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MEMORIA DESCRITIVA

RESUMO

O invento estd relacionado com processo para a producfo
de CD4 substancialmente puro de primata n8o-humano e seus fragmen-—
tos que se ligam a gpl20 de HIV ou de SIV. O invento também esta
relacionado com o processo para a producdo de moléculas que se

ligam a gpl20 relacionadas com CD4 humano mas que podem existir

na forma glicosilada.

O invento também estéd relacionado com o processo para a
produc8o de proteinas de fus8o que compreendem moléculas CD4 do
invento, ou seus fragmentos, e uma cadeia leve ou pesada de
imunoglobulina, em que a regifio variavel da cadeia leve ou pesada
foi substituida por CD4 ou um seu fragmento que é capaz de se
ligar a gpl20. O invento também estd relacionado com proteinas de

fus8o compreendendo as moléculas de CD4 do invento e um polipepti-

deo citotdxico.
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0O invento também estéda relacionado com o processo para a
produc8io de moléculas do tipo imunoglobulina compreendendo as
proteinas de fusfio do invento juntamente com uma cadeia leve ou

presada de imunoglobulina.

O invento também estd relacionado com o método para o
tratamento de infecc8io por HIV ou SIV gque compreende a admi-
nistrac8o a um animal das moléculas de CD4 do invento, glico-
proteinas, seus fragmentos, proteinas de fus8io ou moléculas do

tipo imunoglobulina do invento.

O invento também estd relacionado com o método de
ensaio ensaio para HIV ou SIV que compreende o contacto de wuma
amostra suspeita de conter gpl20 de HIV ou SIV com as moléculas
CD4 do invento, seus fragmentos, glicoproteinas, moléculas do
tipo imunoglobulina ou proteinas de fusfo do invento e a detecc#o

da formag8o do complexo.

0O invento também estda relacionado com o processo para a
produc8o de moléculas de @&acido nucleico que especificam as
proteinas, glicoproteinas e proteinas de fus8io do invento assim

como vectores e hospedeiros transformados.
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CAMPO DO INVENTO

Este invento situa-se no campo da genética recombinante

. ALgd
e composicBes farmacéuticas.

FUNDAMENTO DO INVENTO

Os virus da imunodeficiéncia humana e simia HIV e SIV
s8o os agentes causadores do Sindroma da Imunodeficiéncia Adqui-
rida (AIDS) e Sindroma da Imunodeficiéncia Simia, (SIDS) respec-—
tivamente. Ver Curren, J. et al., Science 329:1359-1357 (1985);
Weiss, R. et al., Nature 324:572-575 (1986). O virus HIV contem

uma glicoproteina do invdélucro, gpl20 que se liga & proteina CD4
presente na superficie de 1linfdécitos T auxiliares, macrdofagos e
outras células. Dalgleish et al., Nature, 312:763 (1984). Apbés a

ligacdo de gpl20 a CD4, a entrada do virus é facilitada por uma
fus#io mediada pelo invdlucro das membranas

viral e da célula alvo.

No decurso da infecc8o, o organismo hospedeiro desen-—
volve anticorpos contra as proteinas virais, incluindo as princi-
rais proteinas do invdélucro gpl20 e gp4l. Apesar desta imunidade
humoral, a doenga progride, resultando numa imunosupress8o letal
caracterizada por mGltiplas infecc¢Bes oportunistas, parasitémia,
deméncia e morte. A incapacidade dos anticorpos do hospedeiro
anti-virais para parar a progressfio da doenca representa um dos
aspectos mais vexantes e alarmantes da infecc8o, e nfo faz prever

éxito para as vacinac8es baseadas em abordagens convencionais.

Dois factores podem desempenhar um papel importante na
ineficacia da resposta humoral aos virus da imunodeficiéncia.

Primeiro tal como outros virus de RNA (e retrovirus semelhantes
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em particular), os virus da imunodeficiéncia apresentam uma
elvada taxa de mutac8es que a variac8io antigénica progrida a uma
velocidade elevada em resposta & defesa imune do hospedeiro.
Segundo, as proéprias glicoproteinas do invdélucro s8o moléculas
altamente glicosiladas apresentando poucoa epitopos adequados a
ligag8io de anticorpos de elevada afinidade. O alvo <mbével)
fracamente antigénico que o invélucro viral apresenta, deixa ao
hospedeiro pouca oportunidade de restricfo da infecg8io viral pela

producgfio de anticorpos especificos.

As células infectadas pelo HIV expressam a glicoprotei-
na gpl20 na sua superficie. Gpl20 medeia as fusB8es entre cé&lulas

+ . " . .
CD4 através de uma reacc8o semelhante Aaquela usada pelo virus
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sincicios estd dependente de uma interaccio directa da glicopro-
teina do invélucro gpl20 com a proteina CD4. Dalgleish et al.,
supra, Klatzmann, D. et al., Nature 312:763 (1984); McDougal,
J.S. et al. Science, 231:382 (1986); Sodroski, J. et al., Nature,

323:725 (1986); Sodroski, J. et al. Nature 321:412 (1986),

A proteina CD4 humana consiste numa regifio extracelular
de 372 aminoadcidos contendo quatro dominios do tipo imunoglobuli-
na, um dominio que atravessa a membrana e uma regifio intracelular
carregada de 40 residuos de aminoacidos. Maddon, P. et al.,
Proc.Natl. Acad. Sci. (USA) 84:1649 (1987).

A evidéncia de que a ligac8o CD4-gpl20 'é responsavel
pela infecc8o viral de células portadoras do antigénio CD4 inclui
o facto de se formar um complexo especifico entre gpl20 e CD4.

McDougal et al., supra. Outros investigadores que linhas celula-

res, que ndo eram infectadas pelo HIV, eram convertidas em linhas

celulares infectaveis apds transfecclBo e expressfio do gene de
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cDNA de CD4 humano. Maddon et al., Cell 47:333-348 (1986).
Publicac8es de Pedidos de Patente N2 WO 88/01304 {(1988) e
W089/01940 (1989) descreve que formas solGveis de CD4 humano

compreendendo dominios de ligagéo do tipo imunoglobulina s#o

Gteis para o tratamento ou profilaxia de infecgBes pelo HIV.

Ao contrario da maioria das interacgles anticorpo—invo-
lucro, a interaccdo receptor—-invdélucro é caracterizada por uma
associac8o imutavel de elevada afinidade (ka A~ 1081/mole)
Ainda, a afinidade do virus para CD4 humano & pelo menos trés
ordens de grandeza superior & afinidade de CD4 humano para o Sseu

ligando enddégeno putativo, os antigénios MHC classe II.

Varios investigadores descreveram métodos para a
preparac8o de proteinas hibridas. Por exemplo, Murphy, Patente
dos Estados Unidos 4,675,382 (1987), descreve a utilizac8io de
técnicas de DNA recombinante para fazer moléculas de proteina
hibridas através da formac8oc do gene fundido pretendido codifica-
dor de uma proteina hibrida da toxina da difteria e um ligando

polipeptidico como seja uma hormona, seguido da expressfio do gene

fundido.

Muitos investigadores prepararam anticorpos monoclonais
(Mabs) por técnicas de DNA recombinante. Os anticorpos monoclo-
nais s8o moléculas altamente especificas muito bem caracterizadas
na estrutura primaria e tercidria. Eles té&m sido largamente
usados na caracterizac8o imunoquimica e quantificac8o de antigé~-
nios. Os genes das cadeias pesadas e leves foram introduzidos em
hospedeiros adequados e expressos, seguido de reagregac8o das
cadeias individuais em moléculas de anticorpos funcionais (ver,
por exemplo, Munro, Nature 312:587 (1884); Morrison, S.L.,
Science 229:1202 (1985); 0i et al., Biotechnigques 4:214 (1986) ;
Wood et al., Nature 314:446-449 (1985)). As regiBes variaveis das
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cadeias leve e pesada foram clonadas e expressas em hospedeiros
estranhos em que elas mantiveram a sua capacidade de ligacdo
(Moore et al., Pedido de Patente Europeia 0088994 {(publicado em
21 de Setembro, 1983)).

Também foram preparados anticorpos quiméricos ou
hibridos por técnicas de DNA recombinante. O0Oi e Morrison,

Biotechniques 4:214 (1986) descrevem uma estratégia para a

producfio de tais anticorpos quiméricos que incluem um anticorpo

quimérico humano IgG anti-leu3

Gascoigne, N.R.J., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA)
84:2936-2940 (19879 descrevem a preparag8o de uma construc#o

genética quimérica contendo um dominio wvariadvel (V) da cadeia «
do receptor de cé&lulas T e a sequéncia codificadora da regido
constante (C) de wuma molécula de imunoglobulina gama 2a. As
células transfectadas com o gene quimérico sintetizam um produto
proteico que expressa imunoglobulina e determinantes antigénicos
do receptor das células Tassim como sitios de ligac80 & proteina
A. Esta proteina associa-se a uma cadeia lambda normal para
formar uma molécula de imunoglobulina tetramérica aparentemente

normal (H2L2, em que H=pesado e Lzleve) que é secretada.

Sharon, J., et al. Nature 309:54 (1984), descreve a

construcdo de um gene quimérico codificador da regifo variavel

(V) de uma cadeia pesada de ratinho especifica do hapteno azofe-
nilarsonato e da regifio constante (C) de uma cadeia leve Kapa
(VHCK). Este gene fo; introduzido numa linha celular de mieloma
de ratinho. 0O gene qhimérico foi expresso para dar uma proteina
que associada com cadeias leves foi secretada pela linha celular
de mieloma para dar uma molécula de anticorpo especifica de

azofenilarsonato.
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Morrison, Science 229:1202 (1985), descreve gque as

regides variéveis das cadeias leves e pesadas podem ser ligadas a
uma sequéncia que nfo seja Ig para criar proteinas de fusfio. Este
artigo descreve que as potenciais utilizacBes para as proteinas
de fus8o s8o0 trés: (1) ligar o anticorpo especificamente a
enzimas para usar em ensaios; (2) para isolar proteinas n#o-Ig em
colunas de antigénio; e (3) libertar especificamente agentes

toxicos.

Técnicas recentes para a introduc8io estavel de genes de
imunocglobulinas em células de mieloma (Banerji, et al., Cell
33:729-740 (1983); Potter, H., Proc. Natl. Acad. Sci. {USA)
81:7161-7165 (1984)), acopladas & informac8o estrutural detalha-

da, permitiram a utilizac8io de métodos de DNA in vitro tais como

mutagénese, para gerar anticorpos recombinantes possuindo novas

propriedades.

0 Pedido de Patente W087/02671 descreve métodos para a
producio de anticorpos por engenharia genética com a regifo
variavel de especificidade pretendida e propriedades de regil8es
constantes através de clonagem de genes e express8io de cadeias
leves e pesadas. O mRNA das linhas de hibridoma de células B
clonadas que produziram anticorpos monoclonais da especificidade
pretendida foi isolado por clonagem de cDNA. A geracdo de sequén-
cias codificadoras de cadeias leve e pesada & conseguida por
remocg8io das regi8es variaveis clonadas e sua ligag8io a <vectores
modulo das cadeias leve e pesada. Isto dad sequéncias de c¢DNA que
codificam cadeias de imunoglobulina. A auséncia de intrdes
permite que estas sequéncias de cDNA sejam expressas em hospedei-
ros procaridticos, tais como bactériasou em hospedeiros eucarid-

ticos inferiores, tais como leveduras.



A gerac8io de anticorpos quiméricos em que a fraccd8o de
ligac80 ao antigénio da imunoglobulina & fundida com outras
fracc8es foi demonstrada. Exemplos de genes de que n#o sejam de
imunoglobulina fundidos a anticorpos incluem nuclease de

Staphylococcus aureus, o oncogene de ratinho c-myc ¢ o fragmento

Klenow da DNA-polimerase I de E. coli (Neuberger, M.S., et al.,
Nature 312:604-612 (1984); neuberger, M.S., Trends in Biochemical
Science, 347-349 (1985)). Pedido de Patente Europeia 120,694

descreve a manipulac8io de engenharia genética das regides cons-
tante e variavel de uma molécula de imunoglobulina que é expressa
em células hospedeiras de E. coli. E ainda descrito que a molécu-
la de imunoglobulina pode ser sintetizada por uma célula hospe-
deira com uma outra fracc8o peptidica ligada a um dos dominios
constantes, Tais fracg8es peptidicass8o descritas como citotdoxi-
cas ou enzimadticas. O pedido e os exemplos descrevem a utilizac#o
de uma cadeia tipo lambda derivada de um anticorpo monoclonal que

se liga a haptenos de 4A-hidroxi-3-nitrofenilo (NP).

O Pedido de Patente Europeia 125,023 esta relacionado
com a utilizac8o de técnicas de DNA recombinante para produzir
moléculas de imunoglobulina que sfio quiméricas ou modificadas de
outro modo. Uma das utilizac8es descritas para estas moléculas de
imunoglobulina € no diagnéstico e tratamento do corpo em geral
pela injecc8o dos anticorpos dirigidos a tecidos alvo especifi-
cos. A presenca da doenca pode ser determinada pela ligac8io de
uma marca adquada aos anticorpos ou o tecido doente pode ser
atacado por anticorpos ligados a uma droga adequada. O pedido de
patente descreve anticorpos modificados de modo a ajudar a

libertac8o especifica de um agente como €anticorpos alterados).

0 Pedido de Parente PCT W083/101533 descreve anticorpos

quiméricos em que a regiéo variavel de wuma molécula de



imunoglobulina esta ligada a uma fracc#o de uma segundfa proteina

que pode compreender a fracc#o activa de uma enzima.

Boulianne et al., Nature 312:643 (1984) construiu um

gene de imunoglobulina em que os segmentos de DNA que codificam a
regiBes variaveis de ratinho especificas para o hapteno trinitro-
fenol (TNP) s8o ligados a segmentos que <codificam regiSes mu e
kapahumanas. Estes genes quiméricos foram expressos para dar IgM

quimérica funcinais de ligac8o a TNP.

Morrison et al., P.N.A.S. (USA) 81:6851 (1984), descre-

ve uma molécula quimérica que utiliza ex8es da regidio variavel da

cadeia pesada de uma proteina G de mieloma anti-fosforilcolina,
que foram ligados aos ex8es de um dos genes da cadeia leve kapa
humana. Os genes foram usados para transfectar linhas celulares
de mieloma de ratinho, gerando células transformadas que produzi-
ram IlgG quimérica ratinho-humano com func8o de ligag8o a antigé-

nio.

0 Pedido de Patente PCT NO W089/02922 (1989), descreve
moléculas de anticorpos quiméricas compreendendo CD4 humano. Tais
moléculas de anticorpo quiméricas podem ser administradas a um

individuo infectado com HIV para tratar a infecg¢fo por HIV.

Apesar do progresso conseguido na determinac8o do
mecanismo da infeccdo por HIV, continua a existir a necessidade

de métodos de tratamento de infec¢les virais por HIV.



SUMARIO DO INVENTO

0 invento estid relacionado com uma molécula de acido
nucleico especificando CD4 de primata n8o humano ou um seu

fragmento de ligac8io a gpl20 de HIV ou de SIV.

Em particular, o invento estd relacionado com uma
molécula de adcido nucleico que especifica CD4 de macaco rhesus

compreendendo a seguinte sequéncia de DNA:

) ATGAACCGGGGAATCCCTTTTAGGCACTTGCTTCTGGTGtTéCAACTGGCGCTACTCCCA
-25 MetAsnArgGlylleProPheArgHisLeuleuleuValleuGlnLeuAlaleuleuPro

GCAGTCACCCAGRGAAAGAAAGTGETGCTEGGCAAGAAAGGGGATACAGTGGAACTEACE 120
AlavalThrGInGlyLysLysValValLeuGlylysLysGlyAspThrValGluLeuThr 15

121 TGTACAGCTTCGCAGAAGAAGAACACACAATTCCACTGCARAAACTCCAACCAGATARAG
16 CysThrAlaSerGinLysLysAsnThrG1nPheHisTrpLysAsnSerAsnGinllelys

ATTCTGGGAATTCAGEGTCTCTTCTTAACTARAGGTCCATCCAAGCTGAGCGATCGTECT 240
ITeleuGlylleGInGlyLeuPheLleuThrLysGlyProSerLysLeuSerAspArgAla 55

241 GACTCAAGAAAAAGCCTTTGGGACCAAGGATGCTTTTCCATGATCATCAAGAATCTTAAG
56 AspSerArglysSerLeuTrpAspGinGlyCysPheSerMetIlellelysAsnLeulys

ATAGAAGACTCAGATACTTACATCTGTGAAGTGGAGAACAAGAAGGAGGAGGTGGAATTE 360
I1eGluAspSerAspThrTyrIleCysGluValGluAsnLysLysGluGluValGluleu 95

361 CTGGTGTTCGGATTGACTGCCAACTCTGACACCCACCTGCTTGAGGEGCAAAGCCTGACC
96 LeuValPheGlyleuThrAlaAsnSerAspThrHislLeuleuGluGlyGinSerLeuThr

CTGACCTTGGAGAGCCCCCCTGETAGTAGCCCCTCAGTGAAATGTAGGAGTCCAGEREET 480
LeuThrLeuGluSerProProGlySerSerProSerVallysCysArgSerProGlyGly 135

481 AAAAACATACAGGGGGGGAGGACCATCTCTETGCCTCAGCTGEAGCGCCAGGATAGTGEE
136 LysAsnlleGInGlyGlyArgThrIleSerValProGlnLeuGluArgGinAspSerGly

ACCTGGACATGCACCETCTCGCAGGACCAGAAGACGGTGEAGTTCAARATAGACATCETG 600
ThrTrpThrCysThrValSerGInAspGinLysThrValGluPhelysIleAsplleval 175
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GTGCTAGCTTTCCAGAAGGCCTCCAGCACAGTCTATAAGAAAGAGGGGGAACAGGTAGAG
ValleuAlaPheGinLysAlaSerSerThrValTyrLysLysGluGlyGluGInValGlu

TTCTCCTTCCCACTCACCTTTACACTTGAARAGCTGACGGGCAGTGGCGAGCTCTGTEE
PheSerPheProLeuAlaPheThrLeuGluLysLeuThrGlySerGlyGluLeuTrpTrp

CAGGCGGAGAGGGCCTCCTCCTCCAAGTCTTGGATTACCTTCGACCTGAAGAACAAGGAA
GInAlaGluArgAlaSerSerSerLysSerTrplleThrPheAspLeulysAsnLysGlu

GTETCTETAAAACGGETTACCCAGGACCCCAAGCTCCAGATGGECAABAAGCTCCCRETC
ValSerVallysArgValThrGlnAspProlysLeuGinMetGlylyslLysLeuProleu

CACCTCACCCTECCCCAGECCTTECCTCAGTATECTEECTCTGGARACCTCACGCTRGCE
HisLeuThrLeuProGinAlaLeuProGInTyrAlaGlySerGlyAsnLeuThrleuAla

CTTGAAGCGAAAACAGGAAAGTTGCATCAGGAAGTGAACCTCGTGATGATGAGAGCCACT
LeuGluAlalysThrGlyLysLeuHisGInGluValAsnLeuValValMetArgAlaThr

CAGTTCCAGGAAAATTTGACCTGTGAAGTGTGEGGACCCACCTCCCCTAAGCTEACGCTE
GInPheGInGluAsnLeuThrCysGluValTrpGlyProThrSerProLysLeuThrleu

AGCTTGAAACTGGAGAACAAGGGGGCAACGETCTCGAAGCAGGCGAAGGCGGTRTGGTE
SerLeulysLeuGluAsnLysGlyAlaThrValSerLysGInAlaLysAlaValTrpVal

CTGAACCCTGAGGCGGGGATETGECAGTETCTECTGAGTGACTCGEGACAGETCCTGCTA
LeuAsnProGluATaGlyMetTrpGlnCysLeuleuSerAspSerGlyGinValleuleu

GAATCCAACATCAAGGTTGTGCCCACATGGCCCACCCCGETGCAGCCAATGECCCTGATT
GluSerAsnlleLysValValProThrTrpProThrProValGinProMetAlaleulle

GTGCTGGEAEGCATTEC66CCTCCTGCTTTTCACTERGCTAGGCATCTTCTTCTETGTC
ValleuGlyGlyValAlaGlyLeuleuleuPheThrGlyLeuGlyllePhePheCysVal

AGGTGCCGG&ATCGAAGGCéTCAAGCAGAéCGGATGTCTéAGATCAAGAéACTCCTCAGi
ArgCysArgHisArgArgArgGinAlaGluArgMetSerGinIlelysArgleuleuSer

720
215

840
255

960
295

1080
335

1200
375

1320
415

GAAAAGAAGACCTGCCAGTGCCCTCACCRGTTTCAGAAGACATRTAGCCCCATTTGA 1377

GluLysLysThrCysGInCysProHisArgPheGInLysThrCysSerProlleEnd

ou uma sua variante degenerada.



O invento também estd relacionado com uma molécula de
dcido nucleico especificando um fragmento de solavel de CDA de
primata ndo humano. Em particular, o invento estad relacionado com
um fragmento solGvel de CD4 de rhesus (dominio I) que se liga a

gpl20 de HIV ou de SIV compreendendo a seguinte sequéncia de DNA:

1 ATGAACCGGGGAATCCCTTTTAGGCACTTGCTTCTGGTGCTGCAACTGGCGCTACTCCCA
-25 MetAsnArgGlyIleProPheArgHisLeuleuleuValleuGInLeuAlaleuleuPro

GCAGTCACCCAGGGARAGARAGTCETECTGRECAAGAAAGGEGATACAGTEGAACTEACE 120
AlaValThrGInGlyLysLysValValLeuGlyLysLysGlyAspThrValGluLeuThr 15

121  TGTACAGCTTCGCAGAAGAAGAACACACAATTCCACTGGAARAACTCCAACCAGATARAG
16 CysThrA]aSerG]nLysLysAsnThrG]nPheHisTrpLysAsnSerAsnGlnIleLys

ATTCTGGGAATTCAGGGTCTCTTCTTAACTAAAGGTCCATCCAAGCTRAGCGATCETGCT 240
I]eLeuGlyIleG]nGlyLeuPheLeuThrLysG]yProSerLysLeuSerAspArgA]a 55

241 GACTCAAGAAAAAGCCTTTGGGACCAAGGATGCTTTTCCATGATCATCAAGAATCTTAAG
56 AspSerArgLysSerLeuTrpAspG]nGlyCysPheSerMetI]eIleLysAsnLeuLys

ATAGAAGACTCAGATACTTACATCTGTGAAGTGGAGAACAAGAAGGAGGACETGGAATTE 360
I1eGluAspSerAspThrTyrIleCysGluValGluAsnlysLysGluGluValGluleu g5

361 CTGGTETTCGGATTRACTACCAACTCTGACACCCACCTGLTT
96 LeuValPheGlyLeuThrAlaAsnSerAspThrHisLeuleu

ou uma sua variante degenerada.
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O invento também estd relacionado com uma molécula de

dcido nucleico especificando CD4 de chimpanzé, compreendendo a

seguinte sequéncia de DNA:

1 ATGAACCGGGGAGTCCCTTTTAGGCACTTGCTTCTGGTGCTGCAACTGGCACTCCTCCCA
-25 MetAsnArgGlyValProPheArgHisLeuleuleuValleuGinLeuAlaleuleuPro

BCAGCCACTCAGRGAAAGAAAGTGETGCTCECAAGAAAGGEGACACAGTEGAACTGACE 120
A]aA]aThrG]nG]yLysLysValVa]LeuG]yLysLysG]yAspThrVa]G]uLeuThr 15

121  TGTACAGCTTCCCAGAAGAAGAGCATACAATTCCACTGGAAARACTCCAACCAGACARAG
16 CysThrA]aSerG]nLysLysSerI]eG]nPheHisTrpLysAsnSerAsnG]nThrLys

ATTCTGGGAAATCAGBGCTCCTTCTTAACTARAGETCCATCCAAGCTGAATGATCACETT 240
I]eLeuG]yAsnG]nG]ySerPheLeuThrLysGlyProSerLysLeuAsnAspArgVa] 55

241 GACTCAAGAAGAAGCCTTTGRGACCAAGGAAACTTTACCCTGATCATCAAGARTCTTAAG
56 AspSerArgArgSerLeuTrpAspG]nG]yAsnPheThrLeuI]eI]eLysAsnLeuLys

ATAGAAGACTCAGATACTTACATCTCTGAAGTGEGEGACCAGAAGRAGGAGGTCCAATTE 360
ITeGluAspSerAspThrTyrIleCysGl1uValGlyAspGInLysGluGluvalGinLeu 95

361 CTAGTGTTCGGATTGACTGCCAACTCTGACACCCACCTRCTTCAGEGGCAGAGCCTGACE
96 LeuValPheGlyLeuThrATaAsnSerAspThrHisLeuleuG1nG1yGInSerLeuThr

CTGACCTTGBAGAGCCCCCCTRGTAGTAGCCCCTCAGTGCAATETAGGAGTCCAAGGRET 360
LeuThrLeuG1uSerProProG]ySerSerProSerVa1G]nCysArgSerProArgG]y 135

481 AAAAACATACAGGGGGGGAAGACCCTCTCCGTGTCTCAGCTGEAGCTCCAGRATAGTEEE
136 LysAsnI]eGlnG]yGlyLysThrLeuSerVa]SerG]nLeuG]uLeuG]nAspSerG]y

ACCTGBACATGCACTGTCTTCCAGAACCAGAAGAAAGTGEAGTTCAARATAGACATCETE 600
ThrTrpThrCysThrVa]LeuGlnAsnG]nLysLysVa]G]uPheLysI]eAspI]eVa] 175

601 GTGCTAGCTTTCCAGAAGGCCTCCAGCATAGTCTATAAGAAAGAGGGGGAACAGETGRAG
176 ValleuAlaPheGinLysAlaSerSerIleValTyrLysLysG1uGlyGluGInValGlu

TTCTCCTTCéCACTCGCCTiTACAGTTGAAAAGCTGACGéGCAGTGGCGAGCTGTGGTGé 720
PheSerPheProLeuA]aPheThrVa]G]uLysLeuThrG1ySerG]yG]uLeuTrpTrp 215
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841
256

961
296

1081
336

1201
376

1321
416

CAGGCGRAGAGGECTTCCTCCTCCAAGTCTTAGATCACCTTTEACCTEAAGAACAAGGAA
GInATaGluArgAlaSerSerSerLysSerTrpIleThrPheAspleulysAsnLysGlu

GTGTCTGTAAAACGGETTACCCAGGACCCTAAGCTCCAGATEGACAAGAAGCTCCCRLTE
ValSerVallysArgValThrGInAspProLysLeuGinMetG1yLysLysLeuProleu

CACCTCACCCTGCCCCAGGCCTTGCCTCAGTATGCTGGCTCTGGAAACCTCACCCTRGCC
HisLeuThrLeuProGInAlaLeuProGinTyrAlaGlySerGlyAsnLeuThrLeuAla

CTTGAAGCGAAAACAGGAAAGTTGCATCAGGAAGTGAACCTCETRCTEATGAGAGCCACT
LeuGluATalysThrGlyLysLeuHisGInGluValAsnLeuValValMetArgAlaThr

CAGCTCCAGAAAAATTTGACCTGTGAGGTGTGGEGACCCACCTCCCCTAAGCTRATGETE
GInLeuGlnLysAsnLeuThrCysGluValTrpGlyProThrSerProlysLeuMetLeu

AGCTTGAAACTGGAGAACAAGGAGGCARAGETCTCGAAGCGRGAGAAGCLCETETAAETE
SerLeulysLeuGluAsnLysGluAlaLysValSerlLysArgGluLysAlaValTrpVal

CTGAACCCTéAGGCGGGGAiGTGGCAGTG%CTGCTGAGTéACTCGGGACAGGTCCTGCT&
LeuAsnProG]uAlaG]yMetTrpGlnCysLeuLeuSerAspSerG]yG]nVa]LeuLeu

GAATCCAACATCAAGGTTCTGCCCACATOGTCCACCCCRETECAGCCAATGECCCTRATT
GluSerAsnIlelysValLeuProThrTrpSerThrProValGlnProMetAlaleulle

6T6CTGGEGEGCETCRCCGECCTCCTRCTITTCATTGRGCTAGGCATCTICTICTATGTE
Va1LeuG]yG]yVa]A]aG]yLeuLeuLeuPheIleG]yLeuG]yI]ePhePheCysVa]

AGBTGCCEGCACCRAAGGCECCAAGCACAGCGBATGTCTCAGATCAAGAGACTCCTCAGT
ArgCysArgHisArgArgArgG]nA]aG]nArgMetSerG]nIleLysArgLeuLeuSer

840
255

840
295

1080
335

1200
375

" 1320
415

GAGAAGAAGACCTGCCAGTGCCCTCACCEETTTCAGARGACATGTAGCCCCATTTEA 1377

G]uLysLysThrCysG]nCysProHisArgPheG]nLysThrCysSerProIleEnd

ou uma sua sequéncia degenerada.

433



0O invento também estd relacionado com uma molécula de

dcido nucleico especificando um fragmento soldavel de

CD4 de

chimpanzé (dominio I) que se liga a gpl20 de HIV ou de SIV,

compreendendo a seguinte sequéncia de DNA:

-25

121
16

241
56

361
96

ATGAACCEGGGAGTCCCTTTTAGGCACTTGCTTCTGGTGCTGCAACTGGCACTCCTCCCA
MetAsnArgGlyValProPheArgHisLeuleuleuValleuGinLeuAlaLeuleuPro

BCAGCCACTCAGGGAAAGAAAGTGGTGCTGGECAAGAAAGGEGACACAGTRGAACTEACE
A]aA]aThrG]nG1yLysLysVa1Va1LeuG1yLysLysG]yAspThrVa]G1uLeuThr

TETACAGCTTCCCAGAAGAAGAGCATACAATTCCACTGGAAAACTCCAACCAGACARAG
CysThrAlaSerGlinLysLysSerIleGInPheHisTrpLysAsnSerAsnGinThrLys

ATTCTGGGAAATCAGGGCTCCTTCTTAACTAAAGGTCCATCCAAGC TEARTGATCGCETT
I]eLeuG]yAsnG]nG]ySerPheLeuThrLysGlyProSerLysLeuAsnAspArgVa1

GACTCAAGAAGAAGCCTTTGEGACCAAGGAAACTTTACCCTGATCATCAAGARTCTTAAG
AspSerArgArgSerLeuTrpAspG]nGlyAsnPheThrLeuI]eI]eLysAsnLeuLys

ATAGAAGACTCAGATACTTACATCTGTGAAGTEGCGGACCAGAAGCACRAGETACARTTE
ITeGluAspSerAspThrTyrIleCysGluValGlyAspGInLysGluGluvalGinLeu

CTAGTETTCRGATTGACTGCCAACTCTGACACCCACCTRCTT
LeuValPheGlyLeuThrAlaAsnSerAspThrHisLeuleu

ou uma sua variante degenerada.

120
15

240
55

360
95
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0O invento também estd relacionado com uma molécula de
dcido nucleico especificando CD4 de chimpanzé com o dominio

citoplasmatico, compreendendo a seguinte sequéncia de DNA:

1 ATGAACCGGGGAGTCCCTTTTAGGCACTTGCTTCTGETGCTGCAACTGGCACTCCTCCCA
-25 MetAsnArgGlyValProPheArgHisLeuLeuleuValleuGlnLeuAlaleuleuPro

GCAGCCACTCAGGGAAAGAAAGTGGTGCTGGACAAGAAAGGRGACACAGTGGAACTGACC 120
AlaATaThrGInGlyLysLysValVallLeuGlyLysLysGlyAspThrValGluLeuThr 15

121 TGTACAGCTTCCCAGAAGAAGAGCATACAATTCCACTGGAAAAACTCCAACCAGAYAAAG
16 CysThrAlaSerGinLysLysSerIleGInPheHisTrpLysAsnSerAsnGInThrLys
Ile

ATTCTGGGAAATCAGGGCTCCTTCTTAACTAAAGETCCATCCAAGCTEAATGATCACEYT 240
I]eLeuG]yAsnG]nG]ySerPheLeuThrLysGlyProSerLysLeuAsnAspArgV?1 55
Ala

241 GACTCAAGAAGAAGCCTTTGGGACCAAGGARACTTTMCCCTGATCATCAAGAATCTTAAG
56 AspSerArgArgSerLeuTrpAspGInGlyAsnPheThrLeullellelysAsnLeulys
Pro

ATAGAAGACTCAGATACTTACATCTGTGAAGTGGGGGACCACAAGEAGGAGGTGCARTTG 360
ITeGTuAspSerAspThrTyrIleCysGluValGlyAspGInLysGluGluValGlinLeu 85

361 CTAGTGTTCéGATTGACTGéCAACTCTGA&ACCCACCTG&TTCAGGGGCAGAGCCTGAC&
96 LeuValPheGlyLeuThrAlaAsnSerAspThrHisLeuleuGInGlyGinSerLeuThr

CTGACCTTGGAGAGCCCCCCTGGTAGTAGCCCCTCAGTGCAATGTAGEAGTCCAAGRGET 360
LeuThrLeuGluSerProProGlySerSerProSerValGInCysArgSerProArgGly 135

481 AAAAACATACAGGGGGGGAAGACCCTCTCCETETCTCAGCTGGAGCTCCAGGATAGTGEC
136 LysAsnlleGInGlyGlyLysThrLeuSerValSerGinLeuGluLeuGInAspSerGly

ACCTGGACATGCACTGTCTTGCAGAACCAGAAGAAAGTGGAGTTCAAAATAGACATCTE 600
ThrTrpThrCysThrValleuGInAsnGInLysLysValGluPhelysIleAspIleVal 175



601
176

721
216

841
256

961
296

1081
336

1201
376

T SUUUV S

GTGCTAGCTTTCCAGAAGBCCTCCAGCATAGTCTATAACARACAGEEECAACAGETRGAG
Va1LeuA1aPheGlnLysA1aSerSerI]eVa]TerysLysGluG]yG]uGana]G]u

TTCTCCTTCCCACTCRCCTTTACAGTTRARAAGCTGACGEGCACTEACRAGCTATARTCE
PheSerPheProLeuA]aPheThrValG]uLysLeuThrGIySerG]yG]uLeuTrpTrp

CAGGCBGAGAGGGCTTCCTCCTCCAAGTCTTGGATCACCTTTEACCTCAAGAACAAGEAR
G]nA]aGluArgA]aSerSerSerLysSerTrpI]eThrPheAspLeuLysAsnLysGlu

GTGTCTGTAAAACGGGTTACCCAGRACCCTAAGCTCCAGATEGECAAGARGCTCCLRCTE
Va]SerVa]LysArgVa]ThrG]nAspProLysLeuG]nMetG]yLysLysLeuProLeu

CACCTCACCCTGCCCCAGGCCTTRCCTCAGTATECTGRCTCTGGAAACCTCACCETRGCE
HisLeuThrLeuProG]nA1aLeuProG]nTyrA]aGlySerGlyAsnLeuThrLeuA1a

CTTGAAGCGAAAACAGGARAGTTGCATCAGGAAGTGAACCTCGTEETEATRAGAGCCACT
LeuGluA]aLysThrGlyLysLeuHisG]nG]uVa]AsnLeuVa]Va]MetArgA]aThr

CAGCTCCAGAARAATTTGACCTGTRAGETETGGGRACCCACCTCCCCTARGCTGATECTE
GlnLeuG]nLysAsnLeuThrCysG]uVa]TrpG]yProThrSerProLysLeuMetLeu

AGCTTGAAACTGGAGAACAAGRAGGCAAACETCTCRAAGC GRGAGANGELGETRTGRETE
SerLeuLysLeuGluAsnLysG]uAlaLysVa]SerLysArgGluLysA]aVa]TrpVa]

CTGAACCCTGAGGCGGEEATETGRCAGTETCTECTRAGTEACTCOBGACARGTCLTGLTS
LeuAsnProG]uA1aGlyMétTrpGlnCysLeuLeuSerAspSerG]yG]nVa]LeuLeu

GAATCCAACATCAAGETTCTRCCCACATERTCCACCCCOATRCAGCCAATRRCCCTEATT
G]uSerAsnI]eLysValLeuProThrTrpSerThrProVa]G]nProMetA]aLeuI]e

GT6CTGGG6GECGTCRCCGECCTCCTRCTITTCATTGRGCTAGGCATCTTCTTCTGTETE
Va]LeuG]yGlyValA]aGlyLeuLeuLeuPheI]eGlyLeuGlyIlePhePheCysVal

720
215

840
255

840
295

1080
335

1200
375



AGGTGCCGGCACCGAAGGCGCCAAGCASAGCGGATGTCTCAGATCAAGAGACTCCTCAGT 1320
ArgCysArgHisArgArgArgGinAlaGlnArgMetSerGinIleLysArgleuleuSer 415
Glu

1321 GAGAAGAAGACCTGCCAGTGCCCTCACCRGTTTCAGAAGACATGTAGCCCCATTTGA 1377
416 GlulLysLysThrCysGInCysProHisArgPheGinLysThrCysSerProlleEnd 433

em que Yé&CoulcT,
M é& AouCe
S & C ou G;

ou uma sua variante degenerada.
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0 invento também estd relacionado com uma molécula de
dcido nucleico especificando um fragmento CD4 de chimpanzé,

compreendendo a seguinte sequéncia de DNA:

1 ATGAACCRGEGAGTCCCTTTTAGGCACTTECTTCTEGTECTGCAACTGECACTCCTECCA
-25 MetAsnArgGlyValProPheArgHisLeuleuleuValleuGInLeuAlaleuleuPro

GCAGCCACTéAGGGAAAGAAAGTGGTGCTéGGCAAGAAAéGGGACACAG?GGAACTGAC& 120
ATaAlaThrGInGlyLysLysValValleuGlylLysLysGlyAspThrvalGluLeuThr 15

121  TGTACAGCTTCCCAGAAGAAGAGCATACAATTCCACTGEARAAACTCCAACCAGAYAAAG
16 CysThrA]aSerG]nLysLysSerI]eG]nPheHisTrpLysAsnSerAsnG]nThrLys

Ile

ATTCTGGGAAATCAGGGCTCCTTCTTAACTAAAGGTCCATCCAAGCTGAATEATCGCEYT 240
lleLeuG]yAsnG]nG1ySerPheLeuThrLysG1yProSerLysLeuAsnAspArgVa] 55
Ala

241 GACTCAAGAAGAAGCCTTTGGGACCAAGGAAACTTTMCCCTEATCATCAAGAATCTTAAG
56 AspSerArgArgSerLeuTrpAspGInGlyAsnPheThrLeullellelysAsnLeulys
Pro

ATAGAAGACTCAGATACTTACATCTGTGAAGTGRGEGACCAGAAGGAGGAGETECAATTE 360
ITeGluAspSerAspThrTyrIleCysG1uVal6lyAspGInLysGluGluValGlinLeu 95

361 CTAGTGTTCRGATTGACTGCCAACTCTGACACCCACCTRLTT
96 LeuValPheGlylLeuThrAlaAsnSerAspThrHisLeuleu

em gue YéCoulTe
M é&A ou C;

ou uma sua variante degenerada.



0O invento também estd relacionado com uma molécula de
dcido nucleico especificando uma molécula de ligag8c a gpl20
capaz de glicosilagfio que estd relacionada com CD4 humana com o

dominio citoprlasmatico, compreendendo a seguinte sequéncia de

DNA:

1 ATGAACCGGGGAGTCCCTTTTAGGCACTTECTTCTEETECTGCAACTEECRCTCCTCCCA
-25 MetAsnArgGlyVa]ProPheArgHisLeuLeuLeuValLeuG]nLeuA]aLeuLeuPro

GCAGCCACTCAGGGAAAGAAAGTCETECTEGGCAAAAAAGGGGATACAGTCRRAACTGACE 120
AlaA1aThrGInGlyLysLysValValleuGlyLysLysGlyAspThrValGluLeuThr 15

121  TRTACAGCTTCCCAGAAGAAGAGCATACAATTCCACTGEAAAAACTCCAACCAGAYAARG
16 CysThrAlaSerGinLysLysSerIleGInPheHisTrpLysAsnSerAsnGInThrLys
Ile

ATTCTGGGAAATCAGEGCTCCTTCTTAACTARAGETCCATCCAAGCTRAATEATCRCECT 240
INeLeuGlyAsnGInGlySerPheLeuThrLysGlyProSerLysLeuAsnAspArgAla 55

241 GACTCAAGAAGAAGCCTTTGGGACCAAGGAAACTTCMCCCTEATCATCAAGAATCTTAAG
56 AspSerArgArgSerLeuTrpAspGInGlyAsnPheThrLeullellelysAsnLeulys
Pro

ATAGAAGACTCAGATACTTACATCTGTGAAGTGGAGGACCAGAAGGAGGAGETGCAATTE 360
I1eGluAspSerAspThrTyrIleCysGluValGluAspGinLysGluGluValGinLeu 95

361 CTAGTGTTCGGATTGACTGCCAACTCTBACACCCACCTECTTCAGEGECAGAGCCTEACE
96 LeuValPheG]yLeuThrA]aAsnSerAspThrHisLeuLeuGlnGlyG]nSerLeuThr

CTGACCTTGRAGAGCCCCCCTGGTAGTAGCCCCTCAGTGCAATETAGGAGTCCARGEEET 360
LeuThrLeuG]uSerProProG1ySerSerProSerVa]G]nCysArgSerProArgG]y 135

481 AAAAACATACAGGGGGGGAAGACCCTCTCCGTGTCTCAGCTRGAGCTCCAGRATAGTGGE
136 LysAsnIleGlnG1yG]yLysThrLeuSerVa]SerG]nLeuG]uLeuG]nAspSerG]y



601
176

721
216

841
256

961
296

1081 CTGAACCCTéAGGCGGGGAiGTGGCAGTG?CTGCTGAGT@ACTCGGGACAGGTCCTGCTG
336 LeuAsnProGluAlaGlyMetTrpGinCysleuleuSerAspSerGlyGinValleuleu

ACCTGGACATECACTGTCTTECAGAACCAGAAGAAGGTGRAGTTCAAAATAGACATCGTG
ThrTrpThrCysThrValleuGInAsnGInLysLysValGluPhelysIleAsplieVal

GTECTAGCTTTCCAGAAGGCCTCCAGCATAGTCTATAAGAAAGAGGGGEAACAGGTGGAG
VallLeuAlaPheGInLysAlaSerSerIleValTyrLysLysGluGlyGluGinValGlu

TTCTCCTTCCCACTCECCTTTACAGTTEAAAAGCTGACGGGCAGTGECCAGCTGTGETEE
PheSerPheProLeuAlaPheThrValGluLysLeuThrGlySerGlyGluLeuTrpTrp

CAGGCGGAGAGGGCTTCCTCCTCCAAGTCTTEEATCACCTTTGACCTGAAGAACAAGGAA
GInAlaGluArgAlaSerSerSerLysSerTrplleThrPheAspLeulysAsnlysGlu

GTETCTETAAAACGGETTACCCAGRACCCTAAGCTCCAGATGGGCAAGAAGCTCCCRLTC
ValSerVallysArgValThrG1nAspProlysLeuGInMetGlyLysLyslLeuProleu

CACCTCACCCTECCCCAGGCCTTRCCTCAGTATRCTGECTCTGRAAACCTCACCCTRGEE
HisLeuThrLeuProGlnAlaLeuProGInTyrAlaGlySerGlyAsnLeuThrLeuAla

CTTGAAGCGAARACAGGAAAGTTGCATCAGGAAGTEAACCTGGTGGTGATGAGAGCCACT
LeuGluAlalysThrGlyLysLeuHisGInGluValAsnLeuValValMetArgAlaThr

CAGCTCCAGAARAATTTEACCTGTGAGGTGTGGEGACCCACCTCCCCTAAGCTGATGCTG
GInLeuGInLysAsnLeuThrCysGluValTrpGlyProThrSerProLysLeuMetleu

AGCTTGARACTGGAGAACAAGGAGGCAARGETCTCEAAGCGGEAGAAGGCEGTETGEETG
SerLeulysLeuGluAsnLysGluAlaLysValSerLysArgGluLysAlaValTrpVal

GAATCCAACATCAAGETTCTGCCCACATGETCCACCCCEETGCAGCCAATGGCCCTERATT
GluSerAsnllelysValLeuProThrTrpSerThrProValGlnProMetAlaleulle

f S
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600
175

720
215

840
255

840
295

1080
335
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375



1201 GTCCTERCEEECETCOCCGRCCTCCTRCTITICATTGEGCTAGGCATCTTCTTCTATGTC
376 ValleuGlyGlyValAlaGlyleuleuleuPhelleGlylLeuGlyIlePhePheCysVal

AGGTGCCGGCACCGAAGGCGCCAAGCAGAGCGGATGTCTCAGATCAAGAGACTCCTCAGT 1320
ArgCysArgHisArgArgArgGinATaGluArgMetSerGinllelysArglLeuleuSer 415

1321 GAGAAGAAGACCTGCCAGTéCCCTCACCGéTTTCAGAAGACATGTAGCCéCATTTGA 1377
416 GlulysLysThrCysGinCysProHisArgPheGinLysThrCysSerProlleEnd 433

O

em que Y CoulTe
M A ou C;

ou uma sua variante degenerada;

[1Y

com a condic8Bo de Y nfo ser T e M nflo ser C ao mesmo tempo.
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O invento também estd relacionado com uma molécula de
dcido nucleico especificando uma molécula de ligacdo a gpl20
capaz de glicosilaglio que estd relacionada com um fragmento de

CD4b humano, compreendendo a seguinte sequéncia de DNA:

1 ATGAACCGGGGAGTCCCTTTTAGGCACTTECTTCTEATECTECAACTEECGCTCCTCCCA
-25 MetAsnArgGlyValProPheArgHisLeuleuleuVallLeuGlnLeuAlaleuleuPro

GCAGCCACTCAGGGAAAGAAAGTEETGCTGGGCARAARAGGGGATACAGTGEAACTEACC 120
AlaAlaThrGInGlylysLysValValleuGlyLysLysG1yAspThrValGluLeuThr 15

121 TGTACAGCTTCCCAGAAGAAGAGCATACAATTCCACTGGAAAAACTCCAACCAGAYARAG
16 CysThrAlaSerGlInLysLysSerIleGInPheHisTrpLysAsnSerAsnGinThrlLys

Ile

ATTCTGGGAAATCAGGGCTCCTTCTTAACTAAAGGTCCATCCAAGCTGAATGATCGCGET 240
ITelLeuGlyAsnGInGlySerPheleuThrlysGlyProSerLysLeuAsnAspArgAla 55

241 GACTCAAGAAGAAGCCTTTGGGACCAAGGAAACTTCMCCCTGATCATCAAGAATCTTAAG
56 AspSerArgArgSerleuTrpAspGInGlyAsnPheThrleullellelysAsnLeulys
Pro

ATAGAAGACTCAGATACTTACATCTGTGAAGTGGAGGACCAGAAGEAGGAGGTGCAATTG 360
ITeGluAspSerAspThrTyrIleCysGluValGluAspGinLysGluGluValGinleu 95

361 CTAGTGTTCGGATTGACTGCCAACTCTGACACCCACCTGCTT
96 LeuValPheGlyLeuThrAlaAsnSerAspThrHislLeuleu

em que YéCoulTe
M é& A ou C;
ou uma sua variante degenerada;

com a condic8o de YU n8o ser T e M n8o ser C simulténemente.



0 invento também estd relacionado com uma molécula de
dcido nucleico especificando uma proteina de fus8o, compreendendo
1) uma molécula de acido nucleico especificando CD4 de
primata nfo humano ou seu fragmento que se liga a gpl20
de HIV ou SIV e
2) uma molécula de acido nucleico especificando uma
cadeia leve ou pesada de imunoglobulina,
em que a molécula de Acido nucleico que especifica a regifo
variavel da referida cadeia de imunoglobulina foi substituida com
a molécula de acido nucleico especificando o referido CD4 primata

n&c humano ou seu fragmento.

0O invento também estd relacionado com uma molécula de
dcido nucleico especificando uma proteina de fus8o, compreendendo

1) uma molécula de acido nucleico especificando CD4 de
primata n8o humano ou umseu fragmento que se liga a gpl20 de HIV
ou SIV, ligada a

2) uma molécula de &cido nucleico especificando um

polipeptideo citotoxico.

O invento também esta relacionado com vectores compre-

endendo as moléculas de &cido nucleico do invento.

0 invento também estd relacionado c¢om hospedeiros
transformados com os vectores do invento. Em particular, o
invento estd relacionado com hospedeiros que expressam cadeias
leves e pesadas complementares de imunoglobulina juntamente com o
produto de expressBio da referida molécula de acido nucleico da
proteina de fusfio para dar uma molécula tipo imunoglobulina que

se liga a gpl120 de HIV ou de SIV.



0O invento também estd relacionado com métodos para a

produc8o de CD4 de primata n8o humano ou seu fragmento que se

liga a gpl20 de HIV ou SIV, que se caracteriza por

cultura, num meio nutritivo adequado em
condigBes de produc8o de proteina, de uma estirpe
hospedeira transformada com um vector compreendendo uma
molédcula de acido nucleico especificando um CD4 de
primata n8o humano ou seu fragmento solGvel que se liga
a gpl20 de HIV ou SIV, o referido vector compreendendo
ainda sinais de expressBo que s#o reconhecidos pela
referida estirpe hospedeira e dirigem a expressdo do
referido CD4 de primata nZoc humano ou seu fragmento e

recuperacio do CD4 de primata nfo humano ou seu

fragmento solGvel assim produzido.

0O invento também estid relacionado com um método para a
produc8o de uma proteina de fus8o compreendendo CD4 de primata
ndo humano ou seu fragmento que se liga a gpl20 e uma cadeia leve
ou pesada de imunoglobulina, em que a regi8o variavel da cadeia
de imunoglobulina foi substituida por CD4 de primata n8o humano
ou seu fragmento que se liga a gpl20 de HIV ou SIV, que se

cartacteriza por

cultura, num meio nutritivo adequado em
condic¢Bes de producdo de proteina, de uma estirpe
hospedeira transformada com um vector especificando a
a referida proteina de fus8o, o referido vector
compreendendo ainda sinais de expressfio que s8o
reconhecidos pela referida estirpe hospedeira e
dirigem a expressfio do referido CD4 de primata nfo
humano e

recuperacio da proteina de fusfo assim produzida.



Em particular, o invento estd relacionado com um método

para a preparacéo de uma molécula do tipo imunoglobulina, em que
a referida estirpe hospedeira & uma linha celular de mieloma que
produz cadeias leves de imunoglobulina e a referida proteina de
fus8o compreende uma cadeia pesada de imunoglobulina da classe
IgM, IgGl ou IgG3, em gque & produzida uma molécula do tipo
imunoglobulina compreendendo a referida proteina de fus8o. O
invento também estéd relacionado com um método para a preparac8o
de uma molécula do tipo imunglobulina, em que o referido hospe-
deiro produz cadeias pesadas de imunoglobulina da classe IgM,
IgGl ¢ 1gG3 juntamente com a referida proteina de fus8o compreen-
dendo uma cadeia leve de imunoglobulina para dar uma molécula do

tipo imunoglobulina que se liga a gpl20 de HIV ou SIV.

0 invento também estd relacionado com CD4 de primata
ndo humano substancialmente puro. Em particular, o invento
relaciona-se com CD4 de rhesus substancialmente puro compreenden-

do a seguinte sequéncia de aminoécidos:



MetAsnArgGlyITeProPheArgHisLeuleuleuValleuGlnleuAlaleuleuPro
AlaValThrGInGlyLysLysValValleuGlyLysLysG1yAspThrValGluLeuThr
CysThrAlaSerGinLysLysAsnThrGInPheHisTrpLysAsnSerAsnGinIlelys
IleLeuGlyIleGInGlyLeuPheLeuThrlysGlyProSerLysLeuSerAspArgAla
AspSerArglLysSerLeuTrpAspGInGlyCysPheSerMetITellelysAsnLeulys
I1eGluAspSerAspThrTyrIleCysGluValGluAsnlysLysGluGluValGluleu
LeuValPheGlylLeuThrAlaAsnSerAspThrHisLeuleuGluGlyGinSerLeuThr
LeuThrLeuGluSerProProGlySerSerProSerVallysCysArgSerProGlyGly
LysAsnI1eGInG1yG1yArgThrIleSerValProGinLeuGluArgGInAspSerGly
ThrTrpThrCysThrValSerGInAspGinLysThrValGluPhelysIleAspIleVal
Va]LeuA]aPheG]nLysAlaSerSerThrValTerysLysG]uG]yG]uG]nValG]u
PheSerPheProLeuAlaPheThrLeuGluLysLeuThrGlySerGlyGluleuTrpTrp
G]nA]aG]uArgA]aSerSerSerLysSerTrleeThrPheAspLeuLysAsnLysG]u
Va]SerVa]LysArgVa]ThrG]nAspProLysLeuG]nMetG]yLysLysLeuProLeu
HisLeuThrLeuProGinAlaleuProGinTyrAlaGlySerGlyAsnLeuThrleuAla
LeuGluAlaLysThrG]yLysLeuHisG]nG]uVa]AsnLeuVa]Va1MetArgA1aThr
G1nPheG1nGluAsnLeuThrCysGluvalTrpGlyProThrSerProlysLeuThrleu
SerLeuLysLeuG]uAsnLysG1yA1aThrVa1SerLysG1nA]aLysA]aVa]TrpVal
LeuAsnProG]uA1aG]yMetTrpG]nCysLeuLeuSerAspSerG]yG]nVa]LeuLeu
G1uSerAsnIleLysVa1ValProThrTerroThrProValGlnProMetA]aLeuI]e
ValLeuGlyG]yVa]AlaGlyLeuLeuLeuPheThrG]yLeuG]yI]ePhePheCysVa]
ArgCysArgHisArgArgArgG]nA]aG]uArgMetSerG]nI]eLysArgLeuLeuSer
G]uLysLysThrCysG]nCysProHisArgPheG]nLysThrCysSerProIle.

/\.,!
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0 invento também estd relacionado com CD4 de chimpanzé
substancialmente puro compreendendo a seguinte sequéncia de

aminoacidos:

MetAsnArgGlyValProPheArgHislLeuleuleuValleuGlnteuAlaleuleuPro
AlaAlaThrGInGlyLysLysValValleuGlyLysLysGlyAspThrValGluLeuThr
CysThrAlaSerGlnLysLysSerI1eGInPheHisTrpLysAsnSerAsnGInThrLys
ITeLeuGlyAsnGInGlySerPheleuThrLysGlyProSerLysLeuAsnAspArgVal
AspSerArgArgSerLeuTrpAspGInGlyAsnPheThrLeullellelysAsnLeulys
ITeGluAspSerAspThrTyrIleCysGluValGlyAspGinLysGluGluvalGlnLeu
LeuValPheGlyleuThrAlaAsnSerAspThrHisLeuleuGinGlyGInSerLeuThr
LeuThrLeuGluSerProProGlySerSerProSerValGlnCysArgSerProArgGly
LysAsnI1eGInGlyGlyLysThrLeuSerValSerGinLeuGlulLeuGinAspSerGly
ThrTrpThrCysThrValLeuGlnAsnGinLysLysValGluPhelLysIleAsplieVal
ValleuAlaPheGlnLysAlaSerSerIleValTyrLyslysGluGlyGluGInValGlu
PheSerPheProleuAlaPheThrValGluLysLeuThrGlySerGlyGluLeuTrpTrp
GInAlaGluArgAlaSerSerSerLysSerTrplleThrPheAsplLeulysAsnLysGlu
ValSerVallysArgValThrGinAspProLysleuGinMetGlylysLysLeuProleu
HisLeuThrLeuProGinAlaleuProGInTyrAlaGlySerGlyAsnLeuThrLeuAla
LeuGluAlaLysThrGlyLysLeuHisGInGluValAsnLeuValValMetArgAlaThr
GInLeuGinLysAsnLeuThrCysGluValTrpGlyProThrSerProlyslLeuMetleu
SerleulysieuGluAsnLysGluATalysValSerLysArgGluLysAlaValTrpVal
LeuAsnProGluAlaGlyMet TrpGInCysleuleuSerAspSerGlyGinValleuleu
GluSerAsnllelLysValLeuProThrTrpSerThrProValGinProMetAlaleulle
ValleuGlyGlyValAlaGlyLeulLeuleuPhelleGlylLeuGlyllePhePheCysVal
ArgCysArgHisArgArgArgGinAlaGlnArgMetSerGinllelysArgleuleuSer
GlulysLysThrCysGInCysProHisArgPheGlnLysThrCysSerProlle;

ou

o seu derivado glicosado



0 invento também estid relacionado com uma molécula de
CD4 n8o humano substancialmente puro compreendendo a seguinte

seqguéncia de aminoadcidos:

MetAsnArgG]yVa]ProPheArgHisLeuLeuLeuVa]LeuG]nLeuA]aLeuLeuPro
A]aAlaThrG]nG]yLysLysVa]ValLeuGlyLysLysG1yAspThrVa1G]uLeuThr
CysThrA]aSerG]nLysLysSerI]eG]nPheHisTrpLysAsnSerAsnG]n-@-Lys
I]eLeuG]yAsnG]nG]ySerPheLeuThrLysG]yProSerLysLeuAsnAspArg-#-
AspSerArgArgSerLeuTrpAspGlnGlyAsnPhe-S-LeuI]eI]eLysAsnLeuLys
I]eG]uAspSerAspThrTyrI1eCysG]uVa]G]yAspG]nLysG]uG]uVa]G]nLeu
LeuVa]PheG]yLeuThrA]aAsnSerAspThrHisLeuLeuG]nG]yGlnSerLeuThr
LeuThrLeuG]uSerProProG]ySerSerProSerValG]nCysArgSerProArgG]y
LysAsnI]eG]nG]yG]yLysThrLeuSerVa]SerG]nLeuG]uLeuG]nAspSerG]y
ThrTrpThrCysThrVa]LeuG]nAsnG]nLysLysVa]G]uPheLysIleAsleeVa]
Va]LeuA]aPheG]nLysA]aSerSerI]eValTerysLysG]uG]yG]uG]nVa161u
PheSerPheProLeuAlaPheThrVa]G]uLysLeuThrG]ySerG]yG1uLeuTrpTrp
G]nA]aG]uArgA]aSerSerSerLysSerTrpI]eThrPheAspLeuLysAsnLysG]u
Va]SerVa]LysArgVa]ThrG]nAspProLysLeuG1nMetG]yLysLysLeuProLeu
HisLeuThrLeuProG]nA]aLeuProG]nTyrA]aGlySerG]yAsnLeuThrLeuA]a
LeuG]uA]aLysThrG]yLysLeuHisGlnGluVa]AsnLeuVa]Va]MetArgA1aThr
G1nLeuG]nLysAsnLeuThrCysG]uVa1TrpG]yProThrSerProLysLeuMetLeu
SerLeuLysLeuG]uAsnLy561uA]aLysValSerLysArgG]uLysA]aVa]TrpVa]
LeuAsnProG]uAlaGlyMetTrpG]nCysLeuLeuSerAspSerG]yG]nVa]LeuLeu
GluSerAsnI1eLysVa]LeuProThrTrpSerThrProVa]G]nProMetA]aLeuI]e
Va]LeuG]yG]yVa]A]aG]yLeuLeuLeuPheIleG]yLeuG]yIlePhePheCysVa]
ArgCysArgHisArgArgArgG]nA1a-%-ArgMetSerGlnI]eLysArgLeuLeuSer
G]uLysLysThrCysG]nCysProHisArgPheG]nLysThrCysSerProIIe,

em que

Tre ou Ile,
Val ou Ala,
Tre ou Pro e

Gln ou Glu;

|
=
1
[CAN AN O TR O

—% -

ou o seu derivado glicosilado.



O invento também estd relacionado com uma molécula

ligac8o a gpl20 relacionada com CD4 n8o humano, compreendendo

seguinte sequéncia de aminoacidos:

MetAsnArgGlyValProPheArgHisLeuleuLeuValleuGlnLeuAlaleuleuPro
A1aA]aThrG]nG]yLysLysVa]Va]LeuG]yLysLysG]yAspThrVa]G]uLeuThr
CysThrA]aSerG]nLysLysSerIleGlnPheHisTrpLysAsnSerAsnG1n-@-Lys
11eLeuGlyAsnG]nG]ySerPheLeuThrLysG]yProSerLysLeuAsnAspArgA]a
AspSerArgArgSerLeuTrpASpG1nG]yAsnPhe-s-LeuIIeI]eLysAsnLeuLys
I]eG]uAspSerAspThrTyrI1eCysG]uVa]G]uAspGlnLysG]uG]uValG]nLeu
LeuVa]PheG]yLeuThrA]aAsnSerAspThrHisLeuLeuG]nG]yG]nSerLeuThr
LeuThrLeuG]uSerProProG]ySerSerProSerVa]G]nCysArgSerProArgGTy
LysAsnIIeG]nG]yGlyLysThrLeuSerVa]SerG]nLeuG]uLeuG]nAspSerG]y
ThrTrpThrCysThrValLeuG]nAsnG1nLysLysVa1G]uPheLysI]eAspI]eVal
Va]LeuA]aPheG]nLysAlaSerSerIleValTerysLysG]uG]yG]uG]nVa]G]u
PheSerPheProLeuA]aPheThrVa]G]uLysLeuThrG]ySerG]yG]uLeuTrpTrp
G]nAlaG]uArgA]aSerSerSerLysSerTrpI]eThrPheAspLeuLysAsnLysG]u
Va1SerVa1LysArgValThrG]nAspProLysLeuG]nMetG]yLysLysLeuProLeu
HisLeuThrLeuProGinAlaleuProGinTyrAlaGlySerGlyAsnLeuThrLeuAla
LeuG]uA]aLysThrGIyLysLeuHisG]nGluVa]AsnLeuVa]ValMetArgA]aThr
G]nLeuG]nLysAsnLeuThrCysG]uVa]TrpG]yProThrSerProLysLeuMetLeu
SerLeuLysLeuG]uAsnLysGluA]aLysVa]SerLysArgG]uLysA]aVa]TrpVa]
LeuAsnProG]uA]aGlyMetTrpG]nCysLeuLeuSerAspSerG]yG]nVa]LeuLeu
GluSerAsnIlelysValleuProThrTrpSerThrProValGinProMetAlaleulle
ValLeuG]yG]yVa]A]aGlyLeuLeuLeuPheI]eG]yLeuG]yI]ePhePheCysVal
ArgCysArgHisArgArgArgGinAlaGluArgMetSerGinlTeLysArgLeuleuSer
GluLysLysThrCysGInCysProHisArgPheG1nLysThrCysSerProlle,

em que
~-@- & Tre ou Ile e
-$- &

o seu derivado glicosilado;

Tre ou Pro; ou

com a condigcBo de pelo menos um de -@- e -$- ser Tre.

de
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Q0 invento também estd relacionado com fragmentos de CD4
de primata n8c humano que se ligam a gpl20 de HIV ou SIV. De
preferéncia tais fragmentos de CD4 de primata néo

solGveis em soluc8io aquosa.

humano sé#o

Em particular, o invento estda relacionado com um

fragmento solivel de CD4 que & derivado do macaco rhesus e

compreende a seguinte sequéncia de aminoacidos:

 —— e

MetAsnArgGlyI]eProPheArgHisLeuLeuLeuVa]LeuG]nLeuA]aLeuLeuPro
AlaVa]ThrGlnG]yLysLysVa]Va]LeuG1yLysLysG1yAspThrVa1G]uLeuThr
CysThrA]aSerG1nLysLysAsnThrG1nPheHisTrpLysAsnSerAsnG1nIleLys
I1eLeuG1y11eG]nG]yLeuPheLeuThrLysG]yProSerLysLeuSerAspArgA]a
AspSerArgLysSerLeuTrpAspG1nG]yCysPheSerMetI]eI1eLysAsnLeuLys
I1eG]uAspSerAspThrTyrI]eCysGluValG]uAsnLysLysG1uG1uVa]GluLeu
LeuVa1PheG]yLeuThrAlaAsnSerAspThrHisLeuLeu.

0O invento estd também relacionado com um fragmento

solGvel de CD4 de chimpanzé compreendendo a seguinte sequéncia de
aminoacidos:

MetAsnArgGlyValProPheArgHisLeuleuleuValleuGinleuAlaleuleuPro
AlaAlaThrGInGlyLysLysValValLeuGlyLysLysGlyAspThrValGluLeuThr
CysThrAlaSerGinLysLysSerIleGInPheHisTrpLysAsnSerAsnGInThrLys
ITeLeuGlyAsnGInGlySerPheleuThrLysGlyProSerlLyslLeuAsnAspArgVal
AspSerArgArgSerLeuTrpAspGInGlyAsnPheThrLeullelleLysAsnLeulys
I1eGluAspSerAspThrTyrIleCysGluValGlyAspGInLysGluGluValGinLeu
LeuValPheGlylLeuThrAlaAsnSerAspThrHislLeuleu.



e
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O invento estd também relacionado com uma molécula de
ligac8o a gpl20 capaz de ser glicosilada compreendendo a seguinte

sequéncia de aminodcidos:

MetAsnArgGlyValProPheArgHisLeuleuleuValleuGlinLeuAlaleuleuPro
AlaATlaThrGInGlyLyslLysValValLeuGlyLysLysGlyAspThrValGluLeuThr
CysThrAlaSerGinLysLysSerIleGInPheHisTrpLysAsnSerAsnGin-@-Lys
ITeLeuGlyAsnGInGlySerPheleuThrLysGlyProSerlLysLeuAsnAspArg-#-
AspSerArgArgSerLeuTrpAspGInGlyAsnPhe-$-LeullellelysAsnLeulys
I]eGTuAspSerAspThrTyrI1eCysG1uVa]GlyAspG]nLysG]uG]uVa]GlnLeu
LeuValPheGlylLeuThrAlaAsnSerAspThrHisLeuleu

em que
-@- & Tre ou Ile,
~#~ & Val ou Ala e
é Tre ou Pro; ou

o seu derivado glicosilado.
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O invento também estd relacionado com uma molécula de
ligag80 a gpl20 capaz de ser glicosilada relacionada com fragmen-
tos de CD4 humanos. Em particular, o invento estéd relacionado com
um fragmento de CD4 humano glicosilado compreendendo a seguinte
sequéncia de aminoacidos:

MetAsnArgG]yVa]ProPheArgHisLeuLeuLeuVa]LeuG]nLeuA]aLeuLeuPro

A]aA1aThrG]nGlyLysLysVa1Va1LeuG]yLysLysG]yAspThrVa]G1uLeuThr
CysThrA]aSerG]nLysLysSerI]eG]nPheHisTrpLysAsnSerAsnG]n-@-Lys
I]eLeuG]yAsnG]nGlySerPheLeuThrLysG]yProSerLysLeuAsnAspArgAla
AspSerArgArgSerLeuTrpAspGlnGlyAsnPhe-S-LeuIleI]eLysAsnLeuLys
I]eG]uAspSerAspThrTyrIleCysG]uVa]G]uAspG1nLysG]uG]uVa]GlnLeu
LeuValPheGlylLeuThrAl aAsnSerAspThrHisLeuleu

em que
~-@- & Tre ou Ile e
-$- & Tre ou Pro; ou
o seu derivado glicosilado;

com a condic8io de pelo menos um de -@- e —-$- ser Tre.



O invento também estd relacionado com proteinas de
fus8o, compreendendo CD4 de primata n8io humano ou moléculas de
ligac8o a gpl20 do invento, ou seus fragmentos de ligacBio a HIV

ou a SIV, ligados a um polipeptideo citotdxico.

O invento também estd relacionado com uma proteina de
fus8o compreendendo CD4 de primata n8o humano ou moléculas de
ligac8o a gpl20 do invento ou seus fragmentos que sejam capazes
de se ligar a gpl20 de HIV ou de SIV, ligados ao extremo C de uma
segunda proteina que compreende uma cadeia pesada de imunoglobu-
lina da classe IgM, IgGl ou IgG3, em que a regifio variavel da
referida cadeia pesada de imunoglobulina foi substituida por CD4

ou um seu fragmento de ligac8o a gpl20 de HIV.

0 invento também estd relacionado com uma molécula do
tipo imunoglobulina, compreendendo:

(1) uma proteina de fusfio de CD4 de primata nfo humano

ou um seu fragmento que se liga a gpl20 de HIV ou de

SIV e uma cadeia pesada de imunoglobulina, ligado a

(2) uma cadeia leve de imunoglobulina.

O invento também estd relacionado com uma proteina de
fus8io compreendendo CD4 de primata n#o humano ou moléculas de
ligag8o a gpl20 do idinvento, ou seus fragmentos que se liguem =a
gpl20 de HIV ou de SIV, fundidos no extremo C a uma segunda
proteina compreendendo uma cadeia leve de imunoglobulina em que a

regifio variavel foi eliminada.

O invento também estd relacionado com uma molécula do

tipo imunoglobulina compreendendo:

1) uma proteina de fusBo de CD4 de primata n8o humano



ou molécula de ligac8o a gpl20 do invento ou seu
fragmento que se liga a gpl20 de HIV ou SIV e uma
cadeia leve de imunoglobulina, ligada a

?2) uma cadeia pesada de imunoglobulina.

0 invento +também estd relacionado com composigles

farmacéuticas, compreeendendo

1) uma quantidade terap8uticamente eficaz de CD4 de
primata n8o humano e

2) um veiculo farmac&uticamente aceitavel.

O invento também estda relacionado com composicles

farmacéuticas, compreendendo

1) uma quantidade terap@uticamente eficaz de um
fragmento solGvel de CD4 n&o humano e

2) um veiculo farmacéuticamente aceitpavel.

0 invento também estd relacionado com composicgdes
farmacéuticas compreendendo as proteinas, glicoproteinas, protei-

nas de fus8o e moléculas do tipo imunoglobulina do invento.

0 invento também estd relacionado com complexos entre
CD4 de primata n8io humano substancialmente puro e gpl20 de HIV ou
SIV.

O invento também estd relacionado com complexos compre-
endendo fragmentos de CD4 n8o humano do invento e gpl20 de HIV ou
SIV.



0 invento também estd relacionado com complexos compre-
endendo as proteinas de fus8io e moléculas do tipo imunoglobulina
do invento e gpl20 de HIV ou SIV.

0 invento também estd relacionado com complexos entre
as moléculas de ligacg8o a gpl20 capazes de sofrerem glicosilacg8o

e gpl20 de HIV ou de SIV.

0 invento também estd relacionado com um método para o
tratamento de infecgBes por HIV ou SIV, caracterizado pela
administragc8io a um animal necessitado de +tal tratamento de uma
quantidade terap8uticamente eficaz de CD4 de primata n8o humano

substancialmente puro ou um seu fragmento solivel.

0O invento também estd relacionado com um método para o
tratamento de infecg¢gBes por HIV ou 8SIV, caracterizado pela
administrac8io a um animal necessitado de +tal tratamento de uma
gquantidade terapéuticamente eficaz de uma das proteinas de fusdo

do invento.

O invento também estd relacionado com um método para o
tratamento de infeccgBes por HIV ou SIV, caracterizado pela
administrac8io a um animal necessitado de tal tratamento de uma

quantidade terapéuticamente eficaz de moléculas do tipo imunoglo-

bulina do invento.

0 invento também estd relacionado com um método para o
tratamento de infecgles por HIV ou 8SIV, caracterizado pela
administrac8io a um animal necessitado de tal tratamento de uma
gquantidade terapéuticamente eficaz das moléculas de ligag8o a

gpl20 do invento.
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0O invento também esta relacionado com um método para a
deteccfo de gpl20 de HIV ou de SIV numa amostra, caracterizado
por

(a) contacto de uma amostra suspeita de conter
epl20 de HIV ou de SIV com a proteina de fus8o ou molécula do
tipo imunoglobulina do invento e

(b) deteccfio da formacBio do complexo

0 invento também estd relacionado com um método para a deteccgdo
de gpl20 de HIV ou de SIV numa amostra, caracterizado por

(a) contacto de uma amostra suspeita de conter
epl20 de HIV ou de SIV com CD4 de primata ndo humano ou um Sseu
fragmento que seja capaz de se ligar a gpl20 de HIV ou de SIV e

(b) detecc8o da formac8o do complexo.

0 invento esté relacionado com a descoberta de que os
primatas n8io humanos t&m CD4 com uma sequéncia de aminoacidos
diferente do CD4 humano. O invento também estd relacionado com a
descoberta de que quando CD4 de primata n8o humano & expresso na
superficie de <células humanas, substancialmente menos células
gigantes multinucleadas ou sincicios s#o formados do que quando
CD4 humano é expresso na superficie da célula. O invento também
estd relacionado com a descoberta de que a presenca de um residuo
glicina na posic8o 87 em CD4 de primata n&o humano derivado de
chimpanzé, em vez de residuo de Adcido glutéimico tal como se
encontra em CD4 humano & responsavel pela auséncia da formac8o de
sincicios. Como resultadoa a molécula de CD4 derivada de chimpan-—
zé& pode agora ser usada em aplicag8es terapéuticas sem o poten-

cial de causar a formac8o de sincicios.

O invento estéd também relacionado com a descoberta

inesperada que CD4 de chimpanzé contem dois sitios de



glicosilac8o (posicBes 36 e 66 (ASN)). A descoberta permite a
preparac8o de moléculas glicosiladas de ligac8o a gpl20 e seus
fragmentos que se ligam a gpl20 e provavelmente s#8o mais estaveis
in vivo. Vantajosamente, as moléculas glicosiladas de ligacdo a
gpl20 e seus fragmentos podem ser administradas menos frequente-
mente a um animal do que outras moléculas CD4 humanas ou de
outros primatas que n8o sejam glicosiladas. Assim, o invento
também estd relacionado com moléculas CD4 de primatas (incluindo
humanos) tendo um ou mais sitios de glicosilag#o, por exemplo, a
sequédncia de chimpanzé nos residuos de aminoécidos 34 e 68, s em
34 ¢ s6 em 68. 0 invento também estd relacionado com outras
moléculas de CD4 com sitios de glicosilacBo noutras posig8es,

desde que a molécula retenha a ligac¢8o a gpl20.

DESCRICXQ DE REALIZACOES PREFERIDAS

0 invento & dirigido a moléculas de &cido nucleico
especificando CD4 de primata n8o humano, seua fragmentos de
ligac8o a gpl20 de HIV, seus fragmentos solQveis de ligac8o a
epl20 de HIV, suas proteinas de fus8o e moléculas do tipo imuno-
globulina. O invento também estds relacionado com moléculas de
ligac8o a gpl20 capazes de serem glicosiladas, seus fragmentos de
ligac80 a gpl20, suas proteinas de fus8o e moléculas do tipo
imunoglobulina. As moléculas de acido nucleico do invento pode

ser uma molécula de DNA ou de RNA.

O termo €solGvel® pretende significar que o {fragmento
de CD4 é soltavel em solugBes aquosas que incluem, mas nf8o estéo
limitadas a tamp8es aquosos sem detergentes e fluidos do corpo

tais como sangue, plasma e soro.



0 invento também & dirigido & expressfio destas novas
moléculas de &cido nucleico em hospedeiros transformados para dar
proteinas e glicoproteinas. O invento também estd relacionado com
a utilizac8o destas proteinas e glicoproteinas para tratar e

diagnosticar infec¢des pelo HIV.

Em particular, o invento esté& relacionado com a expres-—
s8o das referidas moléculas de Acido nucleico, as quais especifi-
cam uma proteina de fus8o compreendendo uma cadeia leve ou pesada
de imunoglobulina, em hospedeiros mamiferos que expressem imuno-
globulinas de cadeias 1leves ou pesadas complementares para dar

uma molécula do tipo imunoglobulina que se liga a gpl20 de HIV ou
de SIV.

As proteinas CD4, glicoproteinas, fragmentos de CD4,
proteinas de fus8o ou moléculas do tipo imunoglobulina do invento
podem ser administradas a um animal para tratamento de infeccles
por HIV ou SIV. O termo €infecc¢des por HIVY» significa a condig8o
de ter AIDS, complexo relacionado com AIDS (ARC) ou sempre gque um
animal seja portador do virus AIDS, mas n#o apresente os sintomas
clinicos de AIDS ou ARC. O +termo infecg¢fo por SIV» significa a
condig8io de estar infectado com o virus da imunodeficiéncia

simia.

O termo €animal® engloba todos os animais que possam
beneficiar da administrac¢8o das proteinas CD4, glicoproteinas,
fragmentos de CD4, moléculas de ligac8io a gpl20, proteinas de
fus8oe moléculas do tipo imunoglobulinado invento. Entre tais
animais est80 o0s humanos, no entanto o invento n8o pretende

estar—lhes limitado.



O termo <proteina de fus8od» significa uma proteina
fundida compreendendo uma molécula CD4 do invento ou seu fragmen-—
to que seja capaz de se ligar a gpl20, ligada no seu extremo C a
uma cadeia de imunoglobulina em que a fraccfio do extremo N da
imunoglobulina foi substituida por CD4 de primata n8o humano.
Como alternativa, a molécula de CD4 ou seu fragmento pode sger
ligado a um polipeptideo citotdxico como seja ricino ou toxina da

difteria.

O termo £primata nfo humanod significa qualguer membro
da subordem Anthropoidea exceptuando a familia Hominidae. Tais
primatas n#o humanos incluem a superfamilia Ceboidea, a familia
Cebidae (os macacos do Novo Mundo incluindo os capuchinhos,
macacos urradores, macacos—aranha, e macacos—esquilo) e a familia
Callithricidae (incluindo saguins); a superfamilia Cercopitheci-
dae (incluindo os macacos, mandris, babuinos, macacos narigudos,
macacos monos e ©OSs macacos hanumanos sagrados da India); a
superfamilia Hominoidae, a familia Pongidae (incluindo gibdes,
orangotangos, gorilas e chimpanzés). O macaco rhesus & um membro

dos macacos.

As moléculas de &cido nucleico e proteinas do invento
podem ser preparados de acordo com métodos aqui divulgados e de
acordo com métodos bem conhecidos de sintese em fase sdlida

usando as sequéncias de aminocacidos e de DNA aqui divulgadas.

Como descrito mais detalhadamente nos exemplos abaixo,
o residuo gli na posic8o 87 de CD4 derivado de chimpanzé difere
do residuo glu presente em CD4 humano que & responsavel pela
formac80 de sincicios. Esta descoberta permite a preparacfio de
novas moléculas CD4 que n8o medeiem a formac8o de sincicios. Um
exemplo de tal proteina relacionada com a molécula CD4 de chim-—

panzé compreende a seguinte sequéncia de aminocacidos:
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MetAsnArgGlyValProPheArgHisLeuleuleuValleuGinLeuAlaleuleuPro
A1aA]aThrG]nG]yLysLysVa]Va]LeuG]yLysLysG]yAspThrVa]GluLeuThr
CysThrA]aSerGlnLysLysSerI]eG]nPheHisTrpLysAsnSerAsnGln-@-Lys
I]eLeuGlyAsnG]nG]ySerPheLeuThrLysG]yProSerLysLeuAsnAspArg-#-
AspSerArgArgSerLeuTrpAspG1nG]yAsnPhe-S—LeuI]eI]eLysAsnLeuLys
I]eG]uAspSerAspThrTyrI]eCysG]uValG]yAspG]nLysG1uG]uVa1G]nLeu
LeuValPheGlyLeuThrAlaAsnSerAspThrHisLeuleuGInGlyGInSerLeuThr
LeuThrLeuGluSerProProGlySerSerProSerValGlnCysArgSerProArgGly
LysAsnI1eGInGlyGlyLysThrLeuSerValSerGInLeuGluLeuGInAspSerGly
ThrTrpThrCysThrValleuGInAsnGInLysLysValGluPhelysIleAspIteVal
ValleuAlaPheGinLysAlaSerSerIleValTyrLysLysGluGlyGluGlnValGlu
PheSerPheProLeuAlaPheThrValGluLysLeuThrGlySerGlyGluLeuTrpTrp
GInATaGluArgAlaSerSerSerLysSerTrplleThrPheAspleulysAsnLysGlu
ValSerVallysArgValThrGInAspProlysLeuGinMetGlyLysLysLeuProLeu
HisLeuThrLeuProGInAlaLeuProGInTyrAlaGlySerGlyAsnLeuThrlLeuAla
LeuGluAlalysThrGlylysLeuHisGInGluValAsnLeuValVaiMetArgAlaThr
GInLeuGInLysAsnLeuThrCysGluValTrpGlyProThrSerProlysLeuMetleu
SerlLeuLysLeuGluAsnLysGluATalysValSerLysArgGluLysAlaValTrpVal
LeuAsnProGluAlaGlyMetTrpGinCysLeuleuSerAspSerGlyGInValleuleu
GluSerAsnIlelysValLeuProThrTrpSerThrProValGInProMetAlaleulle
ValleuGlyGlyValAlaGlyleuleuleuPheIleGlylLeuGlyIlePhePheCysVal
ArgCysArgHisArgArgArgGinAla-%-ArgMetSerGinIlelysArgleuleuSer
GluLysLysThrCysGInCysProHisArgPheGInLysThrCysSerProlle,

em que
Tre ou Ile,
Val ou Ala,
Tre ou Pro e
Gln ou Glu;

ou o seu derivado glicosilado.
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As moléculas de DNA recombinante que codificam

esta

familia de proteinas e glicoroteinas tem a seguinte sequéncia:

1
121
241
361
481
601
721
841
961
1081
1201

1321

em que

ATGAACCGGEGAGTCCCTTTTAGGCACTTECTTCTGRTGCTRCAACTEGCACTCCTCCCA
GCAGCCACTCAGGGAAAGAAAGTGGTGC TREGCAAGAAAGRGGACACAGTGGAACTGACC
TGTACAGCTTCCCAGAAGAAGAGCATACAATTCCACTGGAARAACTCCAACCAGAYAAAG
ATTCTGGGARATCAGGBCTCCTTCTTAACTARAGETCCATCCAAGC TGAATGATCGCGYT
GACTCAAGAAGAAGCCTTTGGGACCAAGGAAACTTTHCCCTGATCATCAAGAATCTTAAG
ATAGAAGACTCAGATACTTACATCTGTGAAGTGGEGGACCAGAAGGAGGAGGTGCAATTG
CTAGTGTTCGGATTGACTGCCAACTCTRACACCCACCTGCTTCAGGGGCAGAGCCTBACC
CTGACCTTGEAGAGCCCCCCTEGTAGTAGCCCCTCAGTGCAATGTAGGAGTCCAAGGGET
AARAACATACAGGGEGRGAAGACCCTCTCCRTRTCTCAGCTGGAGCTCCAGGATAGTGEC
ACCTGGACATGCACTGTCTTGCAGAACCAGAAGAAAGTGGAGTTCARAATAGACATCGTG
GTGCTAGCTTTCCAGAAGGCCTCCAGCATAGTCTATAAGAAAGAGGGGGAACAGGTGGAG
TTCTCCTTCCCACTCGCCTTTACAGTTGAARAGCTRACGEGCAGTGGCGAGCTETGGTGE
CAGGCGGAGAGGGCTTCCTCCTCCAAGTCTTRGATCACCTTTGACCTGAAGAACAAGGAA
GTGTCTGTAAAACGGGTTACCCAGGACCCTAAGCTCCAGATGGGCAAGAAGCTCCCGLTC
CACCTCACCCTECCCCAGGCCTTECCTCAGTATRCTEGCTCTEGARACCTCACCCTBGEC
CTTGAAGCGAAAACAGGAAAGTTGCATCAGGAAGTGAACCTCETGGTGATGAGAGCCACT
CAGCTCCAGAAAAATTTGACCTGTGAGETGTGRGGACCCACCTCCCCTAAGCTRATECTG
AGCTTGAAACTGGAGAACAAGGAGGCAAAGGTCTCRAAGCGOGAGAAGGCGGTGTGGETG
CTGAACCCTGAGGCGEGEATGTGGCAGTGTCTGCTGAGTGACTCGGEACAGGTCCTGCTE
GAATCCAACATCAAGGTTCTGCCCACATGGTCCACCCCGETGCAGCCARTGECCCTBATT
GTGCTGE666ECETCACCGRCCTCCTRCTTTTCATTGRGCTAGGCATCTTCTTCTGTETC
AGGTGCCBGCACCGAAGGCECCAAGCASAGCGGATGTCTCAGATCAAGAGACTCCTCAGT
GAGAAGAAGACCTGCCAGTRCCCTCACCGGTTTCAGAAGACATGTAGCCCCATTTGA

YéCoulT T,
é A ouCe
S & C ou Gy

ou uma sua variante degenerada.



Em geral, para a preparac8o de proteinas de fusfo
compreendendo uma imunoglobulina, a fracgfio da imunoglobulina que
& eliminada & a regidio varidval. As proteinas de fusf8o do invento
podem compreender também imunoglobulinas em foi eliminado mais do
que a regifo variadvel e substituido por pela molécula de CD4 ou
seu fragmento de ligac8o a gpl20 de HIV. Por exemplo, as regides
VH e CHl1 de uma cadeia de imunoglobulina podem ser eliminadas. Na
pratica, qualquer quantidade do extremo N da cadeia pesada de
imunoglobulina pode ser eliminada desde que o restante fragmento
medeie a morte celular pela funcfBio efectora de anticorpos ou
outro mecanismo. A sequéncia minima necessaria para a ligac8o do
complemento inclui os dominios CH2 e CH3. A ligac8o de fraccdes
Fc pela regi8o de de charneira é wvantajoso para o aumento da

eficacia da ligacfio do complemento.

As moléculas de CD4 do invento e as suas proteinas de
fus8o podem compreender a sequéncia completa de CD4, a regifio
extracelular de 327 aminodcidos e o dominio que atravessa a
membrana ou s a regifio extracelular. Ainda, as proteinas de
fusfio podem compreender fragmentos da regifio extracelular que
retenham a ligag8o a gpl20 de HIV. O dominio extracelular de CD4
consiste em quayro regies contiguas cada uma sendo semelhante na
sequéncia de aminodcidos e estruturalmente com os dominios
varidvel e de ligac80 (V-J) das cadeias leves de imunoglobulina
assim como com regiBes relacionadas noutros membros da superfa-
milia de genes das imunoglobulinas. Estas regi8es estruturalmente
semelhantes de CD4 s8o designadas dominios Vl' V2, V3 e V4. Ver
Pedido de Patente PCT N2 WO 89/02922 (publicado em 3 de Outubro,
1988). Assim, a CD4 de primata n8o humano e as suas proteinas de
fus8o podem compreender qualguer combinac8o de tais regiBes de
ligag8o. Em geral, qualquer fragmento das proteinas e glicopro-
teinas CD4 do invento podem ser usadas desde que retenham a

capacidade de ligac8o a gpll20.
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Os fragmentos CD4 de ligac8o a gpl20 podem ser obtidos

cortando a sequéncia de DNA gque codifica CD4 de chimpanzé no
sitio Nhe na posicfdo 603 (para dar uma molécula que codifica dois
dominios de ligac8o) ou o sitio BspMl na posic80 405 (para dar
uma molécula que codifica um dominio). Como alternativa, a
molécula de DNA codificadora de CD4 de rhesus pode ser cortada no
sitio Nhe na posic8o 603 (para dar uma molécula que codifica dois
dominios) ou no sitio BspMl na posicg8o 405 (para dar uma molécula
que codifica wum dominio). Podem ser obtidos outros fragmentos
usando por exemplo uma exonuclease. O fragmento de DNA pode ent8o
ser incorporado num vector de clonagem e introduzido num hospe-
deiro, seguindo-se o despiste do hospedeiro transformado quanto &
presenca de uma proteina que se ligue a gpl20. Os métodos para o
despiste de clones relativamente a actividade especifica de
ligag¢H8o s8o bem conhecidos dos familiarizados com a matéria. De

preferéncia, tais fragmentos CD4 s8o solGveis em soluc8o aquosa.

Sempre que a proteina de fusBio compreende uma cadeia
leve de imunoglobulina, & necessario que se retire & cadeia de Ig
apenas o necessario para a formacio de um complexo estavel com
uma cadeia pesada de Ig. Em particular, devem ser preservados os
residuos cisteina para a formag¢8o de uma ponte dissulfureto tanto

na fracgdo de cadeia pesada como na de leve.

Quando expressa num hospedeiro, e.g., uma célula de
mamifero, a proteina de fusfilo pode associar—-se a outras ocadeias
de Ig leves ou pesadas secretadas pela célula para dar uma
molécula do tipo imunoglobulina funcional que é capaz de se ligar
a gpl20. a gpl20 pode estar em solucBo, estar expressa na super-—
ficie de células infectadas ou pode estar presente na superficie
do proprio virus HIV. Como alternativa, a proteina de fusZo pode

ser expressa numa célula de mamifero que n#o secreta outras



cadeias de Ig leves ou pesadas. Quando expressa nestas condic8es,

a proteina de fusfo pode formar um homodimero.

Na realizac8o do invento podem ser usadas sequéncias
genomicas ou de c¢cDNA. As sequéncias gendmicas s80 expressas
eficazmente em cé&lulas de mieloma, uma vez dque elas contém

estruturas de promotores nativas.

As regides constantes do anticorpo clonado e usado na
molécula quimérica tipo imunoglobulina podem ser derivadas de
qualquer fonte de mamifero.Elas podem ser activas na ligac8o do
complemento ou em ADCC. As regiBes constantes podem ser derivadas

de qualquer isotipo adequado, incluindo IgGl, IgG3 ou IgM.

A ligacg8o0 dos varios fragmentos de DNA, & efectuada de

acordo com técnicas convencionais, empregando extremos cerses ou

coesivos na ligac8io, digest8io com enzimas de restric8o para
proporcionar extremos adequados, preenchimento dos extremos
coesivos conforme adequado, tratamento com fosfatase alcalina

para evitar ligagBes indesejadveis e ligac8o com ligases adequa-
das. A construcBio genética pode facultativamente codificar uma
sequéncia lider para permitir express8o eficaz da proteina de
fus@io. Por exemplo pode ser usada a sequéncia lider utilizada por
Maddon et al., Cell 42:93-104 (1985) para a expresséio de CD4

humano.

Para o isolamento de cDNA, as bibliotecas de c¢DNA podem
ser despistadas, por exemplo, usando uma sonda complementar ou
por ensaio da molécula CD4 expressa do invento usando um anticor-
po especifico de CD4. Os métodos para a preparac8o de anticorpos
por imuniza¢8o de animais com um antigénio estfo descritas, por
exemplo, por Kohler e Milstein, Nature (London) 256:495 (1975);
Kohler et al., Eur. J. Immunol. 6:511 (1976); Kohler et al., Eur,




J. Immunol. 6:292 (1976); ou Hammerling et al., em Monoclonal
Antibodies and T-Cell Hybridomas, Elsevier, NY., pp.563-681

(1981). O invento esta ainda relacionado com anticorpos monoclo-

nais e policlonais que s#io especificos para as proteinas CD4 nio
humanas, glicoproteinas do invento e seus fragmentos solaveis e

n#o solaveis.

CD4 de primata n8o humano pode ser derivado de qualquer
membro da subordem Anthropoidea exceptuando a familia Hominidae.
De preferéncia, CD4 de primata n8o humano deriva de macaco rhesus
ou chimpanzé, se bem que o invento n#o pretenda estar-lhe limita-
do.0Os familiarizados com a matéria podem obter CD4 de qualquer
outra fonte de primatas através do isolamento de RNA poli-A a
partir de células mononucleadas do sangue periférico obtidas do
animal particular. Apds preparacfio do cDNA por exemplo com
transcriptase reversa, o cDNA pode ser ligado num vector de
clonagem adequado e usado para transformar um hospedeiro adequa-
do. Os clones podem ent3io ser despistados com um anticorpo
monoclonal dirigido contra CD4 de macaco rhesus ou de chimpanzé
do invento seguido de selecclio dos clones positivos ou por

hibridac8o com os c¢cDNAs de CD4 de chimpanzés ou de rhesus.

Para expressar as moléculas CD4 e as proteinas hibridas
de fusdo do invento, s80 necessarios sinais de transcricfio e
tradug8o reconhecidos por um elemento hospedeiro adequado.Os

hospedeiros eucaridticos que podem ser usados incluem células de

mamifero susceptiveis de serem cultivadas in vitro, particular-
mente leucbecitos, mais particularmente células de mieloma ou
outros linfécitos +transformados ou oncogénicos, e.g., células

transformadas com EBV. Com vantagem s8o usadas células de mamife-—
ro para expressar as proteinas CD4 glicosiladas. Como alternati-

va, podem ser empregues células que n&o sejam de mamifero, tais
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como bactérias, fungos, e.g., leveduras, fungos filamentosos ou

similares.

0Os hospedeirospreferidos para a producBo de proteinas
de fus8io s8o células de mamifero, cultivadas in vitro em cultura
de tecidos ou in vivo em animais. As células de mamifero propor-
cionam modificac8o pdés-tradugfo &s moléculas de proteina imuno-
globulina o que confere o enrolamento correcto e glicosilac8o dos
sitios adequados. As células de mamifero que podem Gteis como
hospedeiros incluem células de origem fibroblastica tais como
VERO ou CHO-K1 ou células de origem linféide, tais como o hibri-
doma SP2/0-AGl14 ou o mieloma P3x63Sgh e seus derivados. Com a
finalidade de preparar uma molécula do +tipo imunoglobulina, um
plasmideo contendo um gene que codifica uma cadeia pesada de
imunoglobulina, em que a regifio variavel foi substituida por uma
das moléculas CD4 do invento, pode ser introduzido, por exemplo,
em células de mieloma J558L, um plasmacitoma de ratinho que
expressa a cadeia leve lambda-1l mas que n8o expressa a cadeia
pesada (ver Oi et al., P.N.A.S. (USA) 80:825-829 (1983)). Outros

hospedeiros preferidos incluem células COS, células BHK e células

de hepatoma. Outros hospedeiros preferidos incluem células COS,

células BHK e células de hepatoma.

As construgBes podem ser ligadas umas &as outras para
formar um Gnico segmento de DNA ou podem ser mantidas como
segmentos separados, por eles prdéprios ou conjuntamente com

vectores.

Sempre que a proteina n8o seja glicosilada, pode ser
usado qualquer hospedeiro para expressar a proteina que & compa-
t+ivel com a replicac8io e transcrigBo de sequéncias no plasmideo
de express8o. Em geral, os +vectores contendo sequéncias de

controle da replicac8o e transcricdo derivam de espécies



w0

compativeis com a c¢élula hospedeira a ser usada. Normalmente o
vector é portador de wuma origem de replicacBo, assim como de
genes especificos que s8o0 capazes de proporcionar selecc8o
fenotipica em células transformadas. A expressfBo de moléculas CD4
de primata n8o humano e de proteinas de fusfio pose também ser
colocada sob o controle de outras sequéncias reguladoras que
possam ser homdlogas para o organismo no seu estado nfo transfor-
mado. Por exemplo, DNA cromossémico de E. coli dependente de
lactose ou oper8io lac que medeia a utilizacBo de lactose ao
elaborar a enzima beta—-galactosidase. Os elementos de controle
lac podem ser obtidos a partir do fago bacteriano lambda plach
que & infeccioso para E. coli. O sistema promotor-operador lac

pode ser induzido por IPTG.

Podem igualmente ser empregues outros sistemas promoto-
res/operadores ou fraccgSes dele. Por exemplo, podem ser usados
colicina El, galactose, fosfatase alcalina, triptofano, =xilose,

tax e similares.

Para os hospedeiros mamiferos existem disponiveis para
expressfio varios sistemas vectores possiveis. Uma classe de
vectores utiliza elementos de DNA que derivam de virus animais
tais como virus de papiloma bovino, virus polioma, adenovirus,
virus da vacina, baculovirus, retrovirus (RSV, MMTV ou MOMLV) ou
virus SV40. As células que té&m estévelmente integrado o DNA nos
seus cromossomas podem ser seleccionadas por introduc8o de uma ou
mais marcas que permitam a selecgf0 de células hospedeiras
transfectadas. A marca pode proporcionar prototrofia a um hospe-
deiro auxotréfico, resisténcia a biocidas, e.g., antibidticos ou
metais pesados tais como cobre ou similares. 0 gene da marca
seleccionadvel pode ser ligado directamente &s sequéncias de DNA a
serem expressas ou introduzido na mesma célula por cotransforma-—

¢do. Podem ser também necessarios elementos adicionais para a



sintese Optima de mRNA. Estes elementos podem incluir sinais de
«splicing®, assim como promotores, potenciadores e sinais de
terminag8o da transcrig8o. Os vectores de expressfo de cDNA que
possuem tais elementos incluem os descritos por Okayama, H., Mol.

Cel. Biol., 3:280 (1983) e outros.

Uma vez preparado para expressio o vector ou sequéncia
de DNA contendo as construcgdes, as construgdes de DNA podem ser
introduzidas num hospedeiro adequado. Podem ser empregues varias
técnicas, tais como fusfio de protoplastos, precipitac8o com
fosfato de célcio, electroporagc8o ou outras técnicas convencio-
nais. Apds a fusBo as células s8o cultivadas em meio e despista-
das quanto & actividade adequada. A expressfio do{s) genel(s)
resulta na produc¢8o da proteina pretendida. Se o produto expresso
f6r uma proteina de fus#o, ela pode ent#o ser submetida a poste-
rior montagem com uma cadeia leve ou pesada de imunoglobulina

para formar uma moléula tipo imunoglobulina.

As células hospedeiras para a proteina e glicoproteina
CD4, fragmento de CD4 e produclo de imunoglobulina podem ser
células imortalizadas, principalmente células de mieloma ou de
linfoma. Estas células podem ser cultivadas em meio mnutritivo
adequado em frascos de cultura ou injectadas num hospedeiro
sinergistico, e.g., murganho ou rato, ou hospedeiro imunodefici-
ente ou parte imunodeficiente do hospedeiro, e.g., mursganho labro
ou bolsa de cobaio. Em particular, as células podem ser introdu-
zidas na cavidade abdominal de um animal para permitir a produc8o
de fluido ascitico que contenha a molécula tipo imunoglobulina.
Como alternativa, as células podem ser injectadas subcut@neamente
e o anticorpo quimérico ser colhido do sangue do hospedeiro. As
células podem ser wusadas como as células de hibridoma. Ver

Diamond et al., N. Eneg. J. Med. 304:1344 (1981) e Kennatt,
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McKearn e Bechtol (Eds.), Monoclonal Antibodies: Hybridomas: —-- A

New Dimension in Biologic Analysis, Plenum, 1880.

As proteinas CD4, glicoproteinas, fragmentos de CD4,
proteinas de fusfio e moléculas do tipo imunoglobulina do invento
podem ser isolados e purificados de acordo com condigSes conven-
cionais, tais como extracgédo, precipitacio, cromatografia,
cromatografia de afinidade, electroforese ou similares. Por
exemplo, as proteinas, glicoproteinas e fragmentos de CD4 podem
ser purificados por passagem de uma soluc8o contendo-os através
de uma coluna com gpl20 nela imobilizado (ver Patente U.S. N©
4,725,669). A molécula de CD4 ligada pode ent8o ser eluida por
tratamento com um sal caotrdédpico ou por eluic8o com acido acético

aquoso (1 M).

As proteinas de fusBo de Ig podem ser purificadas por
passagem de uma solug¢8o contendo a proteina de fusfo através de
uma coluna que contem proteina A ou proteina G imobilizada que
selectivamente se liga a fracgcfio Fc da proteina de fus8o. Ver por
exemplo, Reis, K.J., et al., J. Immunol. 132:3098-3102 (1984);
Pedido de Patente PCT, Publicacio N2 W087/00329. O anticorpo

gquimérico pode ser eluido por tratamento com um sal caotrdépico ou

por eluic8o com adcido acéticc aquoso (1 M).

Como alternativa as proteinas CD4 de'primata ndo humano
e glicotroteinas, fragmentos, proteinas de fusfo e moléculas do
tipo imunoglobulina podem ser purificadas em colunas de anticorpo
anti-CD4 ou em colunas de anticorpo anti-imunoglobulina para dar

uma proteina substancialmente pura.

0 termo «substancialmente puro® pretende significar que

a proteina estd livre de impurezas que normalmente 1lhe estio
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associadas. Este grau de ©pureza pode ser evidenciado por uma

Gnica banda em electroforese.

Numa realizac8o do invento, as sequéncias de cDNA que
codificam moléculas de CD4 do invento ou um seu fragmento que se
ligue a gpl20, podem ser ligadas num plasmideo de expressfio que
codifique um anticorpo em que a regifio variavel do gene foi
eliminada. Métodos para a preparacBo de genes que codificam as
regides constantes da cadeia pesada ou leve est8o descritos por
exemplo por Robinson, et al., Pedido de Patente PCT, Publicac8o
NOW087-02871. A sequéncia de cDNA codificadora da molécula CD4 ou
seu fragmento pode ser directamente ligada ao c¢DNA codificador
das regiBes constantes de Ig 1leves ou pesadas ou pode sere
através de uma sequénci de ligac8o. De preferéncia a sequéncia de
ligag8o n8o codifica um produto proteico que dé& origem a uma

reaccfo antigénica no individuo.

As moléculas tipo imunoglobulina preferidas contendo

CD4 do invento, ou seus fragmentos, contém a regido constante de

um anticorpo IgM, IgGl ou IgG3.

As proteinas CD4, glicoprotéinas, fragmentos, proteinas
de fus8io e moléculas do tipo imunoglobulina e suas composic8es
farmc8uticas podem ser usadas no tratamento ou profilaxia de
infecgBes virais por HIV. Este método caracteriza-se pela admi-
nistrag8o a um animal de uma quantidade eficaz de proteinas CDh4,
glicoproteinas, fragmentos, proteinas de fusfoe moléculas do tipo
imunoglobulina e suas composi¢Ses farmac8uticas, as quais s8o
capazes de formar especificamente um complexo com gpl20 de modo a
tornar HIV ou SIV, com os quais estBo infectadas as células do

. .. . . . +
individuo, incapazes de infectar células T4 .



A proteina de fusBio e a molécula do tipo imunoglobulina
podem-se complexar com gpl20 que & expresso nas células infecta-
das. Se bem que o inventor n8o esteja ligado a qualquer teoria
particular, parece que a fracc8o ¥Fc de proteina de fus8o0 ou da
molécula tipo imunoglobulina pode ligar-se ao complemento para
mediar a destrui¢8o da célula. Deste modo, as células infectadas
s8o destruidas de modo a parar a produc8o adicional de particulas

virais.

Com a finalidade de ftratar as infecg¢des por HIV, as
moléculas de CD4 de primata ndo humano ou seus fragmentos,
proteinas de fus8Bo ou moléculas tipo imunoglobulinado invento
podem conter adicionalmente uma marca radioactiva, agente tera-
péutico ou polipeptideo citotdxico que aumente a destruic8o da

particula HIV ou da célula infectada com HIV.

S8o exemplos de radiosisdtopos que se podem ligar a
proteinas, glicoproteinas, proteinas de fus8o e moléculas do tipo
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imunoglobulina do invento para usar na terapia do HIV I, I,
90, 67Cu, 217Bi, 211At, 212Pb, 4'7Sc> e 1(de. Facultativamente,
uma marca tal como bdron pode ser usada a qual emite particulas B

quando do bombardeamento com radiag8o de neutrdes.

Para o diagndstico in vivoos radionuclidos podem ser
ligados a proteinas CD4, glicoproteinas ou seus fragmentos,
proteinas de fus8o ou moléculas do tipo imunoglobulina directa-
mente ou wusandc um grupo funcional intermediadrio. Um grupo
intermedidrio que é muitas vezes usado para ligar radioisétopos,
os quais existem como catiBes metdlicos, a anticorpos & o acido
dietilenotriaminapentacético (DTPA}. S80 exemplos +tipicos de

99mTC 123 111I

catifes metadlicos que se ligam desta forma
131 g7 67 68
I, Ru, Ga Ga.
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Ainda, as proteinas CD4 e glicoproteinas ou seus
fragmentos, proteinas de fus&o e moléculas do tipo imunoglobulina
podem ser ligadas a um agente para formacfBio de imagens por NMR
que inclui &tomos paramagnéticos. A utilizac80 de um agente de
formagfio de imagens por NMR permite o diagnéstico in vivo da
presenga € do grau de infecgBo pelo HIV num paciente usando
técnicas de NMBR. Elementos particularmente Gteis com esta finali-

dade s8o 157Gd, 55Mn, 162Dy, 520r e 56Fe.

A introduc8o de moléculas de acido nucleico do invento
por terapia genética pode também ser considerada, por exemplo,
usando retrovirus ou outros meios para introduzir o material
genético especificando as proteinas de fusfo em tecidos alvo
adequados. Nesta realizacfo, os tecidos alvo tendo as moléculas
de acido nucleico do invento podem ent8oc produzir as moléculas

CD4 ou proteina de fusfo in vivo.

As moléculas de Acido nucleico especificando as molécu-
las de CD4 ou seus fragmentos podem ser usadas para reconstituir
o sistema imune de um individuo que sofra de HIV. Por exemplo, as
células de medula 6ssea de um +individuo infectado por HIV podem
ser removidas e as células hematopoidticas, quer como parte de
uma populacfio mista quer como uma fracgfio purificada, podem ser
infectadas ou transfectadas com um virus ou construcfio de DNA que
especifique CD4 de primata n8o humano ou seu fragmento. A produ-
¢f#o de CD4 humano pode ser parada ao incluir-se na mesma constru-
g8o genética ou mnoutra diferente, um gene que interfira com a
expressdo de CD4 humano. Tal gene pode tomar muitas formas, por
exemplo ele pode codificar RNA que se liga a uma proteina regula-
dora (uma vez que CD4 de primata nfo humano pode estar sob outro
controle, a sua express8io ndo sera afectada): um RNA anticod8o
que se ligue selectivamente ao gene CD4 humano; ou uma proteina

de ligag8o a DNA a que tenha sido removida a sua regifio



reguladora. As células modificadas ser8o entfio injectadas nova-
mente parao paciente onde migrarfio para a medula éssea. De
preferéncia, a medula terd sido préviamente limpa de células
hematopoiéticas normais por irradiacf8o ou com uma droga citotdxi-

ca. Ver Baltimore, D. Nature 335:395-396 (1988).

S80 bem conhecidos os métodos para a transfecclo de
células hematopoiéticas e est8o descritos por exemplo por
Wetherall, D.J., Nature 331:13-14 (1988); Dick, J.E., Ann. N.
Acad. Sci., 507:242-251 (1987); Eglitis, D.B. et al., Science
230:1395-1398 (1985); Gillio, A. et al., Ann, N. Acad. Sci,
511:406-417 (1987). Métodos para a transfecclo de células com RNA
anti-coddo est8o descritos, por exemplo, por Hambor, J.E. et al.,
PrOc. Natl. Acad. Sci. (USA) 85:4010-4014 (1988): Sanford, J.C.,
J. Theor. Biol. 130:469-480 (1988); Izant, J.G. et al., Science
229.345-352 (1985); e Hambor, J.E. et al. J. Exp. Med. 168:1237-
-1245 (1988).

CD4 de primata n8o humano e seus fragmentos solGveis e
nédo solGveis que se ligam a gpl20 de HIV ou de SIV, podem também
ser usados in vivo para tratar infecc8es por HIVatravés do
bloqueio da infecc¢8o de linfdcitos humanos portadores de CD4 e a
formac8o de sincicios. Ver Lui, M. et al., J. Clin. Invest.
82:2176-2180 (1988) ou Fischer, R.A. et al., Nature 331:76-78

(1988) para uma discuss8o sobre a utilizac8io de CD4 humano e seus

fragmentos solaveis para bloquear a infecc8o por HIV de 1linféci-

tos portadores de CD4e a formagfio de sincicios.

As proteinas de fus8o compreendendo as proteinas CD4,
glicoproteinas e seus fragmentos e um agente terapdutico podem
também ser usados para tratar individuos infectados com HIV
matando as células infectadas in vivo. Os agentes terpéuticos

podem incluir, por exemplo, polipeptideos citotdéxicos tais como



toxinas bacterianas, toxina da difteria ou ridiho. Métodos para a
produc8o de proteinas de fus8o compreendendo o fragmento A da
toxina da difteria est8o descritos na Patente U.S. 4,675,382
(1987) que aqui & incluido como referéncia. A toxina da difteria
contem duas cadeias polipeptidicas. A cadeia B liga a toxina a um
receptor na superficie celular. A cadeia A entra no citoplasma e
inibe a sintese proteica ao inactivar o factor de elongac8o 2, o

factor que faz a translocag8io dos ribossomas ao longo do mRNA

simulténeamente com a hidrélise de ATP. Ver Darnell, J., et al.,
em Molecular Cell Biology, Scientific American Books, Inc.,
pagina 662 (1986). Como alternativa, pode ser preparada uma
proteina de fus8io compreendendo ricino, uma lectina +t6xica.

Métodos para a preparac8io de uma proteina de fusfio compreendendo
CD4 humano ligado a regiBes activas da endotoxina A de Pseudomo-
nas e a sua utilizac8o para matar selectivamente cé&lulas infecta-

das por HIV est8io descritos por Chaudhary, V.K. et al., Nature

335:369-372 (1988), que & aqui incluido como referéncia.

As gamas das doses para a administrac8io das proteinas
Ch4, glicoproteinas e seus fragmentos, proteinas de fus8o e
moléculas do +tipo imunoglobulina ser8o as suficientes para
produzir o efeito pretendido cu seja, omelhoramento dos sintomas
da infecc¢do por HIV ou SIV. A dosagem n8o deve demasiadamente
srande para poder causar efeitos secundadrios adversos, tais como
reaccBes cruzadas indeserjaveis, reaccBes anfildticas e simila-
res. De um modo geral, a dosagem variard com a idade, estado,
sexoe grau de doenca do paciente, contra—-indicac¢Bes, caso exis-
tam, tolerdncia imune e outras variaveis deste tipo a serem
consideradas pelo médico assistente. A dosagem pode variar de
0,001 mg/Kg a 50 meg/Keg, de preferéncia 0,1 me/Kg a 1,0 mg/Kedae
molécula CD4 do invento, molécula de ligac8o a gpl20 ou seu
fragmento, proteina de fus8o ou molécula +tipo dimunoglobulina,

numa ou mais administrac¢des diarias, durante um ou varios dias. A



molécula tipo imunoglobulina pode ser administrada parenteralmen-
te por injecc8o ou por perfusdo gradual ao longo do tempo. Elas
podem ser administradas intravenosamente, intraperitonealmente

intramuscularmente ou subcuténeamente.

As preparacSes para administrac8o parenteral incluem
solucdes agquosas ou nfo aquosas, suspensdes e emulsdes. S#o
exemplos de solventes n#o aquosos propilenoglicol, polietileno-
glicol, 6leos vegetais tais como azeite, e é&steres orgénicos
injectaveis tais como oleato de etilo. Os veiculos adquosos
incluem Agua, solucdes alcodlicas/aquosas, emuls8es ou suspen-—
gs8es, incluindo soro fisioldgico e meios tamponados. Os veiculos
parenterais incluem soluc8o de <cloreto de sd6dio, dextrose de
Ringer, dextrose e cloreto de s6dio, soucB8o de Ringer lactada ou
6leos fixos. Os veiculos intravenosos incluem agentes de enchi-
mento fluidos e nutrientes, electrdlitos, tais como os baseados
na dextrose de Ringer e similares. Os preservativos e outros
aditivos podem também estar presentes, tais como, por exemplo,
agentes anti-microbianos, anti-oxidantes, agentes de quelacdo,
gases 1inertes, e similares. Ver, para informag8o geral,

Remington's Pharmaceutical Science, 162 Ed., Mack Ads., 1980.

0O invento também estd relacionado com um método para a
preparacfo de um medicamento ou composic8o farmacéutica compreen-—
dendo os componentes do invento, o medicamento a ser usado para

terapia da infecc¢8io por HIV ou SIV em animais.

As proteinas e glicoproteinas do presente invento podem
também ser usadas em combinac8o com outras terapéuticas usadas
notratamento de AIDS, ARC e infecg8o por HIV. DPor exemplo, as
proteinas e glicoproteinas podem ser coadministradas com agentes
anti-retrovirais que bloqueiam a transcriptase reversa tais como

AZT, DDI, HPA-23, fosfonoformato, suramina, ribavirina e



desoxicitidina. Como alternativa, as proteinas e glicoproteinas
do invento podem ser coadministradas com tais agentes anti-virais
tais como interferBes, incluindo interferfio alfa, interferdo
gama, interferfBio Omega ou inibidores de glucosidasestais como
castanospermina. Tais terapias de combinac8o podem ser com
vantagem utilizar doses mais baixas dagueles agentes de modo a

minimizar a toxicidade eaumentar a eficdcia do tratamento.

A deteccglo e quantificac8o de substéincias antigénicas e
amostras bioldgicas frequentemente utilizam écnicas de imunoen-
saio. Estas técnicas s8o baseadas na formacBo do complexo entre a
substéncia antigénica, e.g., gpl20, a ser testada e um anticorpo
ou anticorpos em que um dos membros do complexo pode ser marcado
de forma detectavel. No opresente invento, as proteinas Cd4,
glicoproteinas ou seus fragmentos, moléculas do tipo imunoglobu-
lina ou proteinas de fusfo podem ser marcadas com qualquer marca

convencional.

Assim, a proteina CD4, glicoproteina ou seu fragmento,
proteina de fus8o ou molécula do tipo imunoglobulina podem também
ser usadas no ensaio da infecc8io viral por HIV ou SIV numa
amostra bioldégica através do contacto de uma amostra, derivada de
um animal suspeito de ter uma infecc8o por HIV ou SIV, com a
proteina CD4, glicoproteina ou seu fragmento, proteina de fusdo,
ou molécula tipo imunoglobulina e detecgBo da formac8o de um
complexo com gpl20, s6zinho ou na suprficie de uma célula infec-—
tada com HIV.

Por exemplo, uma amostra bioldgica pode ser tratada com
nitrocelulose ou ocutro suporte sdlido que seja capaz de imobili-
zar células, particulas celulares ou proteina slGvel. O suporte
pode ent8o ser lavado com tampSes adequados seguido de tratamento

com a proteina CD4, glicoproteina ou seu fragmento, proteina de



fusfio ou molécula tipo imunoglobulina, qualduer uma das quais
pode ser marcada de forma detectédvel. O suporte da fase sdlida
pode ent8o ser lavado com um tamp8oc uma segunda vez para remover

a proteina n8o ligada e a marca detectada.

Na realizac80 do ensaio do presente invento com uma

amostra contendo gpl20, o processo caracteriza-se por:

a) contacto de uma amostra suspeita de conter gpl20 com
um suporte sélido para efectuar a imobilizac8o de gpl20 ou célula
que expresse gpl20 na sua superficie;

b) contacto do referido suporte sélido com a proteina
CD4 marcada de forma detectadvel, glicoproteina ou seu fragmento
que se liga a gpl20 de HIV, molécula tipo imunoglobulina ou
molécula proteina de fus8o do invento;

¢) incubacBo da referida molécula marcada de modo
detectavel com o referido suporte durante um periodo de tempo
suficiente para permitir gue a molécula marcda de forma detecta-
vel se ligue & gpl20 ou célula imobilizada que expressa gpl20 na
sua superficie;

d) separac8o do suporte de fase s6lida da mistura de
incubac8oobtida no passo c¢c); e

e) deteccB80 da molécula marcada de forma detectavel
ligada ¢ deste modo detecc8o e quantificac8o de gpl20.

Como alternativa, o complexo da proteina CD4, glicopro-
teina ou seu fragmento, molécula tipo imunoglobulina ou proteina
de fusBo marcada de forma detectdvel - gpl20 numa amostra podem
ser separados de uma mistura de reacclio pondo em contacto o
complexo com o anticorpo imobilizado ou proteina que seja especi-—
fico para uma imunoglobulina ou, e.g., proteina A, proteina G,
anticorpos anti~IgM ou anti-IgG. Tais anticorpos anti-imunoglobu-
lina podem ser monoclonais ou policlonais. O suporte s6lido pode

ent8o ser lavado com tampdes adquados para dar um complexo



imobilizado. A marca pode ent8o ser detectada para dar uma

medic8o da quantidade de gpl20 e portanto da presenca de HIV.

Este aspecto do invento estd relacionado com um método
para a detecglo de infecc¢8o viral por HIV ou SIV numa amostra
caracterizando—-se por:

a) contacto de uma amostra suspeita de ter gpl20 com

uma proteina de fusB80 compreendendo CD4 de primata
n&o humano ou seu fragmento que se liga a gpl20 de
HIV e a fraccBo Fc de uma cadeia de imunoglobulina e

b) deteccB80 da formacBo do complexo.

O inventec também estd relacionado com um método para a

detecgdo de gpl20 numa amostra, caracterizando-se ainda por:

c) contacto da mistura obtida no passo (a) com uma
molécula de ligac8o a Fc, como seja um anticorpo,
proteina A ou proteina G, a qual & é& imcocbilizada num
suporte de fase s6lida e & especifica para a
proteina de fus8io, para dar um complexo anticorpo
imobilizado - proteina de fus8o-gpl20

d) lavagem do suporte de fase sdlida obtido no passo ¢)
para remover a proteina de fusBo n8o ligada e

e) detecc80 da marca na proteina de fus8o.

Certamente as concentragBes especificas da molécula
tipo imunoglobulina (ou proteina de fus8o) marcada de forma
detectavel e gpl20, a temperatura e otempo de incubac8o, assim
como outras condig¢les do ensaio podem ser variadas, dependendo de
varios factores incluindo a concentrac8o de gprl20 na amostra, da
natureza da amostra e similares. Os familiarizados com a matéria
ser8io capazes de determinaras condi¢Bes operacionais e Sptimas do
ensaio para cada determinac8o empregando experimentacéo de

rotina.
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Outros destes passos tais como lavagem, agitacéo
magnética, agitac8o, filtrac80 e similares podem ser adicionados

aos ensalos conforme necessario para a situac8o particular.

Uma das maneiras em que a proteina CD4, glicoproteina
ou seu fragmento, molécula tipo imunoglobulina ou proteina de
fus8o pode ser marcada de modo detectavel por ligacBo da mesma a
uma enzima. Esta enzima, por sua vez, guando mais tarde exposta
ao seu substrato, catalizard a formac8o de um produto que pode
ser detectado como, por exemplo, por meios espectrofotitométricos,
fluorimétricos ou wvisuais. Enzimas que podem ser usadas para
marcar de modo detectdvel a proteina CD4, glicoproteina ou seu
fragmento, molécula tipo imunoglobulina ou proteina de fusfo do
presente invento incluem, mas n#o estfio limitados a malato-desi-
drogenase, nuclease estafilocdccica, isomerase delta-V-esterdide,
dlcool-desidrogenase de levedura, alfa-glicerofosfato-desidroge-
nase, triose-fosfato-isomerase, peroxidase de rdbano silvestre,
fosfatase alcalina, asparaginase, glucose-oxidase, beta-galacto-
sidase, ribonuclease, urease, catalase, glucose~-VI-fosfato-desi-

drogenase, glucocamilase e acetilcolina-estearase.

A proteina CD4, glicoproteina ou seu fragmento, moldcu-
la tipo imunoglobulina ou proteina de fus8o do presente invento-
pode também ser marcada com um isdtopo radioactivoque pode ser
determinado por meios tais como utilizac8o de um contador de

cintila¢8o ou por autorradiografia. Isétopos que s80 particular-
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mente Gteis para fins do presente invento s8o0: "H, 1, I,
32P, 358, 140’ Slcr, 3601, 5700, 5800’ 59Fe o 758e.
E também possivel marcar a Proteina CD4, glicoproteina

ou seu fragmento, molécula tipo imunoglobulina ou proteina de
fus8o com um composto fluorescente. Quando a molécula tipo

imunoglobulina marcada fluorescentemente & exposta a luz do
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comprimento de onda adequado, a sua presenca pode entdo ser

detectada devido & fluorescéncia emitida pelo corante. Entre os
compostos de marcacfo por fluorescéncia mais usados encontram-se
o isotiocianato de fluoresceina, rodamina, ficoeritrina, ficocia-

nina, aloficocianina, o-ftaldeido e flourescamina.

A proteina CD4, glicoproteina ou seu fragmento ou
proteina de fusBo do invento pode também ser marcada de modo
detectavel usando metais que emitem fluorescéncia tais como 152Eu
ou outros da série dos lantanideos. Estes metais podem ser
ligados & proteina CD4, glicoproteina ou seu fragmento, molécula
do tipo imunoglobulina ou proteina de fus8o, usando grupos de
gquelatac8io de metais como seja o Gcido dietilenotriaminapentacé-

tico (DTPA)ou o Acido etilenodiaminatetracético (EDTA).

A proteina CD4, glicoproteina ou seu fragmento, molécu-
la tipo imunoglobulina ou proteina de fusdo do presente invento
pode também ser marcada de forma detectavel através do seu
acoplamento a um composto quimioluminescente. A presnca da
proteina CD4, glicoproteina ou seu fragmento, molécula do tipo
imunoglobulina ou proteina de fusfio aquimioluminescente é entéo
determinado pela detecclio da presenca de luminescéncia que surge
no decurso de uma reacc8o quimica. S8o0 exemplos de compostos para
marcac8o quimioluminescente particularmente Gteis o luminol,
isoluminol, éster de acridinio teromatico, imidazole, sal de

acridinio e éster oxalato.

Do mesmo modo, pode ser usado um composto biolumines-—
cente para marcar a proteina CD4, glicoproteina ou seu fragmento,
molécula do tipo imunoglobulina ou proteina de fus8io do presente
invento. A bioluminescéncia & um tipo de quimicluminescéncia
encontrada em sistemas biolégicos em que uma proteina catalitica

aumenta a eficAcia da reacc8o quimioluminescente. A presenca de



uma proteina bioluminescente & degzrminada por detecgdo da
presenca de luminescéncia. A luciferina, luciferase e aequorina

s80 compostos importantes para usar em marcagdo.

A deteccBc de proteina CD4, glicoproteina ou seu
fragmento, molécula tipo imunoglobulina ou proteina de fusa8o
pode ser conseguida usando um contador de cintilacg8o, por exmplo,
se a marca detectavel f£6r um emissor radioactivo gama ou um
fluorémetro,por exemplo, se a marca fdr material fluorescente. No
caso de uma marca enzimadtica a deteccBo pode ser conseguida por
métodos colorimétricos que emprgam um substrato da enzima. A
detecclio pode também ser conseguida por comparac8o visual do grau
de reacc8o enzimdtica de um substrato comparativamente com

padrdes preparados de modo semelhante.

O ensaio do presente invento é idealmente adequado para
a preparagiio de um kit. Tal kit pode compreender um sistema de
transporte compartimentado para acomcdar um ou mais contentores
tais como ampolas tubos e similares, cada wum dos referidos
contentores compreendendo os elementos separados do imunoensaio.
Por exemplo, pode existir um contentor contendo um suporte de
fase sdélida e ainda outro contentor contendo a proteina CD4,
glicoproteina ou seu fragmento, molécula do tipo imunoglobulina
ou proteina de fus8o marcada de forma detectavel. O contentor
pode ainda conter solucBes padrfio compreendendo dilui¢8es seria-
das do material a detectar como seja gpl20 ou seus fragmentos. As
solug8es padrfo destes materiais a serem detectados podem ser
usados para preparar uma curva padr8o com a concentracfio de gpl20
em func8o do sinal de detecc8o na ordenada. Os resultados obtidos
a partir de uma amostra contendo gpl20 podem ser interpolados a

partir de tal curva padr8o para dar a concentracg8o de gpl20.
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A proteina CD4, glicoproteina ou seu fragmento, molécu-
la tipo imunoglobulina ou proteina de fus8io do presente invento
podem também ser usadas como corante de secc¢Bes de tecido. Por
exemplo, uma molécula marcada compreendendo proteina CD4 ou
glicoproteina ou seu fragmento de ligac8o a gpl20 de HIV pode ser
colocada em contacto com uma secc8o de tecido, e.g., uma amostra
de bidépsia do cérebro. Esta secgfo pode ent8o ser lavada e a

marca detectada.

Os exemplos que se seguem s8o dilustrativos, mas nfo
limitantes do método e composic8o do presente invento. Outras
modificac8es adequadas e adptacdes que sfio 6bvias para os fami-

liarizados com a matéria estfo dentro do espirito e &mbito deste

invento.

EXEMPLOS
EXEMPLO 1 ISOLAMENTO DE c¢DNAs DE CD4 DE CHIMPANZE E DE MACACO
RHESUS

Clones de cDNA codificador de antigénios CD4 do Chim-

panzé (Pan troglodytes) e do Macaco Rhesus (Maccaca mulatta)

foram isolados, sequenciados e expressos. c¢DNAs de CD4 de primata
ndo humano foram sintetizados a partir de RNA poli-A de células
mononucleadas do sangue periférico estimuladas com mitogénio
obtidas a partir destes animais. Fizeram-se bibliotecas de
expressfio de cDNA no vector CDM8 e isolaram—se cDNAs de CD4 por
quatro ciclos de imuno-selecc8o como préviamente descrito por

Seed et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 84:3365-3389 (1987).

Fez-se sequenciac8o usando o método de terminac8o de cadeias de
didesoxinucleotideos em moldes de cadeia simples ou dupla. As
sequéncias de DNA e de aminoadcidos de CD4 do Chimpanzé e do
Macaco Rhesus est8o apresentadas abaixo. Também estéd apresentada

uma comparacgio das respectivas sequénecias com CD4 humano.



SEQUENCIA CODIFICADORA DE CD4 DE RHESUS E;‘SEQUENCIA DE
AMINOACIDOS PREVISTA MOSTRANDO DIFERENCAS RELATIVAMENTE
AS SEQUENCIAS HUMANAS

B

1 ATGAACCGGGGAATCCCTTTTAGGCACTTGCTTCTGETGCTGCAACTGGCGCTACTCCCA
-25 MetAsnArgGlyIleProPheArgHisLeuleuleuValleuGInteuAlaleuleuPro
Val

G ¢
1

. | . . . . .
GCAGTCACCCAGGGAAAGAAAGTGGTGCTGGGCAAGAAAGGGGATACAGTGGAACTGACC 120
A]aV%IThralnG]yLysLysVa]Va]LeuG1yLysLysG1yAspThrVa1G]uLeuThr 15

Ala

c 7 A

*

121  TGTACAGCTTCGCAGAAGAAGAACACACARTTCCACTGGAARAACTCCAACCAGATAARG
16 CysThrAlaSerGlnLysLysAsnThrGInPheHisTrpLysAsnSerAsnGinllelys
Serlle

C 6 T

ATTCTGGGAATTCAGGGTCTCTTCTTAACTAAAGGTCCATCCAAGCTGAGCGATCETGCT 240
IleleuGlylleGInGlyLeuPheleuThrLysGlyProSerLysLeuSerAspArgAla 55
Asn Ser Asn
A CTC AT o

A

241  GACTCAAGAAAAAGCCTTTGGGACCAAGGATGCTTTTCCATGATCATCAAGAATCTTAAG
56 AspSerArglLysSerLeuTrpAspGInGlyCysPheSerMetIlellelLysAsnLeulys
Arg Asn  Proleu

G A CC C

*

ATAGAAGACTCAGATACTTACATCTGTGAAGTGGAGAACAAGAAGGAGGAGETGGAATTG 360
ITeGluAspSerAspThrTyrIleCysGluValGluAsnLysLysGluGluValGluleu 85
AspGln Gln
6 C C

361 CTGGTGTTCAGATTGACTGCCAACTCTGACACCCACCTRCTTGAGGGGCAAAGCCTGACE
96 LeuValPheGlyLeuThrAlaAsnSerAspThrHisLeuleuGluGlyGlnSerLeuThr
GIn

A ¢ G

- 64 -



CTGACCTTGGAGAGCCCCCCTGGTAGTAGCCCCTCAGTGAAATETAGGAGTCCAGERGET 480
LeuThrLeuGluSerProProGlySerSerProSerVallysCysArgSerProGlyGly 135
Gln Arg
C A

481 AAAAACATA&AGGGGGGGA&GACCATCTC%GTGCCTCAG&TGGAGCGCCAéGATAGTGGC
136 LysAsnIleGInGlyGlyArgThrIleSerValProGinLeuGluArgGinAspSerGly
Lys Leu Ser Leu

A C C T T

*

ACCTGGACATGCACCGTCTCGCAGGACCAGAAGACGGTGGAGTTCAAAATAGACATCGTG 600
ThrTrpThrCysThrValSerGinAspGinLysThrValGluPhelysIleAspllevVal 175
Leu Asn Lys
T T A A

601 GTGCTAGCTTTCCAGAAGGCCTCCAGCACAGTCTATAAGAAAGAGGGGGAACAGGTEGAG
176 ValleuAlaPheGInLysAlaSerSerThrValTyrLysLysGluGlyGluGInValGlu
Ile

T
TTCTCCTTCCCACTCECCTTTACACTTGAAAAGCTGACGGGCAGTGGCGAGCTGTGGTEE 720
PheSerPheProLeuAlaPheThrLeuGlulysLeuThrGlySerGlyGluLeuTrpTrp 215

Val
G

721 CAGGCGGAGAGGGCCTCCTCCTCCAAGTCTTEGATTACCTTCGACCTGAAGAACAAGGAA
216 GInAlaGluArgAlaSerSerSerLysSerTrplleThrPheAspleuLysAsnLysGlu

T C T

GTGTCTGTAAAACGGGTTACCCAGGACCCCAAGCTCCAGATGGGCAAGAAGCTCCCECTC 840
ValSerVallysArgValThrGInAspProlysLeuGInMetGlyLysLysLeuProleu 255
. .

256 HisLeuThrLeuProGInAlaleuProGinTyrAlaGlySerGlyAsnLeuThrleuAla

~ 65 -



CTTGAAGCGAAAACAGGAAAGTTGCATCAéGAAGTGAAcéTcGTGGTGA?GAGAGCCAci gso
95

LeuG]uA]aLysThrG1yLysLeuHisG]nGluValAsnLeuVa1Va]MetArgA1aThr

G

961 CAGTTCCAG&AAAATTTGACCTGTGAAGT&TGGGGACCCACCTCCCCTAAGCTGACGCTé
296 GlnPheG]nG]uAsnLeuThrCysG1uVa]TrpG1yProThrSerProLysLeuanLeu
et

Leu Lys

C A

G T

AGCTTGAAA&TGGAGAACAAGGGGGCAACéGTCTCGAAG&AGGCGAAGG&GGTGTGGGTé 1080
SerLeuLysLeuG]uAsnLysG]yAlaThrValSerLysG]nA1aLysA]aVa]TrpVa] 335

A

Glu Lys ArgGlu
A G

A

%*
1081 CTGAACCCTGAGGCGGGGATGTGGCAGTGTCTGCTGAGTGACTCGGGACAGGTCCTGCTA
336 LeuAsnProG]uAlaG]yMetTrpGlnCysLeuLeuSerAspSerG1yG1nVa]LeuLeu.

G

GAATCCAACATCAAGGTTGiGccCACATGéCCCAcccceéTGCAGCCAAichccTGATi 1200
G1uSerAsnI]eLysValVa]ProThrTerroThrProVa]G]nProMetA1aLeuI]e 375

Leu
C

Ser  mmEmmmmes
I

1201 GTGCTGGGGéGCGTTGCGG&CCTCCTGCTiTTCACTGGGéTAGGCATCTiCTTCTGTGTé
376 Va1LeuG]yG]yVa]A]aG]yLeuLeuLeuPheThrG1yLeuG]yI]ePhePheCysVa]

--------- INNe-----====-===---=~

T

AGGTGccGGéATceAAeGcéTCAAGCAGAéceeATGTcréAeATCAAGAéACTCCTCAGi 1320
ArgCysArgHisArgArgArgGlnA]aG]uArgMetSerG]nI]eLysArgLeuLeuSer 415

C c

1321 GAAAAGAAGACCTGCCAGTGCC
416 GluLysLysThrCysGInCysP

G

CTCACCGGTTTCAGAAGACATGTAGCCCCATTTGA 1377
roH1sArgPheG]nLysThrCysSerProI]eEnd 433



-25

121
16

241
56

SEQUENCTA CODIFICADORA DE CD4 DE CHIMPANZE E SEQUENCIA DE

AMINOACIDOS PREVISTA MOSTRANDO DIFERENCAS RELATIVAMENTE

AS SEQUENCIAS HUMANAS

ATGAACCGGéGAGTCCCTT%TAGGCACTT&CTTCTGGTG&TGCAACTGG&ACTCCTCCCA
MetAsnArgG]yVa1ProPheArgHisLeuLeuLeuVa]LeuG]nLeuA1aLeuLeuPro

G
1

. | . . . . .
GCAGCCACTCAGGGAAAGAAAGTGGTGCTGGGCAAGAAAGGGGACACAGTGGAACTGACC
A]aAlaThrGlnG]yLysLysValVa]LeuGlyLysLysG]yAspThrVa]GluLeuThr

A T

* AAAAAAAAA

TGTACAGCT%CCCAGAAGAAGAGCATACAATTCCACTGGAAAAACTCCAACCAGACAAA&
CysThrA]aSerG]nLysLysSer11eG]nPheHisTrpLysAsnSerAsnG1nThrLys
Ile
T

ATTCTGGGAAATCAGGGCT&CTTCTTAACiAAAGGTCCAiCCAAGCTGAATGATCGCGT%
I]eLeuG]yAsnG]nG1ySerPheLeuThrLysG]yProSerLysLeuAsnAspArgV%l
Ala

¢

AAAAAAAAA
. . .

GACTCAAGAAGAAGCCTTTéGGACCAAGGAAACTTTACCCTGATCATCAAGAATCTTAAé
AspSerArgArgSerLeuTrpAspG]nGlyAsnPheThrLeuIleI]eLysAsnLeuLys
Pro
cc

120
15

240
55



36l
96

481
136

601
176

721
216

841
256

*

ATAGAAGACTCAGATACTTACATCTETGAAGTGGGEGACCAGAAGGAGGAGGTECAATTE
I]eG]uAspSerAspThrTyrIleCysG]uVa]G}yAspG]nLysGluG]uVa]GlnLeu
Glu

A

CTAGTGTTCGGATTEACTGCCAACTCTGACACCCACCTACTTCAGGGECAGAGCCTRACE
LeuValPheGlyLeuThrAlaAsnSerAspThrHisLeuLeuGInGlyGinSerLeuThr

*

CTGACCTTGGAGAGCCCCCCTGETAGTAGCCCCTCAGTECAATETAGGAGTCCAAGGEGT
LeuThrLeuGluSerProProGlySerSerProSerValGlnCysArgSerProArgGly

AAAAACATACAGGGGGGEAAGACCCTCTCCGTGTCTCAGCTEGAGCTCCAGGATAGTEES
LysAsnI1eGInGlyGlyLysThrLeuSerValSerGinLeuGluLeuGinAspSerGly

*

ACCTGGACATGCACTGTCTTGCAGAACCAGAAGAAAGTEGAGTTCAAAATAGACATCETG
ThrTrpThrCysThrValLeuG1nAsnGinLysLysValGluPhelysIleAsplleVal

G

GTGCTAGCTTTCCAGAAGGCCTCCAGCATAGTCTATAAGAAAGAGGGGGAACAGETGGAG
VallLeuAlaPheGInLysAlaSerSerIleValTyrLysLysGluGlyGluGInValGlu

TTCTCCTTCCCACTCOCCTTTACAGTTGAAAAGCTGACGGECAGTGGCGAGCTGTEETEE
PheSerPheProLeuAlaPheThrValGluLysLeuThrG1ySerGlyGluLeuTrpTrp

CAGGCGGAGAGGECTTCCTCCTCCAAGTCTTERATCACCTTTGACCTGAAGAACAAGGAA
GInAlaGluArgAlaSerSerSerLysSerTrpIleThrPheAspLeulysAsnLysGlu

GTETCTGTAAAACGGETTACCCAGGACCCTAAGCTCCAGATAGGCAAGAAGCTCCCALTC
ValSerVallysArgValThrGInAspProlysLeuGinMetGlyLysLysLeuProleu

HisLeuThrLeuProGInAlaleuProGInTyrAlaGlySerGlyAsnLeuThrLeuAla

CTTGAAGCGAAAACAGGAAAGTTGCATCAGEAAGTGAACCTCATGGTGATGAGAGCCACT
LeuGluATalysThrGlyLysLeuHisGInGluValAsnLeuValValMetArgAlaThr

G

360

360
135

600
175

720
215

840
255

840
295



961 CAGCTCCAGAAAAATTTGACCTGTGAGGTGTGGGGACCCACCTCCCCTAAGCTGATGCTé
296 GlnLeuGlnLysAsnLeuThrCysGluValTrpGlyProThrSerProlysLeuMetleu

AGCTTEAAACTECAGAACARGGAGECANAGETCTCGAAGCGRGAGAAGGCGGTGTGEGTG 1080
SerLeulysLeuGluAsnLysGluAlalysValSerLysArgGluLysAlaValTrpVal 335

*

1081 CTGAACCCTOAGGCEGRGATGTGRCAGTRTCTGCTGAGTEACTCEGGACAGETCCTGETG
336 LeuAsnProGluAlaGlyMetTrpGinCysLeuleuSerAspSerGlyGInValleuleu

GAATCCAACATCAAGGTTCTGCCCACATGGTCCACCCCGGTECAGCCARTGECCCTEATT 1200
GluSerAsnIleLysValleuProThrTrpSerThrProValGinProMetAlaleulle 375

1201 GTGCTGEEGEECATCECCEECCTCCTRCTTTTCATTGEECTAGGCATCTTCTTCTGTGTC
376 Va1LeuG]yG]yVa]A]aG]yLeuLeuLeuPhe11eG]yLeuG]yI]ePhePheCysVa]

A e ettt ol ol il i udidin

AGGTGCCGGCACCGAAGGCGCCAAGCACAGCGGATGTCTCAGATCAAGAGACTCCTCAGT 1320
ArgCysArgHisArgArgArgG]nA]aG]nArgMetSerG]nI]eLysArgLeuLeuSer 415
Glu :

G

1321  GAGAAGAAGACCTGCCAGTGCCCTCACCGETTTCAGAAGACATGTAGCCCCATTTGA 1377
416 G]uLysLysThrCysG]nCysProHisArgPheGlnLysThrCysSerProI]eEnd 433

O antigénio CD4 de chimpanzé & 939% homdélogo da sua
contraparte, possuindo Ssubstituic¢8es de aminocédcidos no polipep-
tideo maduro previsto de 433 aminodcidos, enquanto gque CD4 de
macaco rhesus & 892% homdlogo tendo 34 divergéncias da sequéncia
de aminodcidos de CD4 humano. A expressiic de antigénios foi
efectuada transitoriamente em CDM{ assim como estédvelmente usando

o vector retroviral pMNCS.



EXEMPLO 2 CARACTERIZACAO DO DOMINIO CD4 HUMANO QUE E NECESSARIO
PARA A FOBRMACKQ DE SINCICIOS MEDIADA POR HIV

Estes antigénios CD4 de primata n8o humano foram
expressos em células humanas gque se tornaram assim susceptiveis a
infecc8o por HIV, mas formaram muito menos células gigantes
multinucleads, ou sincicios, do que as suas contrapartes expres-
sando o antigénio CD4 humano. Usando mutagénese in vitro este
fendtipo foi atribuido a uma diferenca num Gnico aminoacido entre
as glicoproteinas de chimpanzé e humanas. Esta substituic8o de
aminodcido afecta quantitativamente a capacidade das células Hela
para formar sincicios gquande estes antigénios s80 expressos
juntamente com as proteinas externa e transmembranar (EMP e TMP)
do virus da imunodeficiédncia humana tipo I (HIV). Isto foi
conseguido através da expressfio transitéria de seis antigénios
CD4 hibridos trans—-espécies, que contém uma das itrés alterac8es
n8o conservadora na sequéncia de amincécidos extracelularentre as
duas espécies sdzinhas e em pares, seguide da infecc¢Bo com

Vacina: {env de HIV) +virus recombiﬁante VSC25 de Vacina:(env de

HIV). A presenca de um residuo glicina na posic8o 87, conforme
encontrado em CD4 de chimpanzé, em vez do residuo de Aacido
glutémico encontrade em CD4 humano, elimina essencialmente a
formac¢c8o de sincicios multinucleados. Pelo contriario a +transfe-

réncia do residuo de A&cido glutdmico humanco na posic8o 87 para
CD4 de chimpanzé confere a capacidade de formag8o de sincicios na
presenca de EMP e TMP de HIV. Pelo contrario, a auséncia ou
presenca de uma das duas substituicSes de aminodcidos que d8&o
origem a sitios Unicos de glicosilacfio no antigénio CD4 de
chimpanzé, nos aminoédcidos 34 e 68 no primeirc dominio homdélogo
da regifdo varidvel de imunoglobulina, tem pouco ou nenhum efeito
no grau de forma¢8o0 de sincicios neste ensaio.Esperamos que todos

estas glicoproteinas CD4 hibridas apresentem igual afinidade para



EMP de HIV, uma vez que nenhuma destas diferencas de aminoacidos

estdo no sitio de ligac8o ao HIV definido anteriormente.

Se a formac8o de sincicios for um mecanismo importante
da doenca induzida por HIV este bloqueio da formac8c de sincicios
mediada por HIV pode justificar a resisténcia do chimpanzé a
patologia do sindroma da imunodeficié&ncia adquirida (AIDS) apesar

da infeccfio prolongada pelo HIV.

EXEMPLO 3 PREPARACAO DE CONSTRUCOES DE cDNA DE CD4-1IG

A fracclBo extracelular da sequéncia codificadora de
chimpanzé ou de macaco rhesus (codificadora de peptideos sinal e
dos amincdcidos 1-372 das glicoproteinas maduras) foi fundido em
trés sitios diferentes com um gene da regifio constante da cadeia
pesada de IgGl humana por meio de uma molécula sintética de
adaptador dadora de um sitio de <«splicing®». Para utilizar o
adaptador dador de &splicing®», um adaptador BamHI tendo a sequén-
cia CGCGGATCCGCG & primeiro inserido n o residuo de aminoécido
395 da sequéncia precursora de CD4 (residuo de nucleotideo 1295).

Criou-se uma sequéncia sintética dadora de &splicingd®

GATCCCGAGGGTGAGTACTA
GGCTCCCACTCATGATTCGA

delimitada por extremos complementares HindIII e BamHI e fundiu-
-se com o sitio HindIIIno intr&o que precede o dominio CHl, ao
sitio Espl no intr8o que precede o dominio CH2 da sequéncia
gendmica da IgGl. A montagem dos genes quiméricos por ligac8o no
sitio BamHI d& moléculas em que a regifo variavel (V), as regides
V+CH1 ou as regides V, CH1l e de charneira foram substituidas por

CD4. No Gltimo caso, espera-se que a mclécula forme uma estrutura



monomérica enquanto que no primeiro espera-se que seja formado um

dimero.

A imunoprecipitac8o das proteinas de fus@o com um
painel de anticorpos monoclonais dirigidos contra epitopos CD4
mostra que todos os epitopos esifo preservados. Demonstrou-se
uma associac8o de afinidade especifica elevada entre as moléculas
guiméricas e as proteinas do invélucro de HIV expressas na
superficie de células transfectadas com uma construc8o proviral
atenuada (transcriptase reversa eliminada) ou infectada com um

virus recombinante vacina:env de HIV.

EXEMPLO 4 PREPARACKO DAS PROTEINAS DE FUSKO A PARTIR DE
SOBRENADANTES DE CELULAS COS

Células COS foram cultivadas em meio DME suplementado
com 10% de Sorc de Vitela e sulfato de gentamicinaa 15 jug/ml
foram passadas para meio DMEM contendo 10% de NuSerum (Collabora-
tive Research) e gentamicina para dar 50% de confluéncia no dia
antes da transfecc8o0. No dia seguinte, adicionou-se DNA de
plasmideo purificado em CsCl para uma concentrac¢8io final de 0,1 a
2.0 pg/ml seguido de DEAE Dextran para 400ug/ml e cloroquina para
100 uM. Apds 4 horas a 37°C, o meio foi aspirado e¢ adicionada uma
soluc8o de dimetilsulféxido a 10% em tamp8oc de fosfatos salino
durante 2 minutos, aspirado e substituido por DME/10%de Soro de
Vitela. 8 a 24 horas mais tarde, as células foram tripsinizadas e

passadas a 1:2.

Para a marcac8o radioactiva, o meio foi aspirado 40 a
48 horas apés transfecc8o, as células foram lavadas uma vez com
tampSo de fosfatos salino e adicionado meio DME sem cisteina ou

metionina. 30 minutos mais tarde, adicionou-se cisteina e



metionina marcadas com com 358 para concentrac8es finais de 30-60
uCi e 100-200 uCi respectivamente e as cé&lulas foram deixadas =a
incorporar a marca durante 8 a 24 horas mais. Os sobrenadantes
foram recuperados e examinados por electroforese em géis de 7.5%
de poliacrilamida apdés desnaturacBio e reduc&o ou num gel de 5% de
poliacrilamida apdés desnaturac8Bo sem reduc8o. As proteinas de
fus8o IgG-CD4 formam estruturas diméricas. As proteinas de fuséo
CD4-IgM formam multimeros grandes para l& da resolug8o do gel sem

reduciio e mondmeros do tamanho esperado com reducé#o.

Prepararam—-se proteinas néo marcadas deixando as
células crescer durante 5 a 10 dias apds transfec¢Bo em meio DME
contendo 5% de NuSerum e gentamicina como atras. Os sobrenadantes
foram colhidos, centrifugados e purificados por adsorg8o em bloco
a proteina A trisacrilo, proteina A agarose, anticorpo de acbhra
anti-IgG humana agarose, anticorpo de coelho anti-IgM humana
agarose ou anticorpo monoclonal anti-CD4 agarose. Os conjugados
de anticorpo agarcse foram preparados acoplando anticorpos
purificados a agarose activada com brometo de cianogénio de
acordo com as recomendac8es do fabricante e usando uma concentra-
c8o de anticorpo de 1 mg/ml. Apds adsorcfio em bloco por agitac8e
durante a noite num plataforma rotatdria, as esferas foram
colhidas por decantac8o para um funil de ~vidro com filtro e
lavadas algumas vezes no fulnil com tamp8So de fosfatos salino
contendo 1 % do detergente Nonidet P40. As esferas foram removi-
das do funil e vertidas para uma pequena coluna de plastico ndo
reutilizavel (coluna Quick-Sep QS-Q, Isolab), lavadas com pelo
menos vinte volumes de coluna de +tamp8o de fosfatos salino
contendo 1% de Nonidet P40, com 5 volumes de 0,15 M NaCl, 1 mM
EDTA (pH 8,0) ¢ eluidas pela adic8c de acido acético 0,1 M
contendo 0,1 M NaCl ou tamp8o glicina-HCl 0,25 M, pH 2,5.



R

EXEMPLO 5 BLOQUEIO DA FORMACAO DE SINCICIOS PELAS PROTEINAS DE

FUSXO

Proteinas de fus8o purificadas ou parcialmente purifi-
cadas foram adicionadas a c¢élulas HPB-ALL infectadas 12 horas
antes com um virus da vacina recombinante codificador da proteina
do invdélucro de HIV. Apds incubacg8io durante mais 6-8 horas, as
células foram lavadas com tampfio de fosfatos salino, fixadas com
formaldeido e fotografadas. Todas as proteinas de fus8o CD4 de
tamanho completo - imunoglobulina apresentar8c inibiclo da

formac8o de sincicios.,

Tendo agora descrito detalhadamente este invento, sera
apreciado pelos familiarizados com a matéria que o mesmo pode ser
realizado com uma larga gama de parfmetros equivalentes no que
respeita a composicg8o, condicBes e métodos de preparac8o de tais
moléculas recombinantes, vectores, hospedeiros transformados e
proteinas sem se afastar do espirito ou &mbito do invento ou de

qualgquer sua realizac#o.



REIVINDICACOES:

18, - Processo para a producfio de CD4 de primata n8o

humano ou seu fragmento que se liga a gpl20 de HIV ou de SIv,

caracterizado por compreender:

a cultura, num meio nutritivo adequado em condi-
¢Bes de producBio de proteina, de uma estirpe hospedeira
transformada com um vector compreendendo a molécula de acido
nucleico de acordo com a reivindicag8o 1, compreendendo
ainda o referido vector sinais de express8o que s8o0 reconhe—
cidos pela referida estirpe hospedeira e dirigem a expressfo

do referido CD4 de primata ndo humano e

& recuperac8o do CD4 de primata nfo humano assim

produzido.

22, - Processo de acordo com a reivindicac8o 1, ca-
racterizado por o referido primata n8o humano ser o macaco
rhesus, e por o referido CD4 ou seu fragmento compreender a

seguinte sequéncia de aminoacidos:



MetAsnArgGlyTleProPheArgHisleuleul euValleuGlnleuAlal eul euPro
AlaValThrGlnGlyLysLysValValLeuGlyLysLysGlyAspIhrValGluI.eu'Ihr
CysThrAlaSerGInlyslysAsnThrGInPheHisTrpLysAsnSerAsnGInI lelys
TleleuGlyTleGInGlyLeuPhel euThrLysGlyProSerLysleuSerAspArgAla
AspSerArgl ysSerLeuTrpAspGInGlyCysPheSerMetTleIlelysAsnLeulys
IleGluAspSerAspThrTyrIleCysGluvalGluAsnlysLysGluGluvalGluLeu
LeuValPheGlyleuThrAlaAsnSerAspThrHisLeul euGluGlyGlnSerLeuThr
LeuThrIeuGluSer ProProGlySerSerProSerVallysCysArgSerProGlyGly
LysAsnT1eGInGlyGlyArgThrIleSerValProGlnl euGluArgGIlnAspSerGly
Thr TrpThrCysThrVal SerGInAspGInLysThrValGluPhelysT1eAspIleVal
ValI_euAlaPheGlnI..ysAlaSerSerI‘lmVal’IerysLysGluGlyGluGanalGlu
PheSerPheProLeuAlaPheThrleuGlulysLeuThrGlySerGlyGluleuTrpTrp
GlnAlaGluArgAlaSerSerSerlysSerTrpIleThrPheAspleulysAsnlysGlu
ValSerVa]LysArgVal'IhrGlnAspProLys]’.euG1nMetG1yLysLysI.euProI_eu
Hisleu‘IaneuProGlnAlaI.euProG]JﬂyrAlaGlySexclyAsnIeumrIeuAla
LeuGluAlalysThrGlyLysLeuHisGInGluValAsnLeuvalValMetArgAlaThr
GlnPheGlnGluAsnIeu’IhrCysGluVal'I‘rpGlyPrdIhrSerProLysI.eu‘I‘hrIeu
SerLeulysleuGluAsnlysGlyAlaThrValSerlysGlnAlaLysAlaValTrpVal
LeuAsnProGlualaGlyMet TrpGInCysLeuleuSerAspSerGlyGInValLeulen
GluSerAsnlleLysValValPrdIhrD:pPrdmrProValclnPrdetAlaIeuIle
ValleuGlyGlyValAlaGlyLeuleuLeuPheThrGlyLeuGlyIlePhePheCysval
ArgCysaArgHisArgArgArgGlnAlaGluArgMetSerGInTleLysArgl eul euSer
GIULYELYS'IhrCYSG]nCYSPrd{lsArgPheG]nLys‘IhrCysSerProIle.

- 76 -



38, - Processo de acordo com a reivindicacfio 1, ca-

racterizado por o referido primata n#o humano ser o chimpanzé, e

por o

o referido CD4 ou seu fragmento compreender a

N . » - .
sequéncia de aminoécidos:

MetAsnArgGlyValProPheArgHisLeul eul euvalleuGlnl euAlal euleuPro
AlaAlaThrGInGlyLysLysValVall euGlyLysLysGlyAspThrvalGluleuThr
CysThrAlaSerGlnLysLysSerIleGInPheHisTrpLysAsnSerAsnGlnThrlys

- IleleuGlyAsnGInGlySerPhel euThrlysGlyProSerlysleuAsnAspArgVal

AspSerArgArgSerLeuTrpAspGInGlyAsnPheThrleuTlellelysAsnl eulys
IleGluAspSerAspThrTyrIleCysGluValGlyAspGlnLysGluGluValGlnleu
LeuValPheGlyLeuThrAlaAsnSerAspThrHisleul euG1nGlyGlnSerLeuThr
LeuThrILeuGluSerProProGlySerSerProSerValGlnCysArgSer ProArgGly
LysAsnI1eGInGlyGlylysThrIeuSerValSerGInl cuGlul euGInAspSerGly
ThrTrpThrCysThrvalleuGlnAsnGInLysIlysValGluPhelysT1eAspIleVal
ValleuAlaPheGlnLysAlaSerSerIleValTyrLysLysGluGlyGluGlnvalGlu
PheSerPheProleuAlaPheThrValGlulysLeuThrGlySerGlyGluleuTrpTrp
GlnAlaGluArgAlaSerSerSerLysSerTrpIleThrPheAspleulysAsnLysGlu
ValSerValLysArgValThrGlnAspProlysleuGlriMetGlyLysLysLeuProleu
HisLeuThrleuProGlnAlaleuProGInTyrAlaGlySerGlyAsnleuThrleuAla
LeuGluAlaLysThrGlyLysIeuHisGlnGluValAsnl euvalValMetArgAlaThr
GInLeuGlnlysAsnleuThrCysGluValTrpGlyPromhrSerProlysLeuMetleu
SerleulysleuGluAsnLysGluAlalysValSerTysArgGluLysAlavalTrpVal
LeuAsnProGluAlaGlyMetTrpGInCysleul euSerAspSerGlyGlnvalleuleu
GluSerAsnllelysValleuProThrTrpSerThrProvalGlnPraMetAlaleulle
ValleuGlyGlyValAlaGlyleul euleuPheIleGlyleuGlyIlePhePheCysVal
ArgCysArgHisArgArgArgGlnAlaGlnArgMetSerGlnIlelysArgleul euSer
GluLysLysThrCysGInCysProiisArgPheGInLysThrCysSexrProlle;

ou o seu fragmento glicosilado.

seguinte



ENEEN

48, - Processo de acorde com a reivindicac8o 1, ca-

racterizado por ¢ referido CD4 ou seu fragmento compreender a

seguinte sequéncia de aminodcidos:

MetAsnArgGlyValProPheArgHisLeuleuleuValleuGlnLeuAlaleul euPro
AlaAlaThrGlnGlylysLysValValleuGlyLysLysGlyAspThrValGluleuThr
CysThrAlaSerGInlyslysSerIleGlnPheHisTrpLlysAsnSerAsnGln-@-Lys
IleleuGlyAsnGInGlySerPhel euThrLysGlyProSer LysLeuAsnAspArg-#-
AspSerArgArgSerT euTrpASpGlnGlyAsniPhe-$-TeuTleT lelysAsnLeulys
IleGluAspSerAspThrTyrIleCysGluValGlyAspGInLysGluGluvalGlnLeu
LeuValPheGlyLeuThrAlaAsnSerAspThrHisleul euGInGlyGInSerLeuThr
LeuThrIeuGluSerProProGlySerSerProSerValGlnCysArgSer ProArgGly
LysAsnT1eGlnGlyGlyLysThrleuSerValSerGlnl euGlul euGlnAspSerGly
ThrTrpIrrCysThrvall euGlnAsnGinLysLysValGluPheLysIleAspIleval
ValleualaPheGlnLysAlaSerSerTleValTyrIysLysGluGlyGluGlnValGlu
PheSerPheProleuAlaPheThrValGluLysLeuThrGlySerGlyGlul euTrpTrp
GInAlaGluArgAlaSerSerSerlysSerTrpIleThrPheAspleul ysAsnLysGlu
ValSerVallysArgValThrGlnAspProLysLeuGlnMetGlylysLysleuProleu -
HisLeuThrIleuProGlnAlaleuProGlnTyrAlaGlySerGlyAsnLeuThrleurla
LeuGluAlalysThrGlyLysLeuHisG1nGluValAsnl euValValMetArgAlaThr
GInLeuGlnLysAsnLeuThrCysGluvalTrpGlyProThrSerProLysleuMetleu
SerleulysleuGluAsnlysGluAlalysValSerLysArgGlulysAlaValTrpVal
LeuAsnProGluAlaGlyMetTrpG1lnCysleul euSerAspSerGlyGlnvalleuleu
Glu&aﬂEmIléQﬁNaﬂuaﬂrdnnﬂtp&mﬂherﬂhlGhﬂhxﬂbtkkﬂﬁmlle
ValleuGlyGlyValAlaGlyleuleul euPheIleGlyleuGlyIlePhePheCysVal
ArgCysArgHisArgArgArgGlnAla-%-ArgMetSerGlnIlelysArgLeuleuSer
GluLysLysThrCysGInCysProiisArgPheGInLysThrCysSerProlle,



em que

ou O seu

Thr ou
Val ou
Thr ou

& Gln ou

O D

DL

derivado

582, - Processo

racterizado por o

Ile,

Ala,

Pro, e

Glu;
glicosilado.

referido CD4

de acordo

cu seu

seguinte sequéncia de aminoicidos:

<
B
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com a reivindicac8o 1,

fragmento compreender

MetAsnArgGlyValProPheArgHisl eul euleuValleuGlnLeuAlal euleuPro
AlaAlaThrGInGlyLysLysValValleuGlyLysLysGlyAspThrValGluLeuThr
CysThrAlaSerGInlyslysSerIleGlnPheHisTrplysAsnSerAsnGln-@-Lys
IleleuGlyAsnGinGlySerPheleuThrLysGlyProSer LysLeuAsnAspArg—#-
AspSerArgArgSerIexﬂrpAsthlGlyAmPhe-s-IeuIlelleLysAsnleuLys
I1eGluAspSerAspThrTyrIleCysGluvalGlyAspGInl ysGluGluvalGinleu
LeuValPheGlyLeuThrAlaAsnSerAspThrHisLeuleu

em que

Oou O seu

Thr ou

(o)

Val ou

[o})

é& Thr ou

derivado

Tle,
Ala, ¢
Pro; ou

glicosilado.

ca—

a
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62, - Processo para a produc8o de uma proteina de fusfo
que compreende CD4 de primata n#oc humano, ou um seu fragmento que
se ligue a gpl20 de HIV ou SIV, e uma cadeia pesada de imunoglo-
bulina, em que a regifio variavel da cadeia de imunoglobulina foi
substituida com CD4 de primata n8oc humano, ou um seu fragmento
que se ligue a gpl20 de HIV ou de SIV, caracteriza por compreen-

der:

a cultura, num meio nutritivo adequado em condi-
¢Bes de producg8o de proteina, de uma estirpe hospedeira
transformada com um vector compreendendo a sequéncia que
especifica CD4 de primata n8oc humano, ou um seu fragmento
que se ligue a gp1207de HIV, ligada a uma molécula de acido
nucleico que especifica uma cadeia pesada de imunoglobulina,
em que a referida sequéncia de &cido nucleico que especifica
a regifio variavel da referida cadeia pesada de imunoglobuli-
na foi substituida pela referida molécula de acido nucleico
que especifica o referido CD4 de primata nfo humano ou seu
fragmento, compreendendo ainda o referido vector sinais de
express8o que s8o reconhecidos pela referida estirpe hospe-

deira e dirigem a express8io da referida proteina de fus#o, e

a recuperac8o da proteina de fusfio assim produzi-
da,

72.‘— Processo de acordo com a reivindicac8o 6, ca-
racterizado por o referido hespedeiro itransformado ser uma linha
celular de mieloma gue produz cadeias leves de imunoglobulina e
por a referida proteina de fus8o compreender uma molécula de
imunoglobulina de cadeia pesada da classe IgM, IgGl ou IgG3, em
que & produzida a referida molécula do tipo imunoglobulina que

compreendeque a referida proteina de fusfo.



82, -~ Processo de acordo com a reivindicag8o 6, ca-

racterizado por o referido primata n3c humano ser o

rhesus,

macaco

e por o referido CD4 ou seu fragmento compreender a

seguinte sequéncia de aminoadcidos:

MetAsnArgGlyTleProPheArgHisLeuleul euValleuGlnleuAlaleuleuPro
AlaValThrGInGlylLysLysValValleuGlylLysLysGlyAspThrValGluleuThr
CysThrAlaSerGlnLysLysAsnThrGlnPheHisTrpLysAsnSerAsnGlnIlelys
IleleuGlyTleGInGlyleuPhel euThrIysGlyProSerlysleuSerAspArghla
AspSerArglysSerLeuTrpAspGInGlyCysPheSerMet T1eTlel ysAsnl eulys
TleGluAspSerAspThrTyrIleCysGluValGluAsnLysLysGluGluValGluLeu
LeuValPheGlyLeuThrAlaAsnSerAspThrHisLeuleuGluGlyGlnSerleuThr
LeuThrleuGluSerProProGlySerSerProSerVallysCysArgSerProGlyGly
LysAsnT1eGInGlyGlyArgThrIleSerValProGlnLeuGluArgGlnAspSerGly
ThrTrpThrCysThrValSerGInAspGlnLysThrValGluPheLysIleAspIleVal
ValleuAlaPheGInLysAlaSerSerThrValTyrLysLysGluGlyGluGlnvValGlu
PheSerPheProleuAlaPheThrleuGlulysleuThrGlySerGlyGluLeuTrplrp
GlnAlaGluArgAlaSerSerSerLysSerTrpIleThrPheAspleulysAsnLysGlu
ValSerVallysArgValThrGlnAspProLysLeuGlnMetGlylLysLysLeuProleu
HisLeuThrleuProGlnAlaleuProGlnTyrAlaGlySerGlyAsnleuThrleuAla
LeuGluAlalysThrGlyLysLeuHisGInGluValAsnLeuValValMetArgAlaThr
G1nPheGInGluAsnLeuThrCysGluvalTrpGlyProThrSerProLysLeuThrleu
SerLeulysleuGluAsnlysGlyAlaThrValSerIysGlnAlaLysAlavValTrpval
LeuAsnProGluAlaGlyMetTrpGlnCysLeul euSerAspSerGlyGlnvalleuleu
GhﬁkﬁﬂsnlhﬂaBVaN@g?rdﬂnﬂrp?nﬂhrRmﬂhlGhﬂhxikmAlaUaﬂle
ValLeuGlyGlyValAlaGlyleuleuLeuPheThrGlyLeuGlyTlePhePheCysval
ArgCysArgHisArgArgArgGlnAlaGluArgMetSerGinTlel ysArgLeuleuSer
GluLysLysThrCysGInCysProHisArgPheGInLysThrCysSerProlle.



98. - Processo de acordo com a reivindicac8o

6, ca-

racterizado por o referido primata n#o humano ser o chimpanzé, e

por o

o referido CD4 ou seu fragmento compreender a seguinte

sequéncia de aminoacidos:

MetAsnArgGlyValProPheArgHisleuleuleuValleuGlnleuAlal eul euPro
AlaAlaThrGInGlyLysLysValValleuGlyLysLysGlyAspThrValGluleuThr
CysThrAlaSerGInlyslysSerIleGInPheHisTrpLysAsnSerAsnGInThriys
TleleuGlyAsnGInGlySerPhel euThrLysGlyProSerlysleuAsnAspArgVal
AspSerArgArgSerLeuTrpAspGlnGlyAsnPheThrleulleTleLysAsnLeulys
IleGluAspSerAspThrTyrIleCysGluValGlyAspGlnLysGluGluValGlnLeu
LeuValPheGlyLeuThrAlaAsnSerAspThriisLeuleuGlnGlyGlnSerleuThr
LeuThrIenGluSerProProGlySerSerProSerValGInCysArgSerProArgGly
LysAsnI1eGInGlyGlyLysThrLeuServalSerGlnl euGluleuGlnAspSarGly
ThrTrpThrCysThrValleuGlnAsnGlnLyslysValGluPhelysIleAspIleVal
ValleuAlaPheGlnLysAlaSerSerTleValTyrLysLysGluGlyGluGlnvalGlu
PheSerPheProLeuAlaPheThrValGluLysLeuThrGlySerGlyGluLeuTrpTrp
GlnAlaGluArgAlaSerSerSerLysSerTrpIleThrPheAspleul ysAsnlLysGlu
ValSerVallysArgValThrGlnAspProLysLeuGlnMetGlyLysIysleuProleu
HisIeuThrIeuProGlnAlaleuProGInTyrAlaGlySerGlyAsnl euThrLeuAla
LeuGluAlalysThrGlyLysLeuHisGInGluValAsnleuValValMetArgAlaThr
GInLeuGInLysAsnleuThrCysGluValTrpGlyProThrSerProLysLeuMetleu
SerleulysLeuGluAsnLysGluAlalysValSerLysArgGluLysAlaValTrpVal
LeuAsnProGluAlaGlyMetTrpG1lnCysLeul euSerAspSerGlyGlnvalleuleu
GluSerAsnTlelysValleuProThrTrpSerThrProvValGlnPraMetAlaleulle
ValLeuGlyGlyValAlaGlyleuleuleuPhelleGlyleuGlyIlePhePheCysval
ArgCysArgHisArgArgArgGlnAlaGlnArgMet SerGlnIlelysArgleuleuSer
GluLysLysThrCysGInCysProHisArgPheGInLysThrCysSerProlle;

ou o seu fragmento glicosilado.



102, - Processo de acordo com a

caracterizado por o referido CD4

reivindicacfo 6,

ou seu fragmento compreender a
seguinte sequéncia de aminoacidos:

MetAsnArgGlyValProPheArgHisleul eul euVall euGlnleuAlaleuleuPro
AlaAlaThrGinGlylyslysValValLeuGlyLysLysGlyAspThrvalGluleuThr
CysThrAlaSerGinLysLysSerIleGInPheHisTrplysAsnSerAsnGln-€-1ys
Ile[euGlyAerhﬂlySerPheIelmmLysGlyProSerLysleuAsnASpArg-#-
AspSerArgArgSerLeuTrpAspGInGlyAsnPhe-$-LeuTlellelysAsnleulys
IleGluAspSerAspIhrTyrIleCysGluValGlyAsth':LysGluGluValGhmIﬁu
leuVaJPheGlerunerlaAsnSerAspmxﬁisIeuleuGlnGlyclnSfarLeunm
LeuThrLeuGluSerProProGlySerSerProServValGInCysArgSer ProArgGly
LysAsxﬂleGhGlyGlyLys'mrIeuSerValSerGMeuGluleuGlnAspSerGly
‘IhJ:‘I'rperys’IhrValleuGlnAsnGlnLysLysValGluPheLyslld\sleeVal
ValleuAlaPheGInlysAlaSerSerIleValTyrLysLysGluGlyGluGlnvalGlu
PheSerPheProleuAlaPheThrValGlulysleuThrGlySerGlyGluleuTrpIrp
GlnAlaGluArgAlaSerSerSerLysSerTrpIleThrPheAspLeulysAsnlysGlu
ValSerValLysArgVal‘IhrGlnAspProLys]’.euGlmietclyLysLysI_euProIeu
HisILeuThrleuProGlnAlaleuProGInTyrAlaGlySerGlyAsnleuThrleuhla
leuGluAlaLyserlyLysIeuHisGhﬁluValAsnIeuVﬂVaJMetArgAlam
GInLeuGlnLysAsnLeuThrCysGluval TrpGlyProThrSerProlysleutetleu
SerIeuLysIeuGluAsnLysGluAlaLysVa]SerLysArgGluLysAlaVathpVal
LeuAsnProGluAlaGlyMetTrpGinCysleul euSerAspSerGlyGlnvalleuleu
GluSerAsnIleLysVaILeuPrdnm‘npSeﬂhrProValGhuProMetAlaIeuIle
ValIeuGlyGlyValAlaGleruIeuleuPheIleGlyI_euGlyIlePhePheCysVal
ArgCysArgHisArgArgArgGlnAla-$-ArgMetSerGlnTleLysArgleulenSer
GluLysIysThrCysG1nCysProHisArgPheG1nlysThrCysSerProlle,
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Thr ou Ile,
Val ou Ala,
Thr ou Pro, e
~%- & Gln ou Glu;

ou o seu derivado glicosilado.
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118, - Processo de acordo com a reivindicac8o 6,
caracterizado por o referido CD4 ou seu fragmento compreender a

seguinte sequéncia de aminoécidos:

MetAsnArgGlyValProPheArgHisleuleul euValleuGlnLeuAlaleul euPro
AlaAlaThrGInGlylyslysValvValLeuGlyLysLysGlyAspThrvalGluLeuThr
CysThrAlaSerGInlyslysSerIleGlnPheHisTrpLysAsnSerAsnGln—€-Iys
T1eLeuGlyAsnGlnGlySerPheleuThrIysGlyProSer LysLeuASnASpArg-—#-
AspSerArgArgSerLeuTrpAspGlnGlyAsnPhe-$-LeulleIleLysAsnl eulys
T1leGluAspSerAspThrTyrTleCysGluvalGlyAspGlnlysGluGluvalGlnLeu
LeuValPheGlyleuThrAlaAsnSerAspIhriisleuleu

!
@
I
(D

Thr ou Ile,
Val ou Ala, e

-$- & Thr ou Pro; ou

|
++

i
[:3Y

ou 0 seu derivado glicosilado.
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1282, - Processo de acordo com a reivindicac8o 8§,

caracterizado por a proteina de fusB8oc ser marcada de modo de-

tectavel.

132, - Processo de acordo com a reivindicac8o 6,
caracterizado por a referida proteina de fusfo estar ligada a um
polipeptideo citotdxico, marca radioactiva ou agente de formacg8o

de imagens por NMR.

148, - Processo de acordo com a reivindicac8o 13,
caracterizado por o referido polipeptideo citotdxico ser ricina
ou toxina da difteria.

152. - Processo de acordo com a reivindicac8c 6,
caracterizado por a referida proteina de fusfo incluir uma cadeia

leve de imunoglobulina.

162, - Processo para a producfio de uma proteina de
fus8o que compreende CD4 de primata nfo humano, ou um seu fra-
gmento que se ligue a gpl20 de HIV ou SIV, e uma cadeia leve de
imunoglobulina, em que a regifio variavel da cadeia de imunoglobu-
lina foi substituida com CD4 de ©primata n8oc humano, ou um seu
fragmento que se ligue a gpl20 de HIV ou de SIV, caracterizado

por compreender:

a cultura, num meio nutritivo adequado em condi-
¢Bes de producfo de proteina, de uma estirpe hospedeira
transformada com um vector compreendendo uma molécula de
dcido nucleico gque compreende a seguédncia de acido nucleico
que especifica CD4 de primata n8o humano, ou um seu fragmen-—

to que se ligue a gpl20 de HIV, ligada a uma sequéncia de



v

acido nucleico gque especifica uma cadeia leve de imunoglobu-
lina, em que a referida sequéncia de &dcido nucleico que
especifica a regifo variadvel da referida cadeia leve de
imunoglobulina foi substituida pela referida molécula de
adcido nucleico que especifica o referido fragmento, compre-
endendo ainda o referido vector sinais de expressdo que séo
reconhecidos pela referida estirpe hospedeira e dirigem a

expressdio da referida proteina de fusfio, e

a recuperacf8o da proteina de fus8o assim produzi-
da.

178, - Processo de acordo com a reivindicac8o 16,
caracterizado por o referido hospedeiro produzir cadeias pesadas
de imunoglobulina das classes IgM, IgGl e IgG3 juntamente com a
referida proteina de fus8io para dar uma molécula do tipo imuno-

globulina que se ligue a gpl20 de HIV ou de SIV.



188, ~ Processo de acordo com a reivindicac@io 16,

caracterizado por o referido primata nfo humano ser o macaco
rhesus, e por o referido CD4 ou seu fragmento compreender a

seguinte sequéncia de aminoécidos:

MetAsnArgGlyIleProPheArgHisl euleuleuValleuGInl euAlaleuleuPro
AlaValThrGlnGlyLyslysValValleuGlyLysLysGlyAspThrvalGluleuThr
CysThrAlaSerGInLysLysAsnThrGlnPheHisTrplysAsnSerAsnGInIlelys
IleleuGlyIleGInGlyLeuPhel euThrlysGlyProSerLysleuSerAspArghla
AspSerArglysSerLeuTrpAspGlnGlyCysPheSerMetTleIleLysAsnleulys
I1eGluAspSerAspThrTyrIleCysGluValGluAsnLysLysGluGluvalGluleu
LewValPheGlyLeuThrAlaAsnSerAspThrHisLeuleuGluGlyGlnSerLeuThr
LeuThrleuGluSerProProGlySerSerProSerVallysCysArgSer ProGlyGly
LysAsnI1eGInGlyGlyArgThrIleSerValProGInLeuGluArgGInAspSerGly
ThrTrpThrCysThrValSerGInAspGlnLysThrValGluPhelysIleAspIleval
ValleuAlaPheGInlysAlaSerSerThrValTyrLysLysGluGlyGluGlnvalGlu
PheSerPheProleuAlaPherleuGlulysLeuThrGlySerGlyGluLeuTrplrp
GlnAlaGluArgAlaSerSerSerLysSerTrpIleThrPheAspl eulysAsnlysGlu
ValSerVallysArgValThrGlnAspProlysLleuGlnMetGlyLysLysleuProleu
HisLeuThrLeuProGlnAlaleuProGIlnTyraAlaGlySerGlyAsnLeuThrleuAla
LeuGluAlalysThrGlylLysLeuHisGInGluValAsnl euValValMetArgAlaThr
G1nPheGlnGluAsnleuThrCysGluvalTrpGlyProhrSerProLysLeuThrleu
Serleul ysLeuGluAsnLysGlyAlaThrValSerLysGlnAlalysAlaValTrpVal
LeuAsnProGluAlaGlyMetTrpGlnCysleul euSerAspSerGlyGinvalleuleu
GluSerAsnIlelysValValProThrTrpProThrProvalGlnPraMetAlaleulle
ValleuGlyGlyValAlaGlyLeuLeuLeuPheThrGlyleuGlyIlePhePheCysVal
ArgCysArgHi sArgArgArgGlnAlaGluArgMetSerGinI lelysArgl euleuSer
GluLysLysThrCysG1nCysProiisArgPheGInlysThrCysSerProlle.



-~

caracterizado por o referido primata nfoc humano ser o

e por
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192, - Processo de acordo com a reivindicac8o 6,

o o referido CD4 ou seu fragmento compreender a

sequéncia de aminoacidos:

MetAsnArgGlyValProPheArgHisLeuleul euVall euGlnleuAlal euleuPro
AlaAlaThrGInGlyLysLysValValleuGlylyslysGlyAspThrValGluLeuThr
CysThrAlaSerGlnLysLysSerIleGInPheHisTrplysAsnSerAsnGInThrLys
IleleuGlyAsnGInGlySerPhel euThrLysGlyProSerTysleuAsnAspArgVal
AspSerArgArgSerLeuTrpAspGInGlyAsnPheThrleulleIlelysAsnleulys
IleGluAspSerAspThrTyrIleCysGluValGlyAspGlnlysGluGluvalGlnleu
LeuValPheGlyleuThrAlaAsnSerAspThriisleuleuGlnGlyGinSerleuThr
LeuThrIeuGluSerProProGlySerSerProSerValGInCysArgSer ProArgGly
LysAsnI1eGInGlyGlyLysThrLeuSerValSerGInLeuGluLeuGInAspSerGly
ThrTrpThrCysThrValleuGlnAsnGlnLysIysValGluPheLysIleAspIleVal
ValleuAlaPheGlnLysAlaSerSerIleValTyrLysLysGluGlyGluGlnvalGlu
PheSerPheProLeuAlaPheThrValGlulysLeuThrGlySerGlyGluleuTrpTrp
GlnAlaGluArgAlaSerSerSerlysSerTrplleThrPheAspLeulysAsnlysGlu
ValSerVall ysArgValThrGlnAspProLysleuGlnMetGlyLysLysLeuProLeu
HisILeuThrIeuProGlnAlaleuProGInTyrAlaGlySerGlyAsnleuThrleuAla
LeuGluAlaLysThrGlyLysl euHisGInGluValAsnleuvalValMetArgAlaThr
GInLeuGInLysAsnLeuThrCysGluValTrpGlyProThrSerProLysleuMetleu
SerLeuLysLeuGluAsnLysGluAlalysValSerTysArgGlulysAlaValTrpval
LeuAsnProGluAlaGlyMetTrpGInCysLeul euSerAspSerGlyGlnvalleuleu
GluSerAsnIlelysValleuProThrTrpSerThrProValGlnProMetAlaleulle
ValleuGlyGlyValAlaGlyLeuleuleuPheTleGlyl enGlyIlePhePheCysVal
ArgCysArgHisArgArgArgGlnAlaGlnArgMetSerGInI leLysArgl euleuSer
GluLysLysThrCysGlnCysProHisArgPheGInlysThrCysSerProlle;

ou o seu fragmento glicosilado.

chimpanzé,

seguinte
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202, -~ DProcesso de acordo com a reivindicac¢8o 16,
caracterizado por o referido CD4 ou seu fragmento compreender a

seguinte sequéncia de aminoécidos:

MetAsnArgGlyValProPheArgHisleul euleuvValleuGlnleuAlal eul euPro
AlaAlaThrGlnGlyLyslysValValLeuGlylysLysGlyAspThrValGluLeuThr
CysThrAlaSerGlnLysLysSerIleGlnPheHisTrpLysAsnSerAsnGin-@-Lys
IleleuGlyAsnGInGlySerPheleuThrLysGlyProSerLysLeuAsnAspArg~#-
AspSerArgArgSerleuTrpAspGlnGlyAsnPhe-$-Ieullel lelysAsnleulys
IleGluAspSerAspThrTyrIleCysGluValGlyAspGInLysGluGluvalGlnleu
LeuValPheGlyleuThrAlaAsnSerAspihrHisLeulLeuGlnGlyGlnSerTeuThr
LeuThrLeuGluSerProProGlysSerSerProSerValGInCysArgSer ProArgGly
LysAsnT1eGInGlyGlyLysThrleuSerValSerGlnLeuGlul euGInAspSerGly
ThrTrpThrCysThrvalleuGlnAsnGInLysLysValGluPhelysIleAsplleVal
ValleuAlaPheGlnlysAlaSerSerIleValTyrLysLysGluGlyGluGinvalGlu
PheSerPheProleuAlaPheThrValGluLysleuThrGlySerGlyGluleuTrpTrp
GlnAlaGluArgAlaSerSerSerLysSerTrplleThrPheAspleulysAsnlysGlu
ValSerVallysArgValThrGlnAspProlysleuGlnMetGlyLysLysleuProleu
HisLeuThrleuProGlnAlaleuProGInTyrAlaGlySerGlyAsnleuThrleuAla
LeuGluAlaLysThrGlyLysLeuHisGInGluValAsnleuValValMetArgAlaThr
GInleuGlnLysAsnl euThrCysGluvValTrpGlyProThrSerProLysleuMetleu
SerLeulysleuGluAsnLysGluAlalysValSerLysArgGlulysAlavalTrpVal
LeuAsnProGluAlaGlyMetTrpGInCysLeuleuSerAspSerGlyGinValleuleu
GluSerAsnIlelysValleuProThrTrpSerThrProvalGlnPraMetAlaleulle
ValLeuGlyGlyValAlaGlyLeuleuleuPheIleGlylLeuGlyIlePhePheCysVal
ArgCysArgHisArgArgArgGlnAla-$-ArgMetSerGinIlelysArgLeul euSer
GluLysLysThrCysGlnCysPraHisArgPheGInLysThrCysSerProlle,



em que
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Thr ou Ile,
Val ou Ala,
Thr ou Pro, e
-%- & Gln ou Glu;

ou o seu derivado glicosilado.
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212, - Processo de acordo com a reivindicac8o 16,
caracterizado por o referido CD4 ou seu fragmento compreender a

seguinte sequéncia de aminoécidos:

MetAsnArgGlyValProPheArgHisTeul eul euValLeuGLnLeuAlalenl euPro
AlaAlaThrGlnGlyLysLysValvalleuGlyLysLysGlyAspThrValGluleuThr
CysThrAlaSerGInLysLysSerIleGlnPheHisTrpLysAsnSerAsnGln-@-Lys
I1leLeuGlyAsnGInGlySerPhel euThrIysGlyProSerLysl euASnASpATg=#-
AspSerArgArgSerLeuTrpAspGlnGlyAsniPhe-$-LeullellelysAsnleulys
TleGluAspSerAspThrTyrIleCysGluvalGlyAspGlnlysGluGluvalGlnleu
LeuValPheGlyLeuThrAlaAsnSerAspThriisLeuleu

I
@
|
D

Thr ou Ile,
Val ou Ala, e

~$- & Thr ou Pro; ou

I
+H
{
Dr

ou o seu derivado glicosilado.
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228, - Processo de acordo com a reivindicac8oc 18,

caracterizado por a proteina de fus8o ser marcada de modo de-

tectavel.

232, - Processo de acordo com a reivindicac8o0 186,
caracterizado por a referida proteina de fusfio estar ligada a um
polipeptideo citotdxico, marca radioactiva ou agente de formac#o

de imagens por NMR.

248, - Processo de acordo com a reivindicac8o 23,
caracterizado por o referido polipeptideo citotdxico ser ricina

ou toxina da difteria.

258, - Processo para purificar substancialmente CD4 de
primata n8oc humano, caracterizado por compreender o isolamento do
referido CD4 por meio de extracgdio, precipitac8o, cromatografia,

cromatografia de afinidade, ou electroforese.

268, - Processo de acordo com a reivindicacfio 25,
caracterizado por o referido primata nfc humano ser o macaco
rhesus, e por o referido CD4 ou seu fragmento compreender a

seguinte sequéncia de aminoacidos:



MetAsnArgGlyIlePromeArgHisleuleuIeuVaneuGMBuAlaleuIeuPro
AlaVal'IhrGlnGlyLysLysValValI.euGlyLysLysGlyAsthrValGluI.eu‘I‘hr
CysIhrAlaSerGhLysLysAsﬂIhIkaPheIﬁsanysAsnSerAer;lnIleLys
IleleuGlyIleGInGlyLeuPhel euThrLysGlyProSerlysleuSerAsphrghla
AspSerArglysSerLeuTrpAspGInGlyCysPheSerMetTleTlelysAsnleulys
IleGluAspSerAspIhrI‘yrIleCysGluValGluAsnLysLysGluGluValGluI.eu
LeuValPheGlyleuThrAlaAsnSerAspThriisleuleuGluGlyGlnSerTLeuThr
LeuThrleuGluSerProProGlySerserProSerVallysCysArgSerProGlyGly
LysAsnT1eGInGlyGlyArgThrIleSerValProGlnl euGluArgGlnASpSerGly
mrnﬁnmseralSeIGh\AspGlnLysanalGluPheLysIleAsleeVal
ValleuAlaPheGlnlysAlaSerSerThrValTyrlyslysGluGlyGluGlnvalGlu
PheSerPheProleuAlaPheThrleuGlulysleuThrGlySerGlyGluleuTrplrp
GlnAlaGlqugAlaSerSerSerLysSefprIle’IhrPheAspIeuLysAsnLysGlu
Va1SerVa1LysArgVa1'D11G]nAspProLysleuGhMetGlyLysLysLeuProLeu
HisLeuThrLeuProGlnAlaleuProGInTyrAlaGlySerGlyAsnLeuThrLeuAla
I.euGluAlaLys’IhrGlyLysI.euHisGerluValAsnI.euValVa]MetArgAla’Ihr
GlnPheG1nGluAsnleuThrCysGluvalTrpGlyProThrSerProlysLeuThrien
SerI.euLysI.euGluAsnI..ysGlyAla‘IhIVa1SerLysG]nAlaLysAlaValTrpVal
IeuAmProGluAlaGlyMetIththYsIeuIeuSerAspSerGlyG]nVaH.euLeu
GluSerAsnIleLysValVa]_PrdIhrTerrdIhrProValGlnProMetAlaI.euIle
ValleuGlyGlyValAlaGlyI.euIeuI.euPhe’.IhrGlyLeuGlyIlePhePheCysVal

ArgCysArgHisArgAIgArgGlnAlaGluArgIVIetSerGlnI leLysArgleuleuSer
GluLysLysThrCysGInCysProHisArgPheGInlysThrCysSerProlle.



(y

272, - Processo de acordo com a reivindicacdo 25,
caracterizado por o referido primata nfo humano ser o chimpanzé,
e por o o referido CD4 ou seu fragmento compreender a seguinte

A 3 . - Kl
sequéncia de aminoacidos:

MetAsnArgGlyValProPheArgHisl euLeul euValLeuGlnl euhlaleuleuPro
AlaAlaThrGlnGlyLysLysValValleuGlyILysLysGlyAspThrValGluLeuThr
CysThrAlaSerGlnlyslysSerT1eG1lnPheHisTrplysAsnSerAsnGInThriys
TleLeuGlyAsnGInGlySerPhel euThrLysGlyProSerlysl euAsnAspArgVal
AspSerArgArgSerLeuTrpAspGlnGlyAsnPheThrLeuTleIleLysAsnleulys
I1leGluAspSerAspThrTyrI1eCysGluvalGlyAspGinLysGluGluvalGlnLeu
LeuValPheGlyl euThrAlaAsnSerAspThriisLeulenG1nGlyGlnSerLeuThr
LeuThrLeuGluSerProProGlySerSerProSerValGInCysArgSerProArgGly
LysAsnI1eGInGlyGlylysThrLeuSerValSerGInLenGluLeuGlnAspSerGly
ThrTrpThroysThrVallenGlnAsnGInlysTysValGluPhelysIleAspIleVal
ValleuAlaPheGInLysAlaSerSerTleValTyrlysLysGluGlyGluGlnValGlu
PheSerPheProleuAlaPheThrValGlulysLeuThrGlySerGlyGluLeuTrplrp
GlnAlaGluArgAlaSerSerSerlysSerTrplleThrPheAspleulysAsnlysGlu
ValSerVallLysArgValThrGlnAspProLlysLeuGlnMetGlyLysLysLeuProleu
HisIeuThrleuProGinAlaleuProGInTyrAlaGlySerGlyAsnleuThrLeuAla
LeuGluAlalysThrGlyLysLeuHisGInGluValAsnl euValValMetArgAlaThr
GInleuGlnlysAsnLeuThrCysGluvalTrpGlyProThrSerProLysLeuMetLeu
Serleulysl euGluAsnLysGluAlalysValSerLysArgGlul ysAlaValTrpval
LeuAsnProGluAlaGlyMetTrpGInCysLeul euSerAspSerGlyGlnvalleuleu
GluSerAsnTlelysValleuProThrTrpSerThrProvalGlnPraMetAlaleulle
ValleuGlyGlyValAlaGlyLeuleul euPheIleGlyleuGlyIlePhePheCysval
ArgCysArgHisArgArgArgGlnAlaGlnArgMet SerGInTlelysArgleul euSer
GluLysLysThrCysGInCysProHisArgPheGInLysThrCysSerProlle;

ou um seu fragmento glicosilado.



288, -~ DProcesso de acordo com a reivindicacfo 25,
caracterizado por o referido CD4 ou seu fragmento compreender a

seguinte sequéncia de aminoadcidos:

MetAsnArgGlyValProPheArgHisLeuleuleuValleuGlnLeuAlaleuleuPro
AlaAlaThrGInGlylyslysValValleuGlyLysLysGlyAspThrValGluLeuThr
CysThrAlaSerGInLysLysSerIleGlnPheHisTrpLysAsnSerAsnGln-@-Lys
IleleuGlyAsnGInGlySerPheleuThrLysGlyProSerLysLeuAsnAspArg—#-
AspSerArgArgSerLeuTrpAspGlnGlyAsnPhe-$-LeullellelysAsnLeulys
IleGluAspSerAspThrTyrIleCysGluvalGlyAspGlnlysGluGluvalGlnleu
LeuValPheGlyleuThrAlaAsnSerAspThrHisleul euGInGlyGlnSerLeuThr
LeuThrleuGluSerProProGlySerSerProSerValGInCysArgSer ProArgGly
LysAsnT1eGInGlyGlyLysThrl euSerValSerGlnleuGluLeuGlnAspSerGly
ThrTrpThrCysThrVall enGlnAsnGlnLysLysValGluPheLysIleAspIlleVal
ValleuAlaPheGInLysAlaSerSerIleValTyrLysLysGluGlyGluGlnValGlu
PheSerPheProleuAlaPheThrValGluLysLeuThrGlySerGlyGluLeuTrpTrp
GlnAlaGluArgAlaSerSerSerLysSerTrpIleThrPheAspLeulysAsnLysGlu
ValSerVallysArgValThrGlnAspProlysLeuGlnMetGlyLysTysLeuProleu
HisleuThrLeuProGlnAlaLeuProGInTyrAlaGlySerGlyAsnLeuThrieuAla
LeuGluAlalysThrGlyLysleuHisGlnG1uValAsnLewValvalMet ArgAlaThr
GlnLeuGInLysAsnl euThrCysGluvalTrpGlyProThrSerProlysleuMetleu
SerLeulysleuGluAsnlysGluAlalysValSerLysArgGlulysAlaValTrpVal
LeuAsnProGluAlaGlyMetTrpGInCysLeul euSerAspSerGlyGlnvalleul eu
GluSerAsnIlelysValleuProThrTrpSerThrProvalGlnPradMetAlaleulle
ValleuGlyGlyValAlaGlyLeuleul euPheIleGlyleuGlyIlePhePheCysVal
ArgCysArgHisArgArgArgGlnAla-$-ArgMetSerGInTlelysArgleul euSer
GluLysLysThrCysGInCysProiisArgPheGInlysThrCysSerProlle,



em que

]
®
[
Dr

Thr ou Ile,
Val ou Ala,
Thr ou Pro, e

Gln ou Glu;
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ou o seu derivado glicosilado.

288, - Processo de acordo com a reivindicacglio 25,
caracterizado por o referido CD4 ou seu fragmento compreender a

. Al P
seguinte sequéncia de aminoécidos:

[

MetAsnArgGlyValProPheArgHisl eul eul euvValleuGlnLeuAlaleul euPro
AlaAlaThrGInGlyLysLysValValleuGlyLysLysGlyAspThrValGluleuThr
CysThrAlaSerGInLysLysSerIleGlnPheHisTrpLysAsnSerAsnGln~@-Lys
Ilel enGlyAsnGInGlySerPheleuThrLysGlyProSerLysLeuAsnAspArg—#-
AspSerArgArgSerLeuTrpAspGlnGlyAsnPhe-$-LeulleIlelysAsnLeulys
IleGluAspSerAspThrTyrIleCysGluvValGlyAspGlnLysGluGluvValGlnLeu
ILeuvalPheGlyleuThrAlaAsnSerAspThrHisLeuleu

|
()]

i
[0}

Thr ou Ile,
Val ou Ala, e

-$- & Thr ou Pro:; ou

i
H
i
Dr

ou o seu derivado glicosilado.
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Zad, Hatodo para o tratamento de infeccSes por HIV oo
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58IV, de preferfnciz em  seres humanos, caractorizade
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rhmsus. 8 por o referido ODE ou ssu fragmento  compreendse oz

MetAsnArgGlyIleProPheArgHisLeuleuleuValleuGlnLeuAlaleul euPro
AlaValThrGlnGlyLysLysValValleuGlyLyslysGlyAspThrValGluLeuThr
CysThrAlaSerGInLysLysAsnThrGlnPheHisTrpLysAsnSerAsnGlnTlelys
IleleuGlyIleGInGlyLeuPheleuThrLysGlyProSerLysLeuSerAspArgAla
AspSerArglLysSer] euTrpAspGInGlyCysPheSerMetT1eIleLysAsnleulys
IleGluAspSerAspThrTyrIleCysGluvalGluAsnLysLysGluGluvalGluleu
LeuValPheGlyleuThrAlaAsnSerAspThrHisleuleuGluGlyGlnSerLeuThr
LeuThrLeuGluSerProProGlySerSerProSerVallysCysArgSerProGlyGly
LysAsnIleGInGlyGlyArgThrIleSerValProGInl euGluArgGlnAspSerGly
ThrTrpThrCysThrValSerGInAspGlnLysThrvalGluPhelysI1eAspTleval
ValleuAlaPheGInLysAlaSerSerThrValTyrLysLysGluGlyGluGlnValGlu
PheSerPheProleuAlaPheThrl euGlulysl euThrGlySerGlyGluLeuTrplrp
GlnAlaGluArgAlaSerSerSerlLysSerTrpIleThrPheAspl eulysAsnlysGlu
ValSerValLysArgValThrGlnAspProlysLeuGlnMetGlyLysLysLeuPraoleu
HisIeuThrl euProGlnAlal euProGlnTyrAlaGlySerGlyAsnleuThrleunla
LeuGluAlalysThrGlyLysLeuHisGInGluValAsnLeuValValMetArgAlaThr
G1nPheGInGluAsnLeuThrCysGluValTrpGlyProThrSerProLysLeuThrieu
SerLeulysLeuGluAsnlysGlyAlaThrValSerLysGlnAlalysAlaValTrpVal
LeuAsnProGluAlaGlyMetTrpGlnCysLeul euSerAspSerGlyGlnvalleulen
GluSerAsnTlelysValValProThrTrpProThrProvalGlnPradMetAlaleulle
ValleuGlyGlyValAlaGlyleuleul euPheThrGlyleuGlyIlePhePheCysVal
ArgCysArgHisArgArgArgGlnAlaGluArgMetSerGInIleLysArgleuleuSer
GluLysLysThrCysGInCysProiisArgPheGInlysThrCysSerProlle.



o
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FEg2. - Método de acordo com & reivindicaco
racterizado por o referido orisata n¥o humano ser o chimpanze
" soe sion ot o pe coe I S o e s B e — - gu 2o oo s G s des
por 0 o referido O34 ou ssu fragmento comoresnder a s@guints

MetAsnArgGlyValProPheArgHisLeuleul euvalleuGlnLeuAlaLeuleuPro
AlaAlaThrGInGlylLyslysValValleuGlyLysLysGlyAspThrValGluleuThr
CysThrAlaSerGInLysLysSerIleGInPheHisTrplysAsnSerAsnGInThrlys
IldlmGthmﬂnGh&bﬁHmiedHmuﬁﬂhﬂkdkxuﬁmausnkqmnmh1
AspSerArgArgSerLeuTrpAspGIlnGlyAsnPheThrleul leI1eLysAsnleulys
IleGluAspSerAspThrTyrTleCysGluvalGlyAspGlnlysGluGluvalGlnleu
LeuValPheGlyLeuThrAlaAsnSerAspThrHisl eul euG1nGlyGlnSerLeuThr
LeuThrIeuGluSerProProGlySerSerProSerValGInCysArgSerProArgGly
LysAsnT1eGInGlyGlyLysThrleuSerValSerGInLeuGluleuGlnAspSerGly
ThrTngnniysnuﬂhlLeuGlnkatﬂnLySQﬁahlclmmxiysIlekqﬂleVal
ValleuAlaPheGlnLysAlaSerSerIlevaliyrlyslyscluGlyGluGlnvalclu
Phe&aﬂ%mfrdUaﬂﬂaPmiﬁuvaMﬂuhwﬂednmchﬁkIGhﬂﬂuLedhqﬂrp
GlnAlaGluArgAlaSerSerSerLysSerTrpIleThrPheAspleulysAsnlysGlu
Vah&ﬂﬁhlnwyugVaIBuGlnmqﬂrdQﬁﬂﬁmGhﬂk&Glwaﬂ@sLe&Rnﬂeu
HiSLedDuﬂjﬂE&nGlnALmuﬂﬂhxﬁldﬁn?daGhﬁkﬁGlyAsnDaiﬂuﬂfmAla
LeuGluAlalysThrGlyLysLeuHisGInGluValAsnLeuValValMetArgAlaThr
GInLeuGInLysAsnl euThrCysGluValTrpGlyProThrSerProlysLeuMetien
SerLeul ysLeuGluAsnLysGluAlalysValSerLysArgGlulysAlaValTrpval
LeuAsnProGluAlaGlyMetTrpGlnCysLeuleuSerAspSerGlyGlnvalleuleu
GluSerAsnIlelysValleuProThrTrpSerThrProvalGlnPravMetAlaleulle
ValLeuGlyGlyvalAlaGhﬂ}anxwmeuPheIleGleruGlyIlePhemeasval
ArgCysArgHi shrgArgArgGlnAlaGlnArgMetSerGInIlelysArgleul euSer
GluLysLysThrCysGInCysProHisArgPheGInLysThrCysSerProlle;

icosilado,

frond

oy um seu fragmento g
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42, - Hetodo de acordo com & reivindicscHs 3
Tizaco por o referido DB oo see  fragmento compres
;
saguinte sequincia de asinodcidos:

MetAsnArgGlyValProPheArgHisl eul euleuVallenGlnLeuAlaleul euPro
AlaAlaThrGInGlyLyslysValValLeuGlyLysLysGlyAspThrvalGluLeuThr
CysThrAlaSerGlnlysLysSerIleGInPheHisTrplysAsnSerAsnGln-@-Lys
IleleuGlyAsnGInGlySerPhel euThrLysGlyProSerlysleuAsnAsphrg—#-
AspSerArgArgSerLeuTrpAspGInGlyAsnPhe-$-LeuTleIlelysAsnLeulys
IleGluhspSerAspThrTyrIleCysGluvalGlyAspGlnlysGluGluvalGlnleu
LeuValPheGlyleuThrAlaAsnSerAspThrisLeuleuGInGlyGlnSerLeuThr
LeuThrleuGluSerProProGlySerSerProSerValGlnCysArgSerPraArgGly
LysAsnI1eGInGlyGlyLysThrieuSerValSerGInleuGluleuGlnAspSerGly
ThrTrpThrCysThrValleuGlnAsnGlnLysLysValGluPheLysIleAspIleVal
ValLeuAlaPheGlnlysAlaSerSer™1eValTyrLyslysGluGlyGluGinvalGlu
PheSerPheProleuAlaPheThrValGlulysLeuThrGlySerGlyGluLeuTrplrp
GlnAlaGluArgAlaSerSerSerLysSerTrplleThrPheAspleul ysAsnLysGlu
ValSerVallysArgVal ThrGlnAspProLysLeuGlrMetGlyLysLysLeuProlLeu
HisLeuThrIeuProGlnAlaleuProGInTyrAlaGlySerGlyAsnLeuThrleuAla
LeuGluAlaLysThrGlyLysleuHisGInGluValAsnleuValValMetArgAlaThr
GlnLeuGInlysAsnleuThrCysGluValTrpGlyProThrSerProlysLeuMetleu
SerLeulysleuGluAsnLysGluAlalysValSerLysArgGluLysAlaValTrpVal
LeuAsnProGluAlaGlyMetTrpGlnCysLeuleuSerAspSerGlyGlnvalleuleu
GluSerAsnTlelysValleuProThrTrpSerThrProvalGlnPraMetAlaleulle
ValleuGlyGlyValAlaGlyleuleuleuPheIleGlyleuGlyTlePhePheCysVal
ArgCysArgHisArgArgArgGlnAla-$-ArgMetSerGInl leLysArgleuleuSer
GluLyslysThrc;;élnCysProHisArgPheGlnlysThrCysSerProIle,

g
X
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- b i acde - Farid i {
Fanterizaco por o referidoe primats n8o humano  ser o macac

1]

g g ey ¢ e o . 2 e o i o
FnEsus, & por o referido OD4 ou ssu fragesnito compresnder  a

EeQUinte sequincia de amincdcidosn:
.

MajmmAn;ByILﬂ!dﬂm&n&ﬁshaﬂeuﬂawahlmGhﬂeuAkﬂquaETo
AlavalThrGlnGlylyslysValValleuGlyLyslysGlyAspThrValGluleuThr
CysThrAlaSerGlnLysLysAsnThrGInPheHisTrpLysAsnSerAsnGlnIlelys
IlelenGlyIleGInGlyleuPhel euThrLysGlyProSerLysleuSerAspArgAla
AspSerArgLysSerLeuTrpAspGlnGlyCysPheSerMetTleTlelysAsnleulys
IleGluAspSerAspThrTyrIleCysGluvalGluAsnLyslysGluGluvalGluLeu
LeuValPheGlyLeuThrAlaAsnSerAspThriisleuleu.



ou o sey derivado glicosilacdo,

MetAsnArgGlyVa]ProPheArngsLeuleuleuVaHeuGlnleuAlaIeuLeuPro
AlaAlaThrGInGlyLysLysValValleuGlyLysLysGlyAspIhrvalGluleuThr
CysThrAlaSerGlnLysLysSerIleGlnPheHisTrpLysAsnSerAsnGlnThrLys
IleleuGlyAsnGInGlySerPhel euThrLysGlyProSerLysLeuAsnAspArgval
AspSerArgArgSerLeuTrpAspGlnGlyAsnPheThrleullelleLysAsnleulys
TleGluAspSerAspThrTyrIleCysGluvalGlyAspGlnLysGluGluvalGlnleu
LeuValPheGlyLeuThrAlaAsnSerAspThrHisleuleu;

MetAsnArgGlyValProPheArgHisLeuLeul euValleuGlnleuAlaleuleuPro
AlarlaThrGInGlyLyslysValValLeuGlylyslysGlyAspThrValGluleuThr
CysThrAlaSerGlnLysLysSerIleGInPheHisTrpl ysAsnSerAsnGln--Lys
IleLeuGlyAsnGInGlySerPheleuwThrlysGlyProSerLysLeuAsnAspArgala
AspSerArgArgSerLeuTrpAspGInGlyAsnPhe-$-LeuT leIleLysAsnl eulys
IleGluAspSerAspIhr‘IyrIleCysGluValGluAspGMysGIuGluValGlnI.eu
LeuValPheGlyLeuThrAlaAsnSerAspThrHisLeulen

-

Cterizadn por referidn Ch4 t =
ado pow o referido OD4 oo seu Tragmenito compresnder

i -
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398. - MEtodo de acordo com oa reivindicac¥e 38,
recterizade por o referido  mrimata n¥oc  humano  ssr o
rhesus, & por o referido OD2 ocu ssu fragmentc  conpreend

sEguints seqguincis de aminodcidos:

U

MetAsnArgGlyIleProPheArgHisleuleul euvalleuGlnleuAlal euleuPro
AlaValThrGInGlyLysLysValValleuGlyLysLysGlyAspThrValGluleuThr
CysThrAlaSerGInLysLysAsnThrGlnPheHisTrplysAsnSerAsnGlnIlelys
IleLeuGlyIleGInGlyLeuPheleuThrLysGlyProSerLysleuSerAspArgAla
AspSerArgLysSerLeuTrpAspGlnGlyCysPheSerMetIlellelysAsnleulys
IleGluAspSerAspThrTyrIleCysGluValGluAsnlysLysGluGluValGluLeu
LeuValPheGlylLeuThrAlaAsnSerAspThriisIeul euGluGlyGlnSerLeuThr
LeuThrLeuGluSerProProGlySerSerProSerVallysCysArgSerProGlyGly
LysAsnI1eGInGlyGlyArgThrIleSerValProGinLeuGluArgGIlnAspSerGly
ThrTrpThrCysThrValSerGlnAspGlnLysThrValGluPhelysIleAspIleVal
ValleuAlaPheGlnLysAlaSerSerThrValTyrLysLysGluGlyGluGlnvalGlu
PheSerPheProlLeuAlaPheThrleuGlulysleuThrGlySerGlyGlul euTrpIlrp
GlnAlaGluArgAlaSerSerSerLysSerTrpIleThrPheAspleulyshsnlysGlu
ValSerValLysArgValThrGlnAspProlysleuGlnMetGlyLysLysLeuProleu
HisLeuThrLeuProGlnAlaleuProGInTyrAlaGlySerGlyAsnleuThrleunla
LeuGluAlalysThrGlyLysleuHisGInGluValAsnLeuvalValMetArgalaThr
GlnPheG1lnGluAsnLeuThrCysGluvalTrpGlyPromrSerProlysleuThrleu
SerleulysleuGluAsnlysGlyAlaThrValSerLysGlnAlalysAlavValTrpVal
LeuAsnProGluAlaGlyMetTrpGInCysLeul euSerAspSerGlyGlnvalleuleu
GluSeraAsnTleLysValValProlhrTrpProThrProvValGlnPraMetAlaleulle
ValleuGlyGlyValAlaGlyleul euLeuPheThrGlyleuGlyIlePhePheCysVal

ArgCysArgHisArgArgArgGlnAlaGluArgMetSerGInTlelysArgl eul euSer
GluLysLysThrCysGInCysProHisArgPheGlnLysThrCysSerProlle.



AG ., Método de acordo com & reivindicacHo 38
recierizado por o referido orimata n¥o humano ser o Choimpanzs,
n i referido OD4 ou  seu fragmento Conpresndsr a4 =Segul

MetAsnArgGlyValProPheArgHisLeuleul euvalleuGlnLeuAlaleul euPro
AlaAla’IhrG1nGlyLysLysVa1ValI.euG1yLysLysGlyAspIhrVa1GluIeLthr
CysThrAlaSerGInlysLysSerIleGlnPheHisTrpLysAsnSerAsnGInThrlys
IldmehﬂEmGhﬂhﬂkahﬂedﬂmUﬁﬂhﬁkdkxﬂwﬂemEmkqmnﬁhl
AspSerArgArgSerLeuTrpAspG1nGlyAsnPheThrleul leTlel ysAsnleulys
IleGluAspSerAspThrTyrl leCysGluValGlyAspGlnLysGluGluvValGlnleu
LeuvalPheGlyleuThrAlaAsnSerAspThriisLeuleuGInGlyGInSerLeuThr
LedIhrLeLlGluSerProProGlySerSerProSerValewysArgSerProArgGly
LysAsnT1eGInGlyGlyLysThrleuSerValSerGlnLeuGluleuGlnAspSerGly
'Ihr‘IrpIhrcys‘IhrValLeuthAsrmG]:LysLysValGluPheLysIleAsleeVal
ValleuAlaPheGlnlysAlaSerSerTleValTyrlysLysGluGlyGluGInvalcly
PheSerPhePrOIeUAlaPheeralGluLysIemﬂmGlySerclyGlulelﬂrpItp
GlnAlaGluArgAlaSerSerSerLysSeﬂthle]hrPheAspIeuLysAsnLysGlu
ValSerVaJLysArgVal'erhlAspProLysIemlmetGlyLysLysIequIeu
HisleuThrleuProGlnAlaleuProGInTyrAlaGlySerGlyAsnLeuThrLeuAla
LeuGlualalysThrGlyLysLeuHisGInGluvalAsnLeuValValMetArgAlaThr
GlnleuGlnLysPsnLeueryscluValTipclyPrdmrSerProLysIeuMetIeu
Sethaﬂ@mieuGhﬂEHEySGhﬂﬂaﬂwﬁkﬂSeEQﬁﬂugGluQﬁ§UaVaHn1Nhl
LeuAsnProGlualaGlyMet TrpGlnCysleul euSerAspSerGlyGInvalleuleu
GluSerAsnTlelysValleuProMrTrpSerThrProvalGlrPraMetAlaleul le
ValI.euGlyGlyValAlaGleru]‘.euIeuPheIleGleruGlyIlePhePheC’ysVal
ArgCysArgHisArgArgArgGInAlaGlnArgMetSerG1nT leLysArgLeuleuSer
GluIysIgeﬂhrcysGInCysProHisArgPheGlnIysThrCysSerProIle;

oy uwm seu fragmento glicosilado,



MetAsnArgGlyValPr isTeuleul euValleuGlnleuAlal euleuPro
AlaAlaThrGInGlyLysLysValValleuGlylysLysGlyAspThrValGluLeuThr
CysThrAlaSerGlnLysLysSerIleGlnPheHisTrpLysAsnSerAsnGln-@-Lys
IleleuGlyAsnGInGlySerPhel euThrLysGlyProSerLysleuAsnAsphrg-#-
AspSerArgArgSerLeuTrpAspGlnGlyAsniPhe-$-LeulleIleLysAsnleulys
IleGluAspSerAspThrTyrIleCysGluValGlyAspGlnLysGluGluValGlnleu
LeuValPheGlyleuThrAlaAsnSerAspThriisleul euGInGlyGlnSerLeuThr
LeuThrLeuGluSerProProGlySerSerProServValGInCysArgSerProArgGly
LysAsnI1eGInGlyGlyLysThrleuSerValSerGlnLeuGlul enGlnAspSerGly
ThrTrpThrCysThrValleuGlnAsnGlnLysLysValGluPhelysIleAspIleVal
ValleuAlaPheGlnLysAlaSerSerIleValTyrLysLysGluGlyGluGlnValGlu
PheSerPheProLeuhlaPheThrValGluLysLeuThrGlySerGlyGluleuTrplrp
GlnAlaGluArgAlaSerSerSerLysSerTrpIleThrPheAspleulysAsnLysGlu
ValServValLysArgValThrGlnAspProlysLeuGlnMetGlyLysLysLeuProLeu
HisLeuThrLeuProGlnAlaleuProGInTyrAlaGlySerGlyAsnLeuThrLeuAla
LeuGluAlaLysThrGlylLysleuHisGInGluValAsnLeuvalValMetArgAlaThr
GlnLeuGInLysAsnLeuThrCysGluValTrpGlyProThrSerProLysLeuMetion
SerLeulysleuGluAsnLysGluAlalysValSerLysArgGlulysAlavalTrpval
LeuAsnProGluAlaGlyMetTrpGlnCysLeul euSerAspSerGlyGlnvalleul au
GluSerAsnIleLysVall euProThrTrpSerThrProValGlnProMetAlaleulle
ValLeuGlyGlyValAlaGlyleul eul euPheIleGlyLeuGlyTlePhePheCysVal
ArgCysArgHisArgArgArgGlnAla-$-ArgMetSerGlnllelysArgLeul euSer
GluLysLysThrCysGInCysProfisArgPheGInlysThrCysSerProlle,

) - i ode o e 0 e, e vz soen . ‘.‘d - - "
EXE- Matoda de scordo oom oa reivindicacio 38, ca-

. e e UPr— . .
por o referido OD4  ou ssu  fragmento compreender o



- - Z i::ifi -
= TR |
~E- & Thr ou Ile,
~#-~ & Yal ou Ala,
- & Thr ou Fro, =
~%- & Bin ou Blug
- U o s2u derivado glicosiladeo.
428, - FMétodo de acordo com a reivindicacdo 3B, oca-
racterizado por o referido 004 ou ssu fragmento compreendsy  a

saguinte ssquincis de asinodcidsos:

MetAsnArgGlyValProPheArgHisleuleuleuvalleuGlnleuAlaleul euPro
AlaAlaThrGInGlyLysLysValValleuGlyLysLysGlyAspThrValGluLeuThr
CYSBuﬂlakahﬂyQWS&ﬂThaﬂnﬂmﬂﬂﬂrmasm55ed¥mGh?@433
IleleuGlyAsnGInGlySerPhel euThrLysGlyProSerLysLeuAsnAspArg—#-
AspSerArgArgSerLeuTrpAspGInGlyAsnPhe-$-LeuTlellelysAsnleulys
IleGluAspSerAspThrTyrIleCysGluvalGlyAspGlnlysGluGluvalGlnleu
LeuValPheGlyleuThrAlaAsnSerAspThrHisLeuleu

s OUE

ol o sy derivado olirosilado,
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