MEMORIA DESCRITIVA

Resumo

S3o proporcionados métodos para a
purificacdo de uma proteina identificada como factor de ne-
crose tumoral a partir de fontes ndo recombinantes e recom-
binantes e para a preparagdo de acido nucleico codificador
deste factor de necrose tumoral e sua expressdo em hospedei
ros recombinantes . FEste factor de necrose tumoral € usado
no tratamento terapeutico de tumores malignos , s6zinho  ou
em combinag3do sinergistica com um interfer3o . E também
referido o processo para a preparacgdo de composicdes conten-
do o referido factor de necrose tumoral . O método para a
preparacdao do factor de necrose tumoral consiste essencial-

mente em se partir de uma mistura com outras proteinas , se
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fazer a adsorgdo do fador de necrose tumoral de tal mistura
sobre uma substancia hidrofobica seguido de eluig3o do factor

de necrose tumoral dessa substancia.

Este pedido de patente relaciona-se
com linfocinas . Em particular , esta relacionado com fac-
tores citotdxicos secretados pelas ceélulas linfdticas e mé-

todos para produzir os mesmos em células recombinantes.

Sabe-se que as células do sistema
imune , como sejam as células B , células T , células
assassinas naturais ("natural Killer cells") e macréfagos ,
elaboram substancias que exercem actividade citotdxica con-
tra células tumorais mas que sdo indcuas para as células
normais . Estas substincias tém sido designadas de modo va-
rio , por exemplo , linfotexima , factor de necrose tu==
moral , factor citotoxico de células NK , factor de necro
se hemorragica , citotoxino de macrofagos ou factor citoto-
xico de macr6fagos . Neste momento ndo sdo claras as iden-
tidades das proteinas associadas a estes nomes . As prin-
cipais dificuldades tem residido nos ensaios biologicos em-
pregues para detectar as protefnas que ndo discriminam umas
das outras , as protefnas parecem encontrar-se na natureza
como agregados ou produtos hidroliticos e as quantidades ateé
aqui obtidas tém sido muito pequenas de tal modo que o grau
de purificagdo necessario a caracterizacdo completa das pro-

teinas n3o foi atingido.
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Tipicamente tais substancias cito-
toxicas encontram-se ne soro de animais ou em sobrenadantes
de culturas de células ou linhas eélulares linfdticas apos
os animais ou células terem sido tratados com uma substancia
que se sabe estimular a proliferacgdo de células imunes (um
"inclutor") . Depois disto o soro ou sobrenadante € recupe-
rado e testado relativamente a actividade citotoxico contra
uma linha de células tumorais alvo . Um alvo normalizado ¢
L-929 , uma linha celular tumoral murina . Esta linha celu
lar e outras usadas em biotestes deste tipo ndo sdo especifi
cas na sua resposta litica porque uma variedade de produtos
de células linfaticas aparentemente discretos s3o capazes de
efectuar a lise . Respostas semelhantes nio especificas s3o
observadas em ensaios de necrese tumoral in vitro . Assim,
0s ensaios citoléticos que permitem observar a lise de linhas
celulares in vitro ou necrose tumoral in vivo sdo inadequa-
dos para distinguir os varios produtos linfaticos citotoxi-

CoSs.

Tem-se Teito tentativas para clas-
sificar os factores citotoxicos com base nas células linfa-
ticas em que s3o induzidos . Por exemplo linfotoxina €& um
nome vulgarmente aplicado ao produto de secregdo citotoxi-
cos dos linfocitos B ou T 4, ou linhas celulares deles
derivadas , enquanto que o factor de necrose tumoral € mui-
tas vezes usado para descrever produtos citotoxicos de macré
fagos ou linhas celulares deles derivados . Este sistema de
classificag3o , no entanto , n3o foi desenvolvide até ao
ponto em que ha seguranca de que apenas uma Unica proteina
estd a ser referida ou que as prote{nas referidas por nomes

diferentes sejam de facto diferentes.

Tem sido feitas tentativas para
purificar e caracterizar os factores citotoxicos secretados
por cada tipo de celulas . Se atendermos ao grau de varia-
¢do das comunicag¢des quanto a uma propriedade de um factor

citotoxico ou a completa inconsisténcia para uma dada




propriedade , pode-se concluir ou que a caracterizagdo
estava errada ou que uma pluralidade de factores citotoxicos
discretos sd3o secretados por cada tipo celular . Por exem-
plo , os produtos citotoxicos derivados de macr6fagos s, mo-
nécitos ou linhas celulares monociticas , se bem que algu-
mas vezes referidos de um modo geral com factor de necrose
tumoral , tem-se divulgado terem propriedades que parecem
inconsistentes com uma teoria de um Udnico produto citoto-
xico . Ver por exemplo a seguinte literatura : R.Mac. Far-
lan et al. , 1980, "AJEBAK" 58 (pts) : 489 - 500 ; D.
Mannel et al., 1980 , "Infection and Immunology" 30 (2)

523 - 5303 H. Ohnishi et al., pedido de patente U. K.
2 106 117 A ; e J., Hammesstrom , 1982 , "Scandy . Immu-
nel." 15 : 311 - 318.

Por outro lado , C. Zacharchuk
et al., 1983 , "Proc. Nat.Acad. Sci. USA" , 80 6341-6345
sugegiram que a linfotoxina de porquinho da india e um factor
citotoxico de macrofagos de porquinho da india s3o imunoquimi
camente semelhantes , se n3o mesmo identicos . Conclusdes
semelhantes s3o adiantadas em Ruff et al., 1981 ,
Lymphokines Vol. 2 pp 235 - 272 em pp 241 - 242.

As tentativas de caracterizacgdo de
factores citotoxicos imunes também foram feitas usando como
material de partida o soro ou fluidos peritoneais de animais
que tinham sido expostos a antigénios imunogénicos . Estas
fontes continha toda a cornucopia do sistema imune sob tensdo
em contraste com o produto ou produtos de um tipo ou linha
celular dnico . Deve-se consultar o que se segue como exem-
plos de publicagdes deste tipo : S. Green et al., 1982 ,
"J. Nat. Cancer Inst. "68 (6) : 997 - 1003 ("factor inductor
de necrose tumoral") ; M. Ruff et al., 1980 , "J. Immu-
nology" 125 (4) : 1671 - 1677 ("factor de necrose tumoral)
: H. Enomoto et al.,Pedido de Patente Europeia 86475
(" substancia antitumoral ") ; H. Oettgen et al., 1980 ,

" Recent Results Cancer Res. " 75 : 207 - 212 ("factor de




necrose tumoral") ; F. Kull et al., 1981 , "J. Immunol."
126(4) : 1279 - 1283 (" Citotoxina de Células Tumorais" );
D. Mannel et al., 1980 , "Infection and Immunity" 28(1):
: 204 - 211 ("factor citotoxico") : N. Matthews et al.,
1980 , "Br. J. Cancer" 42 : 416 - 422 ("factor de necrose
tumoral") ; S. Green et al., 1976 , "Proc. Nat. Acad.
Sei. USA " , 73(2) : 381 - 385 ("factor serologico™) ; N,
Samoti et al., 1981 , " Jpn J. Exp. Med."51(6) : 317-322;
N. Matthews , 1979 , "Br. J. Cancer" 40 : 534 - 539
("factor de necrose tumoeral") ; K. Haranaka et al., 1981,
"Jpn J. Exp. Med."™ 51(3) : 191 - 194 ("factor de necrose

tumoral") ; e L. 0ld et al., Pedido de Patente Europeia
90892 ; T. Umeda et al., 1983 , "Celular and Molecular
Biobgy " 29(5) : 349 - 392 : e H. Enomoto et al., 1983 ,

Pedido de Patente Europeia 86475.

Ainda outra literatura que devera
ser consultada é J. Nissen - Mayer et al., 1982 , "Infec-
tion and Immunity " 38 (1) : 67 : 73 ; J. Klostergaard et
al., 1981 , "Mol. Immunol." 18 (12) : 1049 - 1054 ;5 N.
Sloane , patente U.S. 4 359415 : e H. Hayashi et al.,
patente U.S. 4 447 355 ; R. Kanaméka et al., 1983 , Pe-
dido de Patente Europeia 90 892 ; e G. Granger et al.,
1978 , " Cellular Immunology" 38 : 388 - 402 .

0 Pedido de Patente Europeia Publ.
N2, 100 641 descreve um polipeptideo citotdoxico que foi subs
tancialmente purificado , sem impurezas , a partir de uma
cultura de células linfoblastoides humanas . Este polipepti
deo foi designado por linfotoxina se bem que a sua relagdo
com outros polipeptideos citotoxicos divulgados com o nome
de linfotoxina seja conjectural . N3o se soube se este era
o Gnico polipeptideo elaborade pelas ceélulas imunes , como
sugerido por Zacharchuk et al.,(Id) , ou se era um de uma

potencial famflia de factores citotoxicos.

0 polipeptido do Pedido de Patente




100 641 tem duas terminagdes aminicas , uma variante maior
terminando com Leu Prol Gli Val Glilen Tre Pro Ser

Ala Ala Glu Tre Ala Arg Gln His Pro Lis
Met His Leu Ala His Ser Tre ... e uma variante
mais pequena com a terminagdo aminica truncada His Ser
Tre Leu Sis Pro Ala Ala ...

Segundo a literatura existente os
interferdes , os quais apresentam alguma actividade inibi-
dora de tumores e uma proteina mal caracterizada tendo uma
terminacgdo aminica Ala Ala (pedido de Patente U . K .
Publ. N2 2 117 385 A) , foram candidatos a factores citoté-
xicos ndo-linfotoxina . Como se vera , o factor de necrose
tumoral deste invento n3o é um interferdo , nd3o e linfoto-

xina e n3o tem uma terminagdo aminica Ala Ala .

Constitui um objectivo do presente
invento (a) determinar conclusivamente se existe ou ndo um
outro factor de necrose tumoral que ndo seja linfotoxina e,
se for caso , identifica-lo de modo a poder ser distinguido
claramente desses outros factores , (b) produzir tal factor
por outros métodos que ndo o de cultura celulares-induzidas,
que é caro e da produtos contaminados com o agente indutor ,
ou por indugdo de linfocitos do sangue periférico , o que
é economicamente impraticavel , pouco reprodutivel e produz
produto contaminado com proteinas homologas celulares e do
plasma ; (c) obter DNA codificador de tal factor de necrose
tumoral e expressar o DNA em cultura recombinante ; (d)
sintetizar tal factor na forma madura em cultura recombinan-
te ; (e) modificar a sequéencia codificadora ou estrutura
de tal factor ; (f) formular esse factor em formas de dosa-
gem terapeuticas e administrar o mesmo a animais para trata-
mento de tumores ; (g) produzir reagentes de diagnodstico

relacionados com o mesmo factor.

SUMARTIO
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Um factor citotoxico foi purificado
até a homogeneidade , caracterizado e expresso em cultura
recombinante . Este factor é designado por factor de necro-
se tumoral (TNF) por conveniéncia e é definido abaixo .
£ obtido numa forma substancialmente homogénea a partir de
culturas celulares com uma actividade especifica superior a
cerca de 10 milhOes de unidades /mg de protefna e normalmen-

te com cerca de 100 milhSes de unidades / mg .

0 factor de necrose tumoral humano
sintetizado em cultura recombinante é caracterizado pela pre
senca de componentes celulares ndo humanos , incluindo pro-
tefnas , em quantidade e com caracterfsticas fisioldgicamen
te aceitaveis para administrac3o a pacientes necessitados do
factor de necrose tumoral . Estes componentes sdo normalmen
te originérios de leveduras , procariotas ou eucariotas su-
periores n3o humanos e presentes em quantidades contaminan-
tes inocuas , na ordem de menos de cerca de 1 por cento por
peso . Ainda , a cultura de células recombinantes permite
a produgcdo de factor de necrose tumoral absolutamente livre
de protefnas homologas . Protefnas homologas s3o aquelas
que estdo normalmente associadas ao factor de necrose tumo-
ral tal como se encontra na natureza , e.g. em células ,
exudados celulares ou fluidos corporais . Por exemplo , uma
protelna homologa para o factor de necrose tumoral € a albu-
mina do soro humano . Protelnas heterologas ;ﬁb 0 contrarlo,
i.e. n3o estdo naturalmente associadas ou encontradas em

combinagdo com o factor de necrose tumular em questdo.

E obtido DNA que codifica factor
de necrose tumoral e que , quando expresso em cultura recom
binante ou transformada , origina grandes quantidades de
factor de necrose tumoral . Este DNA é novo porque o cDNA
obtido por tanscrig3o reserva do mRNA da linha celular mo-
nocitica induzida n3o possui intrdes e esta livre de quaisquer
regides ladeantes codificadoras de outras protefnas do orga-

nismo de onde deriva o nRNA.




Obtem-se DNA cromossomico codifica-
dor de TNF por sondagem genomica de bibliotecas de DNA ,
com ¢cDNA . 0 DNA cromossomico n3o possui regides ladean-

s [ 4 . -~
tes codificadoras de outras proteinas mas pode conter intrdes

0 DNA isolado do factor de necrose
tumoral € facilmente modificado por substituigdo , elimina-
¢do ou inserc¢do de nucleotideos , reseltando assim em novas
sequgncias de DNA codificadoras do factor de necrose tumo-
ral ou seus derivados . Estas sequéncias modificadas sdo
usadas para produzir factor de necrose tumoral mutante e para
expressar directamente factor de necrose tumoral maduro .

As sequéncias modificadas s3o também Uteis no aumento da efi-
ciencia de express3o de factor de necrose tumoral em sistemas
hospedeiro-vector escolhidos , e.g., por modificagdo de acor

-~ L] ~ ® .
do com a preferencia de codGes de celula hospedeira .

Estas novas sequencias de DNA ou
seus fragmentos sdo marcados e usados nos ensaios de hibrida-
¢3o para material genético codificador de factor de necrose

tumoral .

Nos processos para a sintese de
factor de necrose tumoral , DNA que codifique factor de
necrose tumoral € ligado a um vector replicavel (reproduzi-
vel) , o vector usado para transformar células hospedeiras ,
as células hospedeiras cultivadas e o factor de necrose tu-
moral recuperado a partir da cultura . Este processo geral
¢ usado para construir factor de necrose tumoral tendo as
caracteristicas de factor de necrose tumoral de mondcitos ou
para construir novos derivados do factor de necrose tumoral ,
dependendo da construgdo de vector e da células hospedeiras

escolhidas para transformagdo .

As espécies de factor de necrose
tumoral que neste caso se consegue sintetisar incluem factor

de necrose tumoral maduro (terminag¢3o aminica valilo), factor




de necrose prétumoral ("preTNF" , aqui definido) e deriva-
dos de TNF incluindo (a) proteinas de fusdo em que TNF

ou qualquer fragmento seu (incluindo factor de necrose tumo-
ral maduro) sdo ligados a outras proteinas ou polipeptideos
por uma ligag3o peptidica nos aminodcidos da terminagdo ami-
nica e/ou carboxilica do TNF ou seus fragmentos , (b)
fragmentos de TNF , incluindo factor de necrose tumoral
maduro ou fragmentos de pre TNF em que qualquer aminoacido
da pre protefna e o aminoacide da terminagdo aminica do
fragmento , (c) mutantes de TNF ou seus fragmentos (incluin
do factor de necrose tumoral maduro) em que um ou mais resf-
duos de aminoacidos s3o substituidos , inseridos ou elimi-
nados , e/ou (d) derivados por adig3io na terminag3o aminico
de metionilo modificado das referidas proteinas , fragmentos

ou mutantes.

Regra geral , se uma celula de
mamifero € transformada com (a) um vector contendo todo o
gene estrutural do factor de necrose tumoral (incluindo um
corddo de iniciagdo 5' ) , ou (b) o gene do factor de necro
se tumoral maduro ou de um derivado do factor de necrose tu-
moral operacionalmente ligado a um condutor ("leader")de se-
crecdo eucariotico (que pode tambem incluir a pré-sequencia
do. condutor de secrecdo do factor de necrose tumoral) , e a
celula cultivada , em seguida o factor de necrose tumoral

maduro é recuperado da cultura.

De modo ideéntico , se o DNA que
codifica TNF estiver operacionalmente ligado num vector a
um condutor de secregdo que € processado correctamente pela
célula hospedeira a ser transformada (normalmente o organis-
mo de onde se extraiu a sequencia condutora) , o hospedeiro
transformado com o vector e cultivado , entdo o factor de
necrose tumoral é sintetizado sem metionilo ou metionilo

bloqueado na terminagdo amfinica . Em particular , E. coli

~transformada com vettores em que o DNA codificador de factor

de necrose tumoral maduro esta ligado em 5' ao DNA




codificador do polipeptido sinai da enterotoxina ST II
processara correctamente uma percentagem elevada da pré-pro-
tefna hibrida para dar factor de necrose tumoral maduro .

0s condutores de secregdo e celulas hospedeiras podem ser se
leccionados de modo a resultar também no transporte adequado

da protefna madura para o periplasma celular.

Também estdo dentro do ambito deste
invento outros derivados do factor de necrose tumoral que
ndo as variaéﬁes na sequéncia de aminoacidos ou glicosila-
¢do . Tais derivados sdo caracterizados por associagdo cova
lente ou agregativa a partes quimicas . 0s derivados caenm
normalmente em tres tipos de classes : sais , modificagdes
covalentes de resfduos terminais e de cadeias laterais e com

plexos de adsorgdo.

Se o DNA codificador do factor

de necrose tumoral estiver operacionalmente ligado a um vec-
tor , o vector usado para transformar uma célula hospedeira
e a célula cultivada , o factor de necrose tumoral € encon-
trado no citoplasma celular . Assim , ndo ¢ necessario ide
alizar sistemas de secregdo para se obter factor de necrose

. tumoral maduro . Isto foi surpreendente porque , normal-
mente , a express3o directa da protefna metionilada .

Além de que a proteina é estdvel e solivel na cultura de cé-
lulas recombinantes , i.e. , ndo é nem cortada proteoliti-
camente por proteases intracelulares nem depositada como cor
pos refractaveis . Assim , s3o conseguidas novas fermenta-
¢des caracterizadas por células eucarioticas inferiores ou
procarioticas terem factor de necrose tumoral maduro ndo me

.tionilado situado no citoplasma de tais células.

Se bem que o factor de necrose tumo
ral possa ser preparado por cultura de linhas celulares ani-
mais , e.g. uma linha celular monocitica induzida por cres
cimento na presenga de 4-beta-forbol-12-miristato-13-aceta-

to (PMA) ou linhas celulares imortalizadas como sejam os
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hibridomas ou células transformadas pelo EBV (Patente U.S.
L 464 465) , ¢€ prefer{vel sintetizar o factor de necrose
tumoral em cultura de células recombinantes como descrito

abaixo.

Uma vez que o factor de necrose
tumoral € preparado por fermentagdo ele ¢ normalmente purifi
cado por recuperacgdo do sobrenadante da cultura ou cultura
de células lisadas , remocdo de detritos solidos , adsorcgdo
do factor de necrose tumoral da mistura de sobrenadante (con
tendo factor de necrose tumoral e outras prote{nas) a uma
substancia hidrofobica , eluig¢do do factor de necrose tu-
moral a partir dessa substancia , adsorg3o do factor de ne-
crose tumoral a uma resina de permuta anionica com grupos
amino terciario , eluigd3o do factor de necrose tumolar dessa
resina , adsorgdo do factor de necrose tumoral a uma resina
de permuta anidnica (de preferencia substituida com grupo
amino quaternario) , tendo um tamanho de particulas substan
cialmente uniforme , e eluicdo do factor de necrose tumoral
da resina. Facultativamente , as composigdes do factor de
necrose tumoral sdo concentradas e purificadas por cromato-
focagem em qualquer ponto do processo de purificagdo , por
exemplo por focagem isoeléctrica ou passagem por um gel fil-

trante como seja Sephadex G-25 .

0 factor de necrose tumoral purifi-
cado a partir de culturas celulares induzidas ou recombinan-
tes € combinado , para fins terapguticos , com estabiliza-
dores e excipientes fisioldgicamente inocuos e preparado na
forma de dosagem por liofilizag3o em ampolas ou armazenamen-
toem preparagbes aquosas estabilizadas . Como alternativa
o factor de necrose tumoral € incorporado numa matriz poli-
mérica para implantac3o em tumores ou locais cirdrgicos de
onde foram removidos os. tumores , efectuando-se assim uma
libertagdo prolongada do factor de necrose tumoral numa con-
centracdo localizada de gradiente elevado.




As composigles aqui tratadas sdo
obtidas sem factores citotoxicos contaminantes tais como lin
fotoxina , interferdes ou outras prote{nas citotoxicas refe
ridas na literatura . No entanto , nas aplicagdes terap@uté
cas o factor de necrose tumoral ¢ vantajosamente combinado
com quantidades predeterminadas de linfotocina e/ou interfe-
rdo . As composigdes contendo factor de necrose tumoral e
um interfer3o , como seja o interfer3o gama , s3o particu-
larmente Uteis uma vez que se verifica exercerem umaactividade

citotoxica sinergistica.

As composicdes do factor de necrose
tumoral sdo administradas a animais , particularmente pa-
cientes com tumores malignoes , em doses,terapéuticamente
eficazes . As dosagens adequadas serdo aparentes para o es-
pecialista no contexto terapeutico , como ¢ posteriormente

descrito  infra .

Breve Descricdo dos Desenhos

Fig. 1 , mostra o perfil de eluigdo do factor de necro-
se tumoral a partir de vidro de poro contro-
lado.

Fig. 2 , mostra o perfil de eluigdo do factor de necro
se tumoral a partir de dictilaminoctilcelulo-
se .

Fig. 3 , mostra o perfil de eluigdo do factor de necro
se tumoral da cromatografia liquida de alta

velocidade de proteinas .

Fig. 4 , mostra o perfil de eluigdo do factor de necro

se tumoral quando da cromatofocagem .

Fig. 5 , mostra o peso molecular do factor de necrose

tumoral por electroforese em gel de SDS-PAGE.

Fig. 6 , mostra o peso molecular do factor de necrose

tumoral quando da eluigdo de HPLC .




Fig. 7 , mostra o perfil de eluigdo do factor de necro
se tumoral a partir de uma coluna de
HPLC (&4,

Fig. 8 , 1ilustra a separagdo em HPLC dos fragmentos
do factor de necrose tumoral obtidos por

digestdo com tripsina .

Fig. 9 , 1ilustra o efeito citotoxico de misturas do
interferdo gama e do factor de necrose

tumoral .

Fig. 10, descreve a sequencia de aminoacidos e de nu-
cleotideos do factor de necrose pretumoral
humano , ineluindo a totalidade do condutor

de secreg¢do do factor de necrose tumoral .

Fig. 11, mostra a construgdo de um vector para expres-

sdo do factor de necrose tumoral .

Descrigcdo Detalhada

0 factor de necrose tumoral é defi-

nido para os presentes fins como. um Qgiigﬁptldeo que nao

seja linfotoxina , capaz de actividade citotdxica preferen-
cial e tendo uma regido com homologia funcional de aminoaci-
dos com a sequencia de aminoacidos do factor de necrose tumo
ral maduro estabelecida na Fig-10 , wum seu fragmento , ou
um derivado deste polipeptideo ou fragmento .

Actividade citotoxica preferéencial
é definida como a destruigio ou inibig¢do de crescimento pre-
ferenciais de células tumorais quando comparado com celulas
normais nas mesmas condigBes . A actividade citotoxica pre-
ferencial € detectada pelo efeito de polipeptideo em células

tumorais in vivo ou in vitro quando comparado com células

ou tecidos normais .

A lise célular € normalmente o




diagndostico indicativo in vitro , enquanto que a necrose
tumoral é determinada nas experiencias in vivo .

No entanto , a actividadec citotoxica pode-se manifestar como
citostase ou actividade antiproliferativa . S&o bem conhe-
cidos os sintomas de ensaio adequados . Por exemplo , o
ensaio de lise celular usado para determinar a actividade
especifica do factor de necrose tumoral descrito abaixo €
aceitavel , tal como é o ensaio descrito em B, Aggarwal
et al., em "Thymic Hormones and Lymphokines" , 1983 ,
ed. A. Goldstein , Spring Symposium ou Health Sciences,
George Washington University Medical Center (a linha
celular A 549 referida nesta literatura pode ser adquiri-
da na ATCC como CCL 185).

A actividade especifica do TNF
¢ calculada em termos da lise de células alvo em vez de ci-
tostase . Uma unidade do factor de necrose tumoral € defini
da como a quantidade necessaria para haver 50 por cento de
lise das células alvo semeadas em cada pogco de acordo com
o Exemplo 1 . No entanto isto ndo pretende excluir outros
ensaios para medig¢3o da actividade especffica , e.g. mé-

todos baseados em taxa de crescecimento de células alvo.

PreTNF ¢é uma espécie de factor de
necrose tumoral incluida na definicdo dada atras de factor
de necrose tumoral . £ caracterizado pela présenga na molé-
cula de um polipeptideo sinal (ou condutor) que serve para
depois da tradugdo dirigir a proteina para um local dentro
ou fora da célula . Geralmente , 0 polipeptideo sinal (que
ndo tera actividade necrotica por si s6 ) é separado prote-
oliticamente de uma protefina com actividade de factor de
necrose tumoral como parte do processo secretor em que a
proteina € transportada para o espago peripldsmico ou meio
de cultura da célula hospedeira . 0 peptidecsinal pode ser
microbiano ou de mamifero (incluindo a présequéncia nativa
de 76 residuos) , mas de preferencia é um sinal homélogo

para a celula hospedeira.




0 factor de necrose tumoral nativo
das fontes biologicas normais tem um peso molecular estimado
em cerca de 17 000 por electroforese em gel de poliacrilami-
da e dodecilsulfato de sodio (SDS.-.PAGE) como descrito
infra , um ponto isoeléctrico de cerca de 5,3 e susceptivel
de hidrolise pela tripsina em miltiplos locais . 0 fador de
necrose tumoral nativo que foi purificado por HPLC de fase
reversa e hidrolizado pela tripsina em pelo menos nove frag-
mentos nas condigles descritas infra . 0 nimero preciso de
fragmentos em que o factor de necrose tumoral ¢ hidrolizado
pela tripsina dependera de factores tais como actividade da
tripsina , concentragdo do factor de necrose tumoral e par§
metros de incubagdo , incluindo forgca ionica , pH , tem-

peratura e tempo de incubacgdo .

0 factor de necrose tumoral ndo
parece ser uma glicoproteina uma vez que ndo € retido em co-
lunas de afinidade com lectinas e a andlise da sequencia de
aminoacidos deduzida n3o parece indicar possiveis locais de
glicosilagdo . Também , o material produzido em culturas
de E. coli recombinantes (que n3o possuem a capacidade de

glicosilar) comigra com o TNF natural em SDS-PAGE.

0 grau de homologia da sequencia

de aminoacidos que permite considerar um polipeptideo dentro
do ambito de definig3o de factor de necrose tumoral aqui
dada , variara dependendo da homologia entre a proteina
candidata e o factor de necrose tumoral cair ou ndo dentro
das regides do factor de necrose tumoral responsaveis pela
actividade citotoxica ; as zonas que sdo criticas para a
actividade citotoxica dever3o apresentar um grau de homolo-
gia elevado de modo a estarem dentro da definig¢do , enquan-
to as sequencias ndo envolvidas na manuteng3o da conformag3o
do factor de necrose tumoral ou na efectuagdo da ligagdo do
receptor podem apresentar comparativamente homologia baixa.
Ainda , as zonas criticas podem apresentar actividade cito-

3.8, . < . .
Iitica e permanecerem homologas como aqui defenido , se
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os residuos contendo cadeias laterais de aminoacidos funcio-
nalmente semelhantes foram substitufdos uns pelos outros .
Funcionalmente semelhante refere-se a caracterfsticas domi-
nantes das cadeias laterais tais como caracter basico, neu-
tro ou acido , ou a presenca ou ausencia de um certo volume
espacial . No entanto , o factor de necrose tumoral como

aqui definido exclui especificamente linfotoxina.

Geralmente um polipeptideodefinido

como factor de necrose tumoral possuira regi8es substancial-
mente homologas da proteina da Fig - 10 ou seus fragmentos
ao longo de um bloco continuo de entre 20 e 100 residuos
de aminoacidos , em particular os blocos formados pelos re-
siduos 35 - 66 e 110 - 133 .

Um dos factores mais significantes
no estabelecimento da identidade de um polipeptideo como
factor de necrose tumoral é a capacidade do anti-soroc , que
¢ capaz da neutralizag3o substancial da actividade citoliti-
ca do factor de necrose tumoral maduro como estabelecido na
Fig - 10 , de também neutralizar substancialmente a activi-
dade citolitica do polipeptideo em quest3o . No entanto ,
como se observara a identidade imunoldgica e a identidade
citotoxica nio sio necessariamente coextensivas . Um anti-
corpo neutralizante para o factor de necrose tumoral da
Fig - 10 pode n3o se ligar a uma proteina candidata por a-
contecer que o anticorpo neutralizante ndo seja dirigido
para ligag3o especifica a um local no factor de necrose tu-
moral que seja critico para a sua actividade citotoxina .
Por outro lado , o anticorpo pode ligar-se a uma regido
indcua e exercer o seu efeito neutralizante por impedimento
espacial . Assim uma proteina candidata alterada na sua re-
gido indocua pode nio se ligar mais a um anticorpo neutralizan
te mas continuar a ser factor de necrose tumoral em termos
de homologia substancial e actividade bioldgica .

E importante observar que caracte-

f4 Ky 0 ' . 4 -
risticas tais como peso molecular , ponto isoelectrico e




similares para o factor de necrose tumoral humano nativo ou
tipo selvagem da Fig - 10 obtido a partir de linfocitos
periféricos ou culturas de linhas celulares estabelecidas
sdo descritivas apenas para as espécies nativas do factor
de necrose tumoral . O factor de necrose tumoral tal como
contemplado pela definig¢3o atras dada incluira outras espé-
cies que ndo apresentem todas as caracteristicas do factor
de necrose tumoral nativo . Se bem que o factor de necrose
tumoral como aqui definido inclua factor de necrose tumoral
nativo , outros polipeptideos citotoxicos relacionados

cairdo dentro da definicgdo.

Por exemplo , os derivados de TNF
como sejam os mutantes de 1nsergao , mutantes de eliminagﬁo
ou proteinas de fusdo descrltas acima dar3o ao factor de
necrose tumoral um peso molecular diferente do estabelecido
para o factor de necrose tumoral humano nativo (as proteinas
de fus3o com factor de necrose tumoral maduro ou o préprio
preTNF assim como os mutantes de inserc¢do. terdo um peso mo-
lecular superior ao do factor de necrose tumoral maduro e
nativo , enquanto que os mutantes de eliminag¢do do factor
de necrose tumoral maduro nativo terdo um peso molecular

inferior).

De modo identico , o factor de
necrose tumoral pode ser projectado para se reduzir ou eli-
minar a susceptibilidade a hidrolise pela tripsina ou outras
proteases . Finalmente o processamento pos-tradugio de
preTNF humaneo em linhas celulares derivadas de mamiferos
n3o primatas podera produzir micro-heterogeneidade na regido
terminal aminica de tal modo que a valina deixara de ser o

aminodcido da terminagdo aminica.

Na fig - 10 esta descrita a
sequencia de aminoacidos do factor de necrose tumoral humano
deduzida do seu c¢DNA . 0 factor de necrose tumoral maduro

. - . ® .
ou nativo é representado pelos residuos de aminoacidos 1 a




157 . Note-se que esta sequencia inclui uma sequencia sinal
de 76 residuos que se cre ser removida durante o processa-
mento normal do produto de transcrig¢do traduzido para produ-
zir a protefna madura . 0s locais de hidrolise pela tripsi-

na estdo assinalados por setas.

Note-se que a expressdo "capaz" de

actividade citotoxica ou necrose tumoral in vivo significa

que o termo factor de necrose tumoral inclui polipeptideos
gue possam passar per exemplo por hidrolise enzimatica , de
~um analogo no estado inactivo para um zimogénio e deste para
um fragmento polipeptidico que apresente a actividade biold-
~gica pretendida . Tipicamente , os precursores inactivos
serdo proteinas de fus3o em que o factoer de necrose tumoral
maduro esta ligado por uma ligacdo peptidica na sua termina-
¢do carboxflica a uma proteina humana ou um seu fragmento .
A sequéncia nesta ligac3o peptidica ou perto dela é selec-
cionada de modo a ser susceptfvel a hidrolise proteolitica
para originar factor de necrose tumoral , quer in vivo ,
quer como parte de um protocolo de produgdo , in vitro .

0 factor de necrose assim gerado apresentara entdo a activi-

dade citotoxica necessaria por definigdo.

Se bem que factor de necrose tumo-
ral normalmente seja subentendido como factor de necrose tu-
moral humano , factor de necrose tumoral de outras fontes
tais como murino , porcino , equino ou bovino , esta in-
clufido na definac3o de factor de necrose tumoral desde que
preencha os requesitos descritos acima para as regides ho-
mologas e actividade citotoxico . TNF n3o € especifico de
uma espécie , e.g, TNF humano é activo em tumores de ra-
tinhos . Assim , TNF de uma espécie pode ser usado na

terapia de outra.

0 factor de necrose tumoral também
inclui formas poliméricas . 0 factor de necrose tumoral

agrega-se espontaneamente em polimeros, rxmnahmxﬁe dTmeros ou po-
limeros superiores.




0s polimeros s3o citotoxicos e portanto adequados a utiliza-
gdo em terapia in vivo . Se bem que seja desejavel expres-
£
sar e recuperar o factor de necrose tumoral como um polimero
- - »
ou monomero substancialmente homogeneo , o factor de necro-
se tumoral pode ser usado terapeuticamente como uma mistura

de diferentes polimeros.

Derivados do factor de necrose
tumoral estdo incluidos no amblto do termo factor de necrose
tumgggiﬂjfmagd&;flvados 1ncluem mutantes da sequencia de
am;nqqq;dpgl,wrvarlgntesNde”gllcOSLlagao,e~conJugadosmcova:m
lentes ou agregativos com outros componentes quimicos .

Os derivados covalentes sdo preparados por ligag¢do de jungdes
a grupos que se encontrem nas cadeias laterais dos aminoaci-
dos de TNF ou nas terminagdes N ou C , por métodos

conhecidos na especialidade.

Estes derivados podem , por exemplg
incluir : ésteres ou amidas alifaticas da terminag¢do carbo-
xilica ou resfduos possuindo cadeias laterais carboxilicas,
e.g. , aspl0 ; derivados 0-acilados de residuos contendo
grupo hidroxilo tais como ser 52 , ser 3 , ser & ou ser
5 ; derivados N-acilados do aminoacido da terminac¢do amini-

< . £ . . .
ca ou de residuos possuindo grupos aminicos , e.g. lisina

ou arginina; e derivados de «cis 101 e cis 69 .

0 grupo acilo é seleccionado do
grupo de componentes alquilicos (incluindo alquilos normais
C3 a Cpo) >
carbociclicos ou heterociclicos , Tormando portanto especies

formando assim espécies alcanoilo e compostos

aroilo . Os grupos reactivos sdo de prefergncia compostos
bifuncionais conhecidos per se para usar na ligagdo cruza-
da de proteinas para dar matrizes insollveis através dos
grupos laterais reactivos . O0s locais de derivagdo preferi-

dos s3o nos resfiduos de cisteina e histidina .

Os derivados covalentes ou agregati-




vos s3o Uteis como reagentes em testes imunolégicos ou para
processos de purificagdo por afinidade . Por exemplo . o
factor de necrose tumoral é insobubilizado por ligagdo cova-
lente a Sepharose activada com brometo de cianogenio por me-
todos conhecidos per se ou adsorvidos a superficies de
polialquenos ( com ou sem ligagdo cruzada com glutaralde{do)
para usar no ensaio ou purificagdo dos anticorpos anti - TNF

ou receptores da superficie celular .

0 factor de necrose tumoral também
¢ marcado com um grupo detectavel, e.g. , radiodinado pelo
processo da cloramina T , 1ligado covalentemente a quelatos
terrosos raros ou conjugado com um outro componente fluores-
cente para usar em ensaios de diagnostico , especialmente
para diagnéstico dos niveis de TNF em amostras bioldgicas
por imunoensaios do tipo competitivo . Tais derivados podem
cair fora da definicdo de TNF acima dada porque ndo é ne-
cessario que apresentem actividade citotdoxica , mas sim

apenas reactividade cruzada com anti-TNF .

-Derivados.mutantes do_factor de
necrose tumoral incluem. as mutagSes dirigidas , i. e. ,
e§ggc£fipg§7dgﬂlocal,,NwdpﬂmINF, ou,dpé;$§uﬁ fragmentos”,i
0 objectivo da mutagénese € construir DNA que codifique
factor de necrose tumoral como definido acima , i. e. ,
factor de necrose tumoral que apresente actividade citotoxi-
ca contra células tumorais in vitro ou provoque necrose
tumoral in vivo , e que retenha homologia residual com a
sequéencia da fig - 10 , mas que também apresente caracteris
ticas e actividade melhoradas . 0 factor de necrose tumoral
mutante € definido como um polipeptideo que esteja dentro
da definic3o de homologia para factor de necrose tumoral
aqui estabelecida mas que possua uma sequencia de aminoacidos
diferente da do factor de necrose tumoral , quer por meio

de eliminacgde quer por substituig¢do ou insercdo.

Por exemplo , os residuos de
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arginina ou lisina do factor de necrose tumoral (arginina

2, 6, 82, 44 e 131 e 1lisina 98, 90 e 65 ) podem
ser alterados para histidina ou outro residuo de aminoacido
que n3o torne a proteina sensivel a protedlise . De modo
identico , a cistefna 101 pode ser substituida por outros
residuos e interligada quimicamente para conferir estabili-
dade oxidativa . N3o necessario que os mutantes preenchem

0s requesitos de actividade para o factor de necrose tumoral,
pois mesmo os mutantes bioldgicamente inactivos serdo uteis
quando da marcacdo ou imobilizagdo como reagentes em imuno-
ensaios . No entanto , neste caso os mutantes reterdo pelo
menos um local epitépico que reage com o anticorpo contra

factor de necrose tumoral .

As regides da molécula de necrose
tumoral abrangidas pelos resfduos 35 a 66 e 110 a
133 inclusive apresentam substancial homologia (50 por cen-
to ) com linfotoxina . As terminagdes carboxilicas hidrofo-
bicas (resfduos 150 a 157 de factor de necrose tumoral )
das duas moléculas também est3o significativamente conserva-
das . Uma vez que ambas as proteinas apresentam actividade
citotoxica ou necrose tumoral in vivo , pensa-se que estas
regides sejam importantes na actividade compartilhada pela

linfotoxina e factor de necrose tumoral .

Como tal , os resfiduos nestas re-
gides sdo os preferidos para mutagénese com o objectivo de
afectar directamente a actividade do factor de necrose tumo-
ral de uma dada célula . A regido relativamente pouco con-
servada dos residuos 67 - 109 do factor de necrose tumo-
ral pode funcionar de modo a posicionar correctamente as
duas regides circundantes relativamente homologas numa con-
formagdo essencial a actividade citotoxica . Tal posiciona-
mento que podera ser conseguido por uma ligag¢3o dissulfure-
to Cis 69 - Cis 101 no factor de necrose tumoral , devera
ser conseguida identicamente pela regido correspondente da
linfotoxina e podera justificar as diferéngas de especificida-

de e actividade entre as duas moléculas .
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De acordo com isto uma vez postulado que estes residuos re-
presentam o ndcleo activo do factor de necrose tumoral eles
podem ser sintetizados guimicamente ou por mutagenese de
eliminagdc como polipeptideos truncados de pequeno comprimen

to tendo actividade de factor de necrose tumoral .

Apesar do local de mutagdo ser
predeterminado , ndo ¢ necessario que a mutag3o per se
seja predeterminada . Por exemplo para optimizar a obtengdo
de mutantes na posigdo 131 , pode-se efectuar mutagénese
ao acaso no cod3o para a arginina 131 e os mutantes do fac
tor de necrose tumoral expressos , testados quanto a combi-
nagio 6ptima de actividade citotoxica e resistencia a pro-
teases . S3o bem conhecidas as tecnicas para fazer mutagdes
por substituigdo em locais predeterminados no DNA tendo
uma sequencia conhecida , por exemplo mutagénese com ini-

ciador M 13 .

A mutagénese do factor de necrose
tumoral é efectuada fazendo insergdes de aminoacidos , nor-
malimente na ordem de 1910 resfduos de aminoacidos , ou
eliminagBes de 1 a 30 residuos . Substituigdes , elimi-
nagdes , insergdo ou quaisquer subcombinagBes podem ser
usadas para chegar a uma construgdo final . As insercgdes
incluem fusBes na terminag3o aminica ou carboxilica , e.g.,
uma extens3o hidrofolica adicionada a terminag3o carboxili-
ca . De preferencia, no entanto , apenas ¢ feita mutagéng'
se por substituig¢io . Obviamente as mutagSes no DNA codi-
ficador n3o devem alterar a fase de leitura da sequencia e

de preferencia nfo criar regiSes complementares que produzam

estruturas secundarias no mRNA .

Nem todas as mutagbes no DNA que
codifica o factor de necrose tumoral sdo expressas no produ-
to final secretado . Por exemplo , uma classe principal de
mutagbes por substituicdo no DNA s3o aquelas em que um

sinal ou condutor de secrecgdo diferente substitui o condutor




de secreg¢do nativo humano , quer por eliminagdes na sequEn-
cia condutora quer por substituigcBes , em que a maior parte
ou todo o condutor nativo € trocado por um condutor com maior
probabilidade de ser reconhecido pelo hospedeiro pretendido .
Por exemplo , na construgdo de um vector de expressdo pro-
cariotico o condutor de secregd3o humano € sujeito a elimina-
¢gdes em favor dos condutores da fosfatase alcalina bacteria-
na ou da enterotoxina II estavel ao calor , e para levedura
o condutor é substiufdo em favor dos condutores da invertase
de levedura , factor alfa ou fosfatose acida . No entanto

o condutor de secre¢do humano pode ser reconhecido por ou-
tros hospedeiros sem serem linhas celulares humanas , mais
provavelmente por culturas celulares de células de ewycariotas

superiores.

Quando o condutor de secregdo ¢
"reconhecido" pelo hospedeiro , a proteina de fusdo consis-
.tindo no factor de necrose tumoral e condutor normalmente
¢ cortada na ligacdo peptidica entre o condutor e o factor
de necrose tumoral durante uma série de acontecimentos que
levam a secreg¢do do factor de necrose tumoral . Deste modo,
ainda que um DNA mutante preTNF seja usado para transfor
mar o hospedeiro e preTNF mutante seja sintetizado comeo
intermedidrio , o factor de necrose tumoral resultante ¢€

normalmente factor de necrose tumoral nativo .

Uma outra classe importante de
mutantes de DNA que ndo sdo expressos como derivados do
factor de necrose tumoral “s3o as substituicgdes de nucleoti-
deos feitas para aumentar a expressdo , em principalmente
primeiro lugar para evitar ansas terminais aminicas , no
mRNA transcrito (ver pedido da patente copendente dos E.U.A,

o, de série 303 687 , aqui inclufda como referéncia ) oan
para proporcionar coddes que sejam mais facilmente transcri-
tos pelo hospedeiro seleccionado , e.g. , 0s bem conhecidos
coddes preferenciais de E. coli para expressdo em E. coli.




Factor de necrose tumoral substanci
almente homogéneo significa factor de necrose tumoral subs-
tancialmente livre de outras prote{nas activas para a fTonte
a partir da qual foi isolado o factor de necrose tumoral .
Isto significa que o factor de necrose tumoral homogéneo
estd substancialmente livre de proteinas do plasma sanguineo
tais como albumina , fibrinogénio , serina , proteases ,
ol -globulinas , polipeptideos citotoxicos de factores de
necrose ndo tumoral tais como linfotoxina ou interferdes ,
ou outras protefnas da célula ou organismo que serve como
origem de sintese do factor de necrose tumoral , incluindo

ceélulas totais e detritos celulares .

No entanto , o factor de necrose
tumoral homogéneo pode incluir outras substancias tais como
os estabilizantes e excipientes descritos abaixo , quantida
des predeterminadas de proteinas da célula ou organismo que
serve como origem de sintese , protefnas de outras células
ou organismos que ndo os da fonte de factor de necrose tumo-
ral e polipeptideos sintéticos tais como poli - L - lisina.
0 factor de necrose tumoral recombinante que seja expresso
numa célula hospedeira alogenefca , €.g. bacteriana , sera

£
certamente expresso sem proteilnas da fonte do gene .

0 factor de necrose tumoral & de
preferencia sintetizado em culturas de organismos recombi-
nantes . N3do se pretende nem linfécitos do sangue periféri-
co (PBLs) nem linhas celulares . E diffcil na pratica
obter PBLs de uma classe sem contaminag3o com células
de outras classes , e.g. para obter macrofagos em células
B ou T.

Tal contaminag3o tornara mais dffi-
cil o processo de separagdo aplieado aos produtos de tais
células devido a outros potenciais factores citotoxicos
e proteinas iibertados pelas células contaminantes . Ainda,

o factor de necrose tumoral obtido a partir de culturas ndo




recombinantes é caro e consistira apenas em factor de necro-
se tumoral nativo , tais culturas n3o possuem pois a flexi-
bilidade da cultura recombinante para melhorar as caracteris

ticas do factor de necrose tumoral .

0 DNA que codifica factor de
necrose tumoral é obtido por sintese quimica , por rastreio
de produtos de transcrig3o reversa de mRNA de PBL ou
culturas de linhas celulares ou por rastreio de bibliotecas
genomicas de qualquer célula . Linhas celulares adequadas
incluem linhas de células monociticas tais como linhas de
células promielociticas designadas normalmente por "HL - 60"
(uma das quais pode ser adquirida a ATCC como CCL 240)
ou a linha célular de linfoma histiocitico U 937 (ATCC
CRL 1593) .

Estas e outras linhas celulares
s3o induzidas para expressarem e secretarem factor de necro-
se tumoral por exposicdo das celulas a agentes quimicos ou
fisicos conhecidos na especialidade , normalmente agentes
tumorigénicos ou nitogénicos . 0 factor de necrose tumoral
pode ser induzido eficazmente em certas linhas celulares
monocfticas apenas com PMA ; outros agentes convencionais
tais como lipopolissacarideo , enterotoxina B de estafi-
lococus ou timosinaol-1 n%o s3o td3o eficazes como o PMA
na indugdo do factor de necrose tumoral nestas linhas celula

res .

Uma vez que é necessario uma quan-
tidade variavel de rastreio para localizar uma linha celular
que expressa factor de necrose tumoral (e portanto possuido-
ra do mRNA pretendido) podera ser mais eficiente sintetizar
simplesmente o gene . A sintese € vantajosa porque poderdo
ser introduzidos locais de restrig3o dnicos (facilitando
assim a utilizag3o do gene em vectores contendo outros lo-
cais de restrig3o além dos presentes na sequéncia nativa) e

efectuarem-se outros passos que conduzem ao aumento da




eficiencia de traducdo , como discutido abaixo.

Este DNA ¢ marcado covalentemente
com uma substancia detectavel como seja um grupo fluorescen-
te , um atomo radioactivo ou um grupo quimoluminescgncia
por métodos conhecidocs per se . Ele ¢ em seguida usado em
ensaios de hibridagdo convencionais . Tais ensaios sdo
empregues na identificagdo de vectores com TNF e transfor-
mantes como descrito nos Exemplos infra ou para diagnosti-
co in vitro como seja a detecgdo de mRNA de TNF nas

células do sangue .

Surpreendentemente , o mRNA para
TNF € relativamente raro , mesmo em células HL - 60 ,
talvez devido a instabilidade do mensageiro devida a causas
desconhecidas . £ ainda importante a cinética de aparecimen-
to do mRNA de TNF apos indugd3o celular . 0 mRNA de
TNF aparece nas células apenas durante um breve periodo de
cerca de 4 horas pos-indugdo . Neste aspecto este apareci-
mento ¢ distinto do da linfotoxina , a qual aparece cerca

de 12 horas pos-inducdo .

Isto torna dificil detectar o
cDNA quando n3o se esta informado do que se ha-de procurar.
No entanto , wuma vez verificada a sua presenca e obtido o
DNA completamente complementar , como se consegue pelo
que aqui se divulga , € rotina fazer o rastreio de biblio-
tecas de c¢DNA de HL - 60 ou PBLs induzidos em relacgdo
ao c¢DNA do factor de necrose tumoral usando sondas tendo
sequencias desse DNA . As duas bibliotecas de HL - 60 em
fogo testadas nos Exemplos . Contém um numero relativamente
consistente de placas positivas , de modo que é claro que
0os ensaios de hibridagdo de rotina identificardo fagos

contendo o c¢DNA desejado .

Celulas sentetizadoras de factor

de necrose tumoral de uma linha celular de HL - 60 sdo
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cultivadas inicialmente de modo convencional até atingirem
uma densidade de cerca de 8 - 12 x 106 células/ml . As
células sdo removidas do meio de cultura , lavadas , trans
feridas para meio sem soro e crescidas em meio contendo

PMA . Continua-se ent3o a cultura até se ter acumulado no
meio de cultura a concentracdo pretendida do factor de necro

se tumoral , normalmente 400 unidades de factor de necrose

tumoral / ml .

Em seguida o sobrenadante da cultu-
ra ¢ de preferencia clarificado por centrifugag3o ou outros
meios de separagdo de detritos celulares dos componentes so-
ldveis . A centrifugagio devera ser feita a baixa velocida
de de modo a sedimentar apenas as particulas em suspensdo .

0 sobrenadante é ent3o purificado como descrito infra .

Como alternativa , e de prefepéncia
o factor de necrose tumoral é sintetizado em células hospedei
ras transformadas com vectores possuindo DNA codificador
do factor de necrose tumoral . Um vector € uma construgdo
de DNA replicavel . O0s vectores s3o aqui usados para am-
plificar o DNA codificador do factor de necrose tumoral
e/ou expressar DNA que codifique o factor de necrose tumo-

ral .

Un vector de expressdo é uma constru
¢cdo de DNA replicavel em gue a sequencia de DNA codifica-
dora do factor de necrose tumoral esta ligada operacionalmen-
te a sequencias de regulagdo adequadas capazes de efectuar
a expressdo do factor de necrose tumoral num hospedeiro ade-
quado . Tais sequencias de regulag¢do incluem um promotor de
transcrigdo , uma sequencia de operador facultativa para
regular a transcric3o , uma sequencia codificadora de locais
adequados de ligac3o do mRNA ao ribossoma e sequéencias que

controlem a terminagdo da transcrigdo e tradugdo .

0s vectores incluem plasmideos ,




virus (incluindo fagos) e fragmentos de DNA integraveis

(i. e, integraveis no genoma hospedeiro por recombinagdo) .
Uma vez que tenha transformade um hospedeiro adequado , o
vector replica-se e funciona independentemente do genoma hos
pedeiro , ou pode , nalguns casos , integrar-se no proprio
genoma . Na presente especificagdo , "vector" é genérico
para "plasmideo" , pois os plasmideos s3o a forma de vector
mais vulgarmente usada . No entanto , todas as outras for-
mas de vectores que sirvam uma fungdo equivalente e que sao ,
ou tornar-se-3o , conhecidos na especialidade sd3o adequados

a utilizacdo neste caso .

Os vectores adequados possuirdo se-
quéncias de replicd3o e de regulacio derivadas de espécies
compativeis com o hospedeiro pretendido para a expressdo .
Células hospedeiras transformadas s3o células que foram trans
formadas ou transfectadas com vectores tendo factor de necro-
se tumoral construides usande técnicas de DNA recombinante.
As células hospedeiras transformadas expressam normalmente o
factor de necrose tumoral . O factor de necrose tumoral ex-
presso sera depositado no espago intracelular ou secretado
para o espago periplasmico ou sobrenadante da cultura , de-

pendendo da célula hospedeira seleccionada .

As regiBes de DNA estdo qperacicnal
mente , ligadas quando estdo funcionalmente relacionadas
umas com as outras . Por exemplo , o DNA de uma pre-se-
quéncia ou conductor de secregio esta operacionalmente liga-
do ao DNA de um polipeptideo se for eXpresso como uma pre-
proteina que participa na secregdo de polipeptideo ; um
promotor esta operacionalmente ligado a uma sequencia codifi
cadora se controlar a transcrig¢do da sequencia ; ou um lo-
cal de ligagdo ao ribossoma esta opcionalmente ou operacio-
nalmente ligado a uma sequencia codificadora se estiver colo
cado de modo a permitir a tradugdo . De um modo geral , ope
racionalmente ligado significa contiguo e , no caso des con

dutores de secregdo , contiguo e na mesma fase de leitura.
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530 celulas hospedeiras adequadas
procariotas , leveduras ou células de eucariotas superiores.
0s procariotas incluem organismos gram negativos ou gram po-
sitivos , por exemplo E. Coli ou bacilos células do eucario
tas superiores incluem linhas celulares estabelecidas origi-
narias de mamfferos como descrito abaixo . Uma célula hospe
deira preferida é a estirpe de E. coli W3110 (ATCC 27 325)
resistente aos fagos e descrita nos Exemplos , se bem que
também sejam adequados outros procariotas tais como E. coli
B, E. coli X1776 (ATCC 31 537) , E. coli 294 (ATCC

» @ .
31 446) , especies pseudomomas , ou Serratia marcesans .

S30 preferidos os sistemas hospedei-
ro procariota-vector para a expressdo do factor de necrose
tumoral . Enquanto que a molécula do factor de necrose tu-
moral possui dois resfduos de cistefna , implicando assim
uma necessidade potencial pequena de processamento pés-tradg
¢3o para formar uma potencial ligagdo dissulfureto , E.coli
por exemplo expressa factor de necrose tumoral biologicamen-
te activo . Existem a disposigdo toda uma gama de vectores
microbianos . Geralmente em vector microbiano contera uma
origem de replicacdo reconhecida pelo hospedeiro pretendido ,
um promotor que funcionara no hospedeiro e um gene de selec-
¢3o fenotipica , por exemplo um gene codificador de protei-
nas que confiram resistencia a antibioticos ou que fornega

uma necessidade auxotrofica .

Construgfes semelhantes serdo pro-
duzidas para outros hospedeiros . E. coli ¢ tipicamente
transformado usando pBR322 , um plasmideo derivado de uma
espécie de E. coli (Bolivar , et al . , 1977 , "Gene"

2 :+ 95) , pBR322 possui genes de resisténcia a ampicilina e
tetraciclina proporcionando assim um meio facil de identifi

cagdo das celulas transformadas .

0s vectores devem possuir um promo-

tor que seja reconhecido pelo organismo hospedeiro .




Este é normalmente um promotor homélogo para o hospedeiro
pretendido . Os promotores mais vulgarmente usados na cons-
trugdo de DNA recombinante incluem os sistemas promotores
da B-lactamase (penié¢ilinase) e lactose (Chang et al.,
1978 , "Nature" , 275 : 615 ; e Goeddel et al., 1979 ,
"Nature" 281 : 544) , wuma mistura promotor do triptofano
(Goeddel et al ., 1980 , '"Nucleic Acids Res . " 8 : 4057
e Publicac3o do pedido de patente Europeia N2. 36776) e o
promotor tac /[ H. De Boer et al ., "Proc. Nat . Acad .
Sci . U. 8. AV 80 : 21 - 25 (1983)7 .

Se bem que estes sejam os promotores
microbianos mais usados , outros existem também adequados.
0s detalhes relativos as suas sequéncias de nucleotideos fo-

ram publicados permitindo a um técnico especializado liga-los
operacionalmente ao DNA codificador do factor de necrose
tumoral em vectores do tipo plasmideo (Siebenlist et al.,
1980 , "Cell" 20 : 269) e o DNA codificador do factor de

necrose tumoral .

Presentemente o vector preferido
do pBR322 contendo o promotor da fosfatase alcalina do E.coli
com a sequencia de Shine - Dalgarno do trp . O promotor e a
sequencia deShine - Dalgarno sdo operacionalmente ligados ao
DNA codificader do TNF , i. e., eles ficam colocados de mo
do a promover a transcricdo do mRNA do TNF a partir do
DNA .

Além dos procariotas , microorga-
nismos eucariotas tais como culturas de levedura podem ser
transformadas com vectores codificadores do factor de necrose

tumoral . Saccharomyces cerevisiae , ou a vulgar levedura

de padeiro € dos microorganismos hospedeiros eucariotas infe-
riores o mais usado , apesar de uma série de outras estirpes
poderem normalmente ser usadas . Os vectores para levedura
possuirdo geralmente uma origem de replicacgdo do plasmideo

< - ~ - . -~
de levedura de 2 micron ou uma sequencia de replicagdo
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do plasmideo de levedura de 2 micron ou uma sequencia de
replicagdo autonoma (ARS) , um promotor , TNF , sequen-
cias de poliademilagd3o e de terminagdo da transcrigdo e um

gene de relaccdo .

Un plasmideo adequado a expressdo
do factor de necrose tumoral em levedura € o YRp7 , (Stin-
chcomb et al.. 1979 , "Nature" , 282 : 39 ; Kingsmam
et al.,1979 , "Gene" , 7 : 141 ; Tchemper et al.,1980 ;
"Gene", 10 : 157) . Este plasmideo ja contem o gene trpl
que oferece uma marca de selecgdo para uma estirpe mutante
sem a capacidade de crescer em triptofano , por exemplo ATCC
Ne 44076 ou PEP & - 1 (Jones , 1977 , "Genetics" , 85:12).
A presencga da lesd3o trp 1 no genoma da célula hospedeira de
levedura coastitui um ambiente eficiente para a detecg¢do da

~ -’ ] ~ . .
transformag¢do atravez do crescimento na ausencia do tripto-

fano .

Sequéncias promotoras adequadas em
vectores de levedura incluem os promotores da metalotioneina,
cinase do 3-fosfoglicerato (Hitzeman et al., 1980 , "J.
Biol Chem." , 255 . 2073) ou outras enzimas glicoliticas
(Hess et al., 1968 , "J., Adv. Enzyme Reg." , 7 : 149 ;

e Holand et al., 1978 , " Biochemistry " , 17 : 4900) ,
tais como enolase , desidrogenase do gliceraldeido-3-fosfato
hexocinase , descarboxilase do piruvato , fosfofructocina-
se , Aisomerase da glucose-6-fosfato , mutase do 3-fosfogli-
cerato , cinase do piruvato , isomerase de triosefosfato ,
isomerase de fosfoglucose e glucocinase . Vectores e promotof
res adequados a utilizac3o na express3o em leveduras estdo
ainda descritos em R. Hitzeman et al., EPO Publn . N2.
73,657 .

Outros promotores , que tém a
vantagem adicional da transcrigdo ser controlada pelas condi
¢Bes de crescimento , s3o as regiles promotoras da desidro-

genase 2 de alcool , isocitocromio C , fosfatase acida ,
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enzimas de degradagdo associadas ao metabolismo do azoto e

a metalotionefna e desidrogenasse do gliceraldeido-3-fosfato
acima referidas , assim como enzimas responsaveis pela utili
zag3o da maltose e galactose . Ao construirem-se plasmideos
de expressdo adequados , as sequéncias de terminag¢do asso-
ciadas a estes genes também s3o ligados ao vector de expres-
sdo na extremidade 3' das sequencias codificadoras do factor
de necrose tumoral para proporcionar poliadenilagdo do mRNA

e terminagdo .

Além de microorganismos , ‘também
podem ser usadas como hospedeiros culturais de celulas deri-
vadas de organismos multicelulares . Estes, porém , n3o
sdo preferidos devido aos excelentes resultados obtidos com
microorganismos expressando TNF . Em principio , qualquer
cultura de células de eucariotas superiores pode ser usada.
querseja uma cultura de vertebrado ou de invertebrado . No
entanto , o interesse tem sido maior no que respeita a célg
las de vertebrados e a propagacio de células de vertebrados
em cultura (cultura de tecidos) tornou-se um processo de

rotina nos ultimos anos /[ Tissue Culture s Academic Press

Kruse , e Patterson , editores (1973) 7 .

S30 exemplos de linhas celulares
hospedeiras Uteis as células VERO e He La s Linhas celu
lares de ovario de "hamster" Chinés (CHO) e as linhas
celulares WI 38 , BHK , C€C0S - 7 e MDC K . \Vectores
para expressdo em tais células incluem normalmente (se ne-
cessario) uma origem de replicagdo , um promotor situado a
montante de gene a ser expresso , juntamente com um local
de ligagdo ao ribossoma , local de "splicing" do RNA
(se se usar DNA gendmico contendo intrdes) , um local de

Y . ~ » . . -~ s o~
voliadenilagdo a uma sequencia de terminacdo da transcrigdo .

As sequencias de regulacgdo da

transcrigdo e tradugdo nos vectores de expressdo a serem




usados na transformagdo de células de vertebrados s3o muitas
vezes proporcionados por fontes virais . Por exemplo , nor
malmente usam-se promotores derivados de poliona , Adenovi-
rus 2 e de preferencia Virus Sfmio 40 (SV40) . 0s promo-
-tores precoce e tardio sdo particularmente (teis porque am-
bos sdo facilmente obtidos a partir do virus como um fragmen
to que também inclui a origem de replicag¢do viral do 5V40
(Fiers et al., 1978 , "Nature" , 273 : 113 ) .

Também podem ser usados fragmentos
de Sv40 menores ou maiores , desde que a sequ%ncia de
cerca de 250 pb que se estende do local Hind III  até
ao bloco Bgl I situado na origem de replicagio viral , seja
incluida . Ainda , & também possivel , e muitas vezes de-
sejavel , utilizar sequencias promotoras , de reqgulagdo
e/ou sinal genomicas humanas normalmente associadas ao fac-
tor de necrose tumoral , desde que tais sequgncias de regu-
lagdo sejam compativeis com os sistemas de células hospedei-

ras .

Uma origem de replicacdo pode ser
proporcionada através da construcdo de vector de modo a
incluir uma origem exogena , tal como a derivada do SV40
ou outra fonte viral (e. g. Polioma , Adenovirus , VSV
ou BPV) ou pode ser dada pelo mecanismo.de replicagdo cromos
somico da célula hospedeira . Se o vector for integrado no
cromossoma da célula hospedeira esta Gltima é muitas vezes

suficiente .

Ao seleccionar-se uma célula hospe-
deira de mamifero preferida para transfeccdo com vectores
que incluem sequencias de DNA codificadoras do factor de
necrose tumoral e da redutase do di-hidrofolato (DHFR) , ¢
adequado seleccionar-se o hospedeiro de acordo com o tipo
de protefna DHFR empregue . Se se usar a proteina DHFR
tipo selvagem , ¢é preferfivel seleccionar uma célula hospedei

ra que seja deficiente em DHFR permitindo assim a utilizacgdo
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da sequencia codificadora de ﬁHFR como marca para trans-
fecgdo bem sucedida em meio selectivo que ndo possui hipoxan-
tina , glicina e timidina . Uma cé€lula hospedeira apropria-
da neste caso € a linha celular de ovario de "hamster" Chi-
nes (CHO) deficiente no que respeita a actividade de DHFR ,
preparada e cultivada como descrito por Urlanb e Chasin ,
1980 , "Proc.DNatl.Acad-Sci." (USA) 77 : 4216 .

Por outro lado , se se usar DNA
codificador de proteina DHFR com baixa afinidade de ligacdo
ao metotrexato (MTX) como sequéencia reguladora , n3o €
necessario usar ceélulas resistentes DHFR . Devido ao mutan-
te DHFR ser resistente ao MEX , o meio contendo MTX
pode ser usado como meio de seleccdo desde que as células
hospedeiras sejam elas proprias sensiveis ao MTX . A maior
parte das células eucarioticas que s3o capazes de absorver
MTX parecem ser sensiveis ao metotrexato . Uma dessas linhas
celulares Uteis € uma linha CHO , CHO - K1 (ATCC N CCL
61) .

0 factor de necrose tumoral inicial
mente é recuperado das culturas . As celulas n3o secretoras
transformadas s3o lisadas por sonicac3io ou outro método acei-

~tavel e os detritos separados por centrifugagdao , enquanto
que os sobrenadantes de células secretoras (como sejam as
linhas celulares induzidas) s3o simplesmente separados das
células por centrifugac3o . Em seqguida podem ser usados um
ou mais dos passos que se seguem ou serem totalmente substi-
tuidos por outros métodos . 0 método que se segue foi usado
para purificar factor de necrose tumoral num grau suficiente
para sequenciag3o . Isto n3o € necessariamente coextensivo

. . ~ < 3 -~ .
com a purificacgdo necessaria para um produto terapeutico .

Num passo de purificacgao inicial ,
o factor de necrose tumoral € adsorvido a uma substancia hi-
drofobica a partir da cultura lisada ou do meio sobrenadante

da cultura . A substancia hidrofobica é de preferencia uma
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superficie hidrofobica ndo gelatinosa como seja um silicato ,

ou polialquenos ,
mente adequada .
lado .

Vidro de poro controlado e sobrenadante de cultura
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apesar da Sepharose alquilada ser igual-

. . » >
0 sistema preferido e vidro de peso contro

volume do primeiro para

s3o misturados numa proporg¢do de 1
50
4oC sem agitag¢do durante um periodo de cerca de 30

volumes do segundo e a adsorgdo deixada a decorrer a
minutos
1 hora , em condigdes

a 2 horas , de preferencia cerca de

ligeiramente alcalinas . 0 adsorvente geralmente deve ser -
depois lavado com um tamp3o adequado para remover proteinas

contaminantes retidas .

0 factor de necrose tumoral absorvi-
do é eluido da substancia hidrofobica por alteragdo das pro-
priedades de solvatagdo do meio envolvente. A eluigdo pode
ser conseguida fazendo passar uma solugdo tamponada a aproxi-
madamente pH 7 a 8,5, de preferéncia a volta de 8, contendo
sal 1 M e uma quantidade eficaz de uma solugdo aquosa de um
poliol organico miscivel em agua, tal como, por exemplo, etil
enoglicol ou glicerina, vulgarmente etilenoglicol na gama de
10-30 por cento v/v, de preferencia a volta de 20 por cento
v/v. As fracgdes de eluigd3o contendo o factor de necrose tu-
moral s3o detectadas por ensaio in vitro como descrito abaixo
ou por outro ensaio adequado. A purificag¢do e rendimento des-
te passo a partir de cultura de células monociticas, assim
como os passos subsequentes, estdo apresentados abaixo na

Tabela I .

Purificag3io ulterior é conseguida

por adsorg¢io do factor de necrose tumoral a uma resina de

permuta amidnica com grupos amino terciario ou quaternario.
As resinas preferidas para este fim s3o resinas de matriz hi-
drofobica tais como polistireno inter-ligado, dextrano ou ce-
lulose substitufda com grupos aminicos terciarios ou quater-
narios. Produtos comerciais deste tipo podem ser adquiridos
como DEAE celulose, QAE Sephadex ou sob a marca registada Mo -
no 0 {nos casos em que etilo ¢ o substituinte alquilo em to-

dos estes produtos) .




0s melhores resultados s3o conseguidos com o sistema rapido
de cromatografia lfquida de proteinas descrito por J. Richey,
Outubro 1982 , "American Laboratory" usando as particulas
macroporosas substancialmente uniformes de Ugelstad et glf,
1983 , "Nature" 303 : 95 - 96 . Este sistema permitiu a
purificagio do factor de necrose tumoral num nivel

elevado.

Purificag3o até homogeneidade subs-
tancial e conseguida apenas com posterior separacgdo por
electroforese SDS - PAGE ou cromatografia liquida de alta
pressdo (HPLC) em fase reversa C4 , Este produto , su-
bstancial quando da exposigdo ao SDS ou ao solvente orga-
nico da HPLC . A concentrac3o protefina foi determinada
pelo método de M. Bradford , 1976 , "Anal. Biochem." 72

: 248 - 254 , Durante as fases finais da purificagdo ,

..

a concentragdo proteina foi calculada pela composigdo
. 2 s - " . . e
em aminoacidos e tambem pela sequencia de aminoaci-

dos.

0 factor de necrose tumoral ¢
preparado para administragdo através da mistura de factor
de necrose tumoral tendo o grau de pureza pretendido com
veiculos fisiologicamente aceitaveis , i. e., vefculos

que n3o sdo toxicos nas dosagens e concentrag8es empregues.

Normalmente isto inclui combinagio
do factor de necrose tumoral com tampdes , antioxidantes
tais como acido ascorbico , polipeptideos , de baixo peso
molecular (menos de cerca de 10 residuos ) , proteinas ,
aminoacidos , acgucares incluindo glucose ou dextrinas ,
agentes de quelacdo tais como EDTA e outros estabili-

zantes e excipientes .




*Tourdoad © vy4I Jod no ggs xod
epesned [BIOWN] SSOJIDSU 3P I03DBI NO SPRPTATIOE ep TeTdaed orgdTniizsop eied OpTPTIIOD X

7O we eSISADIX

£

N ssey 9p DIdH
o £ 7
_ *T'6T * L8E €T *mgxmﬁmm *mﬂxi& 8200 9 no 9Hvd - sds
eaTyesedoad
989J0J0I31D9TH
9's¥ ove'e g0T X 89°ST g0T X 69 AN GL O ouow we
seuteojoad rvied
SPEPTDOTOA BAITE
®p epInbTT
eTIeIbOIRWOID
L'29 ovT mOH X86°0 mOHummkm 50’6 g8¢ ssoInieo
VI we
eTIvIbOojRWOIN
s’‘gL LT woa xZg1‘o woaunH~HH 6'88 080°'T opeToxjuon oxod
Sp OJpTA WD
eTyeIbozRWOID
- -~ g0T XL00"0 gOT X 29T 796'T 000°8S epT3aed
Op TETIS}ENR
(bu/sopepTun)
BAT3RTOI (sepepTun) (Bu) (Tw)
(wsbejueniag) eDTIFToads® BOT3TIOATO Te3o03 STRUTT oedeotrTand
opderadnooy OEDEDITITING SPBRPTATIDOV SpPEBPTATIOY BUTS30Idg S9UNTOA Bp ossed

09—"IH ®INTSD 9p ®BINITND Sp OTaw op ITiaed ® TeIOWN] SSOIDDU J03DRI 9P OBIRITITING

I =Taqgeq




‘\;:wf Q\ }Q
’

0 véiculodeve ser formulado para estabilizar o factor de necro-
se tumoral como um dimero e/ou , de preferencia , um tri-
mero . Isto € consequido evitando sais de detergentes em
concentragdes que dissociem o factor de necrose tumoral em
monomeros . Como alternativa devem ser evitadas as condigdes
que agregam o factor de necrose tumoral em polimeros superio-
res . Geralmente um tensiactivo n3o ionico como seja o
Tween 20 ¢é empregue para evitar agregac3o excessiva durante
a purificagdo assim como quando da liofilizagdo ou armazena-
mento em solug¢do aquosa . O factor de necrose tumoral a

ser usado na administrag3o terapeutica devera estar estéril.
Isto ¢ facilmente conseguido através da filtracdo estéril

por membranas . 0 factor de necrose tumoral & normalmente

guardado na forma liofilizada .

0 factor de necrose tumoral & facul-
tativamente combinado com outros agentes antineopldasticos
tais como antibioticos quimioterapguticos (actinomicina D,
adriamicina e aclacinomicina A) ou com agentes para aumentar
ou estimular a resposta imune , por exemplo imunoglobulinas
tais como gama globulina , incluindo imunoglobulinas tendo

L) .o 3 1< . ]
afinidade para os antigenios de superficie de neoplasmas .

Em adigdo , uma vez que os inter-
ferdes actuam sinergisticamente com o factor de necrose tumo-
ral nos ensaios de lise celular , é desejavel a combinagdo
dos interferdes alfa , beta ou gama com composigles do
factor de necrose tumoral ou composigdes contendo factor de
necrose tumoral e linfotoxina . Uma formulagdo tfpipa compre
ende factor de necrose tumoral e interferdo gama numa propor-
¢do de unidades de actividade de cerca de 0,1 : 1 a 200 : 1,
geralmente 10 para 1 e pode conter linfotoxina em vez
de uma parte do factor de necrose tumoral . Estas proporgdes,
concerteza , estdo sujeitas a modificagdes conforme indicado

pela experiencia terapeutica .

As composigdes do factor de necrose




tumoral sdo administradas a animais com tumores . A via de
administracgao ¢ de acordo com métodos conhecidos , e. g.,
infusdo ou injecg¢do intravenosa , intraperitoneal , intramus
cular , intralesional de solugdes estéreis do factor de ne-
crose tumoral , ou por sistemas de libertacgdo controlada
como descrito abaixo . O factor de necrose tumoral ¢ admi-
nistrado intralesionalmente 1. e., por injecg¢do directa em
tumores solidos . No caso de tumores disseminados tais como
leucemia , a administrag3o é de preferencia intravenosa ou
no sistema linfatico . Tumores dos orgdos abdominais , tais
como cancro do ovario , s3o vantajosamente tratados por in-
fusdo intraperitoneal usando um sistema de dialise peritoneal
e solugdes peritoneais compativeis . Geralmente , no entan-
to , o factor de necrose tumoral € administrado continuamen-

. ~ ) . ~ . . [
te por infusdo se bem que a injeccdo de bolus seja aceitavel.

0 factor de necrose tumoral ¢é de
preferencia administrado a partir de um sistema de libertacdo
regulada implantado . Exemplos de sistema adequado a prote{-
nas tendo o peso molecular dos dimeros ou trimeros do factor
de necrose tumoral , incluem copolimeros de acido L-gluta-
nico e gama etil-L-glutamato (U. Sidman et al., 1983 ,
"biopolymers" 22 (1) : 547 - 556) , poli (2-hidroxietil-
-metacrilato) (R. Langer et al., 1981 , "J. Biomed. Mater.
Res. 15 : 167 - 277 e R. Langer , 1982 , "Chem. Tech."
12 : 98 - 105) ou acetato vinilico de etileno (R. Langer
et al., Id ) . Este artigo ¢ implantado em locais cirurgicos
de onde foram removidos tumores . Como alternativa , o
factor de necrose tumoral & encapsulado em microcapsulas semi
permeaveis ou lipossomas para injecc¢3o no tumor . Este modo

de administragdo € particularmente (til em tumores n3o removi

dos per cirdGrgia , e. g.,. Tumores do cerebro .

A quantidade de factor de necrose
tumoral que € administrado dependera , por exemplo , da via
de administragdo , do tumor em guestdo e do estado do pacien

te: Injecgbes intralesionais necessitardo de menos factor de
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necrose tumoral numa base de peso do corpo do que a infusio
intravenosa , enquanto que alguns tipos de tumores , e. g.
tumores solidos parecem ser mais resistentes ao ponto de necro)

se tumoral do que outros , e.g. leucénico .

Assim sera necessario ao terapeuta
titular a dosagem e modificar a via de administragdo confor-
me necessario para obter uma actividade citotéxica Gptima
contra o tumor alvo , como pode ser determinado por exemplo
por biopsia do tumor ou ensaios de diagnostico para marcas
putativas de cancro tais como antigénio carcinoembrionico ,
tendo em vista qualquer toxicidade recombinante encontrada
em dosagem elevada . Geralmente as dosagens do factor de
necrose tumoral em ratinho até cerca de 120 microgramas/kg
de peso de corpo 1 dia por administragdo intravenosa veri-
ficou-se serem substancialmente n3o toxicas e eficazes

in vivo .

N3do pensa que o factor de necrose
tumoral seja especifico de espécie na sua actividade citoto-
xica , de modo que outros factores de necrose tumoral além
do humano , e.g. de fontes bovina ou porcina , devem ser
empregues na terapia de tumores humanos . No entanto , ¢€
desejavel a utilizag3o do factor de necrose tumoral da espé-
cie a ser tratada para evitar a formag3o potencial de auto-

anticorpos .

Para simplificar os Exemplos certos
métodos mais frequentes serdo referenciados por frases abre-

viadas .

0s plasmideos sdo designados por um
p mindsculo precedido e/ou seguido de letras maidsculas
e/os nimeros . Os plasmideos de partida aqui usados podem ser
obtidos comercialmente , estdo disponiveis ao piblico sem
restrigles , ou podem ser construidos a partir desses plas-

'y . g . *
mideos disponiveis segundo processos publicados .




Além de que outros plasmideos equivalentes s3o conhecidos
na especialidade e serdo aparentes para o técnico especiali-

zado .

"Digestdo" do DNA refere-se ao
corte catalftico do DNA com uma enzima que actua apenas
em certos locais do DNA . Tais enzimas sdo denominadas
enzimas de restrigdo e os locais para os quais cada uma ¢
especifica s3o designadas por locais de restricdo . A diges-
tdo "parcial" refere-se a digestdo incompleta com uma enzima
de restrigdo , i. e., escolhem-se condicbes que resultem no
corte de alguns mas ndo de todos os locais para uma dada
endonuclease de restrigdo num DNA substrato . As varias
enzimas de restrigcdo usadas neste caso sdo obtidas por via
comercial e as suas condigdes de reacgdo , cofactores e
outros requesitos sdo usados de acordo com as instrucgdes

do fornecedor .

As enzimas de restrigdo sdo normal-
mente designadas por abreviaturas compostas por uma letra
maiuscula seqguida de outras letras e depois , geralmente
um nimero representado o microorganismo de onde foi original-
mente obtida a enzima de restrigdo . Em geral usa-se cerca
de 1 ug de plasmideo ou fragmento de DNA com cerca de
1 unidade de enzima em cerca de 20 Pl de solugdo tampdo.
0s tamp8es e quantidades de substrato adequados as enzimas

de restrigdo particulares sdo especificados pelo fabricante.

Sdo normalmente usados tempos da
incubag¢do de cerca de 1 hora a 372C , mas pode-se variar
de acordo com as instrugdes do fornecedor . Apos incubag3o
o proteina ¢ removida por extraccio com fenol e cloroformio ,
e o acido nucleico digerido é recuperado da fracgio aquosa
por precipitagdo com etanol . A digestdo com uma enzima de
restrigdo raramente é seguida de hidrolise , com fosfatase
alcalina bacteriana , dos fosfatos terminais S' para evitar

que duas extremidades de um fragmento de DNA cortados por




restrigdo "circularizem" ou formem uma ansa fechada que va
impedir a inserc¢3o de um outro fragmento de DNA no local de
restri¢cdo . A menos que de outro modo estabelecido , a
digestdo dos plasmideos n3o é seguida de desfosforilagdo ter-
minal 5' . Os processos e reagentes para a desfosforilagdo
sdo os convencionais (T. Maniatis et al., 1982 , Molecu-
lar Cloming pp. 133 - 134 ) .

A  "recuperagdo" ou "isolamento"
de um dado fragmento de DNA a partir dos produtos de diges-
tdo significa separagdo dos produtos de digestdo por electro-
forese num gel de poliacrilamida , identificacgdo do fragmen-
to com interesse por comparagdo da sua mobilidade com a de
fragmentos de DNA marcadores de peso molecular conhecido,
remogdo da secg¢do do gel contendo o fragmento pretendido e
separagdo do gel e DNA . Este processo ¢ conhecido de um
modo geral . Por exemple , ver R. Lawn et al., 1281 ,
"Nucleic Acids Res. " 9 : 6103 - 6114 , e D. Goeddel et al.,
1980 , "Nucleic Acids Res." 8 : 4057 .

"Andlise Southern" & um método pelo
qual a presenga de sequencias de DNA numa digestdo ou compo-
sigdo contendo DNA ¢é conformada por hibridagdo com um
oligomucleotideo ou fragmento de DNA conhecido e marcado.
Para os presentes fins , a menos que de outro modo seja de-
terminado , analise Southern significa separag3o de produtos
de digest3o em 1 por cento de agarose , desnaturagdo e
transferencia para nitrocelulose pelo método de E. Southern ,
1275 , "J. Mel. Biol." 98 : 503 - 517 e hibridagdo como
descrito por T. Mamiatis et al., 1978 , "Cell" 15
687 - 701 .

"Transformagdo" significa introdugdo
de um DNA num organismo de modo a que o DNA se replique,
quer como elemento extracromossomico quer como parte integran
te do cromossoma . A menos que de outro modo referido , o

método usado aqui para transformacdo de E. coli & o método




do CACL, de Mandel et al., 1970 , "J. Mol. Biol." 53 :
154 .

"Ligagdo" refere-se ao processo
de ligagbes fosfodiéster entre dois fragmentos de acido nu-
cleico de cadeia dupla (T. Mamiatis et al., Id., p. 146).
A menos que de outro modo seja referido , a ligagdo pode
ser conseqguida usando tamp8es e condigBes conhecidas com
10 unidades de ligase do DNA de T4 ("ligase") por 0,5
ug de quantidades aproximadamente equimolares dos fragmen-

tos de DNA a serem ligados .

"Preparagdo" de DNA dos transfor-
mantes significa isolamento do DNA do plasmideo a partir
da cultura microbiana . A menos que de outro modo estabele-
cido , o método alcalino / SDS de Mamiatis et al., Id .

p. 90, pode ser usado .

"0ligonucleotideos" s3o pequenos
polideoxinucleotideos de cadeia simples ou dupla que sdo
obtidos por sintese quimica por métodos conhecidos e depois

purificados em géis de poliacrilamida .

Todas as citagdes de literatura sdo

. 4 ~ .
incluidas expressamente por referencia .

EXEMPLO 1
Ensaios

A actividade especifica do factor
de necrose tumoral foi determinada por um ensaio de lise
celular anteriormente descrito e modificado (B. Spofford ,
1974 , "J. Immun.," 112 : 2111) . Células fibroblasticas
de ratinho L - 929 ( ATCC CCL - 929) foram crescidas em
placas de 96 pogos de fundo plano (3040 : Falcon Plastics,




Oxnard , CA) com 30 000 células (vol 0,1 ml ) por pogo

na presenga de 1 Pg / ml de aetinomicina D e uma amostra
a testar dilufda seriadamente (0,125 ml ) . As células
foram incubadas em atmosfera himida a 37¢C com 5 por cento

de CO2 .

A amostra a testar foi removida
apos 18 h , as placas foram lavadas e a lise celular detecta
da por colorag3o das placas com uma solugdo de 0,5 por cen-
to de violeta de cristal em metanol : agua (1 : &) (v/v).

A diluic3o limite nas placas de microtitulagdo foi determina
da por um auto-leitor de Microclisa (Dynatech) regulado
para adsorg¢3o a 450 nm e transmissdo a 570 nm . As célu-
las expostas apenas ao meio de cultura foram consideradas
como o por cento de lise e as expostas a uma solugdo 3M
de hidrocloreto de guanidina deu uma diluig¢do limite para
100 por cento de lise . Uma unidade de factor de necrose
tumoral e definida como a quantidade de factor de necrose
tumoral (quando testada num volume de 0,125 ml ) necessa-

ria a 50 por cento de lise celular

0 factor de necrose tumoral também
foi testado num ensaio de necrose tumoral in vivo .
Rapidamente , este ensaio foi feito fazendo crescer células
de Sarcoma Meth A (5 x 105 células ) em ratinhos feémea
CB6F1 (BALB/c x C57BL/6)Fl durante 7 - 10 dias e depois
injecgdo intratumoral com uma amostra do factor de necrose
tumoral . Apos 24 Hrs os ratinhos foram mortos por deslo-
camento cervical , os tumores foram removidos e a necrose
foi avaliada histolégicamente como ja descrito em E. Carsw-
ell et al., 1975, "Proc. Nat. Acad. Sci." 72 : 3666 -
- 3670 .
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EXEMPLO 2

Utilizac3o do PBLs ou de uma linha celular

. [4
monocitica para sintese do factor

de necrose tumoral

Uma linha celular promiclocftica
humana HL - 60 em cultura tendo uma densidade de 1 x 105
células / ml foi cultivada em frascos "roller" de 2
litros (890 cmz) usando 500 ml1 de meio RPMI1640 (Irvine
Scientific , Santa Ana , CA) contendo HEPES 10mM , B-
-mercaptoetanol 0,05mM , 100 unidades / ml de penicilina ,
Hﬂ)ﬁg / ml de estreptomicina e 10 por cento de soro fetal
de vitela . Apos tres dias a 37°C quanto a cultura a-
tingiu uma densidade celular de 8 - 12 X 105 células / ml ,
as células foram colhidas por centrifugagdo a 1000 g du-
rante 10 minutos , lavadas duas vezes com meio RPMI1é640
sem soro e transferidas para o mesmo meio como descrito aci-
ma sem soro numa densidade celular de 15 - 20 x 105 celulas/

/ ml .

As células foram crescidas em frascos
"roller" de 2 litros na presenca de 10 Fg / ml de PMA .
Apos 16 - 24 horas , as células foram removidas por fil-
trag3o através de um filtro Sealkleen de 3 jum (Pall Trini-
ty Micro Corp. Cortland , NY) . 0 filtrado limpido foi
testado quanto a actividade de factor de necrose tumoral e
usado para subsequente purificag3o e caracterizagdo . Este
processo produziu cerca de 400 unidades de factor de necro-

se tumoral / ml, meio de cultura sobrenadante .

Também se usou monocitos de sangue
periférico humano para a produgdo do factor de necrose tumo-
ral . Residuos de plaquetoferese foram obtidos da American

Red Cross , Boston , MA , e usados dentro de 24 horas
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A separag¢do inicial de monocitos e eritro-
de

apos colheita .
citos foi conseguida por centrifugacdo em gradientes

1000 g durante 30 minutos .

Fuoll - Hypaque a

As células colhidas na interface

foram lavadas trés vezes com salino tamponado com fosfato .

Monocitos derivados de dadores

diferentes foram cultivados separadamente em frascos "rol-

ler" de 2

sidade celular de

litros em meio

2,5 x 10°

RPMI 1640

células)ml

sem soro a uma den-

Enterotoxina B de Estafilococus
(SEB) e timosina - 1 recombinante , 1 ug / ml de
cada , foram adicionadas a cultura e as células incubadas
em atmosfera himida a 37¢C com 10 por cento de CO2 .

Apos 24 - 72 h , dependendo do

dador , os sobrenadantes das células foram colhidas e

processados de modo identico aos derivados da linha celular

HL - 60 .

0Os rendimentos de factor de necrose
PBL

agentes indutores empregues .

tumoral de culturas variam muito , dependendo dos

PMA

de indugdo descrito acima aumentou a actividade citolftica

A adigdo de ao sistema

dos sobrenadantes celulares .

No entanto , os sobrenadantes
celulares continham tanto factor de necrose tumoral como
de
necrose tumoral em misturas de factor de necrose tumoral e
de

com

linfotoxina ( a determinag3o da linfotdxina ou factor

linfotoxina foi feita efectuando o ensaio lise <celular

com amostras a testar preé - incubadas anticorpo
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neutralizante de coelho contra factor de necrose tumoral ou
linfotoxina e determinagdo da actividade residual no ensaio

de lise celular em L - 929) .

EXEMPLO 3

Cromatografia em pérolas de vidro de poro controlado

A actividade de factor de necrose
tumoral da cultura de células foi absorvida a pérolas
de vidro de poro controlado (N® de catalogo 00350 , Ele-
ctro-Nucleonics , Fairfiel , NJ ) equilibrado com tampdo
fosfato de,sédio pH 8,0 por mistura e agitacdo constan-

te a 4oC .

Usou-se 100 ml de pérolas de

vidro por 5 litros de meio .

Apos agitag¢3o durante uma hora ,
deixou~se sedimentar as pérolas e o sobrenadante foi

removido por decantagdo .

As pérolas foram colocadas numa
coluna 5 x 50 cm a temperatura ambiente e lavadas com tam-
pdo de sodio 100mM , pH 8,0 , contendo NaCl 1M .

A actividade de factor de necrose
tumoral foi eluida das pérolas de vidro com 20 por cento de
polietilenoglicol em tampdo fosfato de sddio , 10mM ,
pH 8,0 , contendo NaCl M . 0 perfil




de eluic3o do sobrenadante de HL - 60 da coluna esta

apresentado na Fig. 1.

EXEMPLO &

Cromatografia em DEAE Celulose

0 eluato do Exemplo 3 foi aplica-
do directamente a uma coluna (2,5 x 20 cm) com DEAE ce=
lulose 53 (Whatman) equilibrada com tampdo fosfato de
sodio 10mM a pH 8,0 e 0,01 por cento de Tween 20 ,

a uma velocidade de fluxo de aproximadamente 500 ml / h .
Apos ter sido ajustado o fluxo da coluna para 100 ml / h ,
aplicou-se 4,2 x 106 unidades do factor de necrose tumoral
em 1,080 ml de amostra , a coluna foi lavada com tampdo
de equilfbrio e eluida com'gradientes crescentes de cloreto
de sodio 75mM , 150mM e 500mM em tamp3o fosfato (pH
8,0 ) . 0 eluato foi controlado por absorvancia a 280nm
e a actividade de factor de necrose tumoral como uma fun-
gdo das fracgles de eluig¢do . Os resultados estdo apresen-

tados na Fig. 2.

EXEMPLO 5

Cromatografia quuida de Alta Velocidade de Proteinas

, A fracgdo activa do factor de necro
se tumoral do Exemplo 4 foi concentrada e dializada con-
tra Tris HCL 20mM , ph 8,0 , contendo 0,01 por cento
de Tween 20 e azida de sodio 1ImM (Tamp3o A) numa célula

de agitagdo Amicon wusando uma membrana YH - 10 ou outra




membrana de dialise com uma exclusio de peso molecular in-

ferior ao do TNF . A membrana foi lavada duas vezes com

tampdo A .

Uma coluna de granulos Sepharose
substituida com grupos amino quaternario (granulos de
9,8 uM numa coluna de 5 x 0,5 cm ;3 vendida como resina
Mono Q , Pharmacia) numa unidade (Pharmacia) de croma-
tografia liquida de alta velocidade de proteina (FPLC)
equipada com um programador de gradientes (GP - 250) e
duas bombas (P - 500) foi pré - equilibrada com tampdes
de didlise aplicados com um fluxo de 1 ml / min como des-
crito mais detalhadamente em J. Richey , "American Labo-

ratory" , Outubro 1982 , pagina 1 .

As lavagens reunidas e concentrado
da dialise foram apliecados na coluna , a coluna foi lava-
da com tampdo A e depois eluida com um gradiente linear
de cloreto de sodio 40 - 75 mM em tampio A . Os gradi-
entes lineares foram programados como se segue : 0 - 5 min
tampdo de equilibrio ; 5,1 - 15 min , NaCl 25mM ; 15,1 -
- 25 min , NaCl 40mM ; 25 - 60 min , gradiente linear
de NaCl 40 - 75 mM ; 60 - 65 min NaCl 75 mM ; 65,1 -
- 70 min NaCl 100mM ; 70 - 80 min , gradiente linear
de NaCl 100 - 1000mM ; 80 - 90 min , NaCl 100mM ;

90,1 - 110 min , tamp3o de equilibrio . 0 efluente foi
colhido em fracgles de 2 ml e controlado por absorvancia
a 280 nm , conductividade e actividade de factor de ne-
crose tumoral .

0s resultados est3o apresentados na Fig. 3 .

EXEMPLO 6

Cromatofocagem




A cromatofocagem foli efectuada
usando uma coluna Pharmacia Mono P (20 x 0,5 cm) num
sistema FPLC como no Exemplo 5 . A fracgdo biologica-
mente activa (factor de necrose tumoral) elui nas frac-
¢des numeres 37 a 45 do Exemplo 5 , foi concentrada
e dializada numa célula de agitagdo , Amicon com uma mem-
brana YM - 10 contra o tamp3o de equilibrio da coluna ,
i. e. , bis-TrisHCL 0,025 M , pH 6,7 . A amostra foil
aplicada a coluna Mono P a temperatura ambiente a um flu

xo de 1 ml ./ min .

A coluna foi lavada com tampdo de
equilibrio até a absorvancia a 280 nm retomar a linha de
base e depois eluida com um gradiente linear de pH esta-
belecido por lavagem de coluna com 7,5 por cento de poli
tamp3o 74 a pH 4,7 (Pharmacia) Colheram-se fracgdes
de 1 ml e registada a absorvancia a 280 nm e pH do
efluente . 0s resultados estdo apresentados na Fig. 4.
Como se pode ver pela Fig. & , o ponto isoeléctrico do

factor de necrose tumoral era de cerca de 5,3 .

EXEMPLO 7

Electroforese preparativa em gel de

SDS - poliacrilamida.

Prepararam-se géis de quinze por
cento de poliacrilamida (11 x 16 cm) com uma espessura
de 1,5 - 3,0 mm segundo uma modificag¢do do processo de
Laemmli , 1970 , "Nature" 227 : 680 - 685 . Tanto o gel
de separag¢do como o de concentragdo tinham 0,1 por cento
de SDS e 0,05 por cento de Tween 20 . Os outros tam-
pdes e concentracdo do reagente de liga¢do cruzada foram

os mesmos dos géis de SDS - PAGE analiticos .




As fracgdes activas de factor de necrose tumoral dos Exem-
plos 5 ou 6 foram reunidas , concentradas e dializa-
. das contra Tris-HCL 6,25 mM , pH 7,0 , contendo 0,005
por cento de SDS numa célula de agitagdo Amicon usando
membrana YM - 10 . Apos remogdo do concentrado dializa-
do , a membrana foi lavada trés vezes com um pequeno vo-
lume de tamp3do de amostra (0,2 por cento de SDS , 0,02
por cento de Tween 20 , 30 por cento de glicerol , Tris
HCL 0,034 , pH 6,8 , 0,005 por cento de corante ) .

0 concentrado e lavagens dializados foram reunidos (volu-
me. total de 1 - 4 ml) , mercaptoetanol adicionado facul-
tativamente para estabelecer as condigdes de redugdo do
SDS - PAGE e a amostra aplicada num pog¢go largo do gel de

concentragdo .

Pequenos pocos adjacentes ao pogo
de amostra foram usades para os marcadores de peso molecu-
lar pré - corados fosforilase a (94 K) albumina de soro
bovino (67 K) , ovalbumina (43 K) , anidrase carbodnica
(30 K) , inibidor da tripsina de soja (20 k) e lisozima
(14,4 k) . Os geis correram num sistema de electroforese
vertical Biorad arrefecido para 129C , a uma corrente
constante de 20mA por mm de espessura do gel até o co-

rante atingir o fundo do gel .

Apos electroforese uma das placas
de vidro foi retirada do gel e anotadas as posicgdes dos
marcadores de pesos moleculares . A faixa contendo a amos
tra aplicada de factor de necrose tumoral foi ent3o corta-
da em secgdes de 0,25 ¢m de acordo com os pesos molecula-
res das protefinas marcadoras . Estas fatias do gel foram
entdo colocadas em tubos de polipropileno contendo 1 - 2
ml de bicarbonato de amonio 10mM e 0,01 por cento de
Tween 20 , pH 8 e deixadas eluir durante 16 h a 242°C,
0s eluatos foram ent3o testados quanto a actividade de
. factor de necrose tumoral e os resultados apresentados na
Fig. 5 .




0 peso molecular do factor de necrose tumoral em gel de
SDS era de cerca de 17 000 em condigdes redutoras e ndo

redutoras indicando assim uma molécula de cadeia Unica .

A protefna foi recuperada a partir
do eluato das fatias de gel sem sais e sem substancias de
baixo peso molecular através do seguinte tratamento : Pre-
pararam-se pequenas colunas contendo 0,2 ml de resina
Sep - pak C 18 , gque tinha sido prée - lavada com acetoni
trilo , l-propanol , 1 por cento de acido trifluoracético
(TFA) e agua destilada e depois equilibradas com bicarbo-
nato de amonio 10mM contendoc 0,01 por cento de Tween 20 ,
pH 8,0 . 0 eluato do gel foi aplicado a coluna e o efluen-
te colhido .

A resina foi entd3o lavada com

agua destilada e 0,1 por cento de TFA , 0,5 ml de cada ,
para remover os aminoacidos livres e os sais dos tampdes .
0 factor de necrose tumoral foi eluido da resina com lml
de 1l-propanol a 50 por cento em 0,1 por cento de TFA .
Foram tambeém efectuadas outras eluigBes com 50 por cento
de 1l-propanol em 1 por cento de TFA e 99 por cento de
l-propanol em 1 por cento de TFA , 1 ml de cada , mas
a proteina foi geralmente eluida com o primeiro. tampdo .
Aproximadamente 80 por cento da bioactividade do factor de
necrose tumoral foi inactivada neste passo . Se bem que o
factor de necrose tumoral assim obtido possa ser empregue
para analise de sequéncias ¢ preferivel usar para analise
de sequencias é preferivel usar para este fim o efluente

de HPLC descrito abaixo no Exemplo 8 .

EXEMPLO 8

Cromatografia liquida de alta pressdo
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0 peso molecular do factor de
necrose tumoral intacto nativo foi determinado por cromato-
grafia de permeagd3o em gel de alta pressdo . Esta altima
foi efectuada a temperatura ambiente usando uma coluna de
HPLC com gel TSK G-2 000 SW (Alltech Associates , De-
erfield , L) (7,5 x 60 mm) .

Uma amostra de um -ml de factor
e necrose tumoral do Exemplo 5 contendo aproximadamente
1 ug de protefna e 15 600 unidades de actividade foi
eluida isocraticamente da coluna de gel a um fluxo de 0,5
ml / min , com tamp3o fosfato de sodio 0,2 M , pH 7,0 .
A coluna foi calibrada com albumina do soro bovino ( PM
66 000 ) , ovalbumina ( PM 45 000 ) , anidrase carbdni
ca bovina B ( PM 29 000 ) e lisozina ( PM 14300 ) .
Obtiveram-se fraccdes de um ml que foram testados quanto
a actividade de factor de necrose tumoral . As fracgles
com actividade de factor de necrose tumoral eluiram de

acordo com um peso molecular de 45 000 + 6 000 (Fig. 6.)

EXEMPLO 9

HPLC de fase reversa

0 factor de necrose tumoral tambeém
foi purificado por HPLC de fase reversa usando colunas
Synchropak C&4 no sistema de cromatografia da Water's As-
sociates , Inc. como ja descrito (W. Kohr et al. ,
1982 , Anal, Biochem., 122 : 348 - 359 ) . 0s picos de
proteina foram detectados a 210 nm e a 280 nm apos elui-
¢do com um gradiente linear de 1 a 23 por cento v/v de
l-propanol em 0,1 por cento de TFA aquoso nos primeiros
15 minutos e 23 - 30 por cento v/v de l-propanol em 0,1
por cento de TFA durante 15 minutos seguintes num




fluxo de 1 ml por minuto .

0s picos foram testados quanto a
actividade citolitica . 0s solventes organicos empregues
na eluigdo do factor de necrose tumoral da coluna Ci&
reduziram a actividade de factor de necrose tumoral em
cerca de 80 por cento . 0 factor de necrose tumoral puri-
ficado por este metodo foi seco sob vacuo e depois proces-
sado para a analise de aminoacidos e sequenciag3o . Os
resultados estdo registados nas Fig. 7 . A fig. 7. mostra
que o factor de necrose tumoral obtido no efluente do Exem-
plo 5 continha contaminantes protefcos biologicamente
inactivos eluindo a cerca de 16 e 19 minutos de tempo
de retengdo . O efluente bioactivo da HPLC - C4 - RP
era substancialmente homogéneo , pelo critério da sequgn-

. . -~ £ o
cia da termina¢do aminica .

EXEMPLO 10

s -~ " s - [ » .
Determinagdo da sequencia de aminoacidos parcial

do factor de necrose tumoral

0 factor de necrose tumoral fol
digerido com tripsina coemo se segue : Factor de necrose
tumoral homogéneo do Fxemplo 9 foi dissolvido , seco e
dissolvido de novo em tamp3o bicarbonato de amonio 100 mM
pH 8,0 contendo 5 por cento p/p de tripsina TPCK
(Worthington Biochemicals) , CaCl2 1mM e 0,01 por
cento de Tween-20 numa propor¢do de enzima para substrato
de 1 : 20 , incubado durante 6 horas a 372C , adicio-
nou-se mais tripsina a 5 por cento p/p e a mistura de
hidrolise foi ainda incubada durante 12 horas a 37°C . A
mistura de reacgdo foi aplicada a HPLC C4 como descrito
acima para separar os fragmentos peptideos . 0s resultados

estdo apresentados na Fig. 8 .
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Um total de 9 fragmentos foram observados (fragmentos

2 e 2' eluiram juntos no pico designado por T2 na Fig.
8 ) . Um decimo fragmento adicional cré-se ndo ser réti-
do pela coluna . As sequencias de aminoacidos para o fac-
tor de necrose tumoral intacto dos Exemplos 8 e 92 e
dos fragmentos de hidrolise com tripsina obtidos neste
Exemplo foram determinadas por degradagdo sequenciada auto-
matica de Edman usando um sequenciador Beckman

modificado modelo 890 B equipado com Cold traps.

Usou-se como vefculo no copo poli-
breno (1,25 mg) . Com base na composigdo em aminoacidos
da molécula intacta , o peso molecular do factor de necro-
se tumoral intacto é de 17 000 . Este nimero esta de
acordo com os resultados de SDS - PAGE e constitui a

confirmagdo da ausencia de glicosilagdo .
EXEMPLO 11

Acgdo sinergfistica do factor de necrose tumoral

e interferdo gama

Células de membrana murino B 16
(Mason Research , Worcester , MA) uma linha célular de
origem C57B1/6 , foram semeados numa placa de microtitu-
lagdo a 5 000 células / pogo e incubadas durante 4 horas
a 3792C numa camara humidificada com 5 por cento de CO2
antes da adig¢do das linfocinas . 0 factor de necrose tumo
ral obtido no Exemplo 1 foi purificado ate homogeneidade
substancial por HPLC e quantificado através da sua acti-
vidade no bioteste acima descrito relativamente a citdlise
de células L929 . De modo identico , o interfer3o gama

murino recombinante purificado (P. Gray et al., 1983 ,




"Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A." 80 : 5842 - 5848) foi
testado pela =ua actividade antiviral contra ceélulas L
infectadas com EMC (D. Goeddel et al., 1980 , "Nature"
(London) ggz-: 411 - 416 ) . 0 interfer3o gama murino e o
factor de necrose tumoral humano foram dilufidos separada-
mente para as diluigBes apresentadas na fig. 10 . Adicionou
-se primeiro aos referidos pogos o interferdo gama e imedia-
tamente a seguir adicionou-se o factor de necrose tumoral ,
para um volume final de 0,2 ml/pogo. Ao fim de 72 horas de
incubac3o, as celulas foram coradas com 0,5 por cento de vio

leta de cristal em 20 por cento de metanol .

0s resultados estdo apresentados
na Fig. 10 . B 16 ¢ relativamente resistente tanto ao
factor de necrose tumoral como ao IFN - 8 sozinhos ; a
1 000 unidades / ml do factor de necrose tumoral n3o ¢€
observada citolise detectavel . No entanto a adig3o de
quantidades muito pequenas de interferdo gama (quantidades
tdo pequenas como seja 5 wunidades / ml ) resultou em cité

lise .

EXEMPLO 12

Isolamento de RNA mensageiro

RNA total de culturas de células
HL - 60 (4 horas apos indug3o com PMA) ou de monocitos
do sangue periférico cultivadas como descrito no Exemplo 2
foi extraido essencialmente como divulgado por Ward et al,
1972 , "J. Vinol." 2 : 61 . As células foram sedimentadas
por centrifugag¢do e depois ressuspensas em NaCl 10 mM ,
Tris - HCL 10 mM , pH 7,5, MgCl, 1,5 mM . As células
foram lisadas pela adigdo de NP40 (1 por cento final) e

0os nlcleos foram sedimentados por centrifugagdo .
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0 sobrenadante continha o RNA +total que foi posteriormen
te purificado por multiplas extracgdes com fenol e clorofég
A fase aquosa foi tornada 0,2 M

RNA total foi precipitado pela adic¢do de dois

mio . em relagdo a NaCl
e depois o

volumes de etanol .

Umn rendimento tipico a partir de
1 grama de céluias em cultura foi de cerca de 6 miligra-
mas do RNA +total . O mRNA poliadenilado (cerca de
lOO’Jg) foi obtido com oligo (dT) celulose pelo método
de H. Aviv et al., 1972 , "Proc. Natl. Acad. Sci,
U. S. A" 69 : 1408 - 1412 .

EXEMPLO 13

Biblioteca de cDNA

mRNA  poli(A)™ do Exem-
pela

7,5 pg  de

plo 12 foram convertidos em cDNA de cadeia dupla

actuag¢do sucessiva de transcriptase reserva ,

fragmento

klenow da polimerase do DNA

al., 1982 , "Nature" 295 : 2483 -

e nuclease

S1
2495) .

(P. Gray et
A partir de

um gel de poliacrilamida isolou-se cerca de 80 ng de cDNA

tendo um comprimento superior a 600 pb .

A sequencia adaptadora de DNA
5'AATTCATGCGTTCTTACAG 3!
3'GTACGCAAGAATGTC 5°

foi ligada ao cDNA para criar extremidades coesivas

sintético

Eco
RI. Como habitualmente , o adaptador foi sintetizado qui-
micamente como duas cadeias separadas , a extremidade 5'

de uma das cadeias foi fosforilada com cinase de polinucleo

tideos e as duas cadeias emparelhadas .




0 cDNA (20 ng) foi ent3o isolado de nove a partir de um
gel de poliacrilamida , inserido por ligagdo a A gt - 10
digerido com EcoRI , encapsidado em particulas fégicas e
propagado em E. coli estirpe C 600 hfl (Huynh et al.,
1984 , Pratical Approaches in Biochemistry , IRL Press

Ltd., Oxford England) ou outra estirpe conhecida adequada

a propagagdo de fago lambda . Obteve-se uma biblioteca de
cDNA de cerca de 200 000 clones independentes.

EXEMPLO 14

Preparagdo de uma sonda de deoxioligonucleotideo

para o c¢DNA do factor de necrose tumoral

Uma sonda para hibridagdo de DNA
com 42 nucleotideos , com base na sequ%ncia de aminoacidos
preliminar do peptideo triptico TD - 6 (E-T-P-E-G-A-E-A-
-K-P-W-Y-E-K-) do factor de necrose tumoral foi projectado
com base nas frequencias de utilizac3o de coddes publicadas
(R. Grantham et al., 1981 , "Nucleic Acids Res. "9
: 43 - 74) , e a tendencia ("bias") de codBes do TFN—Y
humano (P. Gray et al., 1982 , "Nature" 295 : 503 - 508)

e da linfotoxina humana .

A sequEncia preliminar estava erra-
da (o K final deveria ser P) . Apesar disto esta sequen-
cia permitiu obter uma sonda satisfatoria . A sonda sinté-
tica tinha a sequencia
5' dGAAACCCCTGAAGGGGCTGAAGCCAAGCCCTGGTATGAAAAG 3!

e foi sintetizada pelo método de R. Crea et al., 1980 ,
"Nucleic Acids Res." 8 : 2331 - 2348 . A sonda foi fosfo-
rilada com (Y -32P ) ATP e cinase de polinucleotideos

de T4 como anteriormente descrito (Goeddel et al.,1979 ,
"Nature" 281 : 544) .




EXEMPLO 15

Identificagdo de um clone de cDNA contendo sequen-

cias codificadoras do factor de necrose tumoral

Cerca de 200 000 fagos recombinantes

de biblioteca de cDNA }\gt - 10 foram testadas por hibri-
dagdo de DNA usando 42 - mero do Exemplo 14 marcado
com BZP nas condicdes de baixa rigidez (Stringecey) se-
gundo A. Ulbrich et al., 1984 , "EMBOJ." 3 : 361 - 364
(ou como alternativa P. Gray et al., 1983 , "Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A."™ 80 : 5842 - 5846 , S. Anderson et al,
1983 , "Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A." 80 : 6836 - 6842

e M. Jaye et al., 1983 , "Nucleie. Acids. Res." 11 ¢
: 2325 - 2335) . Nove clones distintos hibridaram com a
sonda e foram purificados por placa . Em seguida preparou-
-se c¢DNA marcado com 32P usando mRNA de células HL -

- 60 n3o induzidas .

DNA de sete destes nove clones
de fago n3o hibridaram com esta sonda "ndo induzida" e
foram portanto , considerados candidatos a sequencias de
cDNA do factor de necrose tumoral . O clone de cDNA con-
tendo a insergdo maior foi designado por Kaz - 4 , Esta
inserg¢do fol sequenciada pelo método de terminag¢3o de cadei
as dideoxi (A. Smith , 1980 , "Methods in Enzymology"
65 : 560 - 580 e F. Sanger et al., 1977 , "Proc. Nalt.
Acad. Sci. U.S.A." 74 : 5463 - 5467) apos subclonagem no
vector M13np8 (J. Messing et al., 1981 , "Nucleic Acids
Res." 9 : 309 - 321) .

) A sequencia de cDNA obtida a par-
tir del\uz - 4 continha toda a regido codificadora do fac-
tor de necrose tumoral maduro mais uma parte do seu peptideo

sinal .




A orientagdo e fase de leitura correctas do DNA foram
deduzidas por comparac3o com a sequencia de aminoacidos do
peptideo triptico T4 do factor de necrose tumoral . 0
resfduo valina da terminag3o aminica do factor de necrose

- tumoral determinado por sequenciag¢do da protefna esta indi-
cado como amineacido 1 e ¢ seguido de mais 156 . amino-
acidos antes de se encontrar um coddo de paragem na mesma
fase de leitura . O peso molecular calculado é de 17 356

daltons .

EXEMPLO 16

Identificacdo de um clone de c¢DNA contendo

sequencias codificadoras completes do Pre TNF

0 clone de cDNA ALI-Z - 4 contém
toda a razdo codificadora do TNF maduro mas ndo possuil
uma sequgncia completa codificadora do peptideo sinal como
¢ evidenciado pela auséncia de um coddo de iniciag3o . Para
se obter a informagio da sequencia que falta , o iniciador
de hexadecanucleotideo
dTGGATGTTCGTCCTCC (complementer dos nucleotideos 855 a
870 , Fig. 10) foi obtido por sintese quimica . Este ini-
ciador foi emparelhado com o mRNA do Exemplo 12 e sequi-
damente o cDNA foi sintetizado usando o método do Exemplo
13 . Preparou-se uma nova biblioteca de cerca de 200 000
clones de <cDNA em Agt - 10 seguindo o método descrito no

Exemplo 13 .

Esta biblioteca foi testada por

analise de hibridagdo usando como sonda a insercgdo de

32

cDNA (N)qu - 4 que fol marcada com P . Obtiveram-se

dezasseis clones positivos , o maior deles (A 16 - 4 )
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possuia uma insergdo de cDNA abrangendo mais 337 pb na
direcgdo 5' que a inserg¢do de A1 - & . A sequgncia com-
posta das insergdes de ¢DNA de TNF do ,Kl6 - 4 (nucleo-
tideos 1 - 870) e do A42 - & (nucleotideos 337 - 1643)

esta apresentada na Fig. 10 .
EXEMPLO 17

Construgdo de um vector de expressdo para expressdo

directa do factor de necrose tumoral

0 processo usado para expressar a
sequencia de c¢DNA do factor de necrose tumoral obtido no
Exemplo 15 esta descrito na Fig. 11 . o fago K 42 - 4 do
Exemplo 15 , contendo a totalidade da sequgncia codifica-
dora do factor de necrose tumoral maduro e wuma parte do
condutor de secregdo putativo do factor de necrose tumoral,
foi digerido com EcoRI e recuperado um fragmento com apro-
ximadamente 800 pb contendo a regido codificadora do fac-
tor de necrose tumoral . Este fragmento foi digerido com
Ava I e Hind III e recuperado um fragmento de 578 pb (designa
do "C" na Fig. 11) . Este fragmento codifica os aminoacidos

8 - 157 do factor de necrose tumoral .

Prepararam-se dois deoxioligonucleo-
tideos sintéticos (designados fragmento "B" na Fig. 11)
(ver a construg3o da sequencia adaptadora no Exemplo 13 )
que incorporarem uma terminagcdo coesiva Xba I no extremo
5" , uma terminac¢do coesiva Ava I no extremo 3' , um
coddo de iniciacdo met e codBes para os sete primeiros
aminoacidos da terminagd3o aminica do factor de necrose

tumoral .

0s codBes para estes aminoacidos
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foram escolhidos com base na preferencia de E.coli .

A sequencia AATT a montante do coddo de iniciagdo foil
seleccionada para separar adequadamente o coddo de iniciagdo
da sequencia de ligacdo ao ribossoma do Trp e em combina-
¢3o com os coddes de aminoacidos , para eliminar uma poten

cial ansa no RNA mensageiro .

_ 0s segmentos B e C sdo entdo
ligados numa mistura de ligagdo de trés elementos com um
derivado do pBR 322 contendo a sequgncia promotora do trp
com a sequéncia Shine - Dalgarmo do peptideo condutor do trp
Publicado no Pedido de Patente Europeia N2, 36776) . 0
derivado é obtido ou projéctado de modo a possuir locais
Gnicos Xba I e Hind III entre o promotor do trp e o gene

Tet:R .

Tanto pLT trp 1 (Gray et al.,
1984 , "Nature" 312 : 721 - 724) como ptrpETA (Gray et al.,
1984 , "Proc. Natl. Acad. Sci. Uo S. A" 81 : 2645-2649)
sdo adequados como vectores de partida deste tipo , se bem
que outros possam ser construidos a partir do pBR 322 , o
promotor do trp e quaisquer adaptadores sintéticos necessa-
rios . Tanto o pBR 322 como plasmideos possuindo o promo-

tor Trp estdo disponiveis ao publico .

A porcdo de pBR 322 do vector es-
colhido podera ter eliminado o segmento Ava I - Pyu II en-
tre os pares de bases 1424 e 2065 (designado "XAP" no
nome do plasmideo) . Qualquer um dos plasmideos precedentes
s3o degeridos simultaneamente com Xba I e Hind III e
recuperado o fragmento maior vector . Este fragmento e os
fragmentos B e C s3do ligados com ligase de DNA de T&

e a mistura de ligagdo usada para transformar E. coli 294
(ATCC 31446) . Foram seleccionadas as coldonias resistentes
a ampicilina , o DNA de plasmideo recuperado e caracteri

zado fazendo o mapa de restrigcdo e sequenciacg¢do do DNA




Obteve-se pTrpXAPTNF que possuia as insergdes B e C .

EXEMPLO 18

Expressio do factor de necrose tumoral em E. coli

E. coli ATCC 31 446 transformada
com pTNFtrp foi crescida em meio M9 contendo 20 9 [ ml
de ampicilina e a cultura crescida até A550= 0,3 .
Adicionou-se acido indoloacético para uma concentragdo
final de 20 9 / ml e a cultura crescida até A550= 1.
10 ml de celulas foram concentrados e ressuspensos em tam-
pdo fosfato salino . As células foram sonicadas e diluidas
para determinag3o do factor de necrose tumoral pelo ensaio

do Exemplo 1.

Obtiveram-se cerca de lO5 unidades
de actividade por ml de cultura . Esta actividade foi
neutralizada por pre-incubag3o com anti-soro de coelho imu-

nizados contra factor de necrose tumoral humano .
EXEMPLO 19

Expressdo do factor de necrose tumoral em E. coli

Este método é preferido relativa-
mente ao do Exemplo 18 .

De preferencia , o hospedeiro a
usar com os vectores atras referidos é uma estirpe de E.coli
ton A n3o revertivel . Tais estirpes s3o resistentes aos

bacteriofagos e portanto de longe mais adequadas a cultura




em larga escala do que as estirpes selvagens . Segue-se
uma descricdo de um método adequado a obtencdo de uma dessas
estirpes . E. coli W3110 ¢é traduzida com : Tn 10 ,
um bacteriofago lambda contendo o transposdo Tn 10 , para
originar um "hop pool" de Tn 10 de E. géli w31110 .

(N. Klecker et al., 1977 , "J. Mol. Biol." 116 : 125 .

0 "hop pool" de E. coli W3110
Thn 10 é cultivado em caldo L a 372C até uma densidade ce-
lular de lx109/m1. 0,5 ml da cultura € centrifugado e o sedi-
mento ressuspenso em 0,2 ml de um lisado de phi8o (ou T1)
contendo 7,0x109 pfu. o fago € deixado adsorver durante 30
minutos a 37°C. A suspensdo € entdo espalhada em placas EMB

suplementado com tetraciclina (15 ug / ml) .

Apos uma incubag3o durante a noite
a 37°C , as colonias rosa claro foram reunidas em 3 ml
de caldo L , crescidas durante a noite a 372C , lavadas
duas vezes e ressuspensas em caldo L . Esta cultura é in-
féctada com bacteriofago Pl Kc e o lisado de fagos recupe-
rado (J. Miller , 1972 , Experiments in Molecular Biology,

cold Spring Harbor Laboratory , p 304) .

E. coli AT982 (n2 4546 , E. coli

Genetic Stock Center , New Haven , Conn.) ¢é transduzida
para resistencia a tetraciclina por este lisado de Pl Kc .
As bactérias transduzidas s3o seleccionadas em placas de
meio L suplementado com tetraciclina ( 15 J9 / ml ) e

( 40 pg / m1 ) dap (acido diaminopimélico) . As bactérias
transduzidas resultantes s3o testadas relativamente a resis-
téncia a tetraciclina e regenerag3o do gene dap ( dap+ ’
Tet') . As bactérias transduzidas dap® tet" sdo entdo

testadas quanto a resistéencia ao/( phi 80 (ou T1) .

Fazem-se entio lisados de Pl Kc em

varias estirpes resistentes a A phi 80 (ou T1) dap+ ,

tetR .




0s lisados s3o0 usados para fazer transdugdo de E. coli
w3110 para resisténcia a tetraciclina . As bactérias trans

duzidas s3o testadas e seleccionadas quanto a resistencia
a A phi 80 (T1) .

0s isolados sensiveis a tetracicli-
naséo(seleccionados a partir de bactérias transduzidas
w3110 fhu A : Tn 10 - Aphi 8CR (S. Naloy et al., 1981 ,
"J. Bact," 145 : 1110). Estes isolados sdo testados quanto
a resistencia ao fago A phi:80 e sensibilidade a tetracicli

na apos purificacdo de coldonias isoladas .

» Isolou-se DNA de varios mutantes
resistentes ao fago K phi80 e sens{veis'é tetraciclina e
digeriu-se com Set II . 0O DNA digerido com Set II ja
caracterizado pelo processo de transferencia de Southern
usando como sonda DNA de/(: Tn 10 digerido com Sst II e
marcado radioactivamente , para determinar se Tn 10 foi

excisado (R. Davis et al., 1980 , Advanced Bacterial Ge-

netics, Cold Spring Harbor Laboratory) .

Um dos isolados sensiveis a tetra-
ciclina verificou-se ter perdido duas das bandas de hibrida
¢do com Tn 10 quando comparado com a hibridagdo entre DNA
deK : Tn 10 e W3110 fhuA:: Tn 1o A phi 80R parental .

Uma terceira banda de hibridagdo tem a mobilidade alterada
indicando que se deu uma eliminacdo causada por excisdo

imprecisa de Tn 10 .

Electroforese em gel - SDS de
preparacdo de membrana externa da estirpe com excisdo de
Tn 10 revelou que a banda que se assumiu ser a protefna
fhu A tem uma mobilidade electroforética alterada quando
comparada com a protefna fhu A tipo selvagem. A proteina
resultante n3o é funcional como proteina receptora do fago

A phi 80 .




uma segunda estirpe independente que também sofreu excisdo
imprecisa de Tn 10 n3%o apresenta proteina fhu A no gel
com SDS .

Nenhuma destas estirpes demonstrou
reversdo da resistencia a tetraciclina ou susceptibilidade
a Aphi:BO indicando que existe uma excisdo imprecisa de todo
ou parte do transposdo Tn 10 juntamente com uma eliminagdo

parcial ou completa do gene fhu A .

De preferencia uma dessas estirpes
W3110 (N L 106) ¢ usada como o hospedeiro para veiculos

codificadores de TNF descritos aqui algures .

N L 106 foi transformada com
ptrpXAPTNF e inoculada em 10 1litros de um meio com pH

7,4 tendo a seguinte formula :
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Componente gms / L
(NH4)2504 5,0
KzHPO4 6,0
NajiPo, 3,0
Na Citrato 1,0
L-triptofano 0,2
NZ Amina AS 4,0
Extracto de levedura 4,0
NgSOLP 1,2
glucose 25,0

Solugdo de micronutrientes

(ides Fe , ZIn, Co , Mo ,

Cu, B e Mn) 0,5 ml

Tetraciclina 1,0 mg




Adicionou-se glucose a cultura a
uma velocidade de 1 g / minuto quando a AéSO da cultura

atingiu cerca de 20 .

A fermentag3o foi conduzida a 372C

até um Ags, de 136 ser atingido (cerca de 20 horas).

A cultura € centrifugada para formar
uma pasta celular e a pasta ¢ seguidamente extraida durante
30 min ., a pH 8,0 e a temperatura ambiente com um tampdo
contendo Tris 50mM , EDTA 10mM , NaCl 100mM , wureia
200mM e 0,1 por cento de beta-mercaptoetanol .

0 extracto foi diluido e testado

como descrito no Exemplo 1 .

Neste ensaio 1 x 108 unidades de
actividade de factor de necrose tumoral foi estabelecido

como equivalente a 1 mg de factor de necrose tumoral .

Obteve-se até cerca de 2 gramas

de factor de necrose tumoral por litro de cultura .

A sequenciagdo da terminagio aminica
demonstrou que cerca de 75 a 86 por cento por peso era
factor de necrose tumoral ( maduro ) com valilo na

. ~ £
terminagao aminica , o restante era




met - TNF . Ainda , além dos niveis eievados de expressdo
a proteina n3o estava presente em corpos refractaveis ,

nem pareceu ser toxica para as células como evidenciade
pelas densidades celulares extremamente altas que se obti-

veram .

EXEMPLO 20

Construgdo e expressdo de um gene mutante do factor

de necrose tumoral

Neste exemplo foram repetidos os
Exemplos 17 - 18 exceptuando o fragmento oligonucleotideo
B ter sido sintetizado com um coddo histidina CAT em
vez do coddo de arginina 6 CGT . O mutante de necrose

tumoral foi expresso .

EXEMPLO 21

Construcdo e expressdo de um outro gene mutante

do factor de necrose tumoral

Neste exemplo , o processo dos
Exemplos 17 - 18 foi repetido com um fragmento oligonu-
cleotideo B codificador de leucina (CTT) em vez do co-
d3o do resfiduo 2 arginina . Obteve-se cerca de 1200 mg
de actividade de TNF maduro por litro de cultura nos en-
saios iniciais . Ndo se detectou na cultura TNF ndo

processado .
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EXEMPLO 22

Construcdo de um vector codificador de um produto

de fusio do factor de necrose tumoral com uma se-

~ . . ~
quencia sinal de secrecgdo

A sequgncia do gene da enterotoxina
ST II estavel ao calor de E. coli esta descrita em Picken
et al., 1983 , "Infection and Immunity." 42(1) : 269 -
- 275 . Neste Exemplo um fragmento contendo a sequencia
sinal de secregdo e a sequencia de Shine - Dalgarno de ST II
foi ligado a jusante do promotor da fosfatase alcalina de

E. coli .

0 sinal de ST II €& seguido na
direcgdo 3' de um oligonucleotideo sintético que fornece
coddes para os sete aminoacidos iniciais da terminagdo ami-
nica do factor de necrose tumoral e o resto da sequencia
codificador do factor de necrose tumoral ,. Todas as sequen-

cias precedentes foram montadas num vector pBR322 .

pWM501 (Picken et al., 1983,
"Infection and Immunity" £42(1) : 269 - 275) possui o
gene ST II . pWM501 foi digerido com Xba I e Nsi I e
isolou-se o fragmento com cerca de 90 pb . Este fragmento
também podia ser obtido por sintese organica segundo métodos

conhecidos per se (fragmento A) .

Un plasmideo pBR322 - Trp como
descrito no Exemplo 17 (p20KLT) foi digerido com Xba I
e Hind III e o fragmento vector maior recuperado (fragmen-
to B) . Este fragmento possui uma origem de replicagdo de

coli e um gene que confere o fenotipo de resisténcia

_E-‘.
a ampicilina .
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Sintetizou-se um oligonucleotideo
sintético como duas cadeias que se emparelharam para dar a
estrutura que se segue (as extremidades coesivas de enzimas
de restric3o e os aminoacidos codificados pelo oligonucleoti-

deo est3io também indicados) .

VAL ARG SER SER SER ARG TRE
5! GTA CGT TCT TCT TCT CGT  ACT 3!

ACGT CAT ACG AGA AGH AGA GCA TGA GGCT
Nsi I Ava I

Isto é designado por fragmento C.

pTNF trp do Exemplo 18 foi digeri-
do com Ava I e Hind III. O fragmento Ava I - Hind III de
578 pb (fragmento D) foi recuperado. Ele possui toda a
sequencia codificadora do TNF exceptuando os sete primei-

ros aminoacidos.

Unma sequéncia de DNA compreendendo
um promotor da fosfatase alcalina (AP) de E. coli ligado
a uma sequencia de Shine - Dalgarmo (SD) heterdloga (trp)
e tendo extremidades Eco RI e Xba I foi construida como
se seque . Um fragmento de DNA contendo uma parte do pro-
motor AP foi isolado a partir do plasmideo pHI - 1 (H.
Inouye et al., 1981 , "J. Bacteriol." 146 : 668 - 675) ,
podendo , porem , ser usada qualquer outra fonte adequada
contendo DNA promotor AP. pHI - 1 foi digerido com Hpa I
para abrir o plasmideo , um adaptador sintético Eco RI
GAATCGAATC
CTTAGCTTAG Ligado ao plasmideo e o plasmideo com adaptado-
res digerido com um excesso de Eco RI para cortar todos os
locais Eco RI e com uma actividade Rsa I deficiente para
cortar apenas parcialmente os locais Rsa I (os passos com
Eco RI e Rsa I também podem ser feitos sequencialmente em
vez de simultaneamente ) . Um fragmento de 420 pb contendo

o promotor AP foi recuperado a partir da digestdo Eco RI-




-Rsa I parcial .

Uma sequencia S.D. trp foi obtida
como se Segue o Um plasmideo ou organismo possuindo 0 pro-
motor trp ( pIFN - beta 2 , D . Leung et al., 1984 ,
"Biotechgology" 2 : 458 - 64 ) foi digérido com Xba I
e Rsa I e o fragmento de 30 pb recuperado o qual contem
a sequencia S.D. trp . Este fragmento foi 1ligado ao
fragmento com o promotor AP de 420 pb péra dar um fragmen
to E Eco RI - Xba I'de- 450 pb . 0 fragmento E tem a

sequencia do nucleotideos

EcoRI . , -
GAATTCAACTTCTCCATACTTTGGATAAGGAAATACAGACATGAAAAATCTCATTGCTGAGTTGTTATTT

AAGCTTGCCCAAAAAGAAGAAGAGTCGAAAGAACTGTGTGCGCAGGTAGAAGCTTTGGAGATTATCGTCA
CTGCAATGCTTCGCAATATGGCGCAAAATGACCAACAGCGGTTGATTGATCAGGTAGAGGGGGCGCTGTA
CGAGGTAAAGCCCGATGCCAGCATTCCTGACGACGATACGGAGC TGCTECGCGATTACGTARAGAAGTTA

TTGAAGCATCCTCGTCAGTAAAAAGTTAATCTTTTCAACAGCTGTCATAAAGTTGTCACGGCCGAGACTT

trpS.D. Xbal
ATAGTCGCTTTGTTTTTATTTTTTAATGTATTTGTACGCAAGTTCACGTAAAAAGGGTATCTAGA

0Os fragmentos A, B, C e D
foram ligados numa ligagdo de quatro partes e a mistura de
ligagdo usada para transformar E. coli 294 .- 0Os transfor-
mantes foram identificados por crescimento em placas LB
contendo ampicilina . O plasmideo trpSTIITNF foi isolado
a partir de uma colonia transformante . Este plasmideo foi
digerido com Xba I e Eco RI para remover o promotor trp,
depois ligado ao fragmento E Eco RI - Xba I de 450 pb

contendo o promotor da fosfatase alcalina de E. coli .
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0 plasmideo resultante ¢ designado pAPSTII TNF .

EXEMPLO 23

Expressdo e processamento de um produto de fusdo do

~ 3
factor de necrose tumoral com uma seguencia

sinal de secrecgdo

E. coli NL10é foi transfectada com

pAPSTII TNF € inoculada em 10 litros de meio a pH 7,0

tendo a seguinte formula :

Componente gns [/ L
(N”4)2504 5,0
Kszoq 2,6
NaH2P04 1,3
Na Citrato 1,0
KCI 1,5
NZ Amina AS 5,0
Extracto de Levedura 2,0
MgSO4 1,2
Glucose 25,0

Solugdo de Micronutrientes

(ides Fe, Zn, Co, Mo, Cu B e

Mn ) 0,5 ml
Ampicilina 20,0 mg
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foi recuperada por choque osmotico das células .

60500
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A cultura foi feita como descrito acima no Exemplo 19 ,
exceptuando ter-se atingido um valor de A550 de 140 . Neste
ponto a cultura continha cerca de 400 mg de factor de necrose
tumoral / litro , cerca de 70 - 80 por cento por peso da
qual foi correctamente processado em proteina madura confor-

me estimado por electroforese em gel .

Aproximadamente a mesma actividade
de factor de necrose tumoral foi recuperada quando da extrac

¢do de células totais pelo método usado no Exemplo 19 como

EXEMPLO 24

Construgdo e expressdo de mais derivados do factor

de necrose tumoral

0s derivados mutantes da sequéncia
de aminoacidos de TNF da Fig. 10. s3o preparadas para
satisfazer um ou mais dos seguintes objectivos : Aumentar
a semi - vida in vivo , aumentar a actividade citolitica ,
aumentar a actividade citolitica diferencial em células tu-
morais versus células normais , preparar imunogénios de
TNF para fazer anticorpos anti - TNF para fins de diagnés-
tico , projéctar locais dGnicos para modificagdo covalente
(por exemplo onde as mércagﬁes com enzimas sdo feitas covaley
temente na preparacdo do reagentes de diagnostico para
EMIT ou ELISA) e alterar as propriedades fisicas do TNF ,
e.g., a sua solubilidade , pI e similares . A determinagdo
da actividade pretendida em derivados é determinada por tes-

tes de rotina adequados conhecidos per se .

De preferencia TNF e os seus

derivados n3o incluem TNF tendo uma sequéncia correspon-
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dente a de ndo primatas , também de preferéncia n3o tera
terminagdes aminicas que n3o sejam de primatas , e.g., a
terminagdo aminica des Val Arg caracteristica do que foi
referido como factor de necrose tumoral de coelho nem a
terminagio amfnica do gene de TNF identificado como tendo
a sequencia Val - Arg - Ser - Arg - Tre - Pro - Ser - Asp
- Lis - Pro - Val - Ala - Val - Ser - Val - Ala - Asn - Pro
- Aln - Ala - Glu - Gli - (Wang et al., "Science" 228 :
149 - 154 , 1985) .

0 método que se segue , baseado
em J. Adelman et al., "DNA" 2 (3) : 183 - 193 , ¢
geralmente aplicado a construcdo e express3o de quaisquer
sequencias mutantes de DNA de TNF contendo mutacgles

silenciosas ou codificadoras de TNF mutante .

Para evitar redundancia , s
ilustrados derivados representativos em que Arg 32
vertida em histf{dilo (numa substituig¢3o) , His 73 & eli-
minada (uma mutagdo por eliminagdo) e leucilo € ligado a
Leu 157 (numa inserg¢3d3o) . Como se sabe todas as outras es-
pécies mutantes podem igualmente ser produzidas do mesmo

modo .

Sdo conhecidas na especialidade ou-
tros métodos adequados a criagdo de mutagSes silenciosas
ou expressas no DNA codificador do factor de necrose tu-
moral . Por exemplo , DNA mutante é construfdo simples-
mente através da sintese quimica de toda a sequéncia ou pela
sintese de apenas uma parte da sequéncia e ligagdo do fra-

gmento ao restante DNA necessario .

A sintese quimica do DNA ¢ vantajo
sa quando o técnico pretende preparar o mutante directamente
sem primeiro obter DNA codificador do factor de necrose
tumoral a partir de fontes naturais . Geralmente , no en-
tanto , o DNA de partida codificarad a sequéncia de




aminoacidos natural , incluindo os seus variantes alelicos

e pretender-se-a preparar a partir certos derivados mutantes.

E desejavel na preparacdo do DNA
codificador de derivados mutantes de TNF que as alteragdes
dos coddes n3o sejam feitas de modo a criar a oportunidade
de o mRNA transcrito formar fortes estruturas do tipo ans-
sa pedunculada . Quando se evita tais estruturas obtem-se
melhores rendimentos . Em adigdo , os coddes preferidos
pelo hospedeiro transformado deverdo ser usados pela mesma

razdo .

DNA de partida adequado € o fragmen
to Eco RI HindIII do ptrpXAPTNF (Exemplo 17) obtido por
digestdo sequenciada com Eco RI e Hind III . Este fragmen-
to possui o promotor trp e o gene estrutural de factor de
necrose tumoral metionilado . Para obter uma copia de cadeia
simples deste gene adequada para mutagénese , o fragmento
Eco RI - Hind III € clonado no local de poliadaptador do
DNA do fago M 13 mp8 RF (J. Messing et al., 1982 ,
"Gene" 19 : 269 - 276 ; "RF" significa forma replicativa

do fago ; este fago pode ser obtido comercialmente .

Uma pequena quantidade da mistura
de digestio com Eco RI-- Hind III é adicionada a reacgdo
de ligac3o contendo 10 ng de DNA de M13 mp8 RF que foi
préviamente digerido com Eco RI e Hind III . Apds incuba~’
¢3o a temperatura ambiente durante 2 hr , a mistura de
ligag3o é usada para transformar E. coli JM 103 (uma es-
tirpe que se pode obter comercialmente) ; também se pode
usar JM101) .

As células transformadas sdo semea-
das com agar superficial contendo X - GAL (dibromo-dicloror
-indolil-galactosideo) e IPTG (isopropiltiogalactosideo) .
As culturas bacterianas (1 ml) infectadas com fago retira-

do de placas incolores sd3o usadas para isolar DNA de
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M13 mp8 / TNF RF por um processo de mini - rastreio (Birne
boim e Doly , 1980 , "Nuc. Acids Res" 7 : 1513 - 1523) .
0 fago recombinante resultante M13 mp8 / TFN transporta a

cadeia codificadora do gene TNF .

Para a mutagénese dirigida , sinte-
tizam-se oligodeoxirribonucleotideos (mutagénese com oli-
gomeros) com uma sequencia complementar de segmentos de 15
bases de cada um dos lados do local de mutagdo como se moSe
tra nos diagramas que se seguem , em que N indica bases
complementares e M indica o acido nucleico a ser inseri-
do , eliminado ou substitufido . As inserc¢3es ou eliminacdes
sd3o normalmente feitas em grupos de 3 para manter em fase

do gene a jusante .

Para eliminagdo : DNA  oligomero (N)15 (N)15
DNA  Vector (N)lS (M) (N)15
Para subtituicdes : DNA  oligomero (N) g5 (M) (N) g
DNA  vector (N5 (M) (N}
Para insergdes : DNA  oligdmero (N5 (1) (N)yg
DNA  vector (N5 (N)yg

M, indica uma base ou um oligomero que n3o ¢ complementar
da base ou oligomero M, . Neste caso M; € a sequéncia mu-
tante pretendida . Geralmente preparam-se também oligomeros
que actuam de modo a fazer mais de um tipo de mutacdo de

uma so vez .

0 oligomero anticod3o do mutante
Arg - his 32 é p CAG GAG GGC ATT GGC ATG  GCG
GTT CAG CCA CTG - OH .

0 oligomero anticoddo da eliminacgdo
His 73 € »p GTG GGT GAG GAG = CAC GGT GGA GGG
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GCA GCC - OH .

0 oligomero anticoddo da insercg3o
Leu 158 € p TGT TCG TCC TCA AAG CAG GGC
AAT GAT CCC - OH .

Estes iniciadores sdo sintetizados
por métodos convencionais . Para usar no processo do muta-
génese , 10 p moles dos oligomeros ou iniciador lac 5'-
-GTTTTCCCAGTCACGAC - 3' sdo fosforilados durante 30 min.
a 372C em 10 Fl de Tris - HC1 50mM (pH 7,5) , EDTA O0,1lmM
MgCl2 10mM , ditiotreitol 10mM , ATP 0,imM , contendo 2U

de cinase de polinucleotideos de T4 .

Para usar como sondas (ver infra) ,
2 pmoles dos oligonucleotideos sintéticos sdo fosforilados
como acima exceptuando a substituic&o de ATP 0,1lmM por
Y - 32p ATP (Amersham) i1 . As actividades especificas
s3o normalmente superiores a 5 X 106 cpm / pmole de cadeia

oligonucleotidica .

A hibridag3o de cada oligomero e
do iniciador lac do DNA de cadeia simples do fago MI13
mp8 / TNF , seguido de prolongamento do iniciador , resul
ta na formagdo de DNAs com segmentos de cadeia dupla ,

uma cadeia das quais contem o DNA mutante .

Para a formacgdo de heteroduplexes
parciais , DNA de cadeia simples do M13 mp8 / TNF
(300 mg) € aquecido até 80°C (2 min) , 502C (5 min) e
temperatura ambiente (5 min) em 20 Fl de Tris - HC1l 10mM
(pH 7,5) , EDTA 0,ImM , NaCl 50mM , contendo oligdmero
e iniciador fosforilados Ipmole de cada (adicionados como

pequenas quantidades da reacg¢do de fosforilagdo .

0 prolongamento do iniciador é
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comecado pela adigdo de 30 Pl de Tris - HCl 50mM (pH 8,0)
EDTA 0,1mM , MgCl2 12mM , ditiotreitol 10mM , ATP

o,7, mM , dATP 0,07mM , dGTP , dTTP e dCTP 0,2mM de
cada , e contendo 2 U de polimerase I do DNA de E.coli ,
fragmento grande e 20 U de ligase do DNA de T4 . Apos
30 min., a temperatura ambiente , as misturas de reacgdo
sdo incubadas durante 4 hr a 372C seguido de incubacgdo
durante a noite a 42C . Pequenas quantidades s3o extraidas
com fenol e a DNA precipitado com etanol e dissolvido em
15 Pl de agua . 0 DNA destas amostras é usado para trans-

formar E.coli JM103 .

0 iniciador lac hibrida com o
fago num local 5' relativamente ao oligomero . O prolonga-
mento do iniciador estabiliza a estrutura heteroduplex .

0 oligomero e iniciador sio fosforilados enzimiticamente para
permitir-que a ligase do DNA de T 4 wuna as cadeias de

DNA adjacentes .

0 DNA heteroduplex da amostra C
(10<Pl) extrafido com fenol é adicionado a 10 fd- de Na-ace-
tato 0,06M pH 4,5 , NaCl 0,6M , Zn Cl2 0,6M e conten-
do 200 U de nuclease Sl .
5 min., adicionou-se tRNA de levedura (5/Hﬂ e os acidos

Apos incubagdoga 372C durante

nucleicos s3o recuperados por extracgdo com fenol e preci-

pitagdo com etanol .

Usando as mesmas condigdes de
S
de 10 000 unidades formadoras de placas) deu menos de 100

1°? 30 9 de DNA de cadeia simples do M13 mp8 (cerca

placas num ensaio de transformag3o com o DNA , enquanto
que a mesma quantidade de RF - DNA mantem mais de 80 por
cento das suas propriedades transformantes . 0 DNA
tratado com S, é usado para transformar E.coli JM103

e o fago resultante analisado por rastreio de placas in

situ .
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Placas de bactérias (15 cm de
diametro) contendo varias centenas de placas de fago MI13
recombinante s3o testadas pelo método de hibridagdo in situ
de placas (Benton et al., 1977 , "Science" 196 :

: 180 - 182) relativamente ao genotipo parental e mutante
usando oligomeros adequados marcados em series de filtros

separadas (cerca de 106 cpm por filtro) .

A hibridac3o da-se durante a
noite a 502C , 40 por cento de formamida , SSC 5X .
Os filtros s3o lavados a 452C , SSC 2X , 0,02 por cento
de dodecilo-sulfato de s6dio , secos ao ar e expostos a

) - [& - o .
filme de raios X a -70°C usando um ecran intensificador .

Sera necessario variar a estrutura
do processo de hibridagdo (por alteracdo da concentragdo de
SSC de modo a evidenciar a hibridag3o do oligomero com a ca-
deia de DNA mutante (uma complementaridade perfeita) em opo-
sicdo a hibridag3o do DNA de partida: cada mutante variara
quanto a sua capacidade para hibridar dependendo da natureza

e nimero de bases substituidas, eliminadas ou inseridas .

Por exemplo , a detecgdo de uma
mutag3o numa Unica base necessitara de condigBes altamente
estritas para descriminar entre DNA mutante e DNA pa-
rental n3o mutante , sempre que a mutag¢3o € minima , e.g.,
eliminag¢do de um coddo ou substituic3o de 1 - 3 Dbases ,

a sonda de hibridagdo devera ser menor que o oligomero
mutante . Tipicamente esta sera uma sonda de cerca de 14

a 20 bases .

0 problema do rastreio das elimi-
nagdes mutantes € facilitado pela utilizac3o de uma sonda
constituida pela sequéencia com a eliminag3o para testar
a perda da sequeéncia . Se esta sonda n3o hibridar com
DNA de uma placa seleccionada pode-se concluir que se deu

a perda pretendida da sequéncia alvo .
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Uma placa que hibride com o oligé-
mero marcado é removida e inoculada em E. coli JM1O03 .
Prepara-se DNA de cadeia simples (SS) a partir do sobre-

nadante e DNA de cadeia dupla (ds) a partir do sedimento

de células .

0 DNA ss ¢& usado como molde na
sequenciacdo com dideoxido clone usando o iniciador univer-
sal M13 ou um oligdémero sintético complementar das sequEE
cias situadas 3' relativamente a regifo mutada do DNA
do factor de necrose tumoral . A sequenciagdo com dideoxi
confirma que a placa recuperada possui o DNA mutante .
Tal fago € designado M13 mp8 / TNF mtnt .

M13 mp8 / TNF mtnt é digerido
com Eco RI e Hind IIT e recuperado o fragmento codifi-
cador de TNF . pTrpXAPTNF ¢ digerido com Eco RI e Hind
III e recuperado o fragmento vector . 0 fragmento mutante
¢ ent3o ligado ao vector fragmento e a mistura de ligagdo
usada para transformar E.coli W3110 , NL106 ou 294
(ATCC 31 44é6) .

0 TNF mutante € recuperado pelo
método dos Exemplos 18 ou 19 . Informagdo adicional rela-
cionada com mutagénese em M13 é dada no pedido de patente
Uu. K. 2 130 219 A .

0s mutantes produzidos de acordo
com este meétodo sdo divididos em tres classes : Substi-
tuigdes , eliminagBes , e insergdes e ainda subdividi-

dos como apresentado na Tabela que se segue .

A menos que de outro modo seja
dito os mutantes sdo do factor de necrose tumoral da
Fig., - 10 .




Tipo de mutante local de TNF

[eB8o0]
- 1
e

Modificagdo
representativa

no local indicado

A. SUBSTITUICOES

I. ModificagBes no grau ou

natureza da carga

14,
15.
le.
17.
18.
19.
20.
21.

22.

arg 6
lis 65
pro 20
asp 10
glu 53
gln 47
asp 45
asn 39
asn 34
leu 29
tir 115
glu 116
pro 117
glu 127
lis 128
ala 134
glu 135
tir 141
asp 143
ala 145
glu 146

gln 149

his
arg
arg
his
tre
asp
gln or asn
asp
gln
asp
ile
lis
tre
tir
his
tir
lis
pro
ser
tre

asn




Tipo de mutante local de TNF Modificacgdo
representativa
no local indicado
23. leu 120 lis
II. ModificagBes no caracter
hidrofilico ou hidrofobico
1. leu 57 tir
2. ser 52 leu
3. val 41 tir
4, gli 108 phe
5. leu 120 tre
6. ser 133 gli
7. ala 134 tre
8. gli 148 ser
9. val 16 tre

IIT. Modificagdo especial

(alteragoes no volume de cadeia lateral)

1. leu 63
2. Ser 52
3. ile 58

4. gli 40

fen

tir

leu

ile




Tipo de mutante local de TNF Modificacgao
representativa

no local indicado

5. val 13 fen
6. - leu 120 fen
7. ile 146 gli
8. asn 137 glu
9. ile 154 fen
10. ile 155 gli
11. fen 144 ile

B. INSERCOES

1. apos leu 157 gli-gli-COOH

2. entre Asp 10 e Lis 11 his

3. entre ile 58 e tir 59 leu

4, entre Ser 60 e gln 61 lis

5. entre arg 31 e arg 32 ala

6. entre gli 121 e gli 122 gli

7. antes' val 1 polipiptideo imunogénico
8. apos leu 157 polipiptideo imunogénico

9. entre gln 149 e val 150 gli gli




Tipo de mutante local de TNF Modificagdo
representativa

no local indicado

10. entre ala-1 e val 1
de preTNF lis arg

C. ELIMINACOES

1. ' Gln 149

2. lis 112

3. val 1 - arg 2
4, val 1 até pro 8
5. ala 22

6. arg 32

7. glu 53

8. ala 111 - 1lis 112
9. ala 123

10. ile 154

11. glu 127

D. COMBINACOES

1. ile 58 leu
leu 57 fen
2. gln 149 delete

tir 151 fen




Tipo de mutante

local de TNF

Modificacdo

representativa

no local indicado

lis

glu

val
ala
gli
ala

tir

glu

insercdo gli entre gli 121 e gli 122
apos leu 157 add gli gli-COOH

112
115

1

22
24
33

115
116

eliminagdo val 1 até gli 66

Leu-Ala Ile Ile
Ala Fen Asp Leu
Ser Leu Arg Asp
Gii Gli Leu Tir
Glu Ala Gli Glu

eliminar ala 111

Gili
Tir
Gli
Ile

Pro

ala 109

leu 120

asn 19

asn 92

asn 137

Fen Tir
Asp Pro
Lis Leu
Pro Glu
Tre-

delete

lis

tre
lis
asn

asp

fen

1lis

e substituigdo deNH,~
Val Gln Gli Ser Glu-
Arg Asn Ile Glu Ala-
Glu Gln Fen Val -
Tir Trp Pro Lis Ala-




Deve-se salientar as mutagdes em
que os locais de hidrolise pela tripsina em arg2 , arg
(ver Exemplos 20 e 21) , arg 32 e arg 131 s3o elimi-
nados ou modificados de modo a deixarem de ser susceptiveis
a tripisina . Isto devera aumentar a semi-vida do factor
de necrose tumoral in vivo ao mesmo tempo que reduz a

possibilidade de corte fermentativo .

Os locais arg 2 e arg 6 ndo sdo
criticos pois a actividade biologica mantem-se mesmo depois
das referidas regides serem removidas . No entanto , 0
corte nos locais arg 32 e arg 131 leva a perda de acti-
vidade . Assim , arg 32 e/ou arg 131 sdo preferencial-
mente substituidos por histidinilo ou , n3o t3o bom ,

glu .

Isto remove ou reduz a susceptibi-
lidade do local a enzima mas retem a basicidade da cadeia
lateral . Também arg 31 ¢é substituido por histidinilo ou,

menos preferido , glutamina pelas mesmas razdes .

Também s3o inseridos locais de
hidrélise enzimatica entre polipeptideos de fusdo e sequén
cias de TNF de modo a criar locais para produgdo predeter
minada de TNF maduro ou mutante , ou locais deste tipo

~ . ) ~ -
v3o substituir residuos da sequencia condutora do preTNF .

E de esperar que a substituigio
por asn da asp 45 e expressdo numa célula hospedeira
(e. g., levedura ou célula de mamifero) , capaz de glico-
silagdo , produza um factor de necrose tumoral glicosi-
lado .

EXEMPLO 25
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Expressdo do factor de necrose tumoral em levedura

sob o controlo do promotor ADH

Constroi-se .o plasmideo TrpXAPTNF
como descrito no Exemplo 17 exceptuando o factor de
p20KLT ou ptrpETA (ou pBR322) serem cortados com Eco RI
e Hind III em vez de Xba I e Hind III e o fragmento sintéti-
co B preparado com extremidades coesivas Eco RI em lugar

de extremos coesivos Xba I .

A mistura de ligag3o € entdo usada
para transformar E. coli ATCC 31 446 e um plasmideo
pTNF RI identificado por analise com enzimas de restrigdo
o qual possui o DNA codificador do factor de nrcrose tu-
moral ligado por locais Eco RI . O plasmideo pTNF RI
€ isolado , digerido com Eco RI e recuperado o fragmento

T - 1 contendo o DNA do factor de necrose tumoral .

0 plasmideo pFRPn (EP 60 057 A )
¢ derigido com Eco RI , tratado com fosfatase alcalina
para evitar recircularizagdo, ligado ao fragmento T - 1 do
factor de necrose tumoral usando ligase do DNA de T - &4
e a mistura de ligag3o depois usada para transformar E.coli

ATCC 31 446 .

As colénias resistentes a ampici-
lina deram duas séries de plasmideos tendo a insergdo T - 1
em orientagldes opostas conforme determinado por analise com

enzimas de restrigdo e electroforese em géis de agarose .

0s plasmideos sdo purificados a
partir dos transformantes de E. coli e usados para trans-
formar leveduras tendo a mutagd3o trp 1 (por exemplo a
estirpe de levedura RH218 , deposito ATCC N, 44 076

sem restrigﬁes) para dar o fenotipo trp+ .
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Verificou-se que os plasmideos orientados de tal modo que
o cod3o de iniciacdo do segmento T - 1 esteja adjacente ,
ao fragmento promotor da desidrogenase do alcool , trans-

formam a levedura com expressdo do factor de necrose tumo-

ral .

0 factor de necrose tumoral ¢
recuperado a partir dos extractos de transformantes de
levedura ,. A estabilidade do plasmideo nas fermentagdes
em larga escala € aumentada empregando um plasm{deo de
expressdo contendo a origem de replicagdo de 2 micron em
vez da origem de replicagdo cromossomico do pFRPn (ars 1)
é uma estirpe hospedeira compativel (J. Beggs , 1978 ,
"Nature" 275 : 104 - 109).

EXEMPLO 26

Expressdo do factor de necrose tumoral _em

células de mamifero

0 plasmideo pEHER (EP 117 060 A)
¢ digerido com Eco RT , tratado com fosfatase alcalina
de intestino de vitela , 1ligado ao fragmento T - 1 do

Exemplo 25 e a mistura de ligag¢do usada para transformar

E. coli ATCC 31 446 .

Isolaram-se dois plasmideos (desi-
gnados pEHERTNF I e pEHERTNF II ) possuindo o DNA
de TNF em orientacdes opostas conforme determinado por
andlise de restricdo em géis de poliacrilamida . Estes
plasmideos s3o usados para transfectar e seleccionar cé-
lulas CHO DHER - DUX - BI11 , CHOl e LtK™ .

As células em culturas de tecidos
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sdo transfectadas misturando 1 ,Jgde,pEI—IERI‘NFI ou. pEHERINELIL -.pre
parados acima juntamente com lO‘Fg de DNA vefculo de
rato num volume de 250 pl s CaCl2 0,25 M , seguido

da adigdo gota a gota de 250/u1 de soro fisiologico tam-
ponado com HEPES (NaCl 280mM , Na2 Po4 1,5mM , HEPES
50mM , pH 7,1) .

Apos 30 minutos a temperatura
ambiente , a solucdo é adicionada as células em cultura
de tecidos a crescer em placas de plastico para cultura de
tecidos de é60mM . Usaram-se celulas CHO 1 , CHO DHFR-
-DUX-B1l , e células Ltk . As placas contem 3 ml de
meio de cultura adequado a célula hospedeira.

Para as células CHOlL e CHO
DHFR-DUX-B1l o meio é meio Ham F - 12 (Gilbco) suplemen
tado com 10 por cento de soro de vitela , 100 M9 / ml
de penicilina , 100 9 / ml de estreptomicina e L-gluta-
mina 2 PmM . Para a linha celular Ltk , o meio € meio
de Eagle modificacde de Dulbecco (DMEM) suplementado

como atras .

Apos 3 - 16 horas , o meio ¢
removido e as células lavadas com 20 por cento de glice-
rol em tampdo fosfato salino . Adicionou-se meio fresco
a cada placa e as células n3o incubadas durante mais 2

dias .

A seleccdo das células hospedeiras
transfectadas é feita por tripsinizagdo das células apés
2 dias de crescimento (a qual compreende tratamento das
células com tripsina estéril 0,5 mg / ml contendo 0,2 mg/
/ ml1 de EDTA ) a adig3o de cerca de 3 x 10° células a
placas de cultura de tecidos de 10 mm com meio selectivo.

Para as células dhfr~ o meio &

uma formulag¢3o do meio (F - 12 GIBCO) sem glicina ,




A

hipoxantina e timidina (meio GHT™ ) . Para as células
hospedeiras DHFR* , adiciona-se metotrexato (100 - 1000
nM ) ao meio normal de crescimento . As testemunhas s3o
sujeitas as condigdes de transfecc¢do sem plasmideo e com

o plasmideo pFD - 11 (EP 117 060 A ) contendo DHFR

normal .

L . . . [ d
As colonias originadas nas celulas
que interiorizaram e expressam o plasmideo DHFR tornam-se
visiveis dentro de 1 - 2 semanas . Identificaram-se os

transformantes que expressam factor de necrose tumoral .
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REIVINDICACDOES

13,
factor de necrose tumoeral a

protefnas caracterizado por

- Método para a preparagdo de
partir de uma mistura com outras

se fazer a adsorgdo do factor de

. “ - -
necrose tumoral de tal mistura sobre uma substancia hidrofd-

bica sequido de eluig¢3o do factor de necrose tumoral dessa

substancia.

dicagdo 1 caracterizado por

uma poliolefina.

dicagdo 1 caracterizado por

controlado.

dicagdo 1 caracterizado por

estireno.

dicag¢do 1 caracterizado por

elufido com etilenoglicol.

a,
factor de necrose tumoral a

protefnas caracterizado por

de necrose tumoral a partir

- Método de acordo com a reivin-

a substancia ter um silicato ou

- Método de acordo com a reivin-

a substancia ser vidro de poro

- Método de acordo com a reivin-

a substancia ser contas de poli-

[ 4 3 .
- Metodo de acordo com a reivin-

o factor de necrose tumoral ser

Método para preparagdo  do
partir de uma mistura com outras
se fazer a adsorg¢do do factor

de tal mistura sobre particulas

de uma resina de permuta anionica tendo uma dimens3o de par-

ticula substancialmente uniforme seguido de eluigdo do factor




E Y

de necrose tumoral.

78, - Método de acordo com a rei-
vindicacdo 6 caracterizado por a resina de permuta anidnica
ser poliestireno de ligacdo cruzada substituido por amino
quaternério.

82, - Método de acordo com a rei-
vindicacgo 1 ou 6 caracterizado por o factor de necrose tumo-
ral ser substancialmente homogéneo.

92, - Método de acordo com a rei-
vindicacdo 8 caracterizado por o factor de necrose tumoral
ser o factor de necrose tumoral humano.

102, - Método de acordo com a rei-
vindicacdo 9 caracterizado por o factor de necrose tumoral
estar isento de contaminacdo com outras proteinas citotbdxicas

112. - Método de acordo com a rei-
vindicacdo 10 caracterizado por o factor de necrose tumoral
estar isento de contaminacdo com 1infotoxina.

122, - Método de acordo com a rei-
vindicacdo 8 caracterizado por o factor de necrose tumoral
ter uma actividade especifica de factor de necrose tumoral
superior a cerca de 10 milhBes de unidades/mg de proteina.

132, - Método de acordo com a rei-
vindicacdo 8 caracterizado por o factor de necrose tumoral
se apresentar, misturado com um tampdo, com anti-oxidante,
com polipeptideo de baixo peso molecular, com aminodcido,
com acGcar ou com tensioactivo anifnico fisiologicamente
aceitdveis, ou suas misturas.
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148, - Mé&pdo de acordo com a reivin-
dicacdo 13 caracterizado por o factor de necrose tumoral ser
liofilizado.

158, - Mé&todo para a preparacdo de
uma composicdo caracterizado por se incluir na referida com-
posi¢do o factor de necrose tumoral e uma matriz a partir da
qual o factor de necrose tumoral é capaz de se difundir.

162, Método de acordo com a reivin-
dicacdo 15 caracterizado por a matriz ser um polimero.

178, Mé&todo de acordo com a reivin-
dicacdo 15 caracterizado por o factor de necrose tumoral ser
encapsulado.

182, Método para a preparacdo de uma
composicdo caracterizado por se incluir na referida composi-
¢do um factor de necrose tumoral Seleccionado do grupo cons-
tituido por factor de necrose pré-tumoral sem células de ma-
miferos, factor de necrose tumoral metionilado maduro, um
derivado do factor de necrose tumoral, e factor de necrose
tumoral bloquado em metionilo.

192, - Mé&todo caracterizado por com-
preender a preparac¢do do DNA codificador do factor de necrose
tumoal mutante da Fig. 10 em que um ou mais 3 residuos de
aminodcidos foram substituidos, eliminados ou inseridos.
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gly ser arg arg cys leu pha leu ser leu phe ser phe leu 1le val ala gly ala thr thr lau phe cys leu low his phe gl
cccrccmocc-xccmnccggmccrcﬂc-mcncmucmmmcccwcmcwncm:gcmmm
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10 ) 20 ) . 30
Asp Lys Pro Yal Ala His yal Val Ala Asn Pro Gln Ala Glu Gly Gla Leu'GIn Trp Ley Asn Arg Arg Ala Asa Ala Leu Leu Al
mmccrmscccnsrrcnw\mccrwmmmmcrcmmcrsmcsccccsccmeccctcmccc

40 ! { 50 : : . 60 )
Gly Val Glu Leu Arg Asp Asn GIn Leu Val Val Pro Ser Glu Gly Leu Tyr Leu Ile Tyr Ser Gin Val Leu Phe Lys Gly
GC GTG GAG CTG AGA GAT AAC CAG CTG GTG GTG CCA TCA GAG GGC (TG TAC CTC ATC TAC TCC CAG GTC CTC TTC AAG GGC CAA

GGA

-10 1
11e gly pro gin srg giu glu phe pro arg asp leu ser ley ile ser pro Teu ala zu ala Val Arg Ser Ser Ser éa Thr Pro
ATC GGC CCC CAG AGG GAA GAG TTC CCC AGG GAC CTC TCT CTA ATC AGC CCT €16 GCC CAG: KC CC8

=30

-

P

Ser
GCA GTC TCA TCY TCT AGT»
Asn
MT
{
Gin Gly Cys
66C T6C

70 80
Pro Ser Thr His Val Leu Lev The His Thr 1le Ser Arg‘lle Als Val Ser Tyr Gin Thr L;‘s"v-l Asn Leu Leu Ser Ala I1e Lys’s«
CCC TCC ACC CAT GTG CTC CTC ACC CAC-ACC ATC AGC CGC ATC 6CC GTC TCC TAC CAG ACC MG 6TC MC CTC CTC TCT GCC ATC AAG AGC

100 110
Pro Cys Gn Arg Glu Thr Pro Glu Gly Ala Glu Ala Lys Pr
CCCIGCWAGGWACCCCAGAEGGGBCTWGCCMGCC

130
Ar

. 140 150
Asp Leu Ser Ala Glu Ile Asn Arg Pro Asp Tyr Leu Asp Phe Ala Glu Ser Gly Gla Val Tyr Phe Gly 1le 1le Ala Leu or
GAC CGA CTC AGC GLT GAG ATC AT €GG CCC GAC TAT CTCGACTTTGCCGAG'ICTGBGCAGGTCTM TTTGGG_ATCATTGCOCI‘BIGAGGA

' " 120
o Trp Tyr Glu Pro [le Tyr Leu Gly Gly Yal Phe 6ln Leu Glu Lys 6ly
cmmwcccmmcmwscaercmmmmmm

157

WCGMMTCCMCCTTCCCAMCGCCTCCCCTSCCCCMTCCCﬂ'YATTACCCCCTCCT‘ICAGMMCCTCMCCTCTTCTWTCWUWWTM
CMBCWM"TWCACCMTTCWCCTGGM"CMTGTGTMCCT GCACAGTGAATTGCTGGCAACCACTANGAATTCAMCT GGGRCCTCCAGMCTCA |
CTGGGGCCTM'BCTTTGATCCCTGACMCIGGMTCTGMCWCTTTSGTTCTGGCCMTGCTGCAGWTT WCTCMCTMWWWCT ’
TAGGCCTTCCTC'I'CTCCAGMGTTTCCMYTCCTTGAMCACGGAGCCCM‘\CCC‘I’CCCCATGGAGCCAGCTCCCI’CTATTTM’GTTTGCACUBTGATTATTTATTATTTATWATTA
TYTATUATTTACAGATGMTGYATTTATI"I'GGGMACCGGGGTATCCTGGGGGACCCMTGTAGGAGCTGCCTTGGCTCAGACMGT"TCCGTGMMCWM"AG‘CTG
TTCCCATETAGCCCCC!’BGCC‘ICTGTGCCWCTTTTGATTATGTT"TTMMTA"’TATCTGAfTMGTTG'ICTAMCMTSCTMTTTGGTGACCMCI’GI’CACTCATTGCTGMCCT .
CTGCTCCCCAGBGMGTTGTGTCTSTMTCGCCC'I'ACTATTCAGTGGCGAGAMTMAGYTTSCTT . .

202, -_Método de acordo com a rei-

vindicacdo 19 caracterizado por a proteina da fig. 10 ser a
proteina madura da fig. 10.




L]

Tl o
PARS -96.
CTAR]

218, - Método de acordo com a reivindi-
cagdo 19 caracterizado por a proteina madura ter sido sujeita
a substituicdo, eliminacdo ou insercdo num Gnico resfiduo de
aminodcido.

222, - Método de acordo com a reivindi
cagdo 20 caracterizado por a proteina madura da fig. 10 ter
sido sujeita a substituicdo, eliminacdo ou insercdo num lo-
cal situado dentro dos residuos de aminoédcidos 35 a 66, 110
a 133 ou 150 a 157 da proteina da fig. 10.

232, - Método de acordo com a reivindica
¢do 20 caracterizado por a proteina madura da fig. 10 ter
sido sujeita a substituicdo, eliminacdo ou insercdo num lo-
cal situado dentro dos residuos de aminodcidos 67 a 109
da fig. 10.

248, - Método de acordo com a reivin-
dicacdo 19, caracterizado por a substitui¢do .ser uma subst'i
tuicdo de um residuo da protoina madura da fig. 10 por um
residuo das classes de aminodcidos neutros, acidos ou basi-
COS que ndo seja um membro da classe a que pertence o amino-

dcido substituido.

252, - Método de acordo com a reivindi-
cacdo 19 caracterizado por a substituicdo ser tal que um
residuo tendo uma cadeia lateral ocupando um certo volume
espacial substitui um residuo ndo possuidor de tal tipo qde
cadeia lateral.

262, - Mé&todo de acordo com a reivin-
dicacdo 25 caracterizado por o residuo ndo possuidor de uma
cadeia lateral ocupando um certo volume espacid ser glicina

ou serina.
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278, - Método de acordo com a reivindi-
cacdo 25 caracterizado por o residuo possuidor de tal cadeia
lateral ser fenilalanina ou triptofano.

2828, - Método para a preparacdo do de-
rivado do factor de nerose tumoral de acordo com a reivindi-
cacdo 18 caracterizado por o factor de necrose tumoral estar
insolubilizado ou marcado covalentemente com um grupo deteC
tével.

298, - Método de acordo com a reivindi-
cacdo 20 caracterizado por um residuo de lisina ou de argi-
nina da proteina madura da fig. 10 ser eliminado ou substi-
tuido por um residuo de aminodcido outro que ndo de lisina e
arginina.

302, - Método de acordo com a reivindi-
cacdo 19 caracterizado por o factor de necrose tumoral ser
citotdéxico.

318, - Método para a preparacdo de
uma composicdo caracterizado por se incluir na referida
composicdo factor de necrose tumoral e pelo menos uma outra
proteina homéloga desde que a quantidade dessa outra pro-
teina hom6loga seja predeterminada e a composicdo ndo possua
outras proteinas homélogas em quantidades que ndo sejam
predeterminadas.

328, - Método de acordo com a reivindi-
cacdo 31 caracterizado por o factor de necrose tumoral estar
absolutamente isento de contaminacdo com proteina homéloga.
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3328, - Método de acordo com a rei-
vindicacdo 18, 19, 31 ou 32 caracterizado por o factor de
necrose tumoral ser humano.

342, - Método de acordo com as rei-
vindicacdes 31 ou 32 caracterizado por o factor de necrose
tumoral ser um mutante citotéxico da proteina da fig. 10
madura.

358, - Métodomra a preparacgdo
de uma composicdo caracterizado por se incluir na referida
composicdo factor de necrose tumoral de uma dada espécie
e um componente de uma célula que ndo seja dessa espécie,
componente esse que & fisiologicamente aceitdvel quando da
administracdo a pacientes.

362, - Método de acordo com a reivin-
dicacdo 35 caracterizado por o componente ser uma proteina
procariftica.

372, - Método para a preparacao
de uma composicdo caracterizado por se incluir na referida
composicdo uma célula contendo factor de necrose tumoral

heterélogo.

382, - Método de acordo com a rei-
vindicacdo 37 caracterizado por a célula ser um procariota
ou eucariota inferior e o factor da necrose tumoral ser
humano. )
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398, - Método de acordo com a reivin-
dicacdo 38 caracterizado por o factor de necrose tumoral
estar maduro.

408, - Método de acordo com a reivin-
dicacdo 38 caracterizado por o factor de necrose tumoral
ser um mutante.

412, - Método de acordo com a reivin-
dicagdo 37 caracterizado por se incluir ainda na referida com
posicdo um meio nutritivo.

422, - Método de acordo com as reivin-
dicac¢fes 19, 32 ou 35 caracterizado por se incluir ainda
na referida composicdo uma quantidade predeterminada de um
veiculo fisiologicamente aceitdvel seleccionado do grupo
constituido por tampbfes, anti-oxidantes, agentes de quelacdo,
polipeptideos de baixo peso molecular, proteinas, aminodci-
dos, agucares, tensioactivos aniénicos ou respectivas mis-
turas.

432, - M&todo de acordo com as reivindi
cacBes 19, 32 ou 35 caracterizado por a referida composigdo
ser liofilizada.

442, - Método para a preparacdo de
DNA codificador do factor de necrose tumoral mutante da reivin
diacdo 19, caracterizado por se proceder a sintese quimica,
por rastreio de produtos de transcricdo reversa ou de cul-
turas de linha celular, ou por rastreio de bibliotecas geno-
micas a partir de qualquer célula.
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452, - Método para a preparacdo de DNA

codificador do factor de necrose tumoral, em que o refe-

rido DNA ndo possui intrdes, caracterizado por se aplicar

o método da reivindicacdo 44.

462, - Método para a preparacdo de
DNA codificador de factor de necrose tumoral sem sequéncias
ladeantes codificadoras de outras proteinas do organismo
de onde deriva o DNA, caracterizado por se aplicar o método
da reivindicacdo 44.

478, - Método para a preparacdo de DNA
sintético codificador do factor de necrose tumoral,DNA esse
que possui um nucleotideo substituido ndo encontrado na po-
sicdo correspondente no DNA codificador do factor de necrose
tumoral tal como & encontrado na natureza, caracterizado por
se aplicar o método da reivindicacdo 44.

482, - Método para a preparacdo de DNA
codificador de uma fusdo do factor de necrose tumoral com
um outro polipeptideo, caracterizado por se aplicar o método

da reivindicacdo 44.

493, . Método para a preparagdo de DNA
de acordo com a reivindicacdo 48 caracterizado por o outro
polipeptideo ser bacteriano ou de eucariota inferior.

502, - Método para a preparacdo de DNA
& acordo com a reivindicacdo 48 caracterizado por o outro
polipeptideo ser um "condutor" de secre¢do heteré6logo.

512, - Método para a preparacdo de DNA
& acordo com a reivindicacdo 50 caracterizado por o condu-
tor ser um condutor de E. coli.
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522 - Método para a preparacdo de DNA
de acordo com a reivindicacdo 51 caracterizado por o condu-
tor ser o da enterotdxina STII de E.coli.

5328, - Método para a preparacdo de DNA
codificador do factor de necrose tamoral ligado a um vector
replicdvel, caracterizado por se aplicar o método da reivin-
dicacdo 44,

543, - Método para a preparacdo de DNA
de acordo com as reivindicacles 44, 45, 46, 47 ou 48 carac-
terizado por o DNA estar presente na vector replicével.

553, - Método para a preparacdo de DNA
de acordo com a reivindicacdo 54 caracterizado por o vector
ser um plasmideo ou virus.

563, - Método para a preparacdo de DNA
codificador de factor de necrose tumoral, ou de um seu frag-
mento, o qual estd covalentemente marcado com uma substdncia
detectdvel, caracterizado por se aplicar o método de reivin-
dicacdo 44.

5728, - Mé&todo para a preparagdo de DNA
de acordo com a reivindicacdo 56, caracterizado por a subs-
tdncia detectdvel ser um grupo fluorescente, um &tomo radioac-
tivo ou um grupo quimioluminescente.

582, - Método de ensaio caracterizado
por se fazer o contacto de DNA marcado da reivindicacdo 56
com um fragmento de DNA a ser testado nas condi¢des necessdri-
as & hibridacdo dos dois fragmentos e determinagdo do grau de
hibridacdo.
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592, - Célula cwacterizada por ser trans
formada com o DNA da reivindicacdo 54.

602, - Método caracterizado por se
fazer a cultura da célula da reivindicacdo 59, permitindo
a acumulacdo do factor de necrose tumoral na cultura e re-
cuperacdo do produto.

612, - M8&todo caracterizado por se
fazer a obtencdo de DNA que codifique factor de necrose tu-
moral e tratamento do DNA para eliminar, substituir ou in-
serir um nucleotideo predeterminado correspondente a um nu-
cleotideo presente na sequencia do DNA.

622, - Método de acordo com a reivin-
dicacdo 61 caracterizado por o nucleotideo ser seleccionado
de modo a n3o alterar a sequéncia de aminodcidos codificada

pelo DNA.

632, - Método de acordo com a reivindi-
cacdo 61 caracterizado por o tratamento incluir a substitui-
cdo de um fragmento do DNA por um oligodepxirribonucleotideo

sintético.

642, - Método de acordo com a reivin-
dicacdo 61 caracterizado por a substituic¢do originar um
coddo tendo uma preferencia de célula hospedeira.

652, - Método para a preparagdo de uma
composicdo caracterizado por se incluir na referida composi-
cdo o factor de necrose tumoral e um interferdo.

662, - Método de acordo com a reivin-
dicacdo 65 caracterizado por a referida composicdo ser isen-
ta de outros polipeptideos citotbxicos.
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678. - Método de acordo com a rei-

vindicacdo 66 caracterizado por a referida composicdo ser
isenta de células ou proteinas do plasma contaminantes.

682, - Método de acordo com a reivin-
dicacdo 65 caracterizado por se incluir ainda, na referida
composicdo, um tampdo, um antioxidante, um polipeptideo de
baixo peso molecular, uma proteina, um aminodcido, um acucar
ou um tensioactivo anibnico fisiol6gicamente aceitavel ou
suas misturas.

692, -Método de acordo com a reivin-
dicacdo 65 caracterizado por a referida composicdo ser lio-
filizada.

702, - Método de acordo com a reivin-
dicacdo 65, caracterizado por a referida composigdo ser hu-

mana.

712, - Método de acordo com a reivin-
dicacdo 65, caracterizado por a referida composicdo ser isen
ta de linfotoxina contaminante.

728, - Método de acordo com a reivin-
dicacdo 65 caracterizado por o interferdo ser interferdo gama

732. -Método de acordo com a reivin-
dicacdo 18 caracterizado por o factor de necrose tumoral ser
outro que ndo o factor de necrose tumoral de coelho.

742, - Método de acordo com a reivin-
dicacdo 19, caracterizado por o factor de necrose tumoral mu
tante ser outro que ndo um factor de necrose do tumoral huma-
no em que os residuos da terminagdo aminica Vall -Arg2 sdo
eliminados.
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758, - Método de acordo com a reivindi-
cacdo 19 caracterizado por o residuo Arg 32 ser eliminado.

762, - Método de acordo com a reivindi-

cacdo 19 caracterizado por o residuo Arg 32 ser substituido
por histidilo.

Lisboa, 3 de Julho de 1985
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