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Descrig&o referente & patente de
invengdo de BEZRINGWERKE AKTIEN-
GESZLLSCHAFT, 2lem3, industrial e
comercial, com sede em D-3550
Marburg, Republica Federal Alemd,
(inventores: Dr. Gerhard Seemann,
Dr. Klaus Bosslet e Dr. Hans Ha-
rald Sedlacek, residentes na Ale-
manha Ocidental), para "PROCESSO
PARA A PREPARACAO DE CONSTRUTOS
DE ANTIGENES A FARTIR DE ANTIGE-
NES DA CLASSE I DE "COKNPLEXO DE
HISTOCOMPATIEILIDADE PRINCIPAL"M
COM MOLECULAS DE_SUPORTE ESPECI-
FICAS E DE COMPOSICUES FARMACEU-
TICAS QUE OS CCNTZEM".

Descricdo
f
A presente invenc#o refere-se a construtos
de antigenes que resultam do acoplamento de "complexo de

histocompatibilidade principal™ (MEC) da classe I com molé-

culas de suporte especificas.

As reacgles de rejeig¢so dos tecidos s3o as
reac¢Bes imunes provocadas por células T mais fortes que s&o
conhecidas. Em individuos da mesma espécie, elas s&o Provo-
cadas por diferengas alogénicas dos antigenes MHC da classe
I e da classe II.

Nas transplanta¢Bes de drg#os, por exemplo
0s determinantes alogénicos eventualmente existentes dos an-
tigenes MHC do tecido dador s3o reconhecidos pelas células T

!
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alo-especificas do receptor como estranhas, é provocada uma
resposta imune por células T e obtém-se = reacgdo de rejei-
¢ao desde gue nZo se utilize uma terapia imuno-supressora ou

esta n3o seja suficiente.

Sabe-se ainda aque o0s antigenes da classe I
de MHC s3o glicoproteinas que se manifestam na superficie de
todas as células que contém ndcleo. Elas consistem numa ca-
deia pesada que é codificada pelos genes da classe I de MY
€ por uma cadeia leve, a Bz—microglobulina que estd associa-

da n3o covalentemente com a cadeia pesada.

A parte extracelular das cadeias pesadas
estd dobrada em trés dominios, dos quais os dois primeiros
dominios (alfa, e alfa,) em comparag®o com as sequéncias de
aminodcidos até agora conhecidas os antigenes de MHC da clas
se I de diferentes individuos apresentam um polimorfismo
marcado. Eles servem para a apresentacfo dos antigenes e pos
suem 0s determinantes alogénicos. O terceiro dominio extra-
celular possui uma .sequéncia conservante. A associac¢®o com
microglobulina B2 é essencial para uma correcta dobragem da
cadeia pesada e para O transporte da molécula para a superfé

cie das células.

O isolamento e a caracterizacfo de antige-
nes da classe I de MHC mutados mostrou que, para a provoca-
¢80 de uma reacg®o de rejeic3o, ja bastam pequenas diferen-
¢as de aminodcidos nos dominios de alfal e alfa, entre o doz
dor e o receptor (Nathenson e col., Ann. Rev. Immunol.,
1986, 4, 471 - 502).

Mesmo em seres humanos, verificou-se que
DPequenas diferencas entre o doador e o receptor originam a
rejeigso de um transplante (J. Dausset, F. T. Rapaport, L.
Legrand, J. Colombani e A. Marcelli-Barge: Skin allograft




survival in 238 human subjects: Role of specific relationshi
ps at the four gene sites of the first and the secoad HL-A
loci, Histocompatibility Testing (1970), pdginas 381 - 397,
Terasaki P. I. (ed.). Do que se disse anteriormente, chega-
-se & conclusZo de gue, para utilizer a indutibilidade espe-~
cifica e a intensidade da resposta imune das células na reac
G8o de transplantagZo de tecidos é possivel para perturbar

ou destruir as células pretendidas.

A Requerente descobriu que se podem acopl-
ar suportes especificos das células pretendidas, por exemplo
de preferéncia, anticorpos monoclonais (mAK), mas também an-
ticorpos policlonais ou em moléculas que se ligam a recepto-
res existentes nas células na extremidade terminal N ou C de
uma mlécula da clesse I de MHC alogénico sem que se alteren
prejudicialmente os determinantes alogénicos.

Com o auxilio deste suporte especifico da
célula pretendida, a molécula da classe I de MHEC & trazida
especificamente para as células pretendidas, o que 1irigina a
activag@o de células T alo-especificas e, por consequéncia,
hd a destruicZo dag células pretendidas por células T cito-

téxicas alo-especificas.

Um esclarecimento para a raz3io do acopla-
mento de um suporte especifico da célula pretendida na extre
midade terminal N ou C de uma melécula da classe I de MHC
com obteng¢Zo dos determinantes alogénicos baseia-se no facto
de que a extremidade terminal N da molécula da classe I da
MHC fique no lado pretendido para a célula dos dominios alfa
1 e alfa2, enguanto os determinantes alogénicos se encontram
sobre 0 lado voltado para a célula dos dominios alfa e al-

fa, (Figura 1, Figura 34).

1

Por causa do grande polimorfismo dos anti-
genes na classe I de MHC existente na populag¢d@o humana, con-




Segue-se provocar uma reac¢do de rejeig¢do com o auxilio de
apenas duas moléculas da classe 1 de MHC diferentes escolhi-
das, por exemplo, HLA B27w e HLA B27k, em cerca de 100% da
populacdo. HLA B27w e HLA B27k s#8o dois subtipos definidos
por T-linfdcitos citotdxicos da especificidade seroldgica
definida HLA B27. Na populacgio caucasdide, cerca de 7% dos
individuos possuem HLA B27w e cerca de 1% possui HLA B27k.

Pela utilizag¢sdo, por exemplo, dos dois
subtipos de HLA B27 para a alogeneizacgdo correspondente &
presente invenc¢#o, pode tratar-se guase 100% da populagio
caucasbide. No entanto, de acordo com a presente invencido,
pode acoplar-se cada um dos antigenes da classe I de MHC =20
suporte especifico pretendido se 0 acima mencionado antigene
do doador que interessa nZo origine a activacdio de células T
alo-especificas e o subsequente prejuizo, por exemplo, a des

trui¢3o das células pretendidas.

Como células alvo no organismo, pode n#o
sé tratar-se de células nZ%o pretendidas e/ou de células que
provocam doengas, c?mo, por exemplo, células de tumores. OUs
construtos de antiéenes de acordo com a presente invencgio
s#o0, por consequéncia, apropriados para a terapia de tumores
No entanto, também outras doencas, que s3o provocadas por
células ou pelos seus produtos e s%o influenciadas favoravel
mente por eliminagZo destas células, podem ser submetidas a
terapia com o0s construtos de antigenes da classe I de MHC de

acordo com a presente invengzo.

A maneira de actuacfo das moléculas hibri-
das descritas nos grupos de exemplos I e II baseia-se no
facto de estas poderem ligar-se a um antigene que existe nas
células por causa da espeficididade do componente dos anti-
corpos. Devido a parte de HLA B27 da molécula de fus%o, a
superficie das células pretendidas é mascarada com uma m6lé-
cula alogénica da classe I de MHC. Estas moléculas alogéni-
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cas da classe I podem ent#o ser reconhecidas por células T
citotdxicas alo-especificas, 0 que Oorigina a destruicfio das
células pretendidas pelas células T citotdxidas alo-especi-

ficas.

A presente inveng¢do refere-se, por conse-

guéncia a

a) antigenes da classe I de MHC que s3o acoplados no ter
minal N ou C com suportes especificos, em que 0 aco-
plamento, de preferéncia, se realiza covalentemente,
mas também n%o covalentemente, por exemplo, por ponte
s de biotina-avidina e em que suportes especificos se
ligam selectivamente &s células alvo, elas constituem
de preferéncia, ndo sé anticorpos monoclonais mas tam
bém policlonais, no entanto, sZo moléculas completa-
mente gerais que ligam o receptor gue ligam aos res-

pectivos receptores da célula;

b) processo para a prepara¢do dos construtos de antige-
nes da classe I de MEC e
f
c) utilizagdo dos construtos de antigenes da classe I de
MHC mencionados em a) e em b) para a destruicZo ou
eliminag¢so de células pretendidas.

A inveng#o é ainda descrita nos seguintes
Exemplos e nas reivindicag¢Bes da patente, mas em gque ndo se

limita a esses exemplos.

Os Exemplos 1 - 17 que se descrevem segui-

damente referem-se a um construto de acordo com a presente
invenc#o obtido a partir de mAK B/1-8 Vy=Gen (1) de rato es-
pecifico ao nitrofenol (NP), a um IgG C-F (ab')2 Gen (2) hu-

Banoc e a um gene HLA B27w (3). (1) e (2) s#o, por exemplo,
previstos para a parte do suporte especifica - neste caso,
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nAK contra NP - enquanto (3) é antigene da classe I ELA.

0 construto acima mencionado é expresso
depois da correspondente transformac¢sio de tais células de
mieloma e seu seccionamento, 0s gquais contém uma microglo-
bulina B2 humana e uma cadeia leve de uma imunoglobuline,
cujo gene V forma com Vi B/1-8 um sitio de ligag®0 NP, como),
por exemplo, as células de mieloma de rato J 558 L (V. T.
0i, 8. L. Morrison, L. A. Herzenberg e P. Berg : Immunoglo-
bulin gene expression in transformed lymphoid cells, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 80, 825, 1983). Por troca do gene VH
da cadeia pesada e utilizac#@o de uma correspondente cadeia
leve, pode dotar-se o produto de fusfio mAX/HLA B27w com qual
guer especificidade pretendida, para um mAX especifico ou

selectivo.

EXENPLCS

I Os Exemplos 1a 13 referem-se & construcfo de um gene
de fusdo HL%'BZ7/MAK com o componente HLA B27 na ex-
tremidade 3' do anticorpo monoclonal.

4A) Preparag¢#o do componente mAK C-Gen (IgG3 C-Gen).

EXemplo 1

Isolou-se um IgG3 C-gen humano de um ban-
co de genes humanos em fagos EMBL3 (A.-M. Frischauf, H. ILeh-
rach, A. Proustka, N. Murray : Lambda replacement vectors
carryging polylinker sequences. J. Mol. Biol. 170, 827 - 842
(1983) e G. H. A. Seemann, R. S. Rein, C. S. Brown, H. L.
Ploegh : Gene conversion-like mechanisms may generate poly-
morphism in human class I genes. The EMBO Journal 2, 547 -




552 (1986)) e sZo subclobados no vector de plasmidio pUC19
como fragmento de HindIII/SphI com 3,1 kb de tamanho (Clone
54.1.24) (Figura 2).

Todes as técnicas utilizadas neste Exempld
e nos Exemplos seguintes, quando n#do se indica outra coisa,
sdo retiradas de T. Maniatis, E. F. Fritsch, H. Lehrach e
A.-M. Frischauf, Laboratory Manual EMBL (1982), Heidelberg;
J. Sambrook : Molecular Cloning : A laboratory manual (1982)

Cold Spring Harbour Laboratory.

Exemplo 2

O clone 54.1.24 foi submetido a uma diges
t30 de restricfo completa com HindIII e parcial com PstI.
Assim, obtém-se, entre outros fragmentos de restrigzo, o
exao0 CHl e um, dois-ou trés "exBes hinge". Estes fragmentos
foram sepazrados com gel de agarose e clonados num vector
pUC1l9 cortado com HindIII e PstI (Figura 3).

o clone do plasmidio com o Cyp © trés
"exUes de articulacio" (F(ab')2 3H) foi em seguida separado
com BamHI e Asp718, os sitios de corte foram preenchidos e
religados com T, 1ligase (Figura 4). Assim, o poligador
pUC1i9 € suprimido entre os pontos de corte de Xbal e SstI.

I B) Preparacso do Gene HLA B27

Exerplo 3

Isolou-se um gene HLA B27w de um banco de
genes gendmico clonado em bacteriofagos EMBL3 (A.-M. Fris-
chauf, a. a. 0. e G. H. A. Seemann, a. a. 0) e caracterizou
-Se por formags#o do mapa de restric®o0 e por andlise da se-
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quéncia de nuledtidos (4. Maxan, W. Gilbert : Sequencing
and labeled DNA with base specific chemical cleavage. Meth.
Enzymol: 65, 499 - 560 (1986) e F. Sanger, S. Nicklen, 4. R.
Coulson : DNA sequencing with chain terminating inhibitors.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463 - 54671 (1977)) (Figura
5).

O gene HLA B27w foi em Segulda digerido
com as enzimas de restrigfio SstI e BglII e subclonado nos
sitios de corte SstI e BamHI de pUCl9. Isolaram-se clones
de plasmidio com ©s subfragmentos A, B, C (Figura 5).

Exemvnlo 4

Separou-se completamente o plasmidio com
O subfragmento A com SstI e parcialmente com Sma] e, depois
da separag¢so num gel de agarose, clonou-se o fragmento At
(Figura 6) num plaémidio pUCL9 separado ctm HindII e SstI.

i

.i~
fixemplo 5 f
Digeriu-se o plasmidio com o subfragmento

B com xbal e clonou-se o inserto xbal assim (B') num plas-
midio pUCl9 cortado com xbal (Figura 7)-

Exemplo 6

O plasmidio com o subfragmento C foi cor-
tado completamente com HindIII e parcialmente com SstI e
isolou-se o fragmento que se Segue ao fragmento A no gene
HLA B27w (C') depois da separac#o com gel de agarose e clo-
nou-se no vector de plasmidio KS+ com o Bluescripto separadg
com HindIII e SstI (Stratagene, Lajolla, CA, Estados Unidos




da América) (Figsura 8).

Exemplo 7

Preperam-se fagos de cadeia udnice de XS+
vector plasmidio C' por infecc¢lo com fagos auxiliesres VCS-
k13 (Stratagene, Numero de Catdlogo 200251) e purificou-se
(Stratagene : Bluescript Exo/lung DNA sistema de sequencia-
mento : Manual de Instrugles). Com estas cedeias individuais
hibrizou-se um oligonucledtido sintético (I = S5'CCTTACCTCAT-
CTCAGG3') e sintetizou-se a parte restante da segunda cadeie
com 0 auxilio de polimerase de Klenow. Depois da itransforma-
¢20 do plasmidio de cadeia dupla produzido desta maneira nas
bactérias XL-Blue, produziram-se pelos clones de plasmidios
assim obtidos de novo por infecg¢fo com fagos de cadeia unical
auxiliares e determinofi-se com 0 zuxilio de um vrimdrio de
cligonucledtido II (5'TGAGGGCTCCTGCTT3') a sequéncia de nu-
cledtidos (F: Sanger e col., a. a. 0.). Fez-se a nutac®o de
um clone em que o codfo TGG (aminodcido 274) na extremidade
7' do ex3o alfa3 fol mudado no codZo de interrupcso (TGA),
-
L

01 identificado (8") (Figura 9).

Exemnplo 8

Fartiu-se o plasmidio com o fragmento A'
com Sstl e ligou-se 0 fragmento C" isolado depois da separa-
¢80 sobre um gel de agarose e produzido com ele por meio de
une elimine¢do completa com HindIIIl e parcizl com Sstl do
clone de plasmidio C". Depois de liga¢®o durante trinta ninu
tos a 14° C, preencheran-se as extremidades nfo ligadas com
T4 polimerase e, em seguida, ligou-se mais uma Vesz. Por res-
tabelecimento do mapa de restric®o, identificou-se o plasmi-
dio D (Figura 10), no qual o fragmento A' ests ligado com o
fragmento C" através do sitio de corte SstI no exzo alfa,.

BAD ORIGINAL
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Exemplo 9

Foi separado com xbal o plasmidio com o
fragmento B' gue foi cortado com xbal a partir do plasmidio
B' e purificou-se depois da separac¢3o num gel de agarose
(Figura 11). Com o auxilio da andlise de sequéncia de nucled
tidos (17), identificou-se um plasmidio (E), no quel o frag-

mento B' estd ligado na orientagdo 5' - 3' correcta no fragH
mento D.
C) FusZo do Gene HLA B27w Modificado com o Fragmento do

Gene IgG3 C F (ab’ )2 3H

Exemplo 10

0 fragmento E foi cortado por uma elimina-
¢%o com EcoRI e FindIII a partir do plasmidio E, as extremi-
dades foram Dreenchldas con T4 polimerase e depois da sepa-
ragdo purificou- se’com um gel de agarose. Este fragmento E
assim purificado foi depois ligado com o plasmidio que con-
tém o fragmento IgG3 F(ab')2 3H, depois do que se separa es-
te com xbal e as extremidades xbal foram preenchidas com T4
polimerase (Figura 12). Por estabelecimento do mapa por res-
trigdo, foi identificado o clone gue continha o plasmidio F,
no qual o gene HLA B27w modificado estd fusionado com o gene
F(ab')2 3H na orientacg®o 5' - 3' correcta.

Exemplo 11

Cortou-se o fragmento F com HindIII e Eco-
RI para se colocar um poliligador antes da extremidade 5' do
fragmento F. As extremidades HindIII e xbal foram preenchi-
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das com T4 polimerese e clonadas num pUCLY, separadas com
Sstl e as suas extremidades Sstl foram preenchidas con T4
polimerase. Por andlise de restrigio, identificou-se o clone
com 0 plasmidio G gue possul na extremidade 5' do fragmento

F o poliligador pUClLS (Figura 13).

Z¥xemplo 12

Separocu-se o plasmidio G com HindIII e

ZcorI, isolou-se o insertc com 0 gene de fusfo IgG F(ab')2

ZLA B27Ww e clonou-se num Bluescrinto separado com HindIII e

ZcoRI vector do plasmicdio KS+ (Stratagene : Bluescript Exo/
Mung DiiA sequencing system : Instruction Manual) (Figurs 14)
Exemplo 173

O vlesmidio H que resulta desta clonag3o
foi em seguida separado com BamHI e clonou-se 0 inserto no
vector de expressZo eucaridtico cortado com BamHI pEVH (T.
simon, X. Rajewskyf Nucl. 4cids Res. le, 254 (1988)), o cual
continha as sequéncias promotoras/reforgadoras IgG H e 0 ge-
ne VH cue deriva de mAK B/1-3 de rato especifica a NP (Figu-
EMEO Journal 2, 1375 - 1378 (1987%),

Por anglise de restrigZo, identificou-se o plasmidio I, em

ra 15) (M. M. Neuberger

que 0 gene de fus@o Ight 3 F(av'), HLA B27w estd clonado com
orientagao 5' -~ 3' correcta por detrds do gene VH.

O gene de fusZo mAK/HLA B27w possui agora
as extremidades 5' e 3' intactas com tocos 0s sinais necessa
rios parea a expressBo em célules eucaridticas. O construto €|
cono se disse jid atrds, expresso em cada célula de mieloma e
cortado, aque contém umsa BZ-miCIOglobulina numana e uma cadei-
a leve de unma imunoglobulina, cujo gene V com V. B/1-8 forma

) H
um sitio de ligagZo NP, por exemplo, a célula de mielomz de
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rato J 558L (V. T. 0i, S. L. Morrison, L. A. Herzenberg, F.

r oc. Natl. Acad. sci. USA 80, 825 (1983))

i1 Os Zxemplos 14 a 17 referem-se & construgZo de un ge-—

ne de fusBo HLA B27/IIAK com o componente HLA B27 na
a

extremnidade 5' do anticorpo monoclonal.

A) Prevaracso do Gene HLA B27

rvemnlo 14

Isoluo-se um gene HLA B27w de um banco de
cenes gjenbumicos clonzdo en bacteridfagos EMEL3 (Frischauf e
col., a, a. C. e &. H. A. Seemann, a. a. 0.) e caracterizou-
-se por formag¢f@o do mapa de restrig¢3o e por zndlise de se-

quéncia de nucledtidos (iaxam e col., a. a. C.) e (Sangzer e

<

~

col., a. a. C.) (Figura 5).

0 gene =LA B27w fol digerido en seguida
com as enzimas de ﬁestrigéo Sstl e BglIlI e subclonou-se nos
sitios de corte Sstl e BemHI de pUCl9. Isolorzm-se Os clones

de plasmidio com os subfragmentos A, B e C (Ficura 5).

C plesmidio com o subclone C, ELi B27, foi
Sseparado parcialmente com PstI. Com T, polimerase, foram
eliminados os sitios de corte Pstl qué se suspendiam da ex-
tremidade 3' com adig¢Zo de dGTP e religaram-se com T4 ligase
Por andlise de restricio, identificou-se 0 cione de plasmi-
dio CL, que n3o contém sitios de corte PstI no intr3o entre
0 ex3o alfa, e alfa3 (Figura 16).

O clone de plaesmidio CL foi parcialmente
Separado com 3stl e completamente com HindIII, isolou-se ©
fragmento CL' e clonou-se num vector M13 mpl8 de cadeia du-

r
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Pla separado com SstI e HindIII. O clone M13 CL' com o fra-
gmento Cl' foi identificado por determinacfo da sequénciea

dos £cidos nucleicos do inserto (Figura 17).

Do fago Cl' M13 mpl8 isolaram-se os fagos
de cadeia Unica da estirpe de bactérias CJ236 de acordo com
© protocolo do estojo de mutagénese Bio-Rad Muta—Cene M13,
que continham uracilos. Kestes fagos de cadeia Unica, hibrid
zou-se um oligonucledtido (oligonucledtido 1II) com a se-
quéncia 5'GCGCGCTGGAGCGTCTC3!' e, com a adig¢do de T4 polime-
rase, dNTP e T4 ligase, sintetizou-se a segunda cadeia.

Depois da infecg®Bo da estirpe de bactéri-
as MV1190, identificou-se o clone C2 mudado por andlise de
restrigdo dos ADN de dupla cadeia M13 npl8 e trataram-se
por andlise de sequéncia de dcido nucleico (Figura 18). Pe-
la mutagénese, destruiram-se os sitios de restricgio de cor-
te com PstI no ex3o alfa? sem alterar o rasto de leitura ou

a sequéncia de aminodcidos codificada.

- Pelo clone C2 M13, foram produzidos de no-
vo fagos de cadeia dpica da estirpe de bactérias CJ236 e hi-
bridizou-se com o oligonucledtido IV (oligonucledtido IV =
5'GGGGACGGTGGAATTCGAAGACGGCTC3'). Em seguida, sintetizou-se
a segunda cadeia con T4 polimerase, T4 ligase e dNTP. Depois
da transformagso em bactérias MV1190, identificou-se o clond
C2' ¥13 mpl8 por andlise de restrig8o e verificou-se que se
tratava da mutacfio correcta por andlise das sequéncias de
nucledtidos (Figura 19). Por meio desta mutagénese, introdu-
zui-se no ex%o TM do gene HLA B27 um sitio de corte com Eco-
RI e com Asull e modificou-se o aminoZdcido 279 de glutamina
bara asparagina (Figura 20).

Exemplo 15

- 13 -



Digeriu-se 0 clone do plasmidio com 0 sub-
frzgmento B com Xbal e clonou-se 0 inserto de Xbal (B') zs-

sim obtidc num vplasmidio pUClY seperado com Xbal (Figura 7).

O clone de plasmidio com o frazgmento A
Toi completamente separado com HindlIl e parcialmente com
Smal e religou-se. Por andlise de restricio, identitficou-se
0 clone A', no qual una parte do poliligador de puCl9 é a-

pagada (Figura 21).

O clone do plasmidio A' foi parcialmente

&)

eparado com Sstl e ligaco com um fragmento C2 produzido pox
D

eparac¢io com Sstl do clone do plasmidio €2 e isolado devois

P

)}

-

0

a2 separagldo num gel de agarose. Por caracterizagfo de res-

triggo, identificou-se o vlasmidio D, (Figura 22), no gual

1
0 fragmento A esta ligado com o fragmento C2 por intermédio
do locel de corte Sstl no exZo alfal. A extremidade S' do

gene HLA B27w é, por consequénecia, completa.

Construcdo do Ligador
K

Sintetizaram-se dois oligonucledtidos

oligonucledtido Va :

5" TCGAATTCCG GCGAGUCAGC TCCCGGCAGCT GCACCCGCAG CAGCCGCAGC
AGGCGGUCAG GTCCAACTGC AGGA 3!

oligonucledtido Vb :

>' TCCTGCAGTT GGACCTGCCC GCCTGCTGCG GUTGCTGCGC GTGCAGCTGE
GGGALGCTGCC TCGCCGGALT TCGA 3'.

Os dois oligonucledtidos s%0 hibvrizados um

com o outro. Obtém-se dessa forma fragmentos de ADN de cadei
3
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a dunla com um sitio de corte de restrigZo com EcoRI nume
des extremidades e com um sitio de corte de restricZo com
Pstl na outra extremidade. Estes fregmentos foram separados
com EcOoRI e Pstl e clonados num vector de plasmidio pUCL9
separado com EcoRI e Pstl (Ifigura 23). C clone de plasmidio
L foi identificado por andlise de restric¢cZo e verificado por

andlise de secuénciz de nucledtidos.

0 gene de imunoglobulina V foi sintetizado
por r. T. Jones e col. (P. T. Jones, P: ¥. Lear, J. Foote,
M. S. Heuberger, G. Winter - Yature 321 : 522 (198¢)) com ©

zuxilio de oligonuciedtidos. Cbtém-se um sitio de restricio
£ e

com Pstl na zona 5' do clone e é clonado como 0 fragmento
HindIII/Bamil num vector 13 npS, cujos pontos de corte com

Pstl foram destruidos por separagfo, eliminac®o das extremi-

dades salientes e religac¢3o (Figura 24).

Parte ¢0 Gene nmai. C

1
i
b
3
|~.$
o
(]
o
}3
I3V)
|
e
O
Q.
o

Lxemplo 16

Isolou~se um gene C cde IgG3 a partir de um
banco de genes humano em fagos EMHBL3 (Frischauf e col., a. al
C. e seemann e col., a. a. 0.) e subcloaou-se como fragmento
com o tamanho de 3,1 Xb de HindIII/Sphl no vector de plasmi-
dio pUC1Y (clone 54.1.24) (Figura 2).

O clone do plasmidio 34.1.24 foi separado
com HindII e Asp718, eliminaram-se as extrenidades salientes
do ponto de corte de 4isp7l12 com T4 pclinmerase e religearam-se
com T4 ligase. Por andlise de restri¢do e determinacZo da
sequéncia de 4cidos anucleicos, identificou-se o clone 54.1.-
24 Delta Pol, que, 2lém de SphI, PstI, 3stl e EcoRI, nfo con
tém nenhuma sitios de corte de restricio 3' do gene C de
IgG3 humano (Figure 25).

BAD ORIGINAL
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O clone de plasmidio 54.,1.24 Delta Fol foi

digerido com Bgl2 e Sphl. As extremidades salientes foram

(o)

on ligase. For

F

eliminadas com T4 polimerase e religsad c T4
andlise de restricfo e determinzcio da sequéancia dos dcidos
nucleicos, identificou-ze 0 clone I, gue coantém ainda o ex%o

Cﬁl do gene C IgG3 humano (Figura 26).

C clone de plasmidio I foi separado com
Pstl e as extremidades szlientes eliminadas com T4 polimeras
las extremidades lisas assim obtidas, ligou-se o0 inserto B!,
cortado com Xbal e preenchido com T4 polimerase, com obten-
¢80 de extremidades lisas. Por andlise de restrig¢fo e deter-—
minag¢do da sequéncia de 4dcidos nucleicos, identificou-se o

clone X (Figura 27) que contém um ex®0 humano IgG3 C e unsz

H1
extrenidade 3' de um gene da classe I de HILA.

O clone de plasmidio ¥ foi separado con
HindIII e ZEcoRI, as extremidades salientes eliminadas e 1i-
gou-se 0 inserto no plasmidio puCl9 cortado com 3stl, cujas
extreuidades foram tornadas igualmente lisas. Identificou-se
0 clone L, que contém o poliligador do vecior 5' de pUCl3g cdo
exo Ciyl (Figura 28) .

O clone de plasmidio L foi separado com
oot

EcORI e HindIII, o inserto purificado e ligzdo no vector KS
cortado com HindIII e EcoRI (3tratagene : Bluescript Exo/Mu-
ng DMNA Secuencing System), cujos sitios de corte com Pstl
foram previameante destruidos por eliminacgso com Pstl, trata-
menxto com ', polimerase e religagZo. Identificou-se o clone

4

M a partir do gual se pode cortar o ex%0 humano C com &s

H1
extremidades 3' da classe I HLA por elimina¢Zo com BanHI

(Figura 29).

Exemplo 17

r"
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A partir do clone V N13 mp8, preparou-se
ADN de cadeia dupla e separou-se com BamHEI. Separou-se 0
clone ¥ KS' com BamHI e purificou-se o inserto M. Ligou-se
o fragmento M no clone V separado com BamHI e identificou-
~se 0 clone N com auxilio da determina¢Zo da sequéncia dos
dcidos nucleicos de M13, o qual contém um gene de IgG3 in-

tacto (Figura 30).

A partir do clone }¥M13, preparou-se ADN de
cadeia dupla, separou-se com EcORI e reuniu-se o inserto. O
clone de plasmidio D, foi separado com EcORI e ligado com o
fragmento N. Isolou-se o clone fago 0O, no gqual o fragmento
N estéd clonado no clone D, na orientag®o correcta (Figura

31).

1

O clone de vplasmidio O foi submetido a
uma eliminag®o complefa com Pstl e com eliminag3o parcial
com EcoRI e ligou-se com o fragmento do ligador coritado do
vector de plasmidio I com EcoRI e PstI. O clone de plasmidig
P contém o gene da fusZo completo HLA B27w miK (Figura 32,
Figura 33). Este géne de fusio pode ser expresso em células
humanas sozinho, ol células de rato em conjunto com o0 gene
de microglobulina beta2 e seccionado, se também existir uma

cadeia pequena de imunoglobulina nas células de expressio.

Legenda da Figura 1

Alfal, alfa2 e alfa? significam os domi-
nios da cadeia de antigenes de MHC da classe I. As setas
mostram, nas hélices alfa, as que possuem alo-determinantes.
CM deve significar a membrana da célula, C a célula.

EcoRI, etc, significa a separagdo com a

- 17 -
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respectiva endonuclease de restrig®o ou o correspondente si-
tio de corte. BamHI/Asp718 significa um sitio de restricgso
destruido por religacio depois do enchimento.

TM significa regifo de trans-membranza.

3'NT significa 3'-n3o transladado.

IgH p/E significa cadeia comprida de imu-

noglobulina~promotor/reforgador.
#® significa digestdo incompleta.
DS-DNA significa : ADN de cadeia dupla.
S5-DNA significa : ADN de cadeia simples.

Legenda da Figura 34

5.CTL significa : linfdcito T citotdxico
singenético.
y

TcR significa : receptor de célula T.

a.MHC classe I significa : antigene da

classe I de MHC alogénico.

t.a.a. significa : antigene associado com

um tumor.

S.t.c. significa : célula de tumor singé-

nica.

REIVINDICACOES
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Processo para a preparag¢do de construgizo
de antigenes a partir de antigenes da Classe I de "Complexo
de Histocompatibilidade Principal® ("Major Histocompatibili-|
ty Complex" = MHC) e moléculas de suporte especificas, ca-
racterizado pelo facto de se fusionarem as partes dos genes
necessarias sob a forma do seu DA, se dotarem com as sequég
cias de regulag¢®@o apropriadas e se exprimirem em sistemas de

express3o apropriados.

Processo de acordo com a reivindicac3o 1,
caracterizado pelo facto de se ligarem as partes dos genes

necessarias na extremidade 3' do gene da Classe I de MHC.

- 38 —
Processo de acordo com a reivindicacg3o 1,
caracterizado pelo facto de se ligarem as partes dos genes

necessdrias na extremidade 5' do gene da Classe I de MHC.

. yrocesso de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo facto de se acoplar respectivamente um
antigene da Classe I de MHC com uma molécula de suporte es-
pecifica. '

- 58 -

Processo para a preparacsio de cons-
trutos de antigenes a partir de antigenes da Classe I de MHC
e de moléculas de suporte especificas, caracterizado pelo
facto de os componentes dos construtos serem acoplados por
meio de ligac¢Bes nZo covalentes. '

Processo de acordo com a reivindicagdo 5,
caracterizado pelo facto de o0 acoplamento se realizar por

intermédio de uma ponte de avidina-biotina.

-19 -




- 78 -
Processo de acordo com as reivindiceg¢Oes
1, 2, 3, 4, 5 ou 6, caracterizado pelo facto de, como molé-

-3 9

culas de suporte especificas, se empregarem dominios CD4.

- 88 —
Processo ‘de acordo com as reivindicag¢Ues

1, 2, 3, 4, 5 ou 6, ceracterizado pelo facto de, como molé-

culas de suporte especificas, se empregarem anticorpos mono-

clonais.

- 98 -

Processo de acordo com as reivindica¢Bes
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8, caracterizado pelo facto de se em-
pregar O gene ou a molécula HLA B27w ou HLA B27k.

- 108 -

Processo de acordo com a reivindicegdo 8,
caracterizado pelo facto de 0s anticorpos monoclonais empre-
gados serem encurtados na parte constante da cadeia pessada.

- 118 -

Processo para a preparacgdo de composigles
farmacéuticas, caracterizado pelo facto de se incorporar pe-
1o menos um construto de antigene, quando preparado de acor-
do com as reivindicag¢®es 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 com

as substéncias veiculares correntes.

A requerente reivindica a prioridade do
pedido alem#o apresentado em 28 de Julho de 1988, sob o n?9,
P 38 25 615.0.

Lisboa, 27 de Julho de 1989.
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RESUNMO

"PROCESSO PARA A PREPARACAO DE CCHSTRUTOS DE ANTIGENES A
fARTIR DE ANTIGENES DA CLASSE I DE "COMPLEXO DE HISTOCOM-
PATIBILIDADE PRINCIPAL" COM MOLECULAS DE SUPCRTE ESPECIFI-
Cis E DE CONPOSICOES FARMACEUTICAS QUE 0S CONTEN™

A invenc¢do refere-se a um processo para a
preparagdo de construtos de antigenes a partir de antigenes
da Classe I de "Complexo de Histocompatibilidade Principal"
("Major Histocompatibility Complex" = MHC) e moléculas de
suporte especificas, que compreende fusionarem-se as partes
dos genes necessarias sob a forma do seu DNA, Se dotarem con
as sequéncias de regulac¢do apropriadas e se exprimirem em

sistemas de express#o apropriados.
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