virusul uman limfotropic al
celulelor T, Pneumocystitus gi antingenii
spermatozoizi.

8. Complex, conform revendicirii 1,
caracterizat prin aceea ci se formeazi intr-o
culturi de celule obtinute prin tehnici de
inginerie geneticd §i care sunt capabile si
produci anticorpi poly-Ig monoclonali specifici
pentru un antigen sau o familie de antigeni cit
§i proteina stabilizatoare.

9. Complex, conform revendicirii 1,
caracterizat prin aceea ci se foloseste pentru
realizarea protectiei unui mamifer fmpotriva
atacului cu agenti patogeni sau a sarcinii prin
administrarea respectivului complex.

10. Complex, conform revendicirii 14,
caracterizat prin aceea cii administrarea lui se
face pe suprafata unei mucoase, pe cale orald,
nazald, vaginald, rectabild, oculari sau fin
urechea medie, sau prin introducerea lui intr-o
secretie a unei mucoase a unui mamifer i
administrarea respectivei secretii altui mamifer.

11. Procedeu pentru obtinerea unui
complex descris In revendicarea 1, carac-
terizat prin aceea ci, celulele epiteliale
ancorate, prelucrate pentru a produce receptor
poly-Ig sunt cultivate astfel, incét si formeze
un monostrat de celule pe un suport poros,
respectivul monostrat separnd un prim mediu
la partea bazald a monostratului de un al doilea
mediu la partea apicald, apoi se introduce IgA
monoclonal pe partea bazal% a monostratului §i
se recupereazd respectivul complex pe la partea
apicald a monostratului.

12. Procedeu, conform revendicirii 8,
caracterizat prin aceea ci primul mediu este
un mediu nutritiv adecvat pentru cresterea
celulelor epiteliale.

13. Procedeul, conform revendicirii 8,
caracterizat prin aceea ci al doilea mediu
este lipsit de proteine care si interferese la
recuperarea complexului.

14. Procedeu, conform revendicdrii 8,
caracterizat prin aceea cd anticorpul Ig
monoclonal este introdus in primul mediu prin
co-cultura celulelor hibridoma in acel mediu.

15. Procedeu, conform revendicérii 8,
caracterizat prin aceea c¢d anticorpul IgA
monoclonal este produs si separat dintr-o
culturd de celule hibridoma.

Pregedintele comisiei de examinare: biolog Nicola Nicolin

Examinator; biochim. Cretu Adina
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GGCCGGGGTTACGGGCTGGCCAGCAGGCTGTGCCCCCGAGTCCGGTCAGC -50

----------
----------

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTCCGGTCAGC -50

AGGAGGGGAAGAAGTGGCCTAAAATCTCTCCCGCATCGGCAGCCCAGGCC -100

-----------------------------------------------
...............................................

AGGAGGGCAAGAAGTGGCTTAAAATCTCTCCCGCGTCGGCAGCCCAGGCC -100

TAGTGCCCTACCAGCCACCAGCCATGGCTCTCTTCTTGCTCACCTGCCTG -150

--------------------------------------------------
-------------------------------------------------

TAGTGCCCTACCAGCCACCAGCCATGGCTCTCTTCTTGCTCACCTGCCTG -150

CTGGCTGTCTTTTCAGCGGCCACGGCACAAAGCTCCTTATTGGGTCCCAG -200

-------------------------------------------------
-------------------------------------------------

CTGGCTGTCTTTTCAGCGGCCACAGCACAAAGCTCCTTATTGGGTCCCAG -200

CTCCATATTTGGTCCCGGGGAGGTGAATGTTTTGGAAGGCGACTCGGTGT =250

--------------------------------------------------
--------------------------------------------------

CTCCATATTTGGTCCCGGGGAGGTGAATGTTTTGGAAGGCGACTCGGTGT ~-250

CCATCACATGCTACTACCCAACAACCTCCGTCACCCGGCACAGCCGGAAG ~-300

................................................

------------------------------------------------

CCATCACGTGCTACTACCCAACAACCTCCGTCAACCGGCACAGCCGGAAG ~300

TTCTGGTGCCGGGAAGAGGAGAGCGGCCGCTGCGTGACGCTTGCCTCGAC ~-350

..................................................
..................................................

TTCTGGTGCCGGGAAGAGGAGAGCGGCCGCTGCGTGACGCTTGCCTCGAC -350

CGGCTACACGTCCCAGGAATACTCCGGGAGAGGCAAGCTCACCGACTTCC -400

-------------------------------------------------

.................................................

CGGCTACACGTCCCAGGAATACTCCGGGAGAGGCAATCTCACCGACTTCC -400

CTGATAAAGGGGAGTTTG1GGTCACTGTTGACCAACTCACCCAGAACGAC -450

.........................

.........................

CTGAAAAGGuGCAGTTTGTGGTGTATTTAAACCGACTCAGCCAGAGCGAC -450

TCAGGGAGCTACAAGTGTGGCGTGGGAGTCAACGGCCGTGGCCTGGACTT -500

.................................................
.................................................

TCAGGGAGCTAGAAGTGTGGCGTGGGAGTCARACGGCCGTGGCCTGGACTT ~-500

CGGTGTCAACGTGCTGGTCAGCCAGAAGCCAGAGCCTGATGACGTTGTTT -550

............................
............................

CGGTGTCAACGTGCTGGTCAGCCAGAAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN -550
ACAAACARATATGAGAGTTATACAGTRACCATCACCTGCCCTTTCACATAT -600
NNNNNNNNNNHNNNNNNNRNNNNRNNRNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 600
GCGACTAGGCEACTAARGAAGTCCTTTTACARGGTGGAAGARCGGGGAACT -650
NNNNNNNNNNENENNNNNNRENENRNNNNNNNNNNNNNNNNNNRRNNRRN -650
TGTACTCATCATTGATTCCAGCHETAAGGAGGCARAGGACCCCAGGTATA -700

NEHNHENANNNNNRHRENEEENNNNNNNNNNNNNNNNNNNNRRRRR -700

Fig.8A
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AGGGCAGAATAACGTTGCAGATCCAAAGTACCACAGCAAAAGAATTCACA =750
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN -750
GTCACCATCAAGCATTTGCAGCTCAATGATGCTGGGCAGTATGTCTGCCA -800
NNNNNNNNNNNNNNNNTGCAGCTCAGCGATGCTGGGCACTATGTCTGCCA ~800
GAGTGGAAGCGACCCCACTGCTGAAGAACAGAACGTTGACCTCCGACTGC -850
AT CCAAGAAACCCCACTECTGAAGACCAGAACGT T ACCTCCCACTEE ~850
TAACTCCTGGTCTGCTCTATGGARACCTGGGGGGCTCGGTGACCTTTGAA ~-300
TAACCCCTCATGTGCTCTATGGARACCTGEGGCGCTCAOTGACCTTTGAA ~900
TGTGCCCTGGACTCTGAAGACGCAAACGCGGTAGCATCCTTGCGCCAGGT -950
TETGCCCTCGACTCTCARGAGGCARAGCAGETAGCATCOTTECCCCAGET ~950
TAGGGGTGGCAATGTGGTCATTGACAGCCAGGGGACAATAGATCCAGCCT -1000
TAGGEETCOCARTGTCETCATTGACAGCCACCECACAATAGATCCAGEET ~1000
TCGAGGGCAGGATCCTGTTCACCAAGGCTGAGAACGGCCACTTCAGTGTA -1050
TCGAGGGCAGGATCCTGTTCACCAAGECTGAGRACGECEACTTCAGTGTA ~1050
GTGATCGCAGGCCTGAGGAAGGAAGACACAGGGAACTATCTGTGCGGAGT ~-11060
T GATCOCACCCETCACGAAGCARGACACACGGAACTATCTGTGEGGAGT ~1100
CCAGTCCAATGGTCAGTCTGGGGATGGGCCCACCCAGCTTCGGCAACTCT -1150
CCAGTCCALTGOTCACTCTGOCCATGOOCCCACCCAGETTTGECAACTCT ~1150
TCGTCAATGAAGAGATCGACGTGTCCCGCAGCCCCCCTGTGTTGAAGGGC -1260
TCGTCARTGARGAGATCOACOTETCCAGOAGCCGCECTGTETTCARGGEE ~1200
TTTCCAGGAGGCTCCGTGACCATACGCTGCCCCTACAACCCGAAGAGAAG -1250
T TCCAGOACGET CCGTGACCATACGOTGCCCCTACAACCCORAGARRAG ~1250
CGACAGCCACCTGCAGCTGTATCTCTGGGAAGGGAGTCAARCCCGCCATC -1300
COACAGCCACCTGCACCTGTATCTCTGGOARGAGACTCARACCCGCCATE ~1300
TGCTGGTGGACAGCGGCGAGGGGCTGGTTCAGAAAGACTACACAGGCAGG ~-1350
TGCTOOTCAHCAGCEECEAGEEECTCATTCAGARAGACTACACAGGEAGE ~1350
CTGGCCCTCTTCGAAGAGCCTGGCHATGGCACCTTCTCAGTCGTCCTCARA ~1400
T OOECA T TTCOARGAGECTCECAATGGCACCTTCTCAGTCOTEETCRA ~1400

Fig.8B
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.................................................
--------------------------------------------------

--------------------------------------------------
--------------------------------------------------

-------------------------------------------------

................................................
------------------------------------------------

..................................................
..................................................

AGTGGAATGACCATGGCTGCGAGGACCTGCCCACTARGCTCAGCTCCARGC

GGCGACCTTGTGARATGCAACEACARCCTGGTCCTCACCCTGACCTTGGA

..................................................
--------------------------------------------------

..................................................
--------------------------------------------------

GGCACGAGTTTGAARGAGGTTGCGGCCGTCAGGGTGGAGCTGACAGARGCCR

GCCAAGGTAGCTGTCGAGCCAGCCAARGGTACCTGTCGACCCAGCCAAGGL

..................................................
..................................................

GCCAAGGTAGCTGTCGAGCCRGCCAAGGTACCTGTCGACCCAGCCAARGGE

AGCCCCCGCGCCTGCTGAGGAGAAGG ~1876

.........................
.........................

AGCCCCCGCTCCTGCTGAGGAGEEGG -1876

Fig.8C
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BamHI situs unic de clonare pentru insertia
receptorului poly Ig cDNA

neo
pLK or pLM - amp\
hygro
GRE © GRE '/neo
pLK or pLM - “\ Sy stimulatorul g
hygro
LTR minos GRE
BamHI

neo
pAKR-u< : _—

hygro LTR de la virusu

feucemiei acute
promotor SV40 + situsul polyA
/
/ BamHI
neo SV40 polyA
sva-u %
P Hs\h
ygro \ e Stimulator g
' mﬁ 200 promotor S$V40 si stimulator

fe7s7"ss : promotor SV40 + situsul polyA

~ . marcher selectabil
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EcoRI pstl orm
o, Promotor SV40 Iy
N BamHI | . BamHI
SV40 polyA R pstl

PBR322 [ vl K or PLM }

5.4 Kb

¥ HSV timidinchinaza

promotor SV40 amp
pstl
neo
Pvu Il
digestie EcoRI digestie pst I
digestie S1 elutia fragmentului 2,1Kb

digestic BamH1
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BamHI

digestie S1L
digestie BamH1
elutia fragmentului 1,3Kb

BamHI

un situs unic de clonare:

pLK or pLM
-neo 6.8 Kb

BamH1 pentru insertia
receptorului poly Ig sau Thyl-cDNA
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_ BamHI
s¢ I !/, Xba 1 Hind 111 !
Sal I_ ¥ : Sall n Sacl

Nae I : 7 promotor sp6
pSP65 - SCII promotor
5.1Kb
amp amp
| digestic Xba digestie Xho I
ligare dtgestf: zll . digestie S1
digestie Sal 1 digestie Sal I

i f ntului 1,8Kb
eluta fragme elutia fragmentului 4,2Kb

Hind I 7 0181 76 - SCll

(1.8Kb Sal I)
6 Kb

amp
:;rldlm}digesﬂe
elutia fragmentului d.lg est.ie BamH]
1,8Kb (SCII Sal) digestic 51
digestie S1
—~

Sal-Nae 0,6Kb
Xg? I Tip s#lbatic fragment de la
Sal sau mutant SCII in M13mp18
- neo-SCll
(1.8Kb SalT) / liga:
" neo SV40 pLK or M.

-neo-SCIl (8.2 Kb)
Insertia Thy I ¢cDNA sau himeric Thy-Poly 1G

Receptor ¢cDNA in locul BamH]1 al pPLK sau
pLM-neo

Fig.12
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