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T4 SOLUVEILS"

DESCRICAQ

Campo Tecnico da Invencao

A presente invencao refere-se a sequéncias de DNA, mola-
culas de DNA recombinante e processos para a producio de protei-
nas T4 soluveis. Mais particularmente, a presente invencio refe
re-se a sequencias de DNA que s3o caracterizadas pelo facto de
codificarem, na expressao em um hospedeiro unicelular apropriado,
para formas soliveis de T4, 0 receptor na superficie de linfoci-
tos T4+ ou seus derivados. De acordo com a presente invencio |,
as sequencias de DNA, moléculas de DNA recombinante e processos
desta invencao podem ser utilizados para produzir Ty solavel es-
sencialmente isenta de outras proteinas de origem humana. Esta
proteina soldvel pode, depois, vantajosamente ser utilizada em
composicoes imunoterap@uticas, pirofilacticas e de diagndstico e

em metodos da presente invencio.

As composi¢Oes imunoterapeuticas baseadas em proteinas
Ty soluveis e os métodos da presenta invencdao s3o utilizaveis no
tratamento de doentes imunodeficientes que sofram de doencas pro
vocadas por agentes infecciosos cujos alvos primarios siao os Tin
focitos T4+. De acordo com uma forma de realizacao preferida ,

a presente invencao refere-se a composicoes que contém proteinas
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Ty solUiveis e a métodos que sao utilizaveis na prevencao, trata-
mento ou deteccao do sindroma da imunodeficiencia adquirida, com

plexos relacionados com a SIDA e infeccao de HIV,

ESTADO DA TECNICA

A classe de celulas imuno-reguladoras conhecidas como 1lin
focitos de celulas T pode ser dividida em duas grandes classes fun
cionais, compreendendo a primeira classe celulas indutoras ou auxi
liares - que regulam a proliferacao de células T, a libertacao de
linfoquina e as interaccoes de celulas auxiliares para libertacao
de Ig e compreendendo, a segunda classe celulas supressoras ou ci-
totoxicas - que participam na eliminacdo regulada de células T e
supressao de resposta imune. Em geral, estas duas classes de lin
focitos distinguem-se pela expressao de uma das duas glicoproted-
nas de superficie: T4 (peso molecular 55000 - 62000 daltons) que
e expresso em celulas indutoras ou auxiliares, provavelmente como
uma proteina monomerica ou Tg (peso molecular 32000 daltons) que
g expressa em celulas supressoras ou citotoxicas T como uma pro-

teina dimerica.

As estruturas primarias de Ty e T8 foram deduzidas a par-
tir das respectivas sequencias de cDNA [P. J. Maddon et al., "The
isolation and Nucleotid Sequence of a cDNA Encoding the T Cell
Surface Protein T4: A New Member of the Immunoglobulin Gene Fami-
Ty", Cell, 42, pags. 93-104 (1985); D. R. Littman et al., "The
Isolation and Sequence of The Gene Encoding T8: A Molecule defi-
fining functional Classes of T Lwmphocytes", Cell, 40, pags.237-46

(1985)1. Ambas as sequéncias de proteinas citadas definem molecyu



Tas com dominios esperados para antigenes de superficie, incluin-
do dominios de transmembranas e intracitoplasmicos na extremidade
carboxilica da proteina. Além disso, ambas as proteinas contém

uma regiao terminal amino que apresenta uma impressionante homolo
gia para imunoglobulina e regides variaveis receptoras de células
T e que podiam funcionar durante o reconhecimento de celulas alvo

[ Maddon et al., supral].

Em individuos imunocompetentes, os 1infdcitos T4 interac-
tuam com outros tipos de celulas especializadas do sistema imune
para conferir imunidade ou proteger contra 1nfecc§o [ E. L. Rei-
nherez e S. F. Schlossman, "The Differentiation Function of Human
T-cells", Cell, 19, pags. 821-27 (1980)]. Mais especificamente,
os linfocitos T4 estimulam a producao de factores de crescimento
que sao criticos para um sistema imune funcional. Por exemplo ,
actuam para estimular células B, os descendentes de c&lulas de as
cendéncia hemopoiética, que promovem a producdo de anticorpos de-
fensivos. Também activam macrofagos ("c&lulas assassinas") para atacal
celulas hospedeiras infectadas ou células hospedeiras anormais ,
sob outro aspecto, e induzem mondocitos ("ceélulas necroforas")

para cercar e destruir microbjos invasores.

Verificou-se que o alvo primario ou receptor de certos
agentes infecciosos e a proteina de superficie T4. Estes agentes
incluem, por exemplo, virus e retrovirus. Quando os linfdcitos
T4 sao expostos a tais agentes, tornam-se nao funcionais. Como
consequencia, o sistema de defesa imune complexo do hospedeiro

e destruido e o hospedeiro torna-se susceptivel a uma vasta gama

de infeccOes oportunistas.

Essa imunossupressao foi observada em doentes que sofrem



do sindroma da imuno deficiencia adquirida ("SIDA"). A SIDA & uma
doenca caracterizada pela imunossupressao aguda ou total e suscep
tibilidade actual do hospedeiro a uma vasta gama de infecgoes e
doencas oportunistas. Nalguns casos, a infeccdo da SIDA & acompa
nhada por perturbac¢des do sistema nervoso central. A manifestacao
total cTinica da SIDA & normalmente precedida pelo complexo rela-
cionado com a SIDA ("ARb“), um sindroma que & acompanhado por sin
tomas, tais como, linfadenopatia generalizada persistente, febre

e perda de peso. 0 virus da imunodeficiencia humana ("HIV") retro
virus e considerado como o agente etioldogico responsavel pela in-
feccao da SIDA e o seu precursor, "ARC" M. G. Sarngadharan et al.,
"Detection, Isolation and continuos Production of Cytopathic Re-
troviruses (HTLV-III) from Patients with AIDS and Pre-AIDS",
Science, 224, pags. 497-508 (1984).

Entre 85 e 100% do teste da populagao AIDS/ARCS seroposi-
tiva para HIV G. N. Shaw et al., "Molecular Characterization of
Human T-Cell Leukemia (Lynphotropic) Virus Type III in the Acqui-
red Immune Deficiency Syndrome", Science, 226, pags. 1165-70 (1984).

0 numero de adultos, nos Estados Unidos, infectados com HIV tem

* Neste pedido de patente de invencao, utﬁlizar-se—é a expres
sao virus da imunodeficiencia humana ("HIV"), que & a deSignacao
generica adoptada pelo subcomite de retrovirus humano de Inter-
national Committee on Taxonomy of Viruses, para,idehtificar 0s
isolados independentes a partir dos doentes da SIDA, incluindo os
virus linfotropicos de celulas T' humanas, do tipo III, ("HTLV-
-II1"), virus associados a Tinfodenopatia ("LAV"), virus da imu-
nodeficiencia humana, do tipo 1, ("HIV-1") e retrovirus associados

R SIDA ("ARV").
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sido estimado entre 1 e 2,5 milhoes D. Barnes, "Strategies for
an AIDS Vaccine", Science, 233, pags. 1149-53 (1986); M. Rees,
"The Sombre View of AIDS", Nature, 326, pags. 343-45 (1987) . Es-
tas estimativas incluem 64900 individuos que ndo pertencem a um
grupo identificado de risco para a SIDA S.L. Sivak and G.P.
Wornser, "How Common is HTLV-III Infection in de United States?",

New Eng. J. Med., 313, pags. 1352 (1985) . A taxa-anual aparente

de diagnostico para as pessoas infectadas com o virus HIV esta
compreendida entre 1 e 2% - uma taxa que pode aumentar significa-

tivamente nos proximos anos.

0 genoma do retrovirus, tal como HIV, contem tres regides
que codificam as proteinas estruturais. A regido gag codifica pro
teinas do nucleo do virido. A regido pol codifica o DNA polimera-

se dependente do viriao RNA (transeriptase inversa).

A Regiao env codifica a glicoproteina principal que se en
contra no revestimento da membrana do vTrus e na membrana - cito-
plasmica das celulas infectadas. A capacidade do virus para -se
Tigar aos receptores das celulas alvo e para provocar a fusao das
membranas de celulas esta relacionada com duas propriedades do
HIV controladas pelo gene env. Estas propriedades sao aceites pa-

ra se estabelecer uma regra fundamental na patogenese do virus.

As proteTnas eny de HIV resultam de um polipeptido precur
sor que, na forma madura, e cindida em uma proteTna da membrana
exterior glicosilada pesada de cerca de 481 aminoacidos - gp 120 -
e uma  proteina de transmembrana mais pequena, com cerca de 345
aminoacidos, que pode ser glicosilada - gp 41 L. Ratner et al.,

“Complete Nucleotide Sequence of de AIDS Virus, HTLV-III", Nature,
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HIV esta associada com c&lulas que produzem a glicoproteina Ty

313, pags. 277-84 (1985). A variedade de hospedeiros do virus

de superficie. Essas células incluem 1infGcitos T, e celulas do
cerebro P, J. Maddon et al., "The Tq Gene Encodes the AIDS Virus
Receptor and is Expressed in the Immune System and the Brain",

Cell , 47, pags. 333-48 (1986}, ApBs a infecgao de um hospedeiro

pelo virus HIV, os linfocitos T, tornam-se nao funcionais, A pro-
gressao dos sindromas SIDA/ARCS pode ser correlacionada com a de
plegcao dos linfocitos T4+ que revetam a glicoproteina da superfi
cie de.T,.  Esta depTecdo de cElulas T com subsequente compromis
so imunologico pode ser atribuida a ambos os ciclos recorrentes
de infeccao e crescimento 1itico a partir da propagacao do virus
aumento mediado pelas células, Alem disso, as observacoes cl17-
nicas sugerem que o virus HIV @ directamente responsavel pelas
perturbagoes do sistema nervoso central verificadas em muitos

doentes com SIDA,

0 tropismo do virus HIV para células T4+ e aceite como
sendo atribuido ao papel desempenhado pela glicoprotefna da su-
perficie das celulas T, como o receptor do virus ligado d membra
na. Porque as células T, se comportam como o receptor do virus
HIV, a sua sequencia extracelular tem provavelmente uma accao di
recta na ligacao A0 HIV, Mais especfficamente, admite=se que o
revestimento de HIV se T1iga selectivamente ao(s) epitope(s) de
T4» utilizando esta interaccao para iniciar a entrada na celula
hospedeira A.G, Dalgelish et 51., "The CDg (T4) Antigen is an
Essential Component of the receptor for the AIDS Retrovirus” ,
Nature , 312, pags., 763-67 (1984); D, Klatsmann et al,, "T. - Lyn-
phocyte T, Molecule Behaves as the Receptor for Human Retrovirus

LAV", Nature , 312, pags, 767~68 (1984), Por consequéncia, acre-=
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dita-se que a expressao celular de T4 seja suficiente para liga-
cao de HIV, com a proteina de T4 servindo como um receptor para

0 virus de HIV.

0 tropismo de T4 do virus de HIV foi demonstrado in vitro.
Quando o virus de HIV isolado dos doentes com SIDA & cultivado
em conjunto com Tinfocitos auxiliares T pré-seleccionados para a
superficie de Tys 05 Tinfocitos sdo infectados de modo eficiente,
provocam efeitos citopaticos incluindo formacdao de "Synaytia" mul
tinuclear e sao mortos por crescimento 1itico D. Klatzmann et
al., "Selective Tropisme of Lynphadenopathy Associated Virus (LAV)
for Helper - Inducer T Lynphocytes", Science, 225, pags. 59-63
(1984); F. Wong-Staal and R.C. Gallo, "Human T-Lynphotropic Retro
viruses", Nature, 317, pags. 395-403 (1985) . Foi demonstrado que
uma versao de CDNA clonado de celulas T4 humanas, quando expres-
sas na superficie de celulas transfectadas a partir de estirpes
de celulas ndao-T, incluindo células de murina e fibroblastroides,
dota essas celulas com a capacidade de Tigar HIV P.J. Maddon et
al., "The T4 Gene Enclodes the AIDS Virus Receptor and is Expres-
sed in the Immune System and the Brain", Cell, 47, pags.333-48
(1986)

Durante o curso da infecgao de HIV, o hospedeiro desenvol
ve uma resposta imune humoval e uma resposta imune celular para
o virus. Estas respostas incluem o aparecimento de anticorpos que
ligam a um nﬁmero de produtos virais e que exibem efeito neutra-
lizante ou fungOes citotoxicas celulares dependentes de anticor-
pos M. Guroff-Robert et al., "HTLV-III - Neutralizing Antibodies
in Pacients With AIDS and AIDS-Related Complex", Nature, 316, pags.
72-74 (1985); D.D.F. Barin et a].,r"Virus Virus Envelope Protein
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of HTLV-IIT Represents Major Target Antigen for Antibodies = id’
AIDS Patients", Science, 228, pags.1094-96 (1985); A.H. Rook et
al., "Sera from HTLV-III/LAV Antibody Positive Individuals Media-
te Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity Against HTLV-III/LAV
Infected T Cells", J. Immunol., 138, pags. 1064-68 (1987) . Os

Epitopes do revestimento de HIV foram identificados como determi-
nantes importantes para extrair uma resposta neutralizante de an-
ticorpo. E os determinantes na actividade ("ADCC") de citotoxici-
dade celular dependente de anticorpo incluem env de HIV e, possi-

velmente, epitopes gag.

Nao se dispondo de tratamentos eficazes para a SIDA, tem-
-se concentrado muitos esforgos na prevencao da doenca. Essas me-
didas preventivas incluem a pesquisa de anticorpos de HIV em to-
dos os dadores de sangue, orgdos e sémen e a educagao de grupos

de risco elevado para a SIDA, em relagao a transmissio da doenca.

Tratamentos experimentais ou clinicos prévios da SIDA e
das condicoes ARCS tem incluido a administracao de drogas antivi-
rais, tais como HPA-23, fosfonoformato, suramina, ribavirina,
azidotimidina ("AZT") e dideoxicitidina, que interferem aparente-
mente com a replicagao do virus atraves de inibicao de transcrip-
tase inversa. Embora cada uma destes férmacos exiba actividade
contra HIV in vitro, apenas AZT demonstrou beneficios potenciais
em experiéencias clinicas. Contudo, a administracao de AZT em quan
tidades eficazes tem sido acompanhada por efeitos secundérios in-
desejaveis e debilitantes, tais como depressao da medula Ossea.

E obvio, por consequencia, que a toxicidade hematoldgica seja um
factor principal de limitacao na utilizacdo prolongada da AZT.

Outros metodos propostos para o tratamento da SIDA foram realca-



dos no desenvolvimento de agentes que possuem actividade contra
as fases no ciclo replicativo viral com excepcao da transcricgao
inversa. Esses métodos incluem a administracao de interferdes ou
a aplicagao da tecnologia do hibridoma. A maior parte destas es-
trategias de tratamento sao supostas requererem a co-administra-

cao de imunomoduladores, tais como a interleuquina-2.

Hoje, torna-se necessario o desenvolvimento de agentes e
metodos imunoterapeuticos para o tratamento da SIDA, ARCS, infec-
cdo de HIV e outras imunodeficiencias provocadas pela deplecao ou

anormalidades dos linfocitos T.

Descrigao da Invencao

A presente invencao soluciona os problemas referidos an-
tes, proporcionando, em grandes quantidades, células T4 soliyeis
e seus derivados soluveis que actuam como receptores para agentes
infecciosos cujo alvo primério e a proteina de superchie T4 de
linfocitos T4+. Vantajosamente, esta invengdo proporciona tambem
celulas T, soluveis essencialmente livres de outras proteinas de
origem humana e sob uma forma que ndo & contaminada por virus,

tais como os virus HIV ou da hepatite B.

Como se vera na descricdo que se segue, as sequencias de
DNA e as moleculas de DNA recombinante desta invencao sao capazes
de dirigir, em umhospedeiro apropriado, a producdo de celulas T4
soluveis ou de derivados correspondentes. Os polipeptidos da pre-
sente invengao sao eficazes quer quando produzidos no hospedeiro
quer apos subsequente derivagio ou modificacao, em uma variedade

de composigOes imunoterapeuticas e metodos para tratamento de do-



entes imunodeficientes que sofrem de doencas provocadas por agen-
tes infecciosos cujos alvos primérios sdo os linfocitos T4+. De
acordo com varias formas de realizacao desta invencao, tais compo
sicoes e metodos relacionam-se com um receptor solivel para HIV,
proteinas de ceélulas Ty soluveis e polipeptidos e anticorpos cor-
respondentes. As proteinas de celulas T4 soluveis e os polipepti-
dos desta invengao incluem formas monovalentes, bem como poliva-

lentes.

As composicoes e metodos desta invencao relativos a pro-
teTnas T4 soluveis, polipeptidos ou peptidos e anticorpos corres-
pondentes, sao particularmente eficazes para a prevengEo, trata-
mento ou deteccao das infeccoes SIDA e ARC relacionadas com HIV.
Mais especificamente, as composicOes e metodos desta invengao relativc
a celulas T4 soluveis utilizam polipeptidos semelhantes a celulas
T4 soluveis - polipeptidos que interferem vantajosamente com a
interaccao T4/HIV por bloqueamento ou mecanismos de Tigacdo compe
titivos que inibem a infeccao de HIV de celulas que expressam a
proteina de superficie de celulas T,. Estes polipeptidos semelhan
tes a celulas T, soluveis inibem a adesdo entre Tinfocitos T4+ e
agentes infecciosos os quais atingem Tinfocitos T4+ e inibem a
interacgdao entre linfocitos T4+ e antigenes que apresentam célu-
las e alvos de Tinfocitos T4+ mediadores de morte. Actuando como
receptores de virus solluveis, as composicoes da presente invengao
‘podem ser utilizadas como agentes terapeuticos antivirais para
inibir a Tigacao HIV a celulas T4+ e a formacao de "syncytium"

induzida de modo viral ao nivel da ligacao do receptor.

A presente invencao consegue estes objectivos proporcio-

nando sequencias de DNA que codificam na expressao, em um hospe-
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deiro unicelular apropriado proteinas T4 soluveis* e derivados so

Tuveis correspondentes.

A presente invencao tambem proporciona moléculas de DNA
recombinante que contem essas sequencias de DNA e hospedeiros uni
celulares transformados por elas. Esses hospedeiros permitem a
producao de grandes quantidades de novas proteTnas'T4 soluveis ,
polipeptidos, peptidos e derivados desta invencao para utilizacao
numa larga variedade de métodqs e composicoes terapeuticos, profi

laticos e de diagnodstico.

As sequencias de DNA da presente invencdo s3ao selecciona-

das do grupo que consiste em:

(a) dinser¢oes de DNA de p199-7, pBG377, pBG380, pBG381,
p203-5, pBG391, pBG392, pBG393, pBG394, pBG395, pBG396, pBGE397,
p211-11, p214-10 e p215-7;

(b) As sequencias de DNA que hibridizam uma ou mais das
insercoes de DNA referidas antes e que codificam na expresséo pa

ra um polipeptido semelhante a celulas T4 soluveis; e

* Neste pedidod de-patente de 1nvencao, as designagoes
"proteina solhvel T,", "c&lula T, solivel" e "polipeptidos seme
Thantes a cé1u1as-T4 soliveis" incluem todas as proteinas, proted
nas T4 soluveis naturais ou recombinantes ou. derivados soluveis
correspondentes e sao caracterizados pela actividade imunotera-
peutica (anti-retroviral) ou imunogenica de proteinas Ty sollveis.
Inctuem compostos semelhantes a celulas T4 soluveis de uma varie-
dade de origens tais como proteinas Ts soluveis derivadas de fon

tes naturais, proteinas Ty soluveis recombinantes .e proteinas Ty

soluveis sinteticas ou semi-sinteticas.
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(c) sequencias de DNA que codificam na expressao para um
polipeptido semelhante a ce@lulas Ty solliveis codificadas na expres
sao por uma qualquer das insercoes e sequéncias de DNA referidas

antes.

De acordo com uma forma de realizac3o alternétiva, a pre-
sente inven¢ao descreve, tambem, uma sequéncia de DNA que-compre-
ende a 1hserc50 de DNA de p170-2, insercao. que codifica na exprég
sao para um polipeptido semelhante a Tpe E, esta invenc%o,também
descreve moleculas de DNA recopbinantes e processos para a produ-

cao de proteinas T4 que utilizam essa sequencia de DNA.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 e uma auto-radiografia que representa a purifi
cacao da proteina T, a partir de células 4937 mediante cromatogra

fia de imunoafinidade.

A Figura 2 representa a auto-radiografia e os dados da man
-cha de Western que demonstram que a proteina T4 natural solubili-
zada, purificada por imunoafinidade se liga 5 proteina de revesti

mento de HIV,.

A Figura 3 representa a sequéncia nucleotida e a sequén—
cia de aminoacidos derivada de CDNA T4 obtida a partir do clone
203-4 de PBL. Nesta figura, os aminoacidos sdo representados por

codigos simples como se seguem:

Phe : F Leu L ITe ¢ 1 Met : M
Val : V¥ Ser S Pro : P Thr = T
Ala : A Tyr Y His : H Gln : Q



Asn : N Lys = K Asp : D Glu : E
Cys : C Trp : W Arg : R Gly : G

* = posigao na qual esta presente um codao de paragem.

Na Figura 3 o infcio da translacao da proteina T, (AA_23)
esta localizado na metionina nos nucleotidos 201-203 e o terminal

N maduro esta localizado na hisina (AA3) nos nucleotidos 276-278.

A Figura 4 & uma representacdo esquematica da.construcio

dos clones pBG312. T4 de cDNA (tambem chamados p171-1 e p170-2).

A Figura 5 & uma representacdo esquematica da construgdao

do plasmideo pEC100.

A Figura 6 representa comparacoes de aminoacidos nas posi

coes 3,64 e 231 de varios clones de cDNA de T4.

As Figuras 7A e 7B representam a estrutura do dominio da

proteina Ty» purificada e de mutantes Ty solliveis recombinantes.

As Figuras 8A-8D sao representacfes esquematicas de cons
trucGes de varios plasmideos intermédios e outros plasmideos uti
lizados para exprimir T, soluvel recombinante ("rs T4") de acor-

do com a presente invencao.

A Figura 9A & uma representagao esquematica da constru-

¢ao do plasmideo p199-7.

As Figuras 9B e 9C sao representacdes esquematicas da cons

trucao do pTasdeeo p203-5,
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A Figura 10 representa os Tligantes dos oligonucledotidos
. e} e s - . ~ X
sinteticos utilizados em varias construgoes de acordo coma presen

te invencao.

A Figura 11 descreve a sequencia de nucledtidos do plasmi
deo total definido por p199-7 (P2 mutet. rs T4) e a sua insercao
rs T,. 2 ea sequencia de aminoacidos deduzida a partir da sequen
cia de rs T4. Isto inclui a fita ("cassete") Clal-Clal que defi

ne a sequencia codificante de rs T4.2 perfeita Met.

A Figura 12 representa uma analise da mancha de proteina

de uma inducao da expressao de rs T,-2 a partir de $G936/p199-7.

A Figura 13 & uma representacdo esquematica da construgao

do plasmideo pBG368.

As Figuras 14A-14C sao representacoes esquematicas de congs

trucoes de varios plasmideos de acordo com a presente invencao.

A Figura 15 representa a sequencia de nulceotidos do plas

mideo pBG397T.

A Figura 16 representa a sequencia de nucledtidos do plas
mideo pBG392. Nesta figura, o infcio da translagdo da protéina
T4 (AA_23) esta Tocalizado na metionina nos nucledotidos 1207-1209
e o terminal N maduro esta localizado na lisina (AA;) no nucleoti

do 1281-84.

A figura 17 & uma representacgdao esquematica de construcdes

de varios plasmideos de acordo coma presente invencdo.

A Figura 18 descreve os ligantes dos oligonucledtidos sin
teticos utilizados em varias construcdes de acordo com a presente

invencao.



A Figura 19

mideo pBG394.

A Figura 20

mideo pBG396.

A Figura 21
mideo pBG393.

A Figura 22

mideo pBG395.
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A Figura 23 representa um gel tingido de Coomassie de rsT4.2

purificado a partir do meio condicionado de BG380G da Tinha de ce

Tulas CHO transfectada por pBG380 do plasmideo p196-10.

A Figura 24 & uma representacao esquematica da construgao

do

A Figura 25 e

do plasmideo pBG394.

A Figura 26 e

do plasmideo p211-11

A Figura 27 e

do plasmideo p215-7.

A Figura 28 &

do plasmideo p218-8.

plasmideo p196-10.

uma

uma

uma

uma

representacao

representacgao

representagao

representacao

esquematica da.construcao

esquematica da construcao

esquematica da construgao

esquematica da construcio

A Figura 29A representa um gel tingido de Coomassie de

rsT,.113.1 purificado a partir do meio condicionado de E. coli

transfectado de pBG211-11.
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A Figura 29B e uma auto-radiografia que mostra uma anali-

se da mancha de Western de rsT,.113.1 expressa em E. coli.

A Figura 30, painéis (a)-(c), representa a purificacao do

rs.T4.]13.1 a partir de transformantes de E. coli.

A Figura 31, painéis (a)-(c), representa a redrobagem de

rs.T4.113.1 purificado.

A Figura 32 e uma auto-radiografia que mostra a imunopre-
cipitacao de Tinhas de celulas CHO marcadas metabolicamente com

358 que produzem T4 soluvel recombinante.

A Figura 33 mostra uma analise da imuno-mancha de linhas

de celulas C0S7 que produzem T4 solivel recombinante.

Na Figura 34 representam-se graficamente os resultados de
um ensaio de competigao entre rsT4.113.1 e rsT4.3 para se ligarem

a OKT,A ou OKT4.

4

Nas Figuras 35-37 representam-se graficamente os resulta-
dos dos ensaios de competicao entre rsT4.111 e rsT4.3 para se 1li-

garem, respectivamente a OKT4A, Leu-3A e OKT4.

Na Figura 38 representa-se graficamente um ensajo ELISA

para rsT4.113.1 a partir de transformantes de E. coli.

Na Figura 39 representam-se graficamente os resultados de
um radio-imunoensaio de p24 utilizando Ty soluvel recombinante

de acordo com a presente invencao.

Nas Figuras 40 e 41 apresentam-se os resultados dos en-

saios de inibicao de "syneytia", utilizando proteinas Ty soluveis

recombinantes de acordo com a presente invengao.
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A Figura 42 e uma representacdo esquematica da construcao

do plasmideo pBiv. 1.

A Figura 43 representa a proteina Ty soluvel recombinante

bivalente produzida por pBiv. 1.
DESCRIGCAO PORMENORIZADA DA INVENCAO

Isolou-se as sequencias de DNA de acordo com a presente
invencao a partir de duas bibliotecas: uma Biblioteca de cDNA de
79t derivada da linha de celulas tumorais T REX e uma biblioteca
de cDNA de lgt 10 derivada dos linfocitos do sangue periférico-.
Porem, podia-se tambem ter utilizado bibliotecas preparadas a par-
tir de outras celulas que expressam T4. Estas incluem, por exem-
plo, H9 e U937. Pode-se tambem utilizar um banco genomico humano

para isolar varios fragmentos do gene T4.

Para sondar estas bibliotecas, utilizou-se uma serie de son
das de DNA de oligonucledtidos anti-sensacdao sintetizadas quimica

mente baseadas na sequencia de proteinas Ty descritas em Maddon et

al.. (1985), supra.

Para a sondagem, hibridizou-se as sondas de oligonucledti
dos com as bibliotecas de cDNA de acordo com a présefite’ inven-
gcao utilizando um ensaio de sondagem de hibridacao de placas. Se=
leccionaram-se clones que se hibridizam com varias sondas de acora
do com a presente invencdo e apos isolamento e subclonagdao das in
sergoes de cDNA dos clones seleccionados nos plasmideos, determi-
nou-se as suas sequencias de nucledtidos e comparou-se as sequén-

cias de aminoacidos deduzidas dessas sequencias de nucleotidos pa-

ra as sequencias de aminoacidos referidas em Maddon et al. (1985),
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supra, Como um resultado destas comparagdes, determinou-se que
todos os clones seleccionados se caracterizavam por insercoes de

cDNA que codificam para sequencias de amino3dcidos de T4 humano,

Representa-se na Figura 3 a sequéncia de nucledtidos de
cDNA de Ty de comprimento toal obtida a partir do clone deposita
do p170-2 e a sequencia de amino3cidos deduzida a partir dela,
Essa sequencia de cDNA foi submetida subsequentemente a mutagéne

se dirigida ao Tocal in vitro e a substituicao do fragmento de

restricao de forma a que a sua sequéncia de cDNA fosse identica 4

descrita por Maddon et al,

Apos a modificacdo da sequencia de cDNA de T, de forma a
ficar identica a de Maddon et al., cortaram-se amostras em varios
lTocais para remover as regioes de codificacao dos doanTosrintrg
citoplasmico e de transmembrana. As sequéencias de cDNA restantes
codificaram uma T, solivel que reteve a regiao extracelular con-

siderada responsavel pela Tigacdo com HIV,

Construiu-se depois v=rios clones caracterizados por es-
sas insercgoes de cDNA g-e codificam para T, sollvel humano, Es-
sas sequencias de cDNA podem ser utilizadas numa grande variedade
de processos de acordo com a presente invencdo. Mais em particu-
lar, essas séquéncias ou as suas porcdes ou copias sintéticas ou
semi-sinteticas podem ser utilizadas como sondas de DNA para sondar
outros cDNA humanos ou de animais ou bibliotecas gendmicas para
se]eccionar por hibridacao outras sequéncias de DNA que estao rela
cionados com T, solUvel, Tipicamente, as condicdes de hibridagdo
convencionais, por exemplo, cerca de 20° a 27° ¢ abaixo de Tm sdo

utilizadas nessas seleccdes. Porém, podem ser necessarias condi-



coes menos severas quando a. biblioteca & sondada com uma sonda

proveniente de especies diferentes das especies a partir das quais
a biblioteca deriva, por exemplo, a sondagens de uma biblioteca

de ratinhos com uma sonda humana.

Essas insercbes de cDNA, respectivas porgoes ou copias
sinteticas ou semi-sinteticas podem tambem de ser utilizadas como
materiais iniciais para preparar varias mutacoes. Essas mutacgoes
podem ser degeneradas, isto €, a mutacao nao altera a sequéncia
de aminoacidos codificada pelo codao mutado, ou nao degenerada ,
isto & a mutacao altera a sequencia de aminoacidos codificada pe-
1o codao mutado. Ambos os tipos de mutagoes podem ser vantajosos
na produgao ou utilizacao de Ty soluvel de acordo com a presente
invencao. Por exemplo, estas mutacOes podem permitir maiores ni-
veis de producdao ou purificagdao-mais facil de Ty soluvel ou maior

actividade de T4.

Por todas estas razoes, as sequencias de DNA de acordo com
a presente invencao sao seleccionadas de entre o grupo que consis

te em:

{a) insergoes de DNA de p199-7, pBG377, pBG380, pBG381,
p203-5, pBG391, pBG392, pBG393, pBG394, pBG395, pBG396, pBG397 ,
p211-11, p214-10 e p215-7;

(b) As sequencias de DNA que se hibridizam com uma ou
mais das insercoes referidas antes e que codificam na expressao

para um polipeptido semelhante a Ty soluvel; e

(c) As sequencias de DNA que codificam na expressao pa

ra um polipeptido semelhante a T4 soluvel codificado na expressao
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por qualquer uma das insergoes e sequencias de DNA referidas an-

tes.

De preferencia as sequencias de DNA desta invencdo codifi
cam para um polipeptido escolhido de entre o grupo que consiste
em um polipeptido da formula AA_23 - AA362 da Figura 3, um poli-

peptido da formula AR

1-362 da Figura 3, um polipeptido da formula
Met -AA; _35, da Figura 3, um.polipeptido da formula ARy _374d3 Fi-
gura 3, um polipeptido da formula Met-AA1_374da Figura 3, um poli
peptido da formula AR, _377 da Figura 3, um polipeptido da formula
Met-AR; 5, da Figura 3, um polipeptido da formula AA_,, LI
da Figura 3, um polipeptido da formula AA_23 —AA377 da Figura 3

ou as porgoes correspondentes.

As sequéencias de DNA de acordo com a presente invengao co
dificam, tambem, de preferéncia, para um polipeptido escolhido
do grupo que consiste em um polipeptido da fﬁrmula AA_23 -AA]82
da Figura 16, um polipeptido da formula AA] - A182 da Figura 16,
um polipeptido da formula Met-AA, _1q4, da Figura 16, um polipepti-
do da formula AR_,3 - AA g, da Figura 16 seguido pelos aminoaci-
dos asparagina-leucina-glutamina-histidina-serina-leucina, um po-
lipeptido da formula ARy - AA]82 da Figura 16 seguido pelos amino
acidos asparagina-leucina-glutamina-histidina-serina-leucina, um
polipeptido da formula Me.’c—AA]_]82 da Figura 16 seguido pelos ami
noacidos asparagina-leucina-glutamina-histidina-serina-leucina,
um polipeptido da formula AA_23-AA]13da Figura 16, um polipepti-
do da formula AA]-AA”3 da Figura 16, um polipeptido da formula
Met-ARy 1,5 da Figura 16, um polipeptido da formula AR_,5-RA,q; da

Figura 16, um polipeptido da f6rmu1a AA1-AA]] da Figura 16, um

1
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polipeptido da formula Met-AA]_]]] da Figura 16, um polipeptido
da formula AA_23-AA]3] da Figura 16, um polipeptido da formula

AA1—AA]3] da Figura 16, um polipeptido da formula AA_ da

237145
Figura 16, um polipeptido da formula AA]-AA145,da Figura 16, um
polipeptido da formula Met-AA]_]45 da Figura 16, um polipeptido
da formula AA-ZS'AA166 da Figura 16, um polipeptido da formula

AA1-AA166 da Figura 16, um polipeptido da formula Met-AA da

1-166
Figura 16, ou porgoes correspondentes.

Adicionalmente, as sequencias de DNA desta invencao codi-
ficam para um polipeptido escolhido do grupo que constste em um
polipeptido da formula AA_23-AA362 de proteina T4 madura, um po-
lipeptido da formula AR{ 36, da proteina T, madura, um polipepti-
do da formula Met-AA]_362 de proteina T4 madura, umipolipéptide
da:fBrmula»AAT_374 da proteina T, madura, um polipeptido da for-
mula Met-AA.I_374 da proteina T, madura, um polipeptido da formu-
la AA]_377 de proteina T4 madura, um polipeptido da formula Met-
—AA]_377 de proteina T4 madura, um polipeptido da formula Met-
-ARy g4, de proteina T, madura, um polipeptido da formula AR _53-
-ARs5, de proteina T, madura, um polipeptido da formula AR 53~

-AA377 de proteina T4 madura ou .as porgoes correspondentes.

As sequencias de DNA de acordo com a presente invencao
tambem codificam para um polipeptido escolhido do grupo que con-
siste em um polipeptido da formula AR_,3-AR g, de protefna T, ma

dura, um polipeptido da formula AA,-AA de proteina T, madura,

1 182 4
um polipeptido da formula Me’c-AA]_]82 de proteina T4 madura, um
polipeptido da formula AA__23—AA]82 de proteina T4 madura seguido
pelos aminoacidos asparagina-leucina-glutamina-histidina-serina-

-leucina, um polipeptido da formula AR;-AR g, de proteina T, ma-



-22-

(.

dura seguido pelos aminoacidos asparagina-leucina-glutamina-his-
tidina-serina-leucina, um polipeptido da formula Met—AA]_]82 de
proteina T4 madura seguido pelos aminoacidos asparagina-leucina-
-glutamina-histidina-serina-leucina, um polipeptido da formula
AA_23-AA”3 de proteina T4 madura, um polipeptido da formula AA1-
-AA; ;5 de proteina T, madura, um polipeptido da formula Met-AA;-
“113 de proteina T4 madura, um polipeptido da formula AA_23—AA]1]
de proteina T4 madura, um polipeptido da formula AA]~AA1]] de
proteina T, madura, um polipeptido da formula Met-AA, 117 de pro-

teTna T,madura, um polipeptido da formula AA_ ~AA; 44 de proteina

23
T, madura, um polipeptido da formula AR -ARy4q de proteina T, ma-
dura, um polipeptido da formula Met-ARy _14q de proteTnauT4 madura,
um polipeptido da formula AR_p5-AAy,p de proteina T, madura, um
polipeptido da formula AA]--AA]45 de proteina T4 madura, um poli-
peptido da formula Met-AAy _q45 de proteina Ty madura, um polipep-
tido da formula AR _,3-RA 66 de proteina T, madura, um polipepti-
do da formula AR, -AA; co de proteina T, madura, um polipeptido da

formula Met-AA]_]66 de proteina T4 madura ou as-porgoes corres-

pondentes.

0 aminoacido de amino-terminal de proteina T4 madura iso-
Tado a partir de celulas T comeca na lisina, o terceiro aminoaci-
do da sequencia descrita na Figura 16. Por consequencia, as pro-
teTnas T, soluveis tambem incluem polipeptidos da formula AR,-
-AA377 da Figura 16 ou as porcoes correspondentes. Esses polipep-
tidos incluem polipeptidos escolhidos do grupo que consiste em um
polipeptido da formula AA3 a AA362 da Figura 16, um polipeptido
da formula AR; a AAy,, da Figura 16, um polipeptido da formula
AA3-AA]82 da Figura 16, um polipeptido da formula ARg-ARyq3 da Fi
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gura 16, um polipeptido da formula AA3—AA]3] da Figura 16, um po-
Tipeptido da formula AA3—AA]45 da Figura 16, um polipeptido da
formula AAS_AA]66 da Figura 16 e um polipeptido da formula AA3~
-AA,1; da Figura 16. As proteinas soluveis Ty tambem incluem os
polipeptidos citados antes precedidos por um grupo metionina N-

-terminal.

As construcoes da proteina T4 soluvel de acordo com a pre
sente invencao tambem podem ser produzidas'tﬁdncand@ a sequencia
da proteina T4 de comprimento total nas varias posi¢Oes para remo
ver as regioes que codificam para a transmembrana e os domTnios
intracitoplasmicos, enquanto a retencao da regiao extracelular
se considera responsavel pela 1igagdo com HIV. Mais em particular,
os polipeptidos Ty soluveis podem ser produzidos por t&cnicas con
vencionais de mutagenese dirigida por oligonucledtidos; a diges-
tao de restrigdo seguida por insercdo de ligantes; ou atacando a

parte dorsal da proteina T4 de comprimento total com enzimas.

Alternativamente, os polipeptidos a T4 soluveis podem ser
sintetizados quimicamente por técnicas de sintese de peptidos con
vencionais, tais como a sintese em fase solida R.B. Merrifield,
"Solid Phase Peptide Synthesis. I. the Synthesis of a Tetrapepti-
de", J. Am. Chem. Soc., 83, pags. 2149-54 (1963)

As sequencias de DNA de acordo com a presente invencao co -
dificam para as proteinas soluveis e os derivados que se conside-
ram ligados aos antigenes do Complexo de Histocompatibilidade Prin
cipal e glicoproteinas do revestimento de certos retrovirus tais

como HIV. De preferencia, inibem tambem, a formacdo de “syncytium"



que se considera ser o modo de propagac¢dao do virus HIV intracelu-
lar. E podem inibir a interaccao entre os linfocitos T4+ e as ce-
lulas que apresentam antigenes e alvos de celulas T4+ mediadores
da morte. De preferéncia, ainda podem inibir a adesdo entre linfo
citos T4+ e agentes infecciosos tais como os virus HIV cujos al-
vos principais sao os linfocitos T4+'

As sequencias de DNA desta invencao sdo tambem utiliza-
veis para a producao de T4 soluvel ou dos seus derivados codifi-
cados na expressao por elas nos hospedeiros unicelulares transfor
mados por essas sequencias de DNA. Como & bem conhecido na teécni-
ca, para a expressao das sequencias de DNA desta invencao, a se-
quencia de DNA deveria ser operativamente ligada a uma sequéncia
de controlo de expressao_em um vector de expressao apropriado e
utilizada nesse vector de express&o para transformar um hospedei-

ro unicelular apropriado.

Essa ligacao operativa de uma sequéncia de DNA de acordo
com a presente invencdao a uma sequencia de controlo de expressao
inclui, evidentemente, o fornecimento de um sinal de inicio .da
translagao no quadro de leitura correcto a montante da seqﬁéncia
de DNA. Se a sequéncia de DNA particular desta invengdao a ser ex-
pressa nao comeca por uma metionina, o sinal de infcio resultara
em um aminoacido adicional - metionina - estando Tocalizado na po
sicao N-terminal do produto. Embora esse produto que contém me-
tionilo possa ser utilizado directamente nas composicoes e meto-
dos da presente invencao, € normalmente mais desejavel remover a
metionina antes da utilizagdo. Na tecnica, existem métodos apro-

-priados para remover essas metioninas N-terminais dos polipeptidos

expressos com elas. Por exemplo, certos hospedeiros e condicgoes
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de fermentacao permitem remover substancialmente todas as metioni
nas de N-terminais in-vivo, Outros hospedeiros necesitam de re-
mog¢ao in vitro da metionina N~terminal, Porém, esses métodos in

vivo e in vitro sdao bem conhecidos pelos especialistas na maté-~

ria.

Pode-se utilizar uma larga variedade de associa¢Bes do vec
tor de expressao/hospedeiro na expressao das sequéncias de DNA des
ta invencdo. Sao vectores de expressao utilizaveis, por exemplo,
os fragmentos de sequencias de DNA cromossomais, n3o cromossomais
e sinteticas tais como varios derivados conhecidos de SV40 e plas

mideos bacterianos conhecidos, por exemplo, plasmideos de E, coli

incluindo col E1, pCR1, pBR322, pMBY9 e seus derivados, plasmideos
de uma Targa gama de hospedeiros, por exemplo, RP4; DNAs de fa<
gos, por exemplo os numerosos derivados do fago.)v, por exemplo ,
NM989 e outros fagos de DNA, por exemplo, M13 e fagos de DNA de
fibra simples filamentosos, plasmideos de Teyeduras tais como o
plasmideo %y ou respectivos derivados e vectores derivados de
associacoes de plasmideos e DNAs de fagos tais como plasmideos que
foram modificados para utilizar DNA de fago ou outras sequéncias
de controlo de expresao. Para expressao de células animais prefe
re-se utilizar o plasmideo pBG368, um derivado de pBG312 [G. Cate
et al., "Isolation of the Bovine and Human Genes for Mullerian
Inhibiting Substance and Expression of the Human Gene in Animal

Cells", Cell 45, pags. 685-98 (1986)7 que contém o promotor pos

terior principal de adenovirus 2, Além disso, qualquer uma da
Targa gama de sequencias de controlo de expressdo - sequéncias
que controlam a expressao de uma sequencia de DNA quando operaﬁi

vamente: ligadas a ela pode ser utilizada nestes vectores para ex
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pressar a sequéncia de DNA da presente invencdo. Essas sequéncias
de controlo de,eXpressﬁo utilizaveis, incluem, por exemplo, 0S pro=
motores anteriores e posteriores de SV40 ou o adenovirus, o siste
ma lac, o sistema trp, o sistema TAC ou TRC, as regibes promoto=
ras e operadoras principais do fago BV , as regioes de controlo

de proteina de revestimento fd, o promotor para a 3§fosfogliceraj
toquinase ou outras enzimas glicoliticas, os promotores de fosfagg;g
acida, por exemplo Ph05, os promotores dos factores que cobrem a
Tevedura & , o promotor do poliedrdo do sistema de baculoyirus e
outras sequencias conhecidas para controlar a expressﬁo de genes
das células procariotas ou eurocariotas ou os seus yirus e 8s Va=
rias associacOes respectivas. Para a expressdo da c&lula animal,

preferimos utilizar uma sequencia de controlo de expressao deriva

da do promotor posterior principal de adenovirus 2,

Uma grande variedade de c€lulas hospedeiras unicelulares
sao tambem utilizaveis na expressdo de sequéncias de DNA desta in
vencao. Estes hospedeiros podem incluir hospedeiros eucariotas

e procariotas bem conhecidos tais como estirpes de E, coli , Pseuw

domonas, Bacillus, Streptomyces, fungos tais como leyeduras e cé~

TuTas animais tais como CHD e cElulas de ratinho, c&lulas de maca-
co verde Africano, tais como COS 0, COS 1, COS 7, BSC 1, BSC 40 ,
e BMT 10, células de insectos e ceélulas humanas e c@lulas de plan
tas em cultura de tecidos. Para expressao de c€lulas animais, pre

fere-se celulas CHO e celulas COS 7,

Deve-se entender, certamente que nem todos os yectores e
sequencias de controlo de expressao funcionardo igualmente bem pa

ra exprimir as sequéncias de DNA da presente invencao ., Nem todos
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os hospedeiros funcionam tambeém igualmente bem com o mesmo siste~
ma de expressao. Porém, um especialista na matéria pode fazer
uma seleccao entre estes vectores, sequéncias de controlo de ex-
pressao, e hospedeiros sem experimentacao excessiva e sem se afas
tar do ambito da invencao. Por exemplo, ao escolher um vector ,
deve tomar-se em consideracao o hospedeiro porque o vector deverd
replicar nele. 0 nimero de cdpias do vector, a capacidade para
controlar esse numero de coOpias e a expressao de quaisquer outras
proteTnas codificadas pelo vector, tal como marcadores antibidti~

cos devem ser também considerados.

Ao escolher uma sequencia de controlo derexpressao deve-
-se tambem considerar uma variedade de factores. Estes incluem ,
por exemplo, a forca relativa do sistema, a sua controlabilidade
e a sua compatibilidade com a sequencia de DNA de acordo com 3
presente invencdo, particularmente quanto ds estruturas secundd<
rias potenciais. Os hospedeiros unicelulares deyem ser escolhi-~
dos em funcao da sua compatibi{lidade com o yector seleccionado ,
a toxicidade do produto codificado na expressao pelas sequéncias
de DNA da presente invengdo, as suas caracteristicas de secregdo,
a sua capacidade para dobrar proteTnas correctamente, as suas con
dicOes de fermentacdo e a facilidade de purificagéo dos produtos

codificados na expressao pelas sequencias de DNA desta invencao,

Entre estes parametros,um especialista na matéria pode
se]eccionar vérias associagoOes de yectores/sistemas de controJo
de expressado/hospedeiros que vio expressar as sequéncias de DNA
desta invencade na fermentagdao ou na cultura animal em Targa esca~

la, por exemplo células CHO ou células COS 7.



Os polipeptidos produzidos na expressdo de sequéncias de
DNA da presente invengao podem ser isolados a partir da fermenta
¢ao ou culturas de células animais e purificados utilizando qual
quer um dos metodos convencionais. Um especialista na matéria
pode seleccionar as técnicas de isolamento e purificac8o mais

apropriadas sem se afastar do ambito desta invencao,

0s polipeptidos produzidos na expressdao de sequéncias de
DNA desta invencao estdo essencialmente isentos de outras prote7-
nas de origem humana. Deste modo, s3ao diferentes das proteinas

T4 purificadas a partir dos linfocitos humanos.

0s polipeptidos de caordo com a presente invencdo sao efi
cazes em composicoes e métodos imunoterapeuticos. Por exemplo ,
os polipeptidos desta inevn¢ao sao activos na inibicao da infec~
¢ao por agentes cujos alvos principais sdao linfbcitos T4+ por
interferencia com as suas interaccoes com esses linfocitos-alvos.
De preferencia, os polipeptidos desta invengdo podem ser utiliza-
dos para saturar os locais dos receptores de T4 dos agentes infec
ciosos alvejados com T4. Deste modo, exercem actividade antivi-
ral por ligacao competitiva com locais dos receptores de T4 das
superficies das celulas, Este efeito € de extrema utilidade em
doencas, tais como SIDA, ARC e infeccdo de HIV, Por consequencia,
0os polipeptidos e os metodos desta .invengﬁo podem ser utilizados
para tratar seres humanos que possuem SIDA, ARC,, infeccao de HIV
ou anticorpos para HIV. Alem disso, estes polipeptidos e metodos
podem ser utilizados para o tratamento de doengas semelhantes &
SIDA provocadas por retrovirus, tais como virus de imunodeficiég

cia simiesca em mamiferos incluindo seres humanos,



De acordo com uma forma de realizacdo desta invencdo, po-
de-se utilizar anticorpos para proteinas T4 sollveis e polipepti~
dos no tratamento, prevencao ou diagnostico da SIDA, ARC e infec-

cao de HIV.

0s polipeptidos desta invencdao podem também ser utiliza-
dos em associacdao com outros agentes terapéuticos utilizados no
tratamento da SIDA, ARC e infec¢ao de HIV, Por exemplo, os poli=
peptidos T, soluveis podem ser utilizados em associacdo com agen-
tes anti-retrovirais que bloqueiam a transcriptase inyersa, tais
como AZT, HPA-23, fosfonoformato, suramina, ribavirina e dideso~
xicitidina. Adicionalmente, estes polipeptidos podem ser utiliza=-
dos com agentes anti-virais tais como interferdes, incluindo in-
terferao alfa, interferdao beta é interfer3do gama ou inibidores de
glucosidase tais como castanospermina, Estas terapias de combina-
cao utilizam vantajosamente dosagens mais baixas desses agentes

evitando, desse modo, uma possivel toxicidade,

0s polipeptidos de acordo com a presente invencao podem
tambem ser utilizados em té&cnicas de plasmaferese ou em sacos de
sangue para remocao selectiva de contaminantes virais do sangue,
De acordo com esta forma de realizacado da invengdo, os polipepti.
dos T4 soluveis podem ser acoplados a um suporte s61ido, compre=
endendo, por exemplo, gotas de vidro ou de piastico ou um filtro

que € incorporado em uma unidade de plasmaferese,

Adicionalmente, as composigOes desta inyengdo podem ser
utilizadas como imunossupressores eficazes na prevencao ou trata

mento da doenga do enxerto versus hospedeiro, doencas auto-imunes

e rejeigcao de aloenxertos.



~30~

As composicOes desta invencdao compreendem tipicamente uma
quantidade eficaz imunoterapeutica de um polipeptido de acordo
com a presente invencao e um veTculo aceitdvel sob o ponto de vis
ta farmaceutico. Os métodos terap8uticos desta invencdo compreen-
dem a fase de tratamento dos doentes com essas composicdes de um

modo aceitavel sob o ponto de vista farmaceutico,

As composigoes da presente invengdo para utilizagdo nes=
tas terapias podem encontrar-se sob variadas formas, Estas inclu-
em, por exemplo, formas de dosagem sO0lidas, semi-sBlidas e 1iqui-
das, tais como comprimidos, pilulas, pos, solugdoes Iiquidas ou
suspensoes, lipossomas, supositorios, solucdes injectdveis e de
infusao. A forma preferida depende do modo de administracdo pre=
tendido e da aplicagao terapeutica, As composicOes incluem tam-
bem, de preferencia, veTculos e adjuvantes aceit@veis sob o ponto
de vista farmaceutico que s3ao conhecidos dos especialistas na ma-

teria.

De um modo geral, as composi¢Oes farmaceuticas da presen-
te invencao podem ser formuladas e administradas utilizando méto-
dos e composicOes semelhantes aos utilizados para outros polipep-
tidos importantes sob o ponto de vista farmaceutico (por exemplo,

interferao alfa). Deste modo, os polipeptidos podem ser armazena-

dos na forma liofilizada, reconstituidos com dgua esterilizada ime

diatamente antes da administracao e administrados pelas vias usua
de administracao tais como as yias parentérica, subcut@nea, intra
vyenosa, intramuscular ou intra]esao. Pode~se utilizar uma dosagem
eficaz na gama compreendida entre 0,5 e 5,0 mg/kg de peso do cor-

po/dia, reconhecendo-se que tamb&m podem ser eficazes doses mais

is
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elevadas ou mais baixas.

A presente invencdo diz também respeito a receptores so=
Tuveis e a utilizacdo em diagndstico ou a agentes de tratamento
virais que atingem ou se ligam a esses receptores. Esses recepto
res soluveis podem ser utilizados como iscas para absorver agen-
tes virais e para deter o aumento da infeccdo viral. Alternativa<
mente os agentes assassinos dos virus podem ser ligados a recep-
tores de proteinas sollveis, proporcionando um modo directo de 11

bertacao desses agentes para o virus.

Mais em particular, os polipeptidos de acordo com 8 pre=
sente invencao sao utilizaveis em composicoes e métodos de diag-
nostico para detectar ou controlar o curso da infecgao de HIV, Van
tajosamente, estes polipeptidos s3o utiliziveis em variantes de
diagnostico do virus HIV, independentemente da origem do agente

HIY infeccioso.

Por exemplo, as proteTnas Ty soliiveis e os polipeptidos
de acordo com a presente invencao que possuem uma alta afinidade
para HIV, podem ser utilizadas vantajosamente para aumentar a sen
sibilidade de sistemas de ensaio de HIV agora baseados em anticor
pos monoclonais ou policlonais. Mais especificamente, as protei-
nas T4 soliveis e os polipeptidos podem ser utilizados para pré-
-tratar o plasma do teste para concentrar qualquer HIV presente,
mesmo em pequenas quantidades, de forma a que seja mais facilmwens~
te reconhecido pelo anticorpo, As proteinas Ty solveis e os poli.
peptidos podem também ser utilizados para purificar a proteina

gp 120 de revestimento de HIV,

o
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Como alternativa, as proteinas soldveis T, e os polipepti

4
dos da presente invencao podem ser utilizados para substituir os
anti-anticorpos de HIV actualmente utilizados em varios ensaios .
Estas proteinas T4 solliveis e os polipeptidos s3o referidos em
relacao aos anti-anticorpos de HIV por duas razdes. Em primeiro
Tugar a T4 soluvel exibe uma afinidade para HIV de aproximadamen~

721078 ge anticor

te 10—9, um nivel que excede os valores de 10~
pos contra HIV. E, embora os anti-anticorpos de HIV sejam mais
susceptiveis de serem especificos para os diferentes HIV isolados,
as variacgoes de estirpes nao deverao afectar um ensaio baseado na
proteina T4 soluvel visto que todos os isolados de HIV devem ser

capazes de interactuar - com o receptor T4 como um pré-requisito

para a infeccao.

Por exemplo, uma proteina T soldvel ou um polipeptido po=
de ser ligado a um indicador tal como um enzima e utilizado num
ensaio ELISA. Aqui o T4 soluvel actua vantajosamente como uma me
dida de HIV tanto em uma amostra de teste como em qualquer proted

na gpl20 de revestimento {sento de HIV.

As formas polivalentes de proteinas T4 soldyeis ou polipep
tidos podem tambem ser produzidas, por exemplo, por Tigacao quTmi
ca ou técnicas de fusdo gendticas aumentando ainda mais a avidez

de T, soluvel para HIV,

Relativamente a presente invengdo, para que possa Ser me-
Thor compreendida , descrevem-se os exemplos seguintes, Estes
exemplos sdao apenas para ilustracdo e n3o devem ser interpretados

de modo nenhum como uma limitac3do ao ambito da invencgio,



EXEMPLOS

Purificacdo de Proteina T, solubilizada natural

Purificou-se T4 natural a partir da linha de c&lulas U937
promonocitica T, derivada de um Tinfoma histocTtico at& uma pure

za aproximada de 50%, mediante cromatografia de imunoafinidade do

modo a seguir descrito,

Cultivaram-se células U937 [uma oferta do Dr, Scott Ham=
mer, New England Deaconess Hospital? a 10°
Fcs a 10%, colheram-se e Tavaram-se em 1X PBS, Submeteu=se a li=
se o aglomerado de celulas em Tris=HC1 20 mM (pH=7,7), NP=40 a

0,5% (um detergente nao id6nico), NaDOC a 0,2%, EGTA 0,2 mM , PMSF
0,2 Mm e S‘yg/m] de BPTI a 4x107 c&lulas /ml, Devido a esta pu-=
rificacao ser realizada na presenca de um detergente ndo ibnico ,
a proteina Ty» que esta normalmente l1igada & membrana atray&s do

seu dominio de transmembrana hierbeo, foi isolada como uma pro=

teina solubilizada. Torceu-se o lisado num rotor GS3 durante

10 m a 10000 rpm e armazenou-se o sobrenadante a -70%,

Subsequentemente, pré-absorveu-se d extracto de c&lulas
clarificado com Sephérose de IgG de ratinho e a-seguir com Sepha-
rose de proteina A e passou-se depois o fluxo através de uma colu
na de imunoafinidade compreendendo um anti-anticoroo monocional
de T4 imobilizado na Thy na posicdo 19, sobre "Affigel=10 [Juma
oferta do Dr. Ellis Reinherz, Dana Farber Cancer Institute, Bos-
ton, Massachusetts]. Layou-se extensivamente a coluna e eluju=se

o material Tigado com glicina-HCT 50 mM (pH = 2,5), NaCl 0,15 M ,

c&lulas/m1 em RPMI 1640,



=34~
<i,,4"
NP-40 a 0,5%, 5¢pg/m1 de BPTI e EGTA 0,2 mM,

Separou-se entdo aliquotas de 10‘p1 de cada fraccdo elui-
da sobre SDG-PAGE a 10% sob condigoes de reducdo, com as bandas
a serem visualizadas por coloracao de prata. Como se mostra na
Figura 1, foi visTvel uma banda de 55 Kd manchada de prata. Rea-
Tizaram-se, a seguir, dois ensaios na proteina 55Kd e sequenciou=

-se a extremidade amino da proteTna para confirmar a sua idemtifi

cagao como Ty solubilizada natural,

Sequenciagao de Proteina T, solubjlizada natural

Determinou-se a sequencia de aminodcidos da extremidade da
proteira T4 natural solubilizada, que se isolou a partir de um ex
tracto detergente de celulas U937 por cromatografia d- imunoafini

dade como se descreveu antes.

As tecnicas para determinagdo de sequéncias de aminodci-
dos de varias proteinas e de peptidos seus derivados sdo bem co-
nhecidas na tecnica, Escolheu-se a degradacao automatizada de
Edman para determinar a extremidade amino da nossa T4 natural so-
Tubilizada. Mais especificamente, purificou-se sobre gel e elec=
troeluiu-se aproximadamente S‘yg de T4 natural solubilizada e de
pois submeteu-se a uma degradagao de Edman automatizada utilizan=
do um sequenciador em fase gasosa (Applied Biosystems 470A).
Identificou-se depois os aminoacidos PTH produzidos em cada ciclo
da quimica de Edman por cromatografia em fase 17quida alta de pres
sao, em serie com o sequenciador, em um analisador de am1n05¢1d05w

-PTH (Applied Biosystems 120A). A analise directa da proteina



proporcionou informagao acerca da sequencia da extremidade amino
que, quando comparada com a sequencia de aminodcidos deduzida da
sequencia de cDNA da T, humana [Maddon et al. (1985), supra] per-

mitiu identificar a proteina purificada como T, humana,

Radioimunoensaio do T, solubilizado original

Para comprovar que o processo de purificacao utilizado
permitiu um enriquecimento em T4, testamos fraccdes da fase de
eluicao de imunoafinidade em um radioimunoensaio de "sanduiche"
especifico para T4 baseado no ensaio ELISA de P, E. Rao et al. in

Cellular Immunology, 80, pags. 310-19 (1983), Revestiu-se cada

recipiente de uma tira de Removawell (Dynatech Labs,Alexandria ,
Virginia) com 50‘p] de anticorpos OK Ty 2 10‘y1/m1 (ATCC#CRLSOOZ)-
ou MOPC195 (um controlo de Tigagdo "backgro&ﬁ") em tampao de bi-
carbonato de sodio 0,05M (pH=9,4) a 4°C durante a noite, Lava=
ram-se 0s recipientes e depois encheram-se com FCS a 1% em PBS pa
ra saturar a capacidade de ligac3o 3 proteina do pldstico. ApSs
remogao de uma solucdo FCS a 1%, adicionaram-se amostras de teste,

em aliquotas de 50 p1, aos recipientes.

“Incubou-se depois aé amostras durante 4 -horas 3 temperatu
ra ambiente. Subsequentemente, removeram-se as amostras e lava-~
ram-se 0s recipientes quatro vezes com Twenn-20 a 0,05% em PBS .
Adicionou-se depois anticorpos marcados na T4 da posicdao 19 com
]ZSI (50000 - 100000 rpm por recipiente) e incubaram=se 0s reci-
pientes a 4°c durante a noite, Lavaram<se depois os recipientes

125

quatro vezes e separou-se cada um deles para detecgao I Tigado

em um detector de raios gama de Beckman,
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Como se mostra na Figura 1, em que se representaram o0s va
Tores depois de subtracgao do valor correspondente ao "fundo"
("backgroud"), a fracgao do pico da proteTna T4 natural solubili
zada detectada por radioimunoensaio coincidiu com a eluicdo da

proteTna de 55 Kd vista por coloracio de prata,

Ensaio de mancha de Western para T,

Embora muitos anticorpos tenham sido desenvolvidos para
detecgao do antigene Ty» nenhum deles € Util para andlise da man
cha da proteina (informacdo pessoal do Dr, ET1is Reinherz). Com
vista a desenvolver anticorpos uteis para detectar a mancha de
Western de T, soluvel para seguir a purificacdo de T,eT, sollvel
recombinante, cultivou-se anti-antisoro T4 policlonal, hiperimune
em coelhos, contra tres oligopeptidos Ty sintéticos, Esfes oligo

peptidos estao representados na Figura 3 como se segue:

Oligopeptido Coordenadas dos aminodcidos
JB-1 44-63
JB-2 133-156
JB-3 325-343

Sintetizaram-se previamente estes =nz=tidos utilizando

técnicas de sintese de DNA de fosfoamida convencionais. Veja-se,

por exemplo Tetrahedron Letters, 22, pags. 1859-62 (1981). Sinte
tizaram-se os peptidos em um sintetizador de DNA da Apntied Biosystem

380A e purificaram-se mediante electroforese de gel,
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(i) Acoplamento de peptidos T, a BTG

Acoplou-se cada um dos peptidos 3 tiroglobulina ("BTG")
bovina da proteina do veTculo /Sigma, St. Louis, Missouri] de
acordo com uma modificagao dos procedimentos descritos em J. Roth

bard et al. J. Exp. Med. 160, pags. 208-21 (1984) e R. C. Ken-

nedy et al., "Antiserum to a Synthetic Peptide Recognizes the
HTLV.III Envelope Glycoproteina", Science, 231, pags. 1556-59
(1986).

Mais especificamente, misturaram-se 10 mg de BTG diluido
em 1 ml de PBS com 1,3 mg de éster m-maleimido~benzoil=N-hidroxi-
-succinimfdfco (MBS) em 0.5 m1 de dimetilformamida ("DMF"), Mis-
turou-se bem a mistura reaccional e fez-se reagir durante cerca
de 1 hora a 25°C. Subsequentemente, carregou~se 3 mistura para
uma coluna de filtragao de gel G25 Sephadex (Pharmacia, Sweden)
que tinha sido pre-equilibrada com PBS 0,TM (pH=6,0). Colheram~
-se depois trinta fraccoes de eluigdo de aliquotas de 2 m1g1eUmse
a absorvancia de cada fraccao a 280 nm (“AZSO"), Reuniram=se a
seguir as fraccoes dos trés picos (15, 16 e 17) para criar o vei-

culo activado.

Dissolveram-se 10 mg de NaBH4 em 2,5 m1 de solucdo de bo
rato de sodio 0,1M para produzir uma solugao de boro<hidreto de
sodio. Subsequentemente, di1u1ram<se, aproximadamente, 8 mg de
cada um dos peptidos T, sintéticos, JB-1, JB-2 e JB=3 com 1 ml de
tampao de borato 0,1M e a seguir misturou-se cada solucgo com
200‘P1 da solucao de boro=hidreto de sodio incubando a mistura em

gelo durante cinco minutos. Aqueceu-se depois cada solugdo de



peptido a 25°C, levou~se cada solugcdo a pH 1 com HCT IN (de que
resultou a formacao de espuma) e a seguir lavou-se cada solucdo

a um pH 7 com NaOH 1N (ap6s a formacdo de espuma ter parado),

Acoplou-se, depois, cada peptido a BTG mediante adicao de
1,2 m1 da solugao de peptido a 6 ml da solugdo de veiculo activa-
do. Deixou-se a reacgao de acoplamento processar-se durante a

noite incubando a mistura reaccional a temperatura ambiente.

(i1) Inoculacao de Animais de teste

Dissolveu-se cada um dos peptidos acoplados a BTG prepara
dos como se descreveu antes em adjuvante completo esterilizado de
Freund ate uma concentracao final de 1'Pg/m1 de peptido acoplado
em PBS. Subsequentemente, inoculou-se cada um dos trés coelhos
(Nova Zelandia, branco), injectando cada coelho por via intramus-
cular com SOo‘pg de um dos peptidos acoplados. Inoculou=se um
quarto coelho (Nova Zelandia, branco), do mesmo modo, com uma mis
tura dos tres peptidos acoplados, Todos os coelhos foram previas .
mente sangrados, antes do crescimento ("boosting") para se estabe
lecer uma linha de base media para cada resposta a ser medida. Os
coelhos foram desenvolyidos durante 6 semanas com 500‘pg de pepti

do acoplado em adjuvante de Freund incompleto,

Recolheu-se o0 soro a partir de cada coelho, mensalmente,

" durante 4 meses ap0s a imunizagao, O soro foi a seguir testado

para titular o antipeptido.
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(1) ELISA com soro de antipeptidos contra placas

revestidas por peptidos

Neste ensaio, verificou-~se o antisoro desenvolyido em um
animal por cada um dos peptidos JB-1, JB-2 e JB=3 liga-se a esses
peptidos. Por consequéncia, esses peptidos sdo imunog&nicos e

originam uma resposta nos animais de ensaio.

Para realizar o ensaio, revestimos placas de microtitula-
cao Immulon-2 (Dynatech Labs, Alexandria, Virginia) com 50,P1 por
cavidade de 50‘yg/m1 de peptido nao ligado em PBS e incubaram-se
as placas durante a noite a 4°c, As placas revestidas com pepti-
do 46R* que serviram como controlos foram tratados de modo iden-
tico. Lavaram-se depois os pratos 4 vezes com PBS-Tween (0,5%)

e 4 vezes com agua. As placas foram secas por batimento leve so
bre toalhas de papel. Apos a secagem das placas adicionaram-se

ZOO‘F] de uma solugao de BCS/PBS a 5% a cada cavidade e incubaram-

-se as placas durante 1 hora a temperatura ambiente,

Testamos a seguir as amostras de-soro dos coelhos em pla-
cas pré-revestidas preparadas como se descreveu antes. Testamos

a resposta do anticorpo ao peptido imunogénico para uma diluigao

* 0 Peptido 46 corresponde a aminodcidos ("AA") 728-751 do
gene env do genoma de HIV. A numeracdao do aminoaciod corresponde
ao descrito para o gene env L. Ratner et al., "Complete Nucleoti
de Sequence of the AIDS Virus, HTLV-III", Nature, 313, pdgs. 277-

=284 (1985)., 0 peptido 46 tem a sequencia:

LIPRGPDRPEGIEEEGGERDRDR,
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inicial de 1:100 seguida de uma série de 10 diluigOes em FCS/BPS

a 5%.

Apos duas horas de incubagdo a temperatura ambiente, lava
ram-se as placas e secaram-se por absorcdo como se descreveu an-
tes. Adicionaram-se a seguir 50 pl de uma diluicao de 1.,1500 de
peroxidase de rabano ("HRP")-anti IgG de coelho conjugado em ca-
bra [Cooper Biomedical, Malvern, Pennsylvania/ em FCS/PBS a 5%
para cada cavidade e incubaram-se as placas @ temperatura ambien
te durante 1 hora., Lavaram-se as placas com PBS-Tween a 0,5% e
adicionaram-se depois 50 ul de TMB 0,42 mM. Interromperam-se as
reaccoes enzimaticas com 50 ul de H23042M e analisaram-se as pla
cas por espectrometria a 450 nm utilizando um leitor de placas de

microtitulacao /Dynatech Labs, Alexandria, VirginiaZ.

Observou-se que o anti-soro contra cada um dos péptidos
JB-1, JB-2 e JB-3 se ligou ao correspondente peptido, Observou-se
também que o anti-soro contra uma mistura de peptidos JB-1, JB-2
e JB-3 se liga aos peptidos JB-1 e JB-3 nas condiéaes descritas
antes. As titulacbOes de cada um dos quatro anti-soros testados
contra os peptidos na fase s6lida de ELISA sdo apresentadas a se

guir onde "ND" representa valores nao determinados:

Titulacao aproximada contra:

Peptido JB-1 JB-2 JB-3
JB~1 7 ~1/750.000 0 ND
JB-2 a 750,000 ND
JB-3 Q Q 1710,000

JB-1 + JB~2 + JB-3 174,000 ND 177 .000



As fraccoes Ig provenientes de dois dos trés soros anti-
-peptidos desenvolvidos contra peptidos individuais, anti-JB-1 e

anti-JB-2 reconheceram a banda do antigene T, de 55Kd de T4 solu=

4
bilizado natural em uma analise da mancha de Western de proteTna
eluida a partir de uma coluna de afinidade de anticorpo monoclo~
nal (anti-T,) daThy na posigdo 19 descrita antes , Como no caso
do radioimunoensaio de T4 solubilizada natural, a deteccao da pro
teTna de 55Kd coincide com a sua eluicdao aparente a partir de uma
coluna de afinidade. Isto proporciona outra evidencia de que o

processo de purificacao da proteina Ty da presente invengao pro=~

porcionou um enriquecimento em T4 solubitizado.
Deste modo, estes soros policlonais sao Uteis na deteccdo
de quantidades em nanogramas de T4 (ambas as formas, natural e re

combinante) por analise de Western,

Ligacao de T, livre de c€lulas ao revestimento de HIV,

Testou-se a seguir T4 original solubilizada e purificada
a partir de celulas 4937 para a sua capacidade de Tigac3o com
a proteina de revestimento de HIV, gp 160/gp 120. Para realizar
este ensaio de ligagao directo, incubou-se o extracto de células

358 derivado de uma linha

detergentes gpl160 a gpl120 marcado com
de celulas recombinantes 7d2 (uma oferta dos Des Mark Kowalski e
WiTlliam Haseltine, Dana-Farber Cancer Institute) com amostras de
T4 natural solubilizada, cada uma das quais foi pré-incubada com

um tipo de anticorpo monoclonal,

Mais especificamente, misturOUvse ﬁpl de T4 solubilizada



em um tubo microfugo com 5)19 (cerca de 3)11) de OKT4 (ATCC #CRL
8002). um anticorpo monoclonal que reconhece um epTtope sobre T4,
0 qual nao interfere com a ligacdo de HIV [J. A. Hoxie et al., J.
Immunol. 136, pag. 361-363 (1986)70u com 5 pg de OKT,A (Ortho
Diagnostics 9% 7142), um anticorpo monoclonal que interfere com
Tigagao de HIV a ceélulas positivas de T4 [J. Steven McDougal et
al., J. Immunol. , 137, pags. 2937-2944 (1986)7. Alternativamen-
te misturaram-se 50‘y] de Tyq solubilizada com 5_pg de gp120 de

O HTLV IIT (Dupont # NEN-9284).

Incubaram-se depois as misturas sobre gelo durante 1 hora.

Subsequentemente, adicionaram-se ]50.P1 de extracto de célu-
Tas gp160 marcado com 9P120-%50u extracto de c2lulas de controlo

35

marcado com ~°S (pre clarificado com Sepharose de proteina=A) Zs

misturas de Ty so]ubi]izddaahticorpo monoclonal pr€-incubadas e
agitaram-se os tubos durante a noite a 4°C, Precipitaram-se a se
guir complexos imunes de T4/gp160/gp120 por adigao de SO‘pT de
Sepharose de proteina-A a cada tubo e agitac3ao durante 2 horas a
4°¢ para permitir que a Sepharose de proteina=A se ligue aos com-
plexos de anticorpos. Subsequentemente, fizeram<se rolar os graos
num microfugo de Eppendorf e apds lavagens extensivas eluiram-se
com 40‘y1 de tampdo de amostra SDS a 65°C durante 10 minutos. Car
regou-~se a seguir 20.y1 do materia] eluido em um gel SDS-PAGE a

7,5% que se deixou fluir sob condigoes de redugao.

A Figura 2 representa a auto-radiografia e os resultados da man=

cha de Western das co-imuno-precipitacdes de T,/9p160/gp120. Na



Figura 2, as pistas 1-5 foram auto-radiografadas ap0s tratamento
com salicilato de sodio a 40% e as pistas 6-7 foram desenvolvidas

em uma mancha de Western com anti<soro JB=2 de coelho,

Como se representa na figura 2, a proteina gpl160/gp120
foi co-imune, precipitada na presenca de T4 com OKT4 (pista 5)
mas nao na presenca de T4 com OKT4A (pista 4), A pista 3 mostra
o controlo positivo para gpl160/gp120 utilizando um anticorpo
monoclonal gp120 de ® HTLV III. Nenhum controlo negativo com ex~
tracto de controlo marcado cmn35s(pista1) ou Sepharose de protei-
na-A isolada (pista 2) mostrou bandas migradouras na posicao de
gpl160/gp120. Com base nas bandas que sé desenvolveram na mancha
de Western, a quantidade de T4 precipitada quer com OKT4 (pista

6) quer com OKT4A(pista 7) pareceu ser semelhante.

Isto demonstra que a T4 natural solubilizada purificada
que esta naturalmente ligada a membrana pode ainda interactuar com
a glicoproteina de HIV em solucgao. Por consequencia, pensa-se
que a Ty soluvel 1livre de celulas & utilizavel na prevengao da
interaccao de ligagao éﬁtre HIV e o receptor de T4 de linfocitos
de T4+. Competindo com a T, da superficie das celulas para se
ligar a proteina gpl120 do revestimento de HIV a T, sollvel & (til

no bloqueio da infeccao de HIV.

Sintese de sondas de DNA de oTigonuc]eBtidos

Foi descrita a sequéncia nucleGtida e uma sequéncia de ami
noacidos deduzida para um cDNA que codifica de modo significativo

a proteina T, humana completa (Maddon et al, (1985) ,~supra., A es<

4



trutura primaria deduzida da proteina T4 revela que pode ser divi

dida em dominios que se apresentam a seguir:

Estrutura/localizacao proposta Coordenadas dos

aminoacidos

Hidrofobo/sinal de secrecao -23 a -1

Homologia para regioces-V/

[extracelular +1 -a +94

Homologia para regioes-=J/

fextracelular +95 a  +109

Regiao glicosilada/

fextracelular +110 a +374

Hidrofobo/Sequéencia de

transmembrana , +375 a +395

Muito hidrofilo/intracito-

plasmico +396 a +435

Com base na sequéncia para:os domfnios listados antes, sin
tetizaram-se quimicamente sondas de DNA de oligonucleBtidos anti-
-sensacao utilizando teécnicas convencionais e sintese de DNA de

fosfoamida. Ver, por exemplo, Tetrahedron Letters, 22, pags. 1859~

-62 (1981). Sintetizaram-se as sondas num sintetizador de DNA
Applied Biosystems 380A e purificaram-se mediante electroforese

de gel.

Alem disso, sintetizaram-se as sondas de forma a que se-=
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jam complementares das sequéencias de DNA que codificam para a se-

quencia de aminoacidos, isto &, as sondas eram anti-<sensacdo, pa-

ra as tornar capazes de reconhecer e hibridizar as sequencias cor

respondentes em DNA bem como em mRNA,

das 11 regioes seleccionadas da proteina T4 [ correspondendo 3

As sequéncias nucledtidas
q

numeragao de nucledtidos descrita em Maddon et al., (1985) supra’

foram as seguintes:

0ligonucleotido

10
11
12
14

Coordenadas de

nucledtido

145<171
742-765
14714<1440
427-453
1303<1329
1012-1038
97<118
1036
1698~1724
397-423
261<287

Antes da utilizagdo das sondas de DNA, de acordo com a

presente invencao, para sondagem, marcou-se na extremidade 5' ca

da uma das sondas de DNA de corddo simples

com 32P utilizando

['XP-3ZE7—ATP e quinase polinucledtida de T4, substancialmente co

mo descreveu A, M, Maxan e W. Gilbert, "A New Method for Sequency

DNA", Proc. Natl. Acad, Sci. USA, 74, pags, 560-<564 (1977),
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Construcdao de uma biblioteca de cDNA de linfocitos Jogtlo do san=

gue periférico

Para preparar a biblioteca de cDNA de Tinfdcitos do san-
gue periferico (PBL) processou=se PBL proveniente de um dador
("round") de leucoforese simples através de um passo de absorcao
para remover monocitos. Estimularam-se entdo as c&lulas ndo ade-
rentes com IFN-¥ a 1000 U/ml e PHA a 10 pg/ml durante 24 horas.,
Isolou-se RNA a partir destas cé&lulas mediante extraccio com fenol

[Maniatis et al., Molecular Cloning, pag. 187 (Cold Spring Harbor

Laboratory) (1982) 7 e preparou-se mRNA de poli At através de um
passo ("round") de cromatografia de celulose oligo dT, Precipi=
tou-se o RNA com etanol, secou-se sob vazio e ressuspendeusse 0
RNA em 10 y] de H,0 (O,S‘yg{p1). Tratou=se o RNA durante 10 mi~
nutos 3 temperatura ambiente em CH4HgOH (5mM de concentragﬁo fi=
nal) e p-mercaptoetano1 (0,26M), Adicionou=se depois RNA tratado
com metil-mercurio a Tris-HC1 0,1 M (pH=8,3) a 430C, Mg 0,01M ,

DTT 0,01M, complexo de vanadilo 2mM, 5'yg de oligo dT KC1

12<18 ?
20 mM, 1 mM em dCTP d GTP, dTTP, 0,5 mM em dATP, 2 jCi [0¢<3%p7dATP
e 30 U 1,5)” de transcriptase inversa AMV (Seikagaku America) em
um volume total de 50 J1. Incubou-se a mistura durante 3 minutos

a temperatura ambiente e depois durante 3 horas a 440C, apGs o que

se interrompeu a reacgao mediante a adigdo de 2,5 y] de EDTA 0,5M,

Extrafu-se a mistura reaccional com um yolume igual de fe
nol: c]orofBrmio (1:1) e precipitou-se a camada aquosa duas vezes
com 0,2 volumes de NH4 AC 10 M e 2,5 volumes de EtOH e secou=se

sob vazio, 0. rendimento de cDNA foi 1,5'yg.

L

-
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Sintetizou-se o segundo cordao de acordo com os métodos
de Okayama e Berg [ Mol. Cell., Biol., 2, pag:" 161 (1982)7 e Gu
bler e Hoffman 7Gene, 25, pags. 263-69 (1983)7, com a diferenga

de utilizar o fragmento grande de DNA polimerase I na sintese,

Cortou-se o cordao duplo de cDNA ressuspendendo o DNA em
80)1] de tampao TA (acetato de Tris 0,033 M (pH=7,8); Acetato de
K 0,066 M; Acetato de Mg 0,01 M; DTT 0,001 M; Sﬂ'ﬂg/m1 de BSA) ,
5)19 de RNase A, 4 unidades de RNase H, F NAD SO‘pM, 8 unidades
de Tigase E. coli , 0,3125 mM em dATP, dCTP, dGTP e dTTP, 12 uni-
dades de polimerase T4 e incubou-se a mistura reaccional durante
90 minutos a 37°C, adicionou-se 1/20 do volume de EDTA 0,5 M e
extraju-se com uma mistura de fenol: cloroférmio. Submeteu-se a
cromotgrafia a camada aquosa em uma coluna Séphadex G150 eluindo-
-se com Tris-HC1 0,01 M, (pH=7,5), NaCl 0,1 M, EDTA 0,001 M e re-
colheu-se a fraccao do pico pronunciado que continha o cDNA de cor
dao duplo e precipitou-se com etanol. Rendimento: O,GOS‘Pg de
cDNA.

Ligou-se o cDNA de corddo duplo ao ligante 35/36:

5'AATTCGAGCTCGAGCGCGGCCGC3 "

3! GCTCGAGCTCGCGCCGGCG5'

utilizando processos padr&o‘ Seleccionou~se, depois, o tamanho

do cDNA para 800 pb e os fragmentos maiores em uma coluna Sepha=
cril S500 e Tigou-~se ao vector gtl0 do bacteriﬁfago Tambda digeri
do com EcoRI (uma oferta de Dr, ElTis Reinherz), Armazenaram=se

alfquotas da mistura reaccional de ligagao em Gigapak (Strategene)
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de acordo com o protoco]o do fabricante. Utilizou<se o fago arma
zenado para infectar celulas BNN102 de E. _coli e plaqueram=se as
celulas para ampliacdao. A Biblioteca resultante continha 1,125x
x10° recombinantes independentes. Sondousse tamb&m uma bibliote
ca de cDNA de PBL no vector gtl0 do bacferiafago Tambda (uma ofer
ta de Dr. E11is Reinherz), que foi sintetizado a partir de mRNA
proveniente de uma linha de celulas tumorais T4+ chamada REX que
expressa a proteina T4 em altos niveis [ Acuto et al,, "The Human
T Cell Receptor: Appearance In Ontogeny and Biochemical Relation=
ship of Lambda and Beter Subunits on TL-2 Dependent Clones and T
Cell Tumors", Cell, 34, pags. 717-26 (1983)7.

Sondagem das Bibliotecas

Utilizou-se, depois, trés das quatro sondas anti-sensac@o
de oligonucleotidos, sintéticas marcadas com 32P, sondas 3, 6 e 9,
para sondar em paralelo as duas bibliotecas de cDNA de )vgt]O uti
lizando a tecnica de sondagem de hibridacdo de placas descrita em
R. Cate et al., "Isolation of the Bovine and Human Genes for Mul-
lerian Inhibiting Substance and Expression of the Human Gene in
Animal Cells", Cell , 45, pags. 685-98 (1986) com pequenas modi-
ficagoes. Modificou-se o processo de Cate et al, por hibridagdo
sem cloreto de tetrametilamonio para adaptar 3 utilizacao de son

das Unicas em vez de misturas, para sondar os filtros de placas,

Utilizaram-se as trés sondas que tinham sido previamente
marcadas na extremidade 5' com £'x3ﬁ2P_71ATP de acordo com o mé

todo de A. Maxam e W. Gilbert, Meth Enzymol. 68, pdgs. 499<80

(1979) para sondar em paralelo a biblioteca de cDNA de PBL e a



biblioteca de cDNA de REX discutida antes,

Da sondagem da biblioteca de PBL isolou<se um clone de
cDNA de Ty soluvel de comprimento total- - Jv203%4 (ou.Lgt 10,
PBL.T4) -~ que contém uma insercao de 3.,064Kb que podia ser cliva

da a partir de um vector )~gt10 com EcoRI,

A partir da sondagem da cultura de células REX isolou-se
um clone de cDNA de T4 incompleto contendo uma insercao de cDNA
de 1200 Bp. Caracterizou-se ainda, a seguir, o DNA destes clones

por analise da sequenciacdao de DNA.

Sondou-se tambem uma biblioteca gendmica humana de bacte=
riofago lambda construida no vector EMBL3 pelo Dr. Mark Pasek
(Biogen Inc., Cambridge, Massachusetts) L N. Murray in Lambda 2,
eds. R. Hendrix, J. Roberts, F. Stahl, R. Weisberg, pags. 3935-422
(1983)7. A cultura contem fragmentos de DNA criados pela restri%
cao parcial de DNA cromossomico a partir da linha de células lin-
foblastidas humanas GM1416, 48, XXXX (Human Genetic Mutant Cell
Repository, Camden, New Jersey) com San 3a ligado a partes de
EMBL3 que tinham sido submetidas a clivagem com BamHI de acordo
com os processos descritos em Maniatis et al., (1982), supra. A
plaqueacao da biblioteca do fago, a lise e a transferéncia do DNA
do fago sobie nitrocelulose realizaram-se como descreveram W, D.
Benton e R. W. David, "Screening of Lambda gt Recombinant Clones
by Hybridation to Single Plaques in Situ", Science, 196 pégs. 180
(1977) e Maniatis et al.,, (1982), As condigoes de hibridacao fo

ram as descritas por Cate et al.,, (1986). supra, excepto que se
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excluiu o cloreto de tetrametilamonio (TMAC1) do tampdao de lava-

gem.

Sondaram-se aproximadamente 2 milhOes de placas em hibri-
dacoes paralelas com a sonda 1 e a sonda 3 referidas antes. Um fa
go designado CM47, que hibridizou com a sonda 3 nas primeiras son
dagens foi submetido a andlise de sequéncia de DNA para determi-
nar a existéncia e a posicdao de um intrdo entre as sequéncias de
codificagao para & dominids de transmembrana e extracelulares pre=
vistos. Nenhuns clones dos fagos contendo sequéncias de T4 foram
encontrados por sondagem com a sonda 1, provavelmente porque in-
clui uma sequéncia interrompida por um intrdo [ D, R, Litman e
S. N. Gettner, Nature, 325, pags. 453-55 (1987); e segundo as ob=

servacoes da Requerente?.

A an3alise da sequencia parcial de CM47 indica que um in=
trdo interrompe a sequéncia correspondente ao coddo para valina
(aminoacido 363) da sequéncia primitiva deduzida para T4 (Figura
3 - na qual os introes sdo indicados por uma Tinha a cheio). Es-
te intrio define um local potencial para introduzir um codéo de
paragem com vista a expressar uma forma sollavel de T4, Um outro
intrao encontrado entre a sequéncia de codificacdo para T, inter=
rompe o codao para arginina (aminodcido 295) e encontrou~se um

terceiro intrao em CM47 entre os cod3os para arginina (aminodci=~

do 402) e arginina (aminoacido 403) (Figura 3),

Sequenciacao de clones de cDNA

Em seguida, subcTonou-se DNA digerido com EcoRI a partir
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do clone )L203-4 no vector de expressao animal pBG312 [k. Cate
et al., supra/ para facilitar a andalise de sequéncia. Mais espe
cificamente, como se indica na Figura 4, digeriu<se a seguiri;;
)Vgt10.PBL.T4 com EcoRI para estirpar o fragmento EcoRI-EcoRI de
de 3.064Kpb que cqntém o cDNA de T, de comprimento total. Esta
sequencia de cDNA incluindo a regido de codificacdo total para Ty
soluvel e para T4 de comprimento total foi depositada em p170-2,
Utilizou-se T4 Tigase para Tigar o fragmento ao vector de expres
sao animal pBG312 [éggzg] que tinha sido previamente cortado com
EcoRI para formar pBG312. Ty pl170-2 (Figura 4), Determinou=se
entao a sequencia de nucleotidos do fragmento EcoRIl de pBG312»T4
utilizando a tecnologia de Maxam. Gilbert [A. M. Maxam e W. Gil-

bert, " A New Method for sequencing DNA", Proc, Natl, Acad. Sdi.

USA, 74, pags. 560-64 (1977[7[wer fig. 3 que representa a sequﬁﬂ
cia de cDNA de PBL em comparacao com a descrita por Maddon et al.
(1985), §!RE37~ Esta analise mostrou que a copia de DNA comple<
mentar de comprimento total de PBL de 3.064 Kpb de cDNA de T4 con
tinha a sequencia de codificacao para T4, aproximadqmente 200 pb
de sequencia nao codificada na extremidade 5' e aproximadamente

1500 pb de sequencia nao codificada na extremidade 3',

Cortou-se, depois pBG312, T4 com Pst I e removeramwﬁe as
extremidades salientes, na posicao 3', resultantes com Klenow e
isolou-se um fragmento de aproximadamente 2,5 Kpb, Inseriu=se en=
tao o fragmento no poliligante de pBG312 (que tinha sido previa~
mente restringido no Tocal Smal) para formar o plasmideo p170-2,
que contém a sequéncia de cDNA de T, de PBL de comprimento total

(ver figura 3).



Como se representa na Figura 3, o cDNA de T4 de PB2 contém
uma sequencia nucledtida quase identica a sequéncia de aproximada
mente 1,700 pb descrita por Maddon et al, (1985), supra. O cDNA
de T, de PBL contem, porém, tres substituicdes nucleotidas que no
produto de translagao deste cDNA deverd produzir uma proteTna que
contém trés substituigGes de aminoacidos comparada com a sequén=
cia descrita por Maddon et al., Como se mostra na Figura 3, es-
tas diferencas sao na posicao 3 do aminodacido onde a asparagina
de Maddon et al. & substituida por lisinaj a posicao 64, onde o

triptofano de Maddon et al. e substituido por arginina e na po-

sigao 231, onde a fenil-alanina de Maddon et al. & substitufda por

serina.

A asparagina referida na posicdo 3 de Maddon et al em vez
de Tisina foi o resultado de um erro de seqnencfagéo (Dr. Richard
Axel, comunicagao pessoal), O0°significado das substituicOes de
aminoacido nas posigOes 64 e 231 que podem representar polimorfi-

sumos alélicos L T. C. Human Immunology, 9, pags. 89<102 (1982);

W. Stohl e H. G, Kunkel, Scand, J, Immunology.,20; pags. 273<78
(1984); N. Amino et al,, Lancet, 2, pdg. 94~95 (1984); e M, Seto
et al., J. Immunoll., 132, pags. 1071-73 (1984)7; n3o & conheci-
do.

A analise da sequéncia de DNA £ Maxam and Gilbert, supra’
da insercao em pECI00 do clone REX sugere que representa o produ~
to de um erro de unido porque a sequéncia ndo codificadora na po=
sigao 5! parece ter-sido Tigada com a seqUEnciéide codificaggo co
me¢cando com o codao GGT para glicina (aminadcide 49) (ver Figura

3 e Figura 5). A sequencia de codificacdo de T, em pECI00* des=

4



de glicina (aminodacido 49) ate isoleucina (aminoacido 435) & idén

tica a sequencia de Maddon et al.,, (1985) supra,

Em comparacao, a analise da sequéncia de proteTnas Neter
minal da proteina T, natural purificadas a partir de células 4937
apresenta um produto de expressao de T4 com asparagina como amino-
acido 3. Estas diferencas s3o tambémyepfesentadas na Figura 6 on
de tambem se comparam as posi¢des correspondentes do clone parcial
proveniente da biblioteca de Jhgt10 da Tinha de celulas REXj0 clo
ne genomico de uma biblioteca de,XEMBLS; sequencias T4 do ratinho
L tourvieille et al,, Science, 234, pags. 610 (1986)7 e sequénci~
“as de T4 de carneiro. [Classon et al,, Immunogenetics, 23, p3gs,

129 (1986)7.

Construcao de mutantes de T, sollvel

Utilizou-se, entdo, a tecnica da mutagénese dirigida ao
Tocal in yitro e da substituic¢ao do fragmento de restrigao para
modificar a sequencia de codificacao de cDNA de T4 de pl170<2 em
passos sequenciais identicos aos descritos por Maddon et al,,
(1985), supra. Utilizou-se a mutagenese dirigida .aos oligonucled

tidos para modificar os aminoacidos nas posicoes 3 e 64, A seguir,

* Construiu-se pEC100 por digestdo incompleta do clone de cDNA
de T, a partir da biblioteca REX com EcoRI, isolando a insergdo
de cDNA de 1200 pb, Ligou-se, entao, ao pUC12 (Boehringer Man-
nheim, Indianapolis Indiana) que tinha sido previamente cortado

com EcoRI para formar pEC100.
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utilizou-se a substituigao do fragmento de restricdo com um frag=
mento que inclui o codao da serina 231 de um cDNA de T4 parcial
isolado de uma 1inha de celulas de Tinfocitos positivos de T, [0,
Acuto et al., Cell, 34, pdgs. 717-26 (1983)7 em,th]] (uma oferta
do Dr. E11is Reinherz), para modificar o aminoacido na posi¢do
231. Truncou-se ent3do a sequencia de cDNA de T4 modificada para
remover as regioes de codificacao para os dominios intracitoplis-
micos e de transmembrana, Subsequentemente, construiram-se trés
mutantes diferentes de T4 soluvel a partir do clone de Ty de com~
primento toal PBL T4 mediante insercao do ligante entre os locais
de restricao com vista a aumentar a probabilidade de encontrar em
piricamente uma molécula de Ty segregavel .estavel, A estrutura

de cada um destes mutantes esta representada na Figura 7A.

A linha A da Figura 7A representa uma an3lise de hidros
patia de T, soluvel de comprimento total realizada utilizando um
programa de computador chamado Pepplot (University of Wisconsin
Genetics Computer Group) de acordo com J, Kyte e R, F, Doolitt]e;
J. Mol. Biol.,, 157, pags. 105<32 (1982), A linha B representa a
estrutura do dominio da proteina de comprimento total Ty [ Maddon
et al. (1985) §ggzg] em que "S" representa a sequencia de sinal
de secregdo, "V" representa a sequéncia da regido varidvel seme<
Thante a imunoglobulina, "J" representa a sequéncia da regido de
ligacao semelhante a imunoglobulina, "U" representa a inica se=
quéncia da regido extracelular,"TM" representa a sequéncia de
transmembrana e "C" representa a sequéncia da regido citoplass .
mica. Na linha B a sequéncia de aminodcido de transmembrana e al
gumas sequéncias de flanqueamento sao representadas a seguir ao

domTnio TM, A Tinha C representa a estrutura do dominio de pro-=
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teTna de mutantes T4 soluveis recombinantes rsT4.1 em pBG377, rs
T4.2 em pBG380 e rs T4,3 em pBG381, A 1inha D representa a es-
trutura do dominio de proteina do gene rs T, de E. coli (constryu
cdo de Met-perfeita) (p199-7) que & eliminado para a sequéncia

(5) de sinal N-terminal de T,.

Construiu-se o primeiro dos tres fragmentos do gene mu=
tante de T, soliuvel truncando o cDNA de Ty sollivel de comprimen-
to total nas posigoOes correspondentes a quaisquer Timites de in-
trao/exao ou aos limites dos dominios da proteina definidds  pe-
Tas previsoes da analise de hidropatia. Mafis especificamente
introduziram-se ligadores sint€ticos no lTocal Aval Unico que es-
ta na extremidade 5' em relagao ao limite do domTnio extracelular/
/transmembrana para produzir um codao de paragem translacional
na estrutura ("in-frame"), construindo deste modo, genes de T4
da sequencia de T4 de comprimento total que carecem de dominios

citoplasmicos e de transmembrana,

Por exemplo, o mutante rs T,.1 em pBG377 fol truncado
por insercao de um coddo de paragem a seguir ao aminoacido 362,
Tisina, que corresponde 3@ posicdo de um intrdo separando oS exaos
de dominio da transmembrana e extracelular. As posicoes deste in-
trao e do intrao adjacente que dividem os dominfies cftoplésﬁicos
e de transmembrana foram determinados pela analise da sequencia
de DNA de clones de T4 crommssﬁmicos isolados da biblioteca geni
mica;X,EMBL3 descrita antes, Embora o significado das posigoes
do intrao flanqueando o dominio de transmembrana T4 nao seja
conhecido, a determinacdo da estrutura genética podia proporcio

nar informacdo importante para designar mutantes rsT, visto que



0s exaos definem frequentemente dominios funcionais L W. Gilbert,

"Why Genes in Pieces?", Nature 271, pag. 501 (1978)7.

Construiu-~se entao,o mutante rsT4.2 em pBG380 truncando
0 cDNA de T4 no limite dos dominios extracelulares e de transmem-
brana no aminoacido 374 e mutante rsT4.3'aanG381 truncando o
cDNA de T, no aminoacido 377, trés aminoacidos na jusante do Timi
te do dominio extracelular/transmembrana e entre o dominio de

transmembrana.

Utilizou-se também a técnica da mutagénese dirigida ao
local do oligonucledtido de acordo com D, Strauss et al., "Active
Site of Triosephosphate Isomerase: In Vitro Mutagenesis and Cha

racterization of an Altered Enzyme", Proc, Natl. Acad, Sci. USA,

82, pags. 2272-76 (1985), para construir um quarto mutante de Ty
sollivel a partir do clone PBL Tg de Ty de comprimento total. A es
trutura deste mutante € apresendada na Figura 7A, linha D, que re
presenta a estrutura do dominio de proteina do gene rs-T4 de E, co-=
1i (rs.T4.2 Met-perfeita) construido, depositado em p199<7 e que

e eliminado para a sequencia de sinal N-terminal (S) de Ty

Construiram-se também v3arios outros mutantes de elimina=<
¢ao de T4 soluvel para determinar qual o fragmento mais pequeno
da sequéncia de T, que proporciona uma proteina que se Tiga ao
HIV. Estas construgOes basearam=se na conyicgdo que apenas a se=
quencia do terminal amino de Ty e requerida para T1igacdo com HIY,
Esta convicgao, por sua vez, baseou-se em obseryacGes em que 0 an
ticorpo monoclonal 0KT,A bloqueia a infeccao de células positivas

de T, por HIV e parece reconhecer um epTtope na porgdo amino de

~
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T4 L Fuller et al, suprq] . Esses fragmentos de T4 que carecem
de glicosilagao e que s3o :capazes de se ligarem a HIV e bloquea
rem a infeccao podem ser produzidos em E, coli ou sintetizados

quimicamente.

A estrutura de cada um destes mutantes de eliminacg8o ,e
descrita na Figura 7B. Nesta Figura, a linha A descreve a estru=~
tura de dominio da proteina de T, de comprimento total [ Maddon et
al., (1985), supra; figura 7A7, Na linha B a estrutura de protel
na dos mutantes Ty soluveis recombinantes s3o descritos como se
segue: rsT4.7 en p203~5,vrsT4.7 em pBG392, rsT,.8 em pBG393,
rsT4.9 em pBG394,rsT4.1O em pBG395, rsT4.11 em pBG397,'hsT',-12 em
pBG396, rsT4.]11 em pBG215-7, rsT4.113.1 em pBG211<11 e rst,.113,2
em pBG214-10.

Construiram-se derivados de Ty soluveis p203<5, pBG392,
pBG393, pBG394 e pBE396 truncando o gene rsT,.2 apbs os locais
Stul nos aminoacidos 183 e 264 de rsT4.2; Mais especificamente,
construiu-se o derivado rsT4.7 em p203-5 e em pBG392 truncando o
CDNA de rsT,.2 no aminodcido 182 e construius<se cada um dos deri-
vados rsT4.9 em pBG394 e rsT4.12 em pBG396 truncando o cDNA de
rsT4.2 nos aminoacidos 113 e 166, respectivamente. Pode-se tam-
bém construir cada um dos derivados rsT4.1O em pBG395 e rsT4.11
em pBG397 truncando o cDNA de rsT4.2 nos aminoacidos 131 e 145 ,

respectivamente,
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Expressao de T, e polipéptidos de T, so]ﬁveis'em c€lulas bacte-=

rianas

As sequencias de cDNA de acordo com a presente invencdo
podem ser utilizadas para transformar celulas hospedeiras euca-
riotas e procariotas mediante métodos bem conhecidos da t&cnica
para produzir polipeptidos de Ty sollivel recombinantes em quanti

dades utilizaveis cIininica e comercialmente,

Por exemplo, construiu=se o vector de expressio p199=7

como se representa na Figura 9A.

Precedeu-se a construcao descrita na Figura 9A pela cons
trugao de varios plasmideos intermedios como se indica nas Figu-
ras 8A-8D. Estas construcoes realizaram-se utilizando técnicas
recombinantes convencionais., O0s ligantes utilizados nessas cons-

trugoes sao representados na Figura 10,

Como se mostra nas Figuras 8A e 8B, partindo de p170=2
que contém a sequéencia de DNA de- T4 de comprimento total, codifi
cando para T,, caracterizado pelos trés aminodcidos diferentes
dos de Maddon et al., (1985), supra , produziusse varias constru=
¢oes que dirigem a expressao de T4 solavel, Algumas destas cons~
trugcoes sao caracterizadas pelo facto de uma ou mais destas dife
rengas de aminoacidos ter sido alterada para corresponder aos res
pectivos amino3cidos de Maddon et al, Nesta figura, bem como nas
outras figuras, as alteragoes de aminodcidos sdo salfentadas por

um seta.
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0 plasmideo p192-6 contém a sequencia de rsT, .2 Met<per
feita derivada mediante mutagénese dirigida ao Tocal do oligonu~
cleotido que removeu toda a sequencia de sinal N<terminal de T4,
como se mostra na Figura 8c, E, para proporciongr um mefo conves
niente de transferir a sequéncia de rsT4.2 Met~perfeita para os
vectores de expressdao E, coli, os passos descritos na Figura 8D
foram realizados para produzir p195-8, um plasmideo contendo a se
quéencia rsT4.2 Met-perfeita flanqueada pelos locais de restricido
Clal. A fita ClaI-Clal de p195-8 optimiza a dist@ncia entre o To=
cal Clal na posicao 5' e o codao Met de iniciac8o, Na Figura 8D,
STg rop” & um plasmideo baseado em pAT153 que codifica a resis=-
téncia 3@ tetraciclina, contendo a mutagdo rop" que permite um nfi<
mero de copias de plasmideos elevado, um lécal de 1igac8o a0 prox
motor e ao ribossoma do gene 32 do bacteridfago e g sequéncia de

terminagdo de transcricdo do gene 32,

A clivagem de p195-8 com Clal produziu o fragmento utili
zado para reunir p199-7, uma construcao que dirive a expressao de
rsT4.2 Met-perfeita sob o controlo do promotor P4 (ngura 9A). Co
mo o primeiro passo para construir um vector 3 partir do qual a
expressdo de rsT,,2 estd sob controlo do prometer PL, construfu<

-se o yector p197-12 a partir de p1034(pImuGCSF) (Figura 9A),

Cortou=se depois p1034 com EcoRI e BamHI para extirpar

a insercdo de cDNA, GCSF, e uma porcdo do ribossoma mu do fago 17
gando a sequencia do local =~ que subsequentemente se reconstruiu
com oligonucleotidos. 0s Tigantes sint@ticos uti{lizados foram 1i

gantes 57-60 (Fig, 10),



Ligou-se entdo o ligante sintético a pl1034 cortado com
EcoRI/BamHI para formar p197-12, Podia-se, em vez disso, substi~
tuir estes passos iniciando com qualquer vector de expressﬁo de
E. coli apropriado contendo um local Clal colocado de modo apro=
priado entre as sequencias do promotor e do interruptor ("termi=
nado 4"). Cortou-se p197-~12 com Clal e inseriu<se uma fita de
Clal - Clal contendo a sequéncia de cDNA de rsT,.3 em pBGE38T e o
interruptor de transcricao do fago derivado de p1034, A sequéns=
cia desta fita e representada na Figura 11, 0 plasmideo resultan

te p199-7 contém o gene de rsTy.2 "Met-perfeito" nesse yector,

Alternativamente, podia-se derivar a sequéncia de rsT4.2 ‘Met~per
feita do plasmideo pBG380 depositado em relacdo com este pedido
de patente de invencao e entalhar ("gap out") a sequencia de si=

nal para criar pl192-6,

Testou-se para a expressao de pl199-7 come se segue,SG936,

um mutante duplo de E. coli lon htpr L ATCC 396247 /S. Goff e

A. Goldberg, "ATP-Dependent Protein Degradation in E, coli", in

Maximizing Gene Expression, W, Reznikoff e L, Gold (eds,) (1986)7

foi transformado com p199-7 por processos convéncionais[ﬁmriatis
et al. (1982)7 para formar SG936/p199-7, um transformante que con
tem um plasmideo com o gene rsT,.2 Met-perfeita atrds do promo-~
tor PL. 0Os transformantes foram séleccionados em placas de LB-
-agar contendo 10 mcg/ml de tetraciclina (tet). ApQGs marcagﬁo de
varias colonias simples para isolamento simples da col8nia esco-
Theu-se uma ao acaso para testar a indugao da sintese de rsT4.2.
Apanhou-se uma colonia simples de uma_placa tet” de 213-agar em’

20 m1 de Luria Broth (LB) e 10 mg /ml de tet num frasco de agitg
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em agitacao por ar (New Brunswick Scinetific, New Jersey) a 30°C.

cdo de 125 ml e desenvolveu-se:durante a noite numa incubadora

Iniciou-se depois, uma cultura de indug8o por adigdo de
0,5 ml da cultura da noite a 50 ml de LB e tet, num frasco de
500 ml, que se desenvolveu a 30°C numa incubadora com agitacdo por
ar. Quando a cultura atingiu um valor de DO (600) de 0,4, trans=<
feriu-se para um banho de 3gua 3 temperatura de 42°C e agitou=se
suavemente durante aproximadamente 20 minutos. Ap0s a inducdao de
calor a 420C, o frasco foi transferido para uma incubadora de ar
a 399 (New Brunswick Scientific, New Jersey) onde foi agitado vi
gorosamente a 250 rpm, Recolheram=se amostras imediatamente ap8s
o choque térmico a 42°¢C e hora a hora durante 4 horas e, finalmen
te, apos o desenvolvimento durante a noite. As amostras foram me
didas durante o desenvolvimento por DO (600)e analisadas seguindo-se
SDS-PAGE durante o curso da sintese de proteinas mediante colora=
cao de proteina por azul de Coomassie e por andlise da mancha de
Western com as sondas de anticorpos de antipeptidos de coelho
(descritas antes). Com base no peso molecular relativo e na and-~
lTise da mancha de proteina, a expressﬁo de rsT4.2 foi induzida a
partir de SG936/p 199-7 seguindo-se a indugdo de ca1or a 42° (Fi
gura 12). Transformou-se p199-7 em um vector de expressao Plmu=tet,
um vector de expressao de E, coli, no Tocal Clal dnico (Ver Figu=
ra 11). As sequéncias de aminoacidos e de nucledtidos de p199~7

estao representadas na Figura 11,

A expressdo de T, soluyvel de p199~7 em E, coit foi medi
da por anadlise da mancha de Western dos extractos totais das célu

las seguindo-se SDS-PAGE utilizando anticorpos de anti<peptidos
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JB-1 ou anti-peptidos JB-2 policlonais de coelho como sondas (ngfﬁ

12).

Construfu-se tamb&m o vector de express3o p203<5 como se

mostra na Figura 9B a seguir,

Comecou-se com p197-7 que tem a mesma sequéncia que o0
vector pl197-12 de PL (ver Figura 9A), excepto que existe uma de=
lecgao simples de nucleBtidos na regido n3o codificadora 5' a se<
guir ao promotor P, . Essa delecgdo que & uma deleccdo do nucleB~
tido 4 40-adenina- de p197-12 (ver Figura 11) resultou de uma de
lecgao na regiao que foi construida a partir de ligantes de 57-60
(ver Figura 10). 0 p197-7 contém o gene rsT4.2 que compreende
374 aminoacidos. Alternativamente, podia-se tamb@&m utilizar

p197-7 como um plasmideo de iniciacao,

Cortou-se p197-7 com f1al, Cortou-se tamb&m pl195<8 (ver
Figuras 8D e 9A) com Clal. para remover a fita ClaI-Clal. que con
tém a sequencia de cDNA de rsT4.2. Subsequentemente, inseriu-se

a fita Clal-Clal em p197-7 para produzir p198-2,

Digeriu-se a seguir, pl198«2 com Stul para remover 80 ami-
noacidos (aminoacido 185 até ao aminodcido 264) de sequéncia de
codificacao da proteina T, madura, Metilacao inesperada, porém,
evitou o corte no segundo local Stul, de forma que apenas o lo-
cal Stul no aminoacido 184 foi clivado. A seguir 3 ligagdo o
DNA do plasmideo foi transformado em E. coli e examinaram=se v3-
rios clones de plasmideos para a eliminacdo, utilizando processos

padrao. Nenhum destes plasmideos continha a delecgdo de Stul es-=
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perada.

A analise subsequente da sequéncia dé DNA de um destes
plasmideos, chamado p203-5, mostrou que dois residuos de'guanina
(ver aminoacidos 183 e 184; nucledtidos 818 e 819 da Figurar3) da
sequéncia de reconhecimento de Stul tinham sido eliminados a ‘se-
guir a clivagem, devido @ digestdo de exonuclease provocada pela
utilizacao da enzima Stul contaminada com exonuclease, Esta éli
minacao de dinucledotido produziu uma mudanca da estrutura de trans
lTagao a seguir ao aminoacido 182 (glutamina) e introduziu-se um
codao de paragem a jusante dos seis codaes de aminoaciod por meio
de um desTocamento da estrutura (Figura 9c), A metilacao inespe
rada do segundo local de Stul simultanea com a deleccdo deu ori
gem a um novo codao de paragem que produziu um gene codificando
uma estrutura encurtada de T4 soluvel recombinante, chamado rsT4.7.
A sequencia de rsT4.7 codifica um segmento N-terminal do amino-
acido 182 da sequencia de T, madura seguida de seis aminodcidos
na extremidade C-asparagina-leucina~glutamina-histidina-serina-
-lTeucina- de sequencias de nEofT4 e finalmente de um coddo de pa

ragem TAA,

A expressao de T, sollvel a partir de p203-5 em E, coli

foi medida pela analise da mancha de Western como previamente

se descreveu,

Expressao de T, soliivel e de polipeptidos de Tyoem células ani-

mais

Inseriram-se genes T, soliiveis e o gene n3o modificado que

codificam T4 Tigado @ membrana em um vector pBG368 de expressao anima



~64= C
~7

Mais especificamente, inseriu-se cada uma das construgGes dos ge-
nes soluveis em pBG368 sob o controlo transcricional do promotor
posterior do adenovirus para propdﬁcionar'p1asmfde03'pBG377,T
pBG380 e pBG38T. '

Fizeram-se tambem duas construcoes baseadas em pBG312 ,
chamadas pBG378 e pBG379 que dirigiram a expressdao da proteina re
combinante T4 de comprimento total, pBG378 e pBG379 codificam pa=
ra a mesma proteina de comprimento total mas em pBG379 removeu=se
uma porgao de sequencia, que nao sofreu translagcdo na posicdo
3'. Subsequentemente para testar a expressao de Ty solfivel recom-
binante e Ty de comprimento total recombinante submeteramsse a co=
-transfeccao celulas de ovarios de cricetos chineses ("CHO") uti

lizando uma de cada um desses plasmideos e o plasmideo pAdD26,

Construiu-se, em primeiro lugar, pBG368 como se segue .
Como se descreveu na Figura 13, cortou~se o vector de expressio
pBG312 da celula animal L R. Cate et al,, "Isolation of the Bovi=
ne and Human Genes for Mullerian Inhibiting Substance and Expnes¥
sion of the Human Gene in Animal Cells", Cell, 45, pags., 685-98
(1986)7 com EcoRII e BgIII para eliminar um dos dois Tocais de
restricao EcoRI e um dos dois locais de restrigao BglIT (o Tocal
EcoRI na posicao 0 e o Tocal BigIl Tocalizado aproximadameﬁte na
posicao 99). 0 plasmideo resultante, pBG368, reteve um local
EcoRI na regido de clonagem e um Tocal BgI'Il apds a regido de
clonagem. Isto deixou um uUnico Tocal EcoRI e um Gnico BglIT no

poliligante para fins de clonagem,

Mais especificamente, eliminousse um local>EcoRI e um 1o

cal BglII mediante digestao parcial e sequencial de pBG312 com



=65«

L
enzimas de restricao EcoRI e BgtII, respectivamente, Preencheu-

-se com Klenow e 4 nucledtidos novamente ilgados para produzir

pBG368 que contem Tocais de restricao unicos para enzimas EcoRI e
BglII. Uma vez verificada a expressdo transitfria de T, sollve]
construiram-se Tinhas de celulas estaveis que expressaram conti-
nuamente T4. Para fazer isto, utilizou~se o hospedeiro de expres
sao celular estavel, a linha de celulas de ovarios de cricetos chi
neses do mutante de deleccdo de di-hidrofolato redutase (DHFRT)
Z%—Kao et al., "Genetics of Somatic Mammalian Cells X Complemen~

tation Analysis of Glycine -~ Requiring Mutants", Proc, Natl. Acad,

Sci. , 64, pags. 1284-91 (1969); L. Chasin e G, Urlab" Isolation
of Chinese Hamster Cell Mutants Deficient in Dihydrofolate Reduc-

tase Activity", Proc. Natl. Acad. Sci., 77, pags. 4216-80 (1980)7,

Utilizando este sistema, submeteu-se a co-transfeccdo cada um dos
genes T, construidos com pAdA26 [ﬁ. J, Kaufman e P, A, Sharp, "Am
plification and Expression of Sequences Cotransfected with a Modu
Tar Dihydrofolate Reductase Complementary DNA Genes", J., Mol, Biol.,
159, pags. 661-21 (1982)_7 contendo o gene DHFR de rato, Antes de
realizar as co-transfeccdes, linearizaram~se todos os plasmideos
mediante clivagem de enzimas de restricdo e, antes da transfeccdo,
misturou-se cada um dos plasmideos com pAdD26 de forma que a ra=

zao molar de pAdD26 para T, fosse de 1:10. Isto maximizou o n®

de copias do gene T4 por transfectante,

Dentro da célula, ligaram-se os plasmideos em conjunto
para formar polimeros que podem ficar integrados nas sequéncias
cromossomicas do hospedeiro por recombinagdo ilegitima [U. Haynes

e C. Weisemann, "Constitutive, Long-Term Production of Human Inter
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ferons by Hamster Cells Containing Multiple Copies of a Cloned

Interferon Gene", Nucl. Acids Res., 11, pags. 687706 (1983) S,

J. Scahill et al,, "Expression and Characterization of the Pro=~
duct of a Human Immune Interferon cDNA Gene in Chinese Hamster

Ovary Cells", Proc. Natl, Acad. Sci. USA, 80, pdgs. 4654-58 (1983)7,

Seleccionaram-se transfectantes que expressam o gene DHFR dos ra-
tinhos em meios de cultura que carecem de nucledtidos, Submete=
ram-se entao estes transfectantes a uma série de concentragdes
crescentes de metotrexato, um analogo folato toxico que se liga

a DHFR, para seleccionar niveis de celulas de DHFR,

A resisténcia ao metotrexato por expressio aumentada de
DHFR & frequentemente o resultado da amplificacdo do gene DHFR
que pode inhluir a reiteracao de segmentos cromossémicos grandes,
chamados unidades amplificadas Z R, J, Kaufman e P, A, Sharp,
“Amplification and Expression of Loss of Dihydrofolate Reductase

Genes in a Chinese Hamster Ovary Cell Line", Molec, Cell, Biol,,

1, pags. 1069-76 (1981)7. Por consequéncia, a co~integragdo de
sequencias DHFR e rsTy permitiram a amplificacdo de genes rsT4;b
As linhas de c€lulas transfectadas de modo est3vel foram isoladas
por clonagem em meio de crescimento selectivo, sondadas depois
para expressao de T4 com um antigene Ty (RIA);Z'D. Klatzmann et
al., Nature, 312, pags. 767-~768 (1984)7 e por imunoprecipitacdo
a partir de meio condicionado ap0s marcagao metabdlica da cisted

35, ("35
(

na com “°S S-Cys").

Inseriu-se também o gene rsT,.7 derivado de Ty soldvel

com um plasmideo de expressdao de cé€lulas animais, como se segue,
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Como se descreve na Figura 14C, cortou=se ¢ plasmideo
pBG381 (Figura T4A) com EcoRI e Nhel, Cortou-se depois p186-6

com EcoRI e Nhel para remover o fragmento de 786 pares de bases

e ligou-se o fragmento pBG381 digerido para formar o plasmideo
pBG391. A sequencia de T, em pBGE391 e identica & descrita em Mad
don et al, (1985) supra  nas posicoes 64 (triptofano) e 231
(fenilalanina) e @ sequéncia de pBG381, Porém, na posicdo 3, a
asparagina descrita por Maddon et al, e presente em pBG381 estd
substituida por Tisina, A sequéncia de nucleGtidos de pBG391 es

ta representada na Figura 15,

Digeriu-se a seguir, p203-5 com Nhel e Oxanl para remo=

ver o fragmento de 483 pares bases. Inseriu-<se esse fragmento em
pBG391 digerido com Nhel/O0xanI para formar o plasmideo pBG392, a

construgao da expressao de celula animal de rsTy 7. A sequéncia

de T, em rsT,.7 contém aminoacidos identicos aos da sequéncia de

comprimento total de Maddon et al. nas posi¢Oes de aminoacido 64

(triptofano) e 231 (fenilalanina), Porém, na posigdo 3, a aspas

ragina descrita por Maddon et al estd substituida por Tisina, A

sequencia de nucledtidos de pBG392 estd representada na Figura

16.

Na Figura 14D, representa-se a construgHo de outras cons
trugoes de expressdo de c&lula animal contendo sequénciss que co=
dificam as delecgOes rsT,.9 em pBG394 e rsT;,12 em pBG396, Essas’
construgdes realizaram-se utilizando t&€cnicas de recombinaco con
vencionais. 0s ligantes ut11izaﬂos nessas construgﬁes estdo res
presentados na Figura 18, As sequencias de nucleGtidos de pBG394

e pBG396 representam-se nas Figuras 19 e 20,
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0 plasmideo pBG393 apresentado na Fig, 17 contém rsT4.8,
a forma perfeita de rsT4.7. pBG393-.contém 182 aminodcidos da se
quencia de T4 madura, sem os 6 aminoacidos n§o$T4 na extremidade
C a segquir ao aminoacido 182, A sequencia de nucleotidos de BG393
esta representada na Figura 21, Podem-se construir outros plasmi
deos de express3do de celula animal, de acordo com esta invencgao,
como se mostra na Figura 17, Incluem rsT4.1O em pBG395 e rsT4.11

em pBG397 (ver Figura 18 para ligantes especificos).,

A sequencia nucleotida de BG395 estd representada na Figu

ra 22.

Purificacao de T, solavel recombinante

A construcao de T4 soluvel recombinante pBG380 expressa
em células DHFR™ CHO foi desenyolvida para confluenciar em um meio
de Eagles W -modificado (Gibco) suplementado com soro fetal de vi
tela, a 10%, glutamina 1mM e antibioticos de penici]ina e estrep-
tomicina (100’pg/m1 de cada um), As c€lulas foram desenyolividas
a 37°C em dois 21 Cell Factory Systems (Nunc]. Lavaram=se depois
as celulas confluentes Tivres de soro fetal de vitela com meio de
Fagles W-modificado sem soro fetal de vitela e cultivaram-se as
cElulas nesse meio a 37°C durante 4 dias., Subsequentementé co=
Theu-se o meio condicionado, filtrou-se através de um cartucho de
filtro hidrafilico de 0,22/p Millipose Millidisk (Millipose #n
CGL 305-01) e concentraram-se as proteinas segregadas em uma co
Tuna de permuta jonica do tipo S rdpida (S-Sepharose Fast Flow,

Pharmacia # 17-0511-01) em tampdo de MES 20 mM (pH 5,5),
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Eluiram-se entdo as proteinas Tigadas com Tris<HC1 20mM
(pH7,7) e NaCl 0,3 M. A quantidade eluida foi subsequentemente
diluida com 2 volumes de Tris-HC1 20mM (ph=7,7 e foi depois car=~
regada para uma coluna que compreende anticorpos monoclonais an=
ti—T4 imobilizados na Thy posigao 19, acoplados a Affigel-=10
L uma oferta do Dr., E11is Reinherz, Dana Farher Cancer Institute,
Boston, Massuchusetts/, Lavou=se a coluna extensivamente e elufu=~
-se o material ligado sob a forma de fraccgdes de 0,5 ml com gli-
cina-HC1 50 mM (pH 2,5), NaCl 150 mM, EGTA 0,1 mM e 5‘pg/m1 de -
inibidor de tripsina pancredtica de bovino, Aprotinin (Sigma ##
A1153). Utilizaram-se manchas de Western desenyolvidas com anti=
-soro de coelho contra peptidos JB=2 a seguir a purif?caggo. Uti
lizaram-se geles manchados de prata para seguir a ligacdo e 3 elui
cao de rsT4.2 durante a cromatografia. A Figura 23 representa um

gel manchado de Coomassie de rsT,,2 purificado,

A analise por cromatografia em coluna por calibracHdo de
gel do rsT,.2 purificade a partir da linha de células de CHO trans
fectada com pBG380, BG380G, sugeriu que rs-T4 e monom@rico sob con

dicoes fisioldgicas de pH e de concentracdao salina,

Sequenciagao de proteina T, soluvel recombinante

Em seguida, determinou-se a sequencia de aminogcidos N=
-terminal de uma T4 soluvel recombinante, especificamente rsT4.2,
molecula purificada a partir do meio condicionado da Tinha de cé=
Tulas de CHO transfectada com pBG380, BG380G, como se descreveu

antes, mediante degradacao de Edman automdtica em um sequenciador
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em fase gasosa Applied Biosystems 470A [ R, B, Pepinsky et al,,
J. Biol. Chem., 261, pags., 4239-46 (1986)7.

A sequéncia amino-terminal coincidiu com a sequéncia que
tinha sido previamente determinada para T4 natural solubilizada
isolada de celulas U337, supra. As sequéncias amino~terminais de
proteinas T4 solubilizada natural (sT4)'e rsT4 purificada sdo pro
teTnas C&Z, quando comparadas com as sequéncias amino-terminais
previstas por Maddon et al,, (1985), supra, com a extremidade ami
no madura localizada na poSigao 3 dessa sequéncia, As sequéncias
amino~-terminais de T4 natural solubilizada (sT4), T4 sollvel re-<
combinante rsT4.2 segregada por BG380G transfectante de CHO con=
tendo pBG380 e a sequencia de proteina deduzida por Maddon et al,

(1985), supra sao como Se segue:

STy X-K-Y=V-L~X=K-K<X=D=T=¥=<E-L<T=X<T~A=S~E
rsTy.2: N-K=V=V<L~G=K=~K=G=D<T=V<E=L~T<X<T~A=S-E
Maddon Q-G=N=K=V=V=L=G=K=~K=G=D=T=V=E=~L=T=C~T=A=S~-E
et al,

Nas sequencias anteriores, 0s aminodacidos sdo representa<

dos por codigos de letras simples como se segue:

Phe: F Leu: L Ile: I Met: M
Val: v Ser: S Pro: P Thr: T
Ala: A Tyr: Y His: H - GIn: Q
Asn: N Lys: K Asp: D Glu: E
Cys: C Trp: W Arg: R Gly: G

X: ndo determinado ou ambiguo
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Construimos tambeém pBG211<11, um codificador para os 113
aminodcidos N-terminais da proteina T, soluvel, Esta construgdo,
que codifica para uma proteina caracterizada por uma ponte de dis
sulfureto simples, entre as cisteinas nas posigbBes de aminodcido

18 e 86, e expressa convenientemente em E, colf.

Para construir p211-11 como se mostra na Flgura 24, cor~
ta~-se o primeiro p195-8 (ver Figuras 8D e 9A) com Clal para remo=
ver a fita Clal - Clal que cpntém a sequéncia de cDNA de rST4.2.
Digeriu-se depois, pAT,53 b’ 3SH16AAmp; o plasmideo do promotor
operao de triptofano a partir do interferao gama produzindo a es~<

tirpe E. coli BN374 com Clal e eliminou=se o cDNA que codifica

para o interferao gama, Subsequentemente, inseriu-se a fita Clal-=
~-Clal no plasmideo de E, coli_  cortado por Clal na parte da
frente do promotor operao triptofano e ligou=se para produziy

p196.10,

Como se mostra na Figura 25, suBmeteu:se pBG380 g mutagé<
nese dirigida para o oligonucledtido para inserir tr@s codaos de
paragem translacionais em série seguindo a sequé@ncia de cDNA de
T4 que codifica para os aminoacidos 23 a 113 em pBG380, para prow=

duzir pBG394,

ConstruTu-se depois p21%=11 a partir dos fragmentos de ca
da um dos p-196-10, pBG394 e p1034 como se mostra na Figura 26 .
0 primeiro fragmento que inclui as séqu@ncias do vector foi prow=
duzido por restrigdo de p196-10 com HindIT e Clal para remover a
sequencia de codificacdo da Ty 8 partir dos aminogcidos 61 a 374

de rsT,.2 incluindo a sequéncia de vector a seguir d extremidade
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3' do gene rsT4. 0 segundo fragmento, um segmento>H{indIIl - BglIII"
que inclui ps coddos para os aminodcidos de T4 61<113 de rsT4.9
seguido imediatamente por um tripleto de cod3dos de paragem em sé&-

rie, foi isolado por digestdo com HindIII/BgIII de pBG394, 0 ter

ceiro fragmento, um fragmento BamHI-Clal que contém um sinal ter=
minacao transcricional T4 de bacteriofago /L H. N, Kirsch e B,
Allet, "Nucleotid Sequences Involved in Bacteriphage T4 Gene 32

Translational Self-Regulation", Proc. Natl, Acad, Sci. USA, 79,

pags. 4937-41 (1982)7 foi isolado por digestao com BamHI/Clal de
p1034. Ligou-se depois estes trés fragmentos para produzir p211-11,
uma construcao de T4 que codifica para uma forma solfvel do amino
acido 113 da proteTna T, com asparagina na posicdo 3 de aminoaci-

do (isto e, rsT,.113.1),

Submeteu-se depois p211-11 a mutagénese dirigida para o
local de oligonucleotido (Figura 27) para alterar o aminoacido na

posigao 3 de a asparagina para lisina utilizando o oligonucledti-

do T4-66:
A ¢
& &
5' ATG CAG GGT AAA
Scal
v
6 G
+
AAA GTA GTA CTG
GGC 3'.

Isto produziu o plasmideo p214-10, um vector de T, solu-
vel do aminoacido 113 corrigido completamente que codifica para

uma forma soluvel do amino3dcido 113 da proteTna T,» com lisina na
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posicdao 3 do aminoacido (isto &, rsT4.113.2). Como se mostra na

Figura 27, submeteu-se p214<10 a mutagenese dirigida para o local
de oligonucledtido para eliminar a glutamina e a glicina nas posj
coes 1 e 2 de aminoacido, respectivamente, da sequéncia de T4,

utilizando o oligonucledtido T, AID-87:

C

v

5' GTA TCG ATT TGG
ATG ATG AAA AAA
GTA GTA 3',

Isto produziu p215-7, uma construgao de Ty sollvel de ami
noacido 111, incluindo o promotor trp que dirige 3 expressao de
uma forma soliyvel de aminodcido 111 da proteina T,, com lisina na

posicao 3 de aminoacido (isto e, rsT,.111],

Construfu-se a seguir p218<8 uma construgdo de aminocido
117 que dirige a expressﬁo de uma forma soluyel de aminodcido 111
de proteTna T,, com lisina na posicdo 3 de aminedcido (isto & ,
rsT4.111) sob o controlo do promotor PL como se descreveu na Fi~

gura 28.

Mais especificamente, cortou-se p197<12 (Figura 9<A) com
Clal para remover o fragmento de 101 pb que contém sequéncias de -
Tigamento e terminacdo . Cortou-se também p215-<7 com Clal para
remover a fita Clal-Clal que contém a sequéncia de cDNA de rsT,.111
e a seequéncia de terminagcdo da transcrigfo.de @T4 L Kirsch e
Allet, suprq]. Subsequentemente, inseriu-se a fita Clal-Clal em

p197-12 cortado com Clal para produzir p218-8,
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Com yista a expressar rsT,.113.1, transformou=se E, coli
A89 com p211-~11 mediante técnicas convencionais /[ Maniatis et
al. (1982), supraZ para formar E._coli A83/p217<17, E. coli A89
e um derivado de E. coli $G936 sensivel 3 tetraciclina. Isolou~
-se E. coli A 89 a partir de E.col1i.5G936 de acordo com o método

de S. R. Maloy e W. D. Nunn, “Selection For Loss of tetracycline

Resistance by Escherichia coli", J. Bact. 145, pags, 110=12(1981)
que se baseia na capacidade do 3cido fusérico do agente de quels
cao lipofilico para inibir selectivamente as estirpes resistentes,
Mais especificamente, plaqueou~se E, coli S6396 em mefo que conti
nha, por litro, 5g de triptona, 5g de extracto de Teyedura, 109
de NaCl, 10g de NaH2P04.H20 » 50 mg de clorotetraciclina=HCl,

12 mg de acido fusarico, 0,1 mM de InCl, e 155 de agar, As co<
Tonias que se desenvolveram a 300¢ (estirpes supostas sensiveis
a tetraciclina) foram noyamente testadas para 3 sensibilidade 3
tetraciclina em placas de L-agar que continham 5,pg]m] de tetraci
clina, Uma estirpe sensTvel & tetraciclina destgnada A89 foi en=
tdo considerada incapaz de se desenvolyer em L'B agar 3 2%, veri

ficando-se assim a presenca da mutacao htpR,

Os transformantes foram seleccionados pela resist&ncia 3
tetraciclina, Colheu-se uma colonia simples em 20 ml de meio mi~
nimo mais casaminoacido a 0,2%, mais triptofano (100kPg]m1{, mais
tetraciclina (10’pg/m]) em um frasco de agitacgo de 100 ml colo=
cado nnma incubadora com agitagio por ar 3 temperatura de 30°C e
deixou-se desenyolver as células durante a nofte, Na manhg segu
inte, inocularam-se 40 ml de meio minimo mais casaminodcidos a
0,2%, mais triptofano (100/pg]m1) mais tetraciclina (10/pg]m1§

com a cultura da noite 3 D0600=0,05 em um frasco de 500 ml, As
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células foram desenvolvidas ate 3 fase semilogarftmica e depois

induzidas por granulacao, lavando=se uma vez em um meio minimo e
ressuspendendo-se depois em um meio minimo mais casaminodcidos a
0,2% mais tetraciclina (10'pg/m1) na auséncia de triptofano., Re-
moveu-se D0.,q 0,6 de células apds 0,1,2,3 e 4 horas de incubacdo

e apos desenvolvimento durante a noite.

As aliquotas foram centrifugadas e os aglomerados de c&lu
las foram submetidos a Tise mediante ebulicdo em tampdo de carga
de gel Laemmli. ApOs centrifugagcdo para remover detritos de c&-
lulas, metade de cada uma das amostras foi submetida a SDS~PAGE
seguido de analise da mancha de Western com sondas de antipeptidos
de coelho de acordo com a presente invengdo ou mediante coloracdo

da proteina com azul de Coomassie (Figuras 29A e 29B]J,

Purificagao de rsT,,113,1

Purificou-se a seguir rsT4.113.1 3 partir de transforman<
te de E. coli mediante dois passos essencialmente quantitativos
envolvendo cromatografia de permuta anidnica e cromatografias de
filtracao em gel realizadas sob condicdes de reduc8o e desmatura=

cao.

Mais especificamente, suspendeu=se 14 g de células molha=
das a partir de uma fermentagdo em um frasco de agitacdo de 4 1i-
tros em 100 ml1 de um tampao de Tris 20 mM (pH=7,5) contendo
ZOJpg/ml de DNase, Zo/pg/ml de RNase e fenil~metil<fluoreto de -
sulfonilo ("PMSF") 1 mM, A suspens3o foi aplicada a uma prensa

francesa sob 70,3 Kg/cm, (1000 psi) em duas passagens e depois
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centrifugada num rotor Sa600 de 18000 g durante 15 minutos a 4°C,
0 aglomerado resultante foi solubilizado em 20 ml de um tamp3o de
Tris 20 mM (pH=7,5) contendo ureia 7 M e 2-mercaptoetanol 10 mM ,
Submeteu-se depois a suspensdo a ultracentrifugacdo a 85000 x g
durante 90 minutos, a 4°c, 0 sobrenadante foi dilufdo mediante
adicao de 80 ml de tampao de Tris 20 mM (pH=7,5) contendo ureia

7 M e 2-mercaptoetanol 10 mm e aplicaram-=se 40 ml da amostra a
uma coluna de 3x4 cm de fluxo rapido de Sepharose~Q (Sigma, St,
Louis, Missouri) que tinha sido pré-equilibrada no mesmo tampdo.
A coluna foi desenyolyida com um gradiente em um volume total de
400 m1 com aumento de NaCl de 0 a 0,3 M no mesmo tampdo de Tris/
/ureia/2-mercaptoetanol, As fraccOes da coluna foram controladas
por absorcdo a 280 nm e por conteudo de protefna medtante SDS=PAGE
(15% de acrilamida), As fraccbes foram também analisadas por
manchas de Western, A A Figura 30 painel (a) & um cromatograma
que representa a purificacao de rsT4n113.1 mediante cromatografia
de permuta ionica, Nessa figura identificam<se os picos que con=
tem rsT,.113.1 . Verificou-se que rsT,.113.1 € elufdo no incio
do gradiente de NaCl e separa<se bem dos contaminantes de baixo

peso molecular,

Com vista a separar rsT,.113.1 dos contaminantes de eleva
do peso molecular, realizou-se a cromatografia de filtracdo com
gel de uma mistura que continha rsT,,113.1. para purificacao fi-
nal da protefna até préximo da homogeneidade (> 95% de pureza),
Mais especificamente, preparou~se uma fracgdo que continha 20 mg
de proteina em 50 m1 e depois concentrou-se até 10 ml numa unida
de de ultracentrifugagao de ceélulas agitada (Amicon, Danvers, M,

A.) utilizando uma membrana PM=30 (Amicon), Subsequentemente ,
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aplticou-se 5,0 m1 do concentrado a uma coluna de 1,5 x 95 cm
S-300 (Sigma) equilibrada e desenvolvida com o mesmo tampao de
Tris/ureia/2-mercaptoetanol. Controlaram-se as fracgoes da colu
na relativamente a absorcdo a 280 nm e ao contelido de proteTna me
diante SDS-PAGE. As fragcgées foram també&m analisadas mediante
manchas de Western e preparou-se depois, uma mistura contendo
rsT4.113.1 (aproximadamente 4 mg) em 15 ml, A Figura 30, painel
(b) & um cromatograma relativo § purificacdo de rsT, 113,1 median
te separacgao por filtracdao com gel da mistura de rsT4,113,1. Nes=
sa figura os picos das fracgOes que continham rsT,.113.1 estdo

identificados.

A Figura 30, painel (c) & uma analise SDS~PAGE relativa
a purificacdo do derivado rsTy mediante cromatografia e centrifu<

gagao. Na Figura 30, painel (c) os sectores descritos s3o:

sector A: padroes de pesos moleculares
sector B:  extractos de celulas

sector C: aglomerado de célula a seguir § solubilizac8o
do extracto de células em condigles ndo desna

turantes

sector D: sobrenadante 3 seguir d solubilizagdo do ex~

tracto de células em tampdo n3o desnaturante

sector E: - sobrenadante a seguir ao passo de ultracenti

fugagao

sector F: mistura de Sepharose (Q

sector G:  mistura de filtragdo com gel S=300
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Novo tratamento ("Refolding") de rsT,.113,1 purificado

Tratou-se de novo ("refolded ") o rsT4,113.1 purificado
mediante diluicao e dialise submetendo-~o a condigGes de ndo-des-
naturantes e oxidantes., Mais especificamente, o novo tratamento
("refolding") da proteina para uma concentracdo de 0,5 DO (280) /
/ml foi atingido mediante o processamento de didalise contra 500
volumes de ureia 3 M, Tris (pH=7,5) 20 mM; 500 volumes de ureia
1 M, acetato de amonio 0,1 M (pH=6,8) e finalmente o mesmo volume
de uma solugao salina tamponada com fosfato, Atrayés do novo tra
tamento ("refolding"), as amostras da proteTna foram controladas
para o conteudo relativo mediante andlise espectral e mediante
cromatografia em fase 17quida de altaresalucao ("HPLC") realizada
em um sistema cromatografico em fase 1iquida 150A (Appliied Bio=~
systems, Inc., Foster City, California),Uma coluna de octasililo
(Aquapore Rp-300, 0,46x3,0 cm) foi equilibrada em 80% de 3cido
trifluoroacetico a 0,1% ("TFA")/3gua (dissolvente A) e 20% de TFA
a 0,085%/acetonitrilo a 70% (dissolvente B) e desenvolveu<se com
um gradiente linear de aumento de concentragdo de acetonitrilo des
de 20% até 80% (dissolvente B) durante 45 minutos a um caudal de

0,5 ml/min,

Como se ﬁostra na Figura 31, painel (a), a protefna em
ureia 7M, 2-mercaptoetanol 10 mM e Tris 20 mM (pH=7,5) eluju=se
a partir de uma coluna de HPLC com acetonitrilo a 49% no gradien~
te. Em passos subsequentes, a partir de ureia 1 M/acetato de amd
nio 1 mM (pH=6,8) /Figura 31, painel (b)7, at@ solucfo salina tam
ponada com fosfato [FiguraS]), painel (c)7, verificou=se um aumen

to da percentagem de rsT4,113.1 que eluiu primeiro no gradiente
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de HPLCcom acetonitrilo a 47%, A identidade do pico do inicio da
eluigao como produto oxidado foi verificada por reduclo de rsTy.
11301 em solucoes nao caotrdpicas e processamento da amostra

assim tratada por HPLC nas mesmas condigOes,

A eluicdo de rsT4.1l3.1 oxidado antes da proteina reduzida
em HPLC sugere quea formagao de pontes de dissulfureto simples di
minuem a hidrofobicidade relativa da proteina [ J, L, Browing et

al., Anal. Biochem. 155, pags. 123-28 (1986)7, A andlise espec~

tral de rsT4.113.1 foi realizada durante o novo tratamento (“reQ
folding") com vista a controlar o rendimento relativo da proteTna
soluvel do procedimento, Este método de tratamento permitiu recu
perar aproximadamente 20% de rsT,.113.1, A an3dlise de HPLC indi-~
cou uma quantidade inferior a 15% de contaminante de proteina re<

duzida na preparacao (Figura 30, painel (c), sector G).

Sequenciacao de rsT,,113 com as caracteristicas iniciais recupe=

radas

Realizou=se entdo a andlise de aminodcidos de rsT,.113.1
mediante degradagﬁo automatizada de Edman num sequenciador em fa
se gasosa Applied Biosystems 470A equipado com um sistema de da-
dos 900A. O0s aminodcidos feniltio~hidantofna gerados no decurso
da quimica de degradacdo foram analisados em s&rie utilizando um
analisador Applied Biosystems 120A PTH equipado com uma coluna de
2,1x220 mm PTH=C18, A proteina (10 ug) para andlise de sequéncia
foi aplicada a SDS-PAGE (15% de acrilamida) e electrocolorida nu<
ma membrana Immobilon (MT]]ipore Corp., Bedford ., Massachusetts)

como descreveu P. Matsudaira, J, Biol, €hem,,262, pdgs, 10035<38
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(1987) .

A analise de aminodcidos das amostras de proteTna foi rea
lizada mediante hidrolise da proteTna em HC1 6N, sob vazio, duran
te 24 horas a 110°C., O0s hidrolisados foram depois analisados em
um analisador de Beckman 6300 equipado com deteccao pos-coluna
por ninidrina. A analise da mancha de Western dos geles SDS-PAGE
foi realizada por técnicas padrdao utilizando anti-soro JB-1 de

coelho.

A analise de sequencia revelou uma sequéncia de terminal

amino: Met-GIn-Gly-Asn-Lys-Val~Val---

Verificou-se que a proteina rs T4.113.1 purificada conti
nha quantidades estequiometricas de metionina de terminal amino
colocada na estrutura da protefna para expressio em E, coli e uma
cadeia polipeptidica intacta consistente com uma sequencia deri-
vada da construcao do plasmideo. A recuperacdo de feniltio-hidan
toinil-metionina no primeiro ciclo da quimica de degradacdo foi
60% consistente com os rendimentos iniciais dexrotina obtidos no
Edman automatizado. Esta obsérvacao exclui a possfbi]idade de uma
percentagem significativa do rsT,.113.1 carecer de metionina de ini
ciacao, isto e, a NH,-metionina nao foi removida pelé expressao de

rsT4.113.1 em E. coli ou de uma analise da sequéncia ser prejudica-

da pela presenca de glutamina no primeiro ciclo da quimica de degra
dacao. A analise de sequéncia foi realizada duranfe 40 ciclos e nao
se observou nenhuma evidancia de carbanilacao da Tisina. A analise
de aminoacidos revelou uma correlecdo estreita dos valores tedri-

cos e reais para os aminoacidos, indicando assim a auséncia marca-

da da degradagao proteolTtica no decurso da expressdo ou purifi-
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cagao ou ambos.

Imunoprecipitacdo_de Tinhas de cElulas de CHQO produzindo T, solf~

vel

Testou-se o meio condicionado das células CHO marcadas me

tabolicamente com 35

S-Cys transfectadas com uma das construgaes

T, mutantes pBG377, pBG380, pBG381, construgao pBG379 de T, recom
binante de comprimento total desta invencao ou com apenas o vec~
tor, para determinar se algum deles produziu uma molécula reconhe
cida pelo anti-corpo T, monoclonal 19 Thy. Para realizar este tes
te incubou-se cerca de 107 células de CHO transfectadas com pBG380,
pBG381, pBG377, pBG3792 ou com pBG312 durante 5 horas a 379C com

35, [ Dupont, New England Nu<

180‘PCi/m1 de cisteina marcada com
¢tear/ em 4 ml de meio RPMI Cys™ (Gibco). ApGs marcagdo das cé~
lulas, 1 m1 do meio condicionado fi]trado transformou%se em 0,5 mM
com fluoreto de fenil-metil<sulfonilo e foi imunoprecipitado com
0KT, e Sepharose de proteTna A [P, H, sayre e E, L, Reinherz ,

Eur. J. Immunol., 15, pags. 291-95(1985)7. Subsequenemente, in=
35

cubou-se o meio das células marcadas com 7S com OKT4 (ATCC##CRL
8002). Imunoprecipitou-se a seguir com Sepharose de proteina A
e submeteram-se os imuno-precipitados a SDS<PAGE sob condigles re
dutoras em geles de poliacrilamida a 10% Z:U. K Laemm1i,'ﬂgjgzg,
227, pags. 680-85 (1980)7. Realizou-se a auto=radiografia com pe

1Ticula de raios X X-Omat (Eastman Kodak),

Como se mostra . nos sectores 3=5 da Figura 32, pBG380

(rsT,.2) e pBG381 (rsT,.3) dirigiram a sTntese de uma proteina T
4 >4 , 4

35

segregada, imune, marcada com °°S que foi reconhecida pelo anti-
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-corpo T4 de OKT4. 0 imunoprecipitado truncou moléculas migradas

como proteinas 49Kd, um resultado consistente com os seus pesos
moleculares previstos, Em contraste, nenhum antigene T4 pode ser
detectado no meio condicionado de linhas de c€lulas transfectadas
de modo estavel com pBG377 (rsT,.1) ou pBG379 (rfiT,), A andlise
da imunoprecipitacdo dos extractos celulares das linhas de c8lu=~
las transfectadas com pBG377 sugere que 0 gene rsT4.1 pode estar
mal dobrado ("misfolded") o que podia acontecer para um bloco na

sua secregao L M, J. Gething et al.,, Cell, 46, pags, 939-50(1986)7,

Na Figura 32, os sectores representam o seguinte: sector
1: imunoprecipitacdo do meio condicionado de cElulas CHO co=trans
fectadas de modo estdvel comrvectores pBG312 e pAdD26, Sector 2:
branco. Sectores 3 e 4: imunoprecipitacdo do meto condicionado
de células CHO-CO-transfectadas de modo est@yel com pBG380
(rsT4.2) e pAdD26. Sectores 5'e 6: imunoprecipitacdo do meio con
dicionado de celulas CHO co~transfectadas de modo est3vel com
pBG381 (rsT,.3) e pAdD26. Sector 7: imunoprecipitacdo do meio
condicionado de células CHO co-~transfectadas de modo est3vel com
T4 recombinante de comprimento total (pBG379) e pAdD26, Na Figu
ra 32 a seta indica a posicdo preyista do Ty soldvel a partir de
pBG380 ou pBG381 relativos d migragdo de marcadores de peso moles

cular padrido,

Imunoprecipitacdo_de Tinhas de c&lulas CO0S 7que produzem T; solil~

vel recombinante

Expressou-se os deriyados pBG392, pBG393 e pBG334 de T4

sollyel recombinante em cElulas C0S7 por electroporagdo, essen~
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cialmente como descreveu G, Chu et al,, "Electroporation for the
Efficient Transfection of Mammalian Cells with DNA", Nuc, Acids
Res., 15, pags. 1311-26(1987). Mais especificamente, introduzi-
ram-se Zojpg de DNA de plasmideo circular fechado e 380‘pg de vei
culo (DNA de esperma de salmao agitado por som) em 3x107 células
de COS:§L As células foram submetidas a electroporacio utilizando
um Pulsador de genes (Biorad) ajustado para 300 volts, Subsequen
temente, incubaram-se c&lulas COS 7 em Meio de Eagle Modificado
por Dulbecco suplementado com 10% de soro fetal de yitela, duran=
te 24 horas., Colheu-se depois os meios condicionados, filtrou-=se
atraves de um cartucho de filtro hidr6filo de O,gZ/y Millipore Mil
" 1idisk (Millipore %ﬁ MCGL 305<01) e concentraram<se as proteinas
segregadas numa coluna de permuta idnica S rapida (S<Sepharase

Fast Flow, Pharmacia ## 17<0511-01) em tampao MES 20 mM (pH=5,5),

Eluiu-se a seguir as proteinas ligadas com TrTSQHcl 20 mM
(pH=7,7) e NaCl1 0,3 M. A mistura de elumicao foi subsequentemente
diluida com 2 volumes de Tris<HCT 20 mM (pH=7,7) e carregou-~se de
pois numa coluna que compreende tanto anti-=anticorpo monoclonal
T4 na posicao 19 Thy e Sepharose de proteina A como 0KT,A e Sepha
rose de proteina A. Lavou<se a coluna extensivamente e eluiu=se
0 material ligado com fracgaes de 0,5 m1 com glicina=HCT 50 nM
(pH=2,5), NaCl 150 mM, EGTA 0,1 mM e E‘Fg/m1 de tnibidor de trip
sina pancreatico bovino, Aprotinina (Sigma, #ﬁ A1153). Os imuno
precipitados foram submetidos a SDS PAGE (10% de gel) seguido por
imunoco]oragéo contra anti=soro de coelho desenyolvido contra o
peptido JB-1. Utilizou=se geles corados de prata a seguir g liga

¢ao e eluicao de rsT, durante a cromatografia,
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A Figura 33 descreve uma an3lise de imunomancha de pBG392
expressa transitoriamente (rsT4.7) [Sectores 10,117; pBG393
(rsT,.8) L sectores 10,117 pBG393 (rsT,.8) [ sectores 4,7,87 e
pBG394 (rsT,.9) [ sector 57. 0s padrGes s3o 50 ng de rsT,.3 puri
ficado (sector 1), 150 ng de rsT4.3 purificado (sector 2) e 250 ng
de srT4.3 purificado (sector 3). A seta indica a posicdo espera=
da de migracao de uma proteina com o peso molecular relativo de

rsT4.7; 21000 daltons. A amostra que foi carregada no sector 4

perdeu-se e os sectores 6 e 9 estao sem resultados ("blank"),

Como se mostra nos sectores 10 e 11 da Figura 35, pBG392
(rsT,.7) dirigiu a sTntese de uma proteTna imune segregada que foi
reconhecida pelos anti anti-corpos T, OKT4A e 19.ThY. 0s sectores
4, 7 e 8 também demonstraram que pBG393(rsT,.8) dirigiu a sTntese
de uma proteina imune segregada que foi reconhecida por OKT4A e
19Thy. Esta analise ilustra que rsT4.7 contém o eptope OKT4A.
Sugere tambeém que a regiao de ligacdo para HIV envolve residuos

de 1igacao nos residuos de T4 de terminal 182 amino,

Pelo contrario, nenhuma quantidade de T4 sollyel podia ser
detectada no meio de linhas de células transfectadas com pBG394
(rsT,.9) L ver sector 57, A andlise de imunoprecipitacdo de ex
tractos celulares de Tinhas de células transfectadas com pBG397
mostrou, porem, que rsT4.9 foi reconhecido por OKT4,A‘ Admite=se
que rsT4,9, uma estrutura de 113 aminodacidos, Tiga o virus HIV e
representa uma segunda geracao de T4 soldvel, uma com apenas duas

cisteinas e uma das tres pontes de dissulfureto,

Por consequéncia, rsT4.9 € produzido, Ffacilmente em E, co=
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1i ou sistemas de levedura.

De um modo semelhante, embora nenhuma Ty sol1Gyel pudesse
ser detectado nos meios de linhas de cé&lulas transfectadas com
pBG396 (rsT4.12) a analise de extractos celulares dessas linhas
de celulas mostrou que rsT4.12 foi reconhecido por OKT,A. Deste

modo, rsT,.12 pode també&m ligar-se ao virus HIV,

Radio-imuno-ensaio e andlise de epitopes de rsT4€113

Com vista a determinar se o fragmento 113 de rs-T4 conti=
nha determinantes estruturais para ligacdo a OKT4A, Leu=3A e OKT4,
realizou-se a seguir o radio-imuno-ensaio e a andlise de epTtopes
de rsT4.113 utilizando um radio~imuno~ensaio de inibicdo competi=
tivo £ C. J. Newby et al., "Solid-Phase Radioimmune Assays" in
Handbook of Experimental Emmunology, D. M, Wein (Ed.), 1, p3gs.
34,1-34,8 (1986)7, Como 0KT,A e Leu-3A bloqueiam a infecgdo de

HIV in vitro [ Dalgleish et al,, supra/ e ligacio de T4 a gp 120/
/160 L:McDougal et al,, supra/, esta andlise serviu como uma pri=
meira aproximagao para se saber se rsT4.113 continha ou nao ele=

mentos estruturais para interaccao com HIV,

Revestiram=se, primeiro, placas de microtftuTagEo de 96
cayidades com o fundo.  em forma de U (Falcon) com 50Jp1/cavidade
de anti IgG de ratinho, desenvolyvido em cabra (Hyclone Typing Kit,
Logan, Utah) em PBS (pH=7,0) at& uma concentracao de SO'pg/ml e
incubaram-se as placas, durante a noite, a 4°C. Lavar&m%se as pla

cas com 1xPBS e mancharam<se a seco, As placas foram, depofs, bio
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queadas mediante a adicgdo de 100 p1/cayidade de uma solucdo de j/ )
1xPBS contendo 5% de albumina de soro boyino, durante 1 hora 3
temperatura ambiente. Enxaguaram-Se as placas com PBS, mancha=
ram-se a seco e depois mancharam-se com 504p1 de uma das trés so
Tugoes de anticorpos que contem OKT4 (10{Fg/m1 em tamp3o de blo=
queio), 0KT,A (500 ng/m1 em tampdo de bloqueio) como tamb&m

Leu-3A (Becton-Dickison) (500 ng/ml em tampdo de bloqueio), Dei=
xaram-se repousar as placas durante 2 - horas § temperatura am-
biente. Lavaram-se depois as placas 3 vezes com uma solucdo PBS

Tween-80 a 0,05% e 2 vezes com 1 xXxPBS e mancharam=Se a8 Seco,

Numa placa separada, titularam-=se amostras cancorrentes
de rsT,.113.1 nao marcado a partir de ZOng/m1 e dilufram~se duas
vezes em série n3o incluindo nenhum controlo concorrente), com
volumes finais em cada cavidade de 252ﬂ. 0 controlo positivo
para este ensaio foi a competicdao com }ST4!3 ndo marcado (375 ami
noécidos). Adicionou~se, depois, 25‘p1 de rsT4,3 marcado com
]251 que contem 10000 cpm/25/m1 (preparado de acordo com A, E,

Bolton e W. M. Hunter, Radioimmunoassay and Related Methods, Chap

ter 2c). Subsequentemente, manchou=se todo o conteldo de 50‘p1
de cada cavidade das placas de ensaio contendo cada uma das trés
solucoes de anticorpos e incubou=se durante 2 horas 3 temperatu=
ra ambiente, Lavaram-se as placas tres vezes com solucio PBS/

/Tween-80 a 0,5% e 2 vezes com 1 x PBS, manchou<se a seco e con=
taram-se depois as cayidades num contador de raios gama de Beck~

man para radioactividade,

Como se mostrou na Fig, 34, rsT,.113,1 compete com rsT,.3

marcado com ]25I para a absorcdc com uma fase s611da de OKT,A de



um modo que € funcdo da dose, Adicionalmente, rsT4'113.1 compete
com rsT,.3 marcado com 125I para a absorgao com uma fase sblida
de Leu-3A em uma forma dependente da dose, Relativamente ao
rsT4.3 nao marcado, o rsT4.113.1 exibe uma afinidade molar para
aqueles anticorpos com um factor igual a 3, Na gama de concen=
tracoes compreendida entre 0,4 e 25¢pg/m1 testada, rsT4.113 nao
competiu com rsT,.3 radiomarcado para ligacao a 0KT,. Num ensaion

semelhante observou-se que rsT4.111 também compete com rsT,.3

125

4!

marcado com I para ligagao a OKT4A e Leu~-3A, mas ndao a OKT

4
[ Figuras 35-377.

Com base nestes resultados, pensa=se que os epitopes para
OKT4A e Leu-3A estao contidos entre os 113 aminodcidos aminoter-=
minais de T,. Admite-se tamb&m que o epTtope para ligacio de
OKT4 esta localizado no terminal carboxi do polipeptido T4.

Por consequencia, pensa=se que o dominio de ligacdo gpl20
esta Tocalizado entre os aminodcidos 113 ou 111 amino<terminais
da proteina T4 Com base nesta convicgdo, sintetizaram-se v~
rios oligopeptidos. que continham sequéncia dentro desse domnio
estrutural, Esses oligopeptidos estao representados na Figura

3 como se segue:

0ligopeptido Coordenadas de aminoFcido
JB-1 4463
rsT,#6 18<29
rsT4#=7 556
rsT,#38 8497

rsT, #9 3063
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Sintetizaram-se esses peptidos utilizando t8cnicas de -

sintese de fosfonamido-DNA convencionais [ tetrahedron Letters,

22, pags. 1859-62 (1981)7. Sintetizaram<se os peptidos num sin=
tetizador de DNA Applied Biosystems 380 A e purificaram-se atras

vés de electroforese de gel.

Ensaio ELISA para rsT,.113

Realizou-se um ensaio ELISA para rsT,.113,1 produzido
por E. coli transformado por p211-11, Mediante este ensaio, fi
zeram-se dilui¢Oes na solucdo de bloqueio, e entre cada passo ,
tavaram-se as placas com PBS/Tween-20 a 0,05%, Mais especifica
mente, revestiram-se as cé&idades de placas de Immulon 2 (Dyna-
tech, Chantilly, Virginia) com DO 0,005 (280 nm)/m1 de OKT4
(IgG2b) em tampao de bicarbonato 0,05 M até um volume de 5O.F]]
/cavidade e incubaram-se as placas, durante a noite, a 4°C, Blo~
quearam-se depois as placas com albumina de soro bovino a 5% em
PBS ZOO‘FI/cavidade e incubou~se durante 30 minutos, 3 tempera~

tura ambiente,

Subsequentemente, adicionaram<se 50;p1 de 50 ng/ml de
rsT4.3 a cada cayvidade, incubando durante a noite, a 4°C, Adi=
cionou-se, a seguir, Sﬂxpljcavidade de uma mistura contendo
rsT4.113.1 e 10 ng/ml de OKT4A e incubou<se durante 2 horas e
meia a temperatura ambiente, Utilizando um Hyclone Kit (Hyclone),
realizaram-se os passos seguintes, Em primeiro Tugar, adicio~
nou-se um3 gota de anti-<IgG2a de ratinho de coelho a cada cévidg
de e incubaram-se as placas durante 1 hora 3 temperatura ambien=

te, Adicionaram-se depois 10?/ad de anti<IgG de coelho marcado
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L,

7

com peroxidase, diluiu~se a 1:4000 com tampdo de bloqueio para
cada cavidade, e incubou~se durante 1 hora 3 temperatura ambien

te.

Preparou-se um reagente de substrato como se segue, Di<
TuTu-se reagente de substrato a 1:10 em agua destilada e adicio=
nou-se dois comprimidos de cromoforo, O-fenil-etilenodiamila ("OPD"),
por 10 ml de substrato. Deixou-=se a mistura dissolver completa=
mente misturando-a com redemoinho. Alternativamente, pode-=se u-
tilizar um sistema de substrato de peroxidase TMB (Kirkegard &
Perry Catalogue ?# 50-76~00). Subsequentemente, adicionou-se
1OO,P1 da solugao de cromoforo a cada cavidade, dincubou-se du-=
rante 10 a 15 minutos d temperatura ambiente e depois interrom=
peu-se o desenvolvimento da cor com 100)p1 de H2304 TN, Mediu=

-se, depois, DO a 490 nm, utilizando um Teitor de planos ELISA,
0s resultados do ensaio apresentam-se na Figura 38,
Submeteram-se a seguir as proteinas Ta solaveis produzi

das pelas construcgoes T4 de acordo com a presente invyengao a va

rios ensaios funcionais,

Ensaios da Actividade Antiviral de T, Solfvel

A activida-e antiviral de T, sollivel de acordo com a presente in
vencao foi calculada utilizando modificacBes de vdrios sistemas
in vitro wutilizados para estudar agentes antivirais e neutrali

zar anticorpos L D, D. Ho, et al,, "Recombinant Human Enterferon
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Alpha (A) Suppresses HTLY-III Replication in Vitro", Lancet,,

pags. 602-04 (1985); K, Hartshorn et al,, "Synergistic Inhibition
of HTLV-III Replication in Vitro by Phosphonoformate and Recombi
nant Interferon Alpha<A", Antimicrob Ag Chemoth, 30, pdgs. 189-91
(1986)7.

Para cada um destes ensaios, pfepararamwse concentragoes
escalonadas de T, sollvel e pré-incubaram<se com um fsolado ITIB
derivado de Hy de HIV /[ uma oferta dos Drs, M, Popovic e R,
Gallo, National Cancer Institute, Bethesda, Mary]an@]. 0 iso=
Tado foi mantido como uma cultura infectada cronicamente em cé~
Tulas Hg. As quantidades armazenadas de HIY liyre de células fo=
ram obtidas a partir de fluidos sobrenadantes de culturas H9 in~
fectadas com HTLV-III (condigbes de cultura; 1x106 células/ml com
75% de células viaveis). Prepararam-se séries de 10 diluigGes
de T4 sollivel recombinante variando entre 10 pTcogramas]m] e 10
microgramas/ml e incubaram-se com 50% de doses infecciosas de cul
tura de tecidos (TCIDSO) de HIY durante 1 hora a 37°C, em RPMI~
-1640 suplementado com 20% de soro fetal de vitela inactivado
por calor (FCS). Adicionaram-se depois 1503p1 de células H9 até
uma concentracao final de 0,5x106 células/ml que n3o foram infec
tadas por HIV nas cavidades que contém alfquotas de T, sollvel

recombinante/mistura de HIV,

Ajustou-se cada inbculo de yTrus a uma concentracio de
250 TCIDg,/ml e pre-incubaram=se 100/ﬂ1 do inGemlo do vTrus com
200)u1 de T4 sollivel recombinante ou ]OO/p] de imunoglobulina
preparada em triplicado em séries de 2 diluigdes durante 1 hora

6

a 37°C antes da inoculagdo de 1,5 a 2x10° c&lulas HQ em 5 ml de
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soro fetal de vitela suplementado com RPMI 1640 (20%), HEPES
(10 mM), penicilina (25o‘p/m1), estreptomicina (ZSO'yg]mlj e .
L-glutamina (2 mM). Nos dias 5,6,7,10 e 14 examinou~se cada
uma das culturas relativamente aos efeitos citop@ticos caractes
risticos ("CPE"). A ﬁeutra1izag€o foi definida como a inibigdo

de formacdao de "syncytia" comparada com controlos,

0 cdntro]o positivo utilizado foi soro de neutralizac8o
de seropositivo HIV, como descreyeu D. D. Ho et al,, em "Human
Immunodeficiency Virus Neutralizing Antibodies Recognize Several
Conserved Domains On the Envelope Glycoproteins", J. Virol., 61,
pags. 2024-28 (1987). O0s controlos negativos utilizados foram

soro seronegativo HIV sozinho e tamb&m apenas tamp8o.

Ensaio de efeito citopatico (CPE)

Neste ensaio, seguindo protocolos conyencionais para en~’
saios de efeito citopatico L Klatzmann et al. (1984), supra e
Wong-Staal and Gallo (1985], supra 7 examinaram-se micproscopica
mente as cé&lulas Hy para eyidenciar os efeitos citopdticos de
HIV.

0 CPE foi registado numa escala de 4 pontos de 1t g 4t

represeﬁféﬁdé 4t o grau ma%é eleyadd de CPE,

No décimo quarto dia as cayidades que continham T, so-<
luvel recombinante de acordo com a presente invengdo (rsT4,2 deri-~
vado da T1inha de c&lulas BG380 CHO transfectada com pBG380) pa=

ra 10'Pg/m1 e nao apresentaram nenhuma eyidéncia de CPE enquanto
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o controlo negativo apresentou 1+ a 3+ CPE,

Radio-imunoensaio p24

Testou-se a seguir T4 soluvel como um inibidor de repli<
cacao viral num ensaio de replicacao do virus HIV de acordo com
D. D. Ho et al., J. Virol,, 61, pags., 2024-28 (1987) e J, Sodors
ki et al., Nature, 322, pags, 470-74 (1986). Realizou-se o en~
saio essencialmente como se descreveu excepto que as culturas fo
ram propagadas nas cavidades do microtitulador que continha ZOOJpl.
Neste ensaio, calculou-se a capacidade dos polipeptidos T, sold
veis da presente invenc3ao para bloquear a replicagcdo de HIV como
se mediu através da producao de antigenes p24 de HIV, Tiravam-=se
amostras de sobrenadantes duas vezes por semana para o antigene

p24 de HIV como se descreve a seguir.

Obteve-se um conjunto ("Kit") de ensaio L HTLY-IIT p24 Ra
dioimmunoassay System, Catalogue NO NEK-O40=, NEK-040A, Biotec-hono]‘y-r»Sys—r
tems, New Research Products, Dupont] que cont&i um antigeno p24
de HIY marcado com ]251 purificado .por afinidade, um anti=anti=
corpo p24 de coelho e um segundo anti-anticorpo de coelho desen~
volvido na cabra o qual & utilizado para precipitar complexos de
antigene-anticorpo. Realizou=se o ensajo de acordo com o proto
colo incluido, com o conjunto ("Kit"J, Por consequéncia, mistu=
rou-se a amostra a ensajar ou uma de uma série de quantidades
de antigene p24 ndo marcado  com uma quantidade fixa de p24 mar-

cado com 125

I e uma quantidade Timitada fixa de anti-anticorpo
p24 de coelho, [Incubaram-se as amostras durante g noite 3 tem=

peratura ambiente e adicionou=se depois uma composig¢go de anti-
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-imunoglobulina de coelho desenvolvida na cabra durante 5 minu-
tos a 40°cC. Centrifugaram-se as amostras num micr6fugo e aspi-=
rou-se o fluido sobrenadante, 0 p24 marcado com ]25f em forma
de aglomerado foi quantificado para cada amostra por contagem ga -

- ' = 12
ma e construiu-se uma curva padrao para 5

I p24 substituido
por quantidades conhecidas de antigene adicionado a tubos padrao.
Calculou-se depois o p24 marcado com ]25I substituTdo pelo anti
geno presente nas amostras desconhecidas, por interpolacao, uti
lizando a curva padrao construida a partir de quantidades conhe<

cidas de antigeno p24 contido nas amostras padrdo, O0s resulta-~

dos apresentam-se no Quadro a seguir,

ENSAIQ DE p24 DE INIBICAQ DA REPLICACRO DE HIV

rsT4.2 soro do CPM % Ligado/
Dia (pg/ml) paciente medio /ndao ligado

7 - 7 negativo 344 8,5
- Positivo 2,237 112,4

0,5* - 55] ]9’9

5,0%% - 1,766 86,6

10 - Negativo 230 2,2
- ; Positivo 2,459 124,6

a, - 322 7,3

5,084 - 1,980 96.3

- Negativo 221 1,8

- Positivo 2,284 115,0

0,5 * - 246 3,1

5,0 ** - 1,988 98,7
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Estes resultados demonstram que T4 solfivel de acordo com
a invengao, para uma concentracao de Sfpg/ml, inibe completamen-
te a replicagao do yirus tal como se mediu neste ensaio padrdo
de 14 dias. Estes resultados estdo também indicados no Fig, 39
sob a forma grafica. Na Fig, 39, os valores foram calculados a
partir de uma curva padrao de p24, de acordo com as instrucodes

do "Kit" de ensaio,

* Acreditou-se inicialmente que esta concentracdo fosse de 1,0'pg/
/m1 baseado na aproximacao preliminar de que 1 unidade de absor=
vancia a 280 nm (",A280") era equivalente a 1 mg de rsT4.2. A
absorvancia a 280 nm € uma primeira aproximacdo comummente uti-
lizada para a concentracao de proteina, ApBs a an3lise de ami-
noacidos da proteina, porém, verificou-se que tinha um coeficien

te de extingcao mais elevado do que o inicialmente suposto com 1

unidade A,q, de rsT,.2 equivalente a 0,5 mg da proteina.

** Esta concentracao foi inicialmente considerada igqual a 10'pg)
/m1 baseado na aproximacdo preliminar de que 1 unidade de absor-

vancia a 280 nm ("A280") era equivalente a 1 mg de rsT,.2, A

4
absorvancia a 280 nm & uma primeira aproximacado comummente uti
lizada, para a"concentragﬁo da proteina, Apbs a andlise de ami-
noacidos da proteina , verificou-se, porém, que tinha um coefi=~
ciente de extingdo maior do que o inicialmente suposto com 1 uni

dade A,oq de rsT,.2 equivalente a 0,5 mg de protefna,
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Realizou-se um ensaio de replicagao de Poy cOMO se des s
creveu atras, excepto que o Ty soluvel foi adicionado a culturas
infectadas durante a realimentacdao nos dias 3,7 e 10, com vista
a manter uma concentracgao de rsT4 constante através do perodo
de infecgao. O0s resultados deste ensaio estdo indicados no Qua~

dro a seguir.

INIBICAO DA REPLICACKO DE HIY COM CONCENTRACAO
CONSTANTE DE rsT,

rsT4.2 Pog
(pg/ml) (ng/mt)
0,008 770
0,031 970
0,125 85
0,5 0
5,0 ]

0 1120
nao infectado 0

Estes resaultados demonstram que quando 3 proteTna T4 50
Tavel de acordo com esta invengdo foi mantida a uma concentragdo
constante durante 0 perTodo de infeccdo, bastou apenas cerca de
0,125}pg/m1 da proteTna para bloquear substancialmente a replica

cao de 250 TCIDyp/ml de HIV-T,

De um modo vantajoso, a proteina Ty solyel de acordo com
esta invencao, para concentragBes excedendo bastante as necessd

rias para bloquear a replicacao yiral nao exerce efeitos imuno-
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toxico in vitro, como medido pelos trés ensaios de proliferacdo
de 1infOcitos - resposta de 1infBcitos mista, fito<hemaglutinina

e resposta estimulada de tétano,

Ensaio de inibicao de "Syncytia"

Para estabelecer ainda o efeito de T4 solGvel na ligacdo
T4-HIV env calculou-se o efeito de duas preparagdes da proteina
Ty soluvel da presente invengdo nas propriedades "syncytiagéni-
cas" de HIV no ensaio de co-cultura. Realizou-se um ensaio de fu
sao celular C8166 como se descreve em B, D, Walker et al., Proc,

Natl. Acad. Sci. USA, 84, pags. 8120-24 (1984),

Incubaram-se 1x107 c&lulas H9 infectadas de modo crénico
com HTLY-IIIB, durante 1 hora a 37°¢ em 5% de CO2 com varias con
centragdes de uma de duas preparacoes de rsT,,2 em 150/p1 de meio
RPMI-1640 suplementado com 20% de soro fetal de vitelo, Adiciona
ram-se a seguir 3x10* C1866 células em 50/p1 de méio (uma Tinha
de linfocitos de sangue de cordao umbilical humano transformado
em T4+) [’Sodroski et al., supraZ, atd um volume final de 0,2 m]
em cada cavidade. As concentracoes finais das cayidades de Ty so
lTuvel foram 0,5/pg/m1* e 5,0’Pg/m1* para a preparacao ##1 e 1,25
)Jg/ml* e 12,5/Pg/m1* para a preparacao f% 2, Contou=se depoijs o

* Estas concentracOes foram inicialmente supostas como iguais
1'yg/m1, 10/pg/m1, Z,S'pg]m] e 25}ug]m1 baseadas na aproximacao
preliminar de iqueil,unidade*de,ébsérvancia 3..280.-nm (WAZSO") era
equivalente a 1 mg de rsT,,2, Apos a analise de amino3dcido da
proteina, porém, verificou-se qde tinha um coeficiente de extin-
cao maior do que o inicialmente admitido sendo uma unidade de

A280 de rsT,,2 equivalente a 0,5 mg da proteina,
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no total de "syncytia" por cavidade 2 horas e 4 horas apbs a adi
cao de C8166 células a 37°C em 5% de C0,. Co-culturas paralelas
utilizaram tampao isolado (controlo negativo) ou OKT4A ‘a 254
Jpg/m] (controlo positivo) como controlos, Considerou=se resulta=
do positivo uma reducdo de 50% da "syncytia" comparada com "os-
controlos ao fim de um tempo em que, pelo menos, 100 "syncytia"
por ]04 células H9 infectadas estavam presentes nas culturas de
controlo. 0s resultados deste ensaio apresentam<se a seguir, na

Fig. 40 (dados ao fim de 2 horas),

INIBICAO EM ENSAIO FUSRO DE C8166

% de inibicao*

Preparacao 1}3T4.2] (pg/ml) 2 horas 4 horas
tampao 0 ’ 0 0
rsT,.2 0,5%* 30 42
rsT4.2 5,0%* 54 47
rsTy.2 1,25%* 16 21
rST4§2" o ' 12,5%%* 77 55
OKT4A (25/pg/m]) 0 100 ]OO

* Todos os ensaios foram realizados em triplicado e determinAU*'
-se o numero médio de "syncytia" contado por cayidade para calcu
Tar a % de inibigao, A % de inibic3o represénta a diferenca en=~
tre o nimero médio de “"syncytia" no controlo negativo (sem rs-T4
ou OKT4A) e 0 niimero médio de "syncytia" contado quando rsT4 ou
OKT4A estavam presentes durante o ensaio, dividido pela contagem

media de "syncytia" para o controlo negativo e multiplicado por

100.

** Estas concentracoes foram inicialmente admitidas como sendo
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Como se demonstrou neste quadro e na Fig, 40, a Ty soli-
vel de acordo com esta invencao para concentracgoes de 5,0/pg/m1
e 12,5‘yg/m1 inibiu a formagdo de "syncytia" em 2 horas, quando
comparado com tampao isolado, Decorridas 4 horas apBs a adicao
de celulas 8166, Ty sollivel, para uma concentracdo de 12,5/pg/m].
continuou a exibir mais do que 50% de formagao de "syncytia" em

comparagao com controlo negativo,

Calculou-se também o efeito de duas preparagdes da pro-
teina Ty soluvel rsT,.7 sobre as propriedades "syncytiagénicas"
de HIV em um ensaio semelhante de co-cultura. 0s resultados des-

te ensaio indicam-se a seguir.

(cont. pag.ant.) 1 ug/r_h],10)1g/m1, 2,5 )xg/m1 e 25}19]1111, rfespectivamen-\«
te, com base numa primeira aproximacao de que 1 unidade de -
absorvancia a 280 nm ("Aygp")» era equivalente a 1 mg de rsT,,2,
Depois da analise de aminodacido da protefna, porém, verificou=
-se que tinha um coeficiente de extingdo mais eleyado do que o
inicialmente suposto sendo uma unidade A280 de rsT4.2 equivalen

te a 0,5 mg da proteina,
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INIBICAO EM ENSAIO DE FUSAQ DE C8166

Data de ensajo: dia 1

alTquota de 50p1/

rsT4.7 /"syncytia % de inibicao
Preparacao (ug/ml) "média" -2 horas
5 :
Celulas Hg 0 0 N/A
(controlo)
Celulas C8166 0 0 N/A
(controlo)
Células H9 0 118 0

infectadas com HIV
adicionadas a

células C8166
controlo
OKT4A 0 0 100

(controlo)

Prep. 1 de 2 5,0% 43 63,6

rsT4.7

* Esta concentragﬁo foi inicialmente suposta como sendo 10‘yg/m1,
com base na primeira aproximacao de que 1 unidade de absorvancia
a 280 nm ("Azgo"),,era equivalente a 1 mg de rsT4,2. Depois da

analise de aminoacido da proteina, porém, verificou-se que tinha
um coeficiente de extingdo maior do que o inicialmente admitido,

sendo uma unidade de A280 de rsT4.2 equivalente a 0,5 mg da pro

teina.



Data do ensaio: dia 13

<100« ,
(-//

J
b

PsT,.7 Aliquota de 50/p1/ % de inibicdo

Preparacao  (pg/ml) [Syncytia mBdia ‘para 2 horas
7/

Células Hg 0 0 N/A

(controlo)

Celulas C8166 O 1 N/A

(controlo)

Células Hg 0 141 0

infectadas por HIV

adicionadas a

celulas C8166

( controlo)

0KT4A (controlo) 0 Q 100
~ %

Prep. 2 de =5,0 27 80,9

rsT4.7

* Esta concentracdo foi inicialmente suposta como sendo 10‘pg]m1

com base numa primeira aproximacdo de que 1 unidade de absoryan

cia a 280 nm (“A280"), era equivalente a 1 mg de rsT4.2. Depois

da analise de aminodacidos da proteina, porém, verificou=se que

tinha um coeficiente de extincdao maior do que o inicialmente ad-

mitido sendo uma unidade de A280 de rsT4.2 equivalente a 0,5 mg

da proteina,
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Data de Ensaio: dia 14

rsT,.7 aliquota de 50'p1/ % inibicdo apls

Preparacao (pg/ml) fsyncytia média 2 horas
Preparagao ) ,

Celulas H9 0 0 N/A

(controlo)

Celulas C8166 0 0 N/A

(controlo)

Celulas H9

infectadas com HIV

adicionadas a

celulas C8166 0 128 0

(Controlo) ‘

OKT,A (controlo) 0 0 100

Prep. 1 de

rsTy.7 = 5,0% 35 72,7
~

Prep. 2 de =5,0% 2 98,4

rsT4.7

Como se déterminou nestas tabelasaproteina rsT,.7 de T,
solavel inibiu a formacdao de "syncytia" em c€lulas Hg infectadas

com HIV.

Cateutou-se tamb&m o efefto de rsT,.113.1 e rsT,;.111 so<
bre as prooriedades"syncytiagénicas" de HIV num ensaio de co-cul
tivacao . Realizou=se uma fus3o de células C8166 do modo descri-=

to em Walker et al. supra.
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Incubaram-se 1x104 células de Hg, infectadas de modo cr§

nico com HTLY-IIIB, durante 1 hora a 37°C em 5% de C02, com 5 a 50

g/ml de rsT4.113.1 ou rsT4.111 em 1504p1 de meio PPMI-1640 suple

mentado com 20% de soro fetal de vitela em placas '~ microtitu-

ladoras de 96 cavidades. Adicionou-se depois, 3x104 C8166 cé&lulas
as cavidades em aliquotas de 50Jp1. As nlacas~ foram incubadas
durante 2 horas a 37°C em 5% de €0, e a seguir a esta incubacao

contou-se o numero de "syncytia" por cavidade,

As "syncytfa" foram consideradas como células contendo
um citoplasma de baldo maior do que trés didmetros de c&lulas, To
das as amostras foram contadas duas vezes. A co=cultura paralela
utilizou OKT4A isolado ou rsT4.3 isolado para uma concentracao de
25'yg/m1 ((controlos positivos) ou células Hy isoladas ou células
C8166 isoladas (controlos negativos), O0s resultados deste ensaio

estao apresentados a seguir na Figura 41,

* Esta concentracao foi inicialmente considerada como sendo
10‘yg/m1 com base na primeira aproximacao de que 1 unidade de ab-
sorvancia a 280 nm ("A28O"), era equivalente a 1 mg de rsTy.2,
Mediante a analise de aminoacidos da proteina, porém, verificou=se
que tinha um coeficiente de extincdo maior do que o inicialmente
admitidd, sendo uma unidade de A280 de rsT4.2 equivalente a 0,5 mg

da proteina.
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INIBICAO EM ENSAIO DE FUSAO DE C8166

Preparacao : rsT4€Pg/m1) % de inibicao
C&lulas Hqy (controlo) 0 - 0
Celulas C8166 (controlo) 0 0
rsT4.113.1 1,25 35
rsT4.113.1 2,5 63
rsT4.113.1 4,25 63
rsT4.113.1 6,25 82
rsT4.113.1 12,5 96
rsT4.3 12,5 100
OKT4A (25‘Pg/m1) Q 100

Como se verifica no Quadro e na Figura 41, rsT4.113,1
apresentou uma inibicac dependente da dose de formagdo de "syncy
tia" induzida por HIV, A actividade inibidora especifica molar

de rsT4113.1 pareceu ser reduzida de uma ordem de grandeza por

4
soluvel recombinante, Deste modo, enquanto rsT4.113.1 e eficaz

comparacao com a actividade anti-viral de formas matores de T

relativamente 3 neutralizacdo da fusao celular dependente de HIV
in vitro, a sua actividade inibidora especifica molar diminui de
um factor de 10. E indeterminado se esta quantidade de descresci

mento & devida a uma regeneracao incompleta da proteina derivada

de E. coli, 3@ presenca de tres amifnodcidos adicionais na extremi=



dade N de rsT4.113.1 (Met-GIn=<Gly), nao existentes em rsT4.2 ou
rsT,.3 produzido em células de mamiferos ou 3 ausencia de estru-
tura adicional em rsT4.113.1 necessario para a ligacdao de afini-

dade elevada a HIV.

Realizou-se tambE&m um ensaio de fusdo de c€lulas C8166
com rsT4.111 como se descreveu para rsT4.113.1. 0s resultados

deste ensaio estao apresentados a seguir,

INIBICAO EM ENSAIO DE FUSAO DE C8166

Preparacao rsT4€Pg/m]) % de inibicdo
Celula Hqg (controlo) 0 0
Células C8166 (controlo) 0 0
rsT,. 111 1,25 0
rsT4.111 2,5 40
rsT4ﬂ11 4,25 20
rsT4J11 6,25 67
rsT4.1]1 12,5 100
rsT4.111 25,0 100
rsT4.3 12,5 100
rsT;.3 25,0 100
OKT4A (25 pg/m1) 0 100

Como se-démonstrou neste Quadro, rsT,,111 exibiu uma ini
bicao dependente da dose, de formacdo de "synytia" induzida por
HIV. Para uma concentragﬁo de 1295/pg]m1 e 2530/pg]m1, foi conse

guida a inibicao completa de fusdo celular,
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Cinetica de injeccao intramuscular de T, soldyel

Examinou-se a cinetica do aparecimento de uma protéina
T4 soluvel recombinante de acordo com a presente invenc3o (espe-
cificamente rsT4.3 a partir da linha de c8lulas BG38] transfecta

da com pBG381) em soro apB®s injeccdo intramuscular como se segue,

Arranjaram-se dois macacos "cynomolgus"” (Macaca fascis-=
cularis) que nao possuiam doencas infecciosas e que gozavam de boa
saude. Cada macaco tinha sido submetido a um perfodo de quarente

na de 6 semanas antes da administracao da proteina T, soldvel, Bu

4
rante o perfodo de administracdo manteve<se cada macaco com uma
dieta convencional de macaco cao suplementada com fruta fresca .
Colocou-se uma abertura de acesso vascular e um cateter numa veia

femural de cada animal antes do tratamento, com vista a facilitar

a colhéita de sangue.

Durante um periodo de 28 dias, cada animal recebeu dia-
riamente duas vezes proteina Ty sol@iyel recombinante por injeccdo
intramuscular nos miasculos grandes das coxas e das n3degas, Admi
nistraram-se injeccoes a cada animal 3 parte, durante 8 horas e
cada injeccao continha um volume de 0,15 m1/Kg (0,25 mg/kg) de
rsT,.3 (da linha de células BG381 transformada com pBG387T, para
uma dose total de 0,5 mg/Kg/dia/macaco, CoTheram~se amostras de
soro para determinagao de remogﬁo no dia antes do primeiro trata
mento e 1,2,4 e 8 horas ap6s a primeira injeccdo, bem como 1,2,4,14

e 16 horas apds a segunda injeccdo nos dias 7,14 e 28,

Verificou-se que a T4 soluvel injectads por via intra=
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muscular atingiu o nivel maximo no soro entre 1 a 2 horas apds a
inJecg¢do, com o nivel a cair lentamente e a atingir metade do va
Tor maximo em aproximadamente 6 horas apbs a injeccdo, De acordo
com os valores obtidos para a administracdo intravenosa (ndo re=
presentados), o nivel de rsT4.3 no soro deyeria cair abaixo do
atingido via injeccdo intramuscular, aproximadamente 2 horas ap0s
a injeccao intravenosa., Deste modo, embora o nivel m3ximo de
rsT4.3 no soro apos injeccao intramuscu]ar ngo atinja o valor
atingido via injec¢3o intravenosa, & libertado lTentamente para

a corrente sanguinea, permanecendo detect3vel no soro durante um
periodo muito mais longo, Este mecanismo de Tibertacdo Tento as=
sociado com vias intramusculares de injeccdo & yantajoso porque
fica disponivel um nivel maior de proteina Ty sol@vel durante um
periodo de tempo maior para uma dada concentracdo; permanecendo,
deste modo, num nivel controlado. A administracdo intramuscular
de proteina Ty soluvel @ particularmente eficaz no tratamento de
doentes nos estadios iniciais de infeccao por HIV, em impedir a
disseminagao do virus ou em tratar doentes que tenham sido expos-

tos ao virus e que n3ao sao ainda seropositivos,

Determinaram-se os niveis de rsT4.3 no soro uti]fzando
~um ensaio ELISA. Através deste ensaio, fizeram-se diluicbes em
solugdoes de bloqueamento e entre cada passo Tlavaram-se as placas
com PBS/0,05% de Tween-2Q. rMajs especificamente, revestiram-se
as cavidades de duas placas. Immulou com DO 0,01 (280 nm)/ml de
OKT, (IgG2b) em tampao de bicarbonato 0,05 M até um yolume de
50iy1/cavidade e incubaram-se as placas durante a noite a 1%¢ .
Bloquearam-se depois as placas com albumina de soro bovyino a 5%

em PBS, 200}p1/cavidade e incubou-se durante 30 minutos 3 tempe-
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ratura ambiente.

Subsequentemente, adicionaram-se 50/p1 de amostra ou de
padrao a cada cavidade, incubando durante 4 horas a temperatura
ambiente. Adicionou-se depois, SO’p]/cavidade de OKT4A para
0,1}1g/m1 e incubou-se durante a noite a 4%c. Utilizando um Hyelone Kit (H
clone), realizaram-se os seguintes passos: primeiro, adicionou-se
a cada cavidade 1 gota de anti-IgG2a de ratinho desenvolvido no
coelho e incubaram-se as placas durante 1 hora a temperatura am-
biente; adicionou-se depois 100)1] de anti-IgG de coelho marcado
com peroxidase, diluiu-se a 1:4000 com BSA a 5% PBS em cada cavi-

dade e incubou-se durante 1 hora 5 temperatura ambiente.

Preparou-se um reagente de substrato como se segue. Di-
luiu-se o reagente de substrato a 1:10 em agua destilada e adicio
nou-se dois comprimidos de 0-fenil-etilenodiamina ("OPD") cromo-
fora por 10 ml de substrato. Deixou-se dissolver a mistura cui-
dadosamente, misturando com um vortice, Alternativamente, pode
ser utilizado um sistema de substrato de peroxidase TMB (Kirke-
gaard & Perry Catalogue %# 50-76-00). Subsequentemente, adicio
nou-se 100/p1 da solucaocromofora a cada cavidade, incubou-se du
rante 10 a 15 minutos 5 temperatura ambiente e depois interrom-
peu-se o desenvolvimento de cor com 100/p1 de HZSO41N. Mediu-se

depois a DO a 490 nm, utilizando um Teitor de placas ELISA.

0s resultados do ensaio apresenta-se nos Quadros a .se-

guir.
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Formas polivalentes de T, solluvel recombinante

0s receptores podem ser caracterizados pela sua afinida-
de pelos ligantes especificos de tal modo que, no equilibrio, a
afinidade intrinseca (Ka) entre os receptores monovalente e o Ti
gante monovalente pode ser definida como [RL]1/[Rf] [Lf1, onde
[RL] & a concentracdo do receptor (R) ligado ao ligante (L) e [Rf7 e
[Lf) sao as concentragoes do receptor e do ligante livres, respec

tivamente [P. A. Underwood, in Advances in Virus Research, - ed,

K. Maramorosch et al., 34, pags. 283-309 (1988)],

Para um receptor polivalente (com uma valencia n) Tigado
a um ligante polivalente (com uma va]éncia m), pode-se definir
uma afinidade funcional como n [R1/n [Rf] m [Lf], onde [Rb] € a
concentracao dos Tocais de receptores ligados, e n[Rf] e m[Lf]
sao, respectivamente , as concentracoes dos Tocais que ligam os
receptores e os ligantes livres. 0 efeito do aumento de valéncia
(o numero de locais de ligacao) e realcar a estabilidade dos com;
ptexos ligante-receptor. A afinidade de um receptor polivalente
para um ligante polivalente dependera de tres factores: a associa
¢ao intrinseca constante de cada local de ligagdao, a va1§ncia
(numero de Tocais de Tigag3o) e a relagao topicologica entre os
Tocais de ligacao do receptor e do ligante. Em algumas circuns
tancias, as interaccdes de Tigacdo polivalentes conduzirdo a uma
afinidade funcional mais elevada. A diminuicdo da taxa de disso
ciacao dos ligantes polivalentes com receptores polivalentes da
origem a um aumento da afinidade funcional [C. L. Hornick e F.

Karush,_  Immunochemistry, 9, pags. 325-340 (1972); I. Otterness



-Macaco i# 7-91

NTvel de rsT4

-Dia 28

{ng/ml)
Tempo (horas) Dia 1 Dia"-7 Dia 14
0 22,7% 96,5" 158,0
1 278,8 199,6 360,7
2 281,8 366,8 306,4
4 214,9 246,6 363,9
5
8 72,3 105,0 199,4
g*x* 246,2
10 259,6
12 136,0
22 23,8
24 13,4
Macaco #F 7-92
Nivel rsT,
_{ng/ml)
Tempo (horas) Dia 1 Dia 7 Dia 14
0 6,7% 56,0 106,3
1 87,2 225,8 178,0
2 254,2 377,9 253,2
4 170,0 167,3 308,2
5
8 118,9 101,2 176,5
g** 405,1 '
10 523,5
12 371,5
22" 48,4
24 39,4
* - fundo ("backgroud")

* %

~108~

19,8
238,3
441,1
393,2
290,4

Dia 28

60,9
437,7
770,6
821,5
898,3

~ segunda injeccdo administrada apbs a colheita da amostra

da oitava hora,
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F.Karush, “"Principles of Antibody Reactions", in Antibody -“as a

tool, ed. J. J. Marchalonais e G. W. Warr, pags. 97-137 (1982)].

0 caso mais simples de aumento da afinidade funcional por
polivalencia do receptor & representado por um receptor soluvel
bivalente, tal como uma molecula de anticorpo que tem dois .locaisde 1igaca
de Tigantes identicos, cada um capaz de ligar, independentemente,
antigenes com igual afinidade. Se o antigene estiver exposto po
Tivalentemente, por exemplo, quimicamente 1igado a um suporte S0
1ido de forma a que o espa¢o entre os locais antigénicos possa
ser lTigado em ponte (pelos bracos) ("arms") de ligacdo do anti-
corpo a dois antigenes, a afinidade funcional do anticorpo para o

antigene 1igado ao suporte solido sera maior que a afinidade in-
trinseca do local de ligacao do anticorpo para o antigene monova~

lente /2 D. Crothers e H, Metzger, Immunochemistry, 9, pags, 341<

-57 (1972)7. Devido as particulas do virus representarem antige=
nes polivalentes, a maior afinidade funcional dos anticorpos para
os antigenes polivalentes & um factor importante para a neutrali=~

zagao do virus dirigido ao anticorpo.

A associacao de Ty soluvel recombinante e a g]icoprote?na
gp120 de revestimento principal de HIV € um exemplo de receptof
monovalente que se liga a ligando monovalente, A afinidade desta
interaccao foi medida e a associagdo entre T, e gpl20 tem uma cons
tante de dissociacao Kd=4x10‘9 M L L, Lasky et al,,~€ell, 50,
pags. 975-88 (1987)7.

Utilizando a analogia do anticorpo, pensa<se que rsT4 po=
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Tivalente demonstrava uma major afinidade para células infectadas
com HIV, expondo gp120, do que rsT4 monovalente e a relacao topi-
cologica entre gp120 na particula de virus ou na superficie da
celula infectada determinava o grau para o qual rsT4 polivalente
exibe maior afinidade funcional do que rs-T4 monovalente., Um exem
plo de um rsT, polivalente € descrito a seguir, relativamente 3
producao de um rsT4 bivalente recombinante que consiste em duas
repeticoes em série de aminodcidos 3<178 seguidas pelas 199 ami«
noacidos C-~terminais derrsT4.3. De acordo com esta invencao, um
receptor "polivalente" possuf dois ou mais locais de ligacao para
um dado ligande. Além do mais, a afinidade intrinseca de cada lo=
cal de 1igacao do ligando de um dado receptor polivalente ndo neces

sita de ser identica,

Como se mostra na Figura 42, para construir rsTy bivalente,
digeriu-se pBG391 com Nhel, que cliva apds a valina na posicgao
178 em rsT, e removeu-se a parte saliente de Nhel na extremidade
5' com nuclease de feijao. A-seguir, clivou=se com~BglIl para
remover a metade do terminal C da sequencia de codificacdo de
rsT, em pBG391. Finalmente, ligou-se um frdgmentO\ngragglII
que continha a sequencia de codificacdo paré aminodcidos de rsT4
(Tisina) 3 at& (isoleucina) 377 para o pBG391 c¢iivado, para
criar pBiv.1, um plasmideo que codifica para uma proteTna de fusdo
com uma duplicacdo em seérie dos 176 aminodcidos N-terminais de
rsT4, seguindo=se os 199 amino3cidos C=terminais de rsT4,3. A
proteina produzida por este plasmideo, cont&m, deste modo, dois
dominios adjacentes de Tigacdo a OKT4A ou gpl20 N-terminais (de=
finidos pelos resTduos de amino3cidos 3 a 111 de rsT,. 111}, ses

guindo=se um dominio de C~terminal Tigado a OKT4(ng. 437,
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pBiv. 1 foi transfectado por electroporacao em células
COS 7 para testar a expressao da proteina rsT4 bivalente. Tres
dias mais tarde, testou-se o meio condicionado das c€lulas trans-
fectadas em relacao 3@ presenca da proteina bivalente rsT4 por imu
noprecipitacdo, seguindo-se a andlise da mancha de Western da pro
teina precipitada, Ambos OKT4A e OKT, foram utilizados para imu
noprecipitacao, para determinar que o ep¥tope OKT4 e pelo menos
um dos epitopes OKT4A tivessem dobrado ("folded") correctamente .,
Ambos os anticorpos precipitaram uma proteina de peso molecular
aparente previsto (60000 d) a partir do meio condicionado das c&~

lulas.

0 rsT4 bivalente pode ser purificado por purificagﬁo da
imunoafinidade a partir de uma coluna de OKT4 e a proteTna purifi
cada pode entao ser utilizada para realizar ensafos de competigao
quantitativos com rsT,.3, Pensa<se que 3 mol8cula bivalente de~
monstraria competicao equivalente contra rsT4,3 para ligacdo de
OKT4, mas de modo significativo, maior competicao contra 'r'sT4 mo =
novalente para ligacao de OKT4A. A capacidade de T, solivel recom
binante bivalente para bloquear a formacao de "syncytium" pode
tambeém ser demonstrada no ensaio de fusdo de C8166. Pensasse tam
bem, que o T, soluvel recombinante bivalente bBloquearia a forma=
cao de "syncytium " para concentragSes significativamente mais bai~
xas do que rsT4 monovalente, com base na afinidade funcional mais

elevada de T4 soluvel recombinante bivalente para gpl2Q,

De acordo com formas de realizagao alternativas desta in-
vencdo, podem ser utilizados outros métodos para producggo de PST4

polivalente. Por exemplo, rsT, polivalente podem ser produzidos

L

@
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por ligacao quimica de rsT, a qualquer molécula de veTculo clini=
camente aceitdvel, um polimero seleccionado do grupo que consiste
em Ficoll, polietilenogliicol ou dextrano, utilizando t&cnicas de
ligagdao convencionais. Alternativamente, rsT4 pode ser quimicamen
te ligado a biotina e deixa-se o conjugado de rsT4 com biotina
ligar-se a avidina, resultando em avidina tetrava1entejbiotina/
/mo]éculas de rsT,. E rsT4'pode ser covalentemente ligado a dini-
trofenol (DNP) ou trinitrofenol (TNP)] e o conjugado resultante
precipitou com anti=DNP ou anti<TNP-Igm para formar conjugados

decamedicos com uma valéncia de 10 para locais de Tigacdo de rsT,.

Alternativafente, pode~se produzir uma molécula de anti=x
corpo quimerica recombinante com sequéncias de rs~T4 substituidas
para os dominios varidveis de uma qudlquer ou ambas as cadeias Te
ve e pesada da molécula de imunoglebulina, Deyido ao facto de -a
T4 soluvel recombinante possuir actividade de ligacio a gpl120, a
construgao de um anticorpo quimérico possuindo dois dominios de
Ty soluvel e dominios de regiao constante nao modificada podia
servir como um mediador do assassinio do alyo que s3o as c&lulas

infectadas com HIV e que expressam gp 120.

Por exemplo, rsT4jIgﬁl quimérito pode ser produzido a bar
tir de dois genes quiméricos=rsT4] cadeia quimérica Teve K humana
(rsT4/Ck) e rsT4/ cadeia quimérica pesada gama 1 humana (TST4/C

Ambas as regibes €, ecC -jforam isoladas a partir de

gama—1)' gama
cu]turas de DNA recombinante humano e cada uma foi subclonada em
vectores de seleccao de células animais contendo quer neo resist
tencia Bacteriana quer marcadores gpt bacterianos para seleccio

em hospedeiros de c€lulas animais contra o antibidtico 6418 > ou

acido micofendlico, respectivamente,
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Para construir os genes quimdricos rsT,/C e rsT,/Cy,

gama=1
um segmento de gene rsT4:1 incluindo, pelo menos, a sequéncia de
sinal de secregcao e os 110 resTduos de aminodcido de N-terminais
da sequencia de codificacdo de rsT4 madura e incluindo um dador
de unido ou uma sua porcdao ,é colocado a montante dos ex3os do
dominio constante k e gama-1., Uma enzima de restricdo apropriada
pode ser utilizada para cortar no interior do intrdo, a jusante
da sequencia de codificacdo de rsT4 desejada, proporcionando des-
te modo um local dador de uniao, Subsequentemente, uma enzima de
restricao apropriada é utilizada para cortar no interior ° de "in
traos a montante das regiOes de codificagdo k e gama-1, A sequen-
cia rsT, € depois ligada 3 sequencia da regido constante k ou ga-
ma-1, de tal forma que a sequéncia de intrao rsT, seja contigua
aos intraos gama-1 e k. Deste modo, um local de unido receptor €
proporcionado pelo intrac da regido constante k ou gama-1, Alter-
nativamente, 0s genes quiméricos rsT, podem ser construidos sem o
uso de intraos, fundindo um segmento de gene de CDNA de rsT4 apro

priado directamente a regides de codificacao k ou gama-=1,

0s vectores rsT4/C e rsT4/Ck podem ser depois co-

gama-=1
-transfectados, por exemplo, por-electroporacao em células hospe-
deiras linfoides ou ndao Tinfoides. A segiir a transcricdo e 3 translagdo dos doi:
gefles quiméricos, os produtos do gene podem associar-se em molécu

lTas de anticorpo quiméricas,

A expressao dos produtos de gene quiméricos pode ser medi
da por um ensaio imunoabsorvente ligado (ELISA) a enzima que uti-
liza anti-anticorpo T4 monoclonal QKT4A como se descreveu antes
ou mediante ensaios de competicdo para gpl120 e radio-~imunoensaios

como se descreveu antes, A actividade das quimeras rsT4]IgGl pode
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ser medida incubando-as com c&lulas injectadas com HIV, na presen
¢a de complemento humano, seguaido da quantificagdo da subsequente 1i
se mediada pelo comp]ehento desta; células., Alternativamente, a
actividade pode ser medida na replicacdo HIV e ensaios de“Symwtimﬁ

como se descreveu antes.

Com vista a determinar se rsT4 Bivalente tem uma poténcia
maior do que rsT4 monovalente, misturou-se OKT4, a varias concen-

tragoes, em conjunto com uma concentracdao constante de rsT de

4
forma a que a relacao molar de OKT4: rsT4 varie entre 0,2 e 4,
Apos a pré-incubacdo da mistura durante a noite a 4°C, adiciona-
ram-se aliquotas ao ensaio de "syncytium" de HIV deécrito infra.
OKT4 nao tem nenhum efeito neste ensaio quando utilizado i§o]ada*
mente. Além disso, a concentracgdo de Ty soltuvel recombinante es=
colhida, nao causou inibic3o neste ensaio, Por consequéncia, pro-
curaram-se indicacoes de que a mistura OKT4/rs-T4 fosse mais-poten
te do que rsT, isoladamente. Observou=se que, para relacoes ‘'de
OKT4: rsT4 maiores do que 0,2, ocorreu inibicdo parcial ou comple
ta de formacdo de "syncytium", Admite-se que, sob condicbes ~em
que moléculas de rsT, estejam ligadas a 1 molécula de 0KT,, -se

pode verificar o midior efeito de inibicao,

Deste modo, as formas monovalentes, bem como polivalentes
de Ty soluvel recombinante s3o utilizadas nas composicOes e méto=

dos desta invencao,

Os microrganismos: e as mo1§cu1as'de DNA recombinantes
preparados pelos processos de acordo com a presente invencgdao es-
tao exemplificados pelas culturas depositadas coleccdo de cultu
ras da In Vitro International, Inc., em Linthicum, Maryland, em

2 de Setembro de 1987 e jdentificadas como:



BG378: E, coli MC1061/pBG378
199-7: E. coli MC1061/p199<7
170-2: E. coli JA221/p170<2
EC100: E. coli JM83/pECT00
BG377: E. coli MCT061/pBG377
BG380: E. coli MC1061/pBG380

BG381: E. coli MC1061/pBG381

A estas culturas foram atribuidos os numeros de acesso

IVI 10743-10149, respectivamente,

Alem disso, 0s microrganismos . e as moléculas de DNA.re=
combinante de acordo com a presente invencao, estao exemplifica-
dos por culturas depositadas na coleccao de culturas da In Vitro
International, Inc., em Linthicum, Maryland, em 6 de Janeiro de

1988 e identificados como:

BG-391: E. coli MC1061/pBG39]
BG-392: E. coli MC1061/pB6392
BG-393: E. coli MC1061/pBG393
BG-394: E. coli MC1061/pBG394

BG-396: E. coli MC1061/pBG396

203-5 : E. coli S6936/p203-5,

A estas culturas foram atribuidos os nlmeros de acesso

IVI 10151-10156, resnectivamente,

0s microtganiémos e as moléculas de DNA recombinante de
acordo com esta invengao estdo tamb&m exemplificados por culturas
depositadas na colecgao de culturas da In Vitro International,
Inc., em Linthicum, Mary1ando em 24 de Agosto de 1988 e identifi-

cados como:



~117- .

211-11: E. coli A89/pBG211~1]
214-10: E. coli A89/pBG214~10
215-7 : E. coli A89/pBG215-7

A estas culturas foram atribuidos os nimeros de acesso

IVI 10183-10185, respectivamente.

Embora se tenha descrito algumas formas de realizacao da
presente invencao, & evidente que as construcgdes bdsicas podem
ser alteradas para proporcionar- ~ outras formas de realizacao que
utilizam processos e composicoes de acordo com a presente inven-
¢cao. Deste modo, considera-se que o ambito da presente invengdo
e definido pelas reivindicacOes em anexo e n3o pelas formas de
realizagao especificas que se apresentaram antes, a tTtulo de

exemplos,
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REIVINDICACOES

1.- Processo para a preparagio de moléculas de DNA recombi-
nante, caracterizado pelo facto de incluir uma fase de introdugao.
em um velculo de clonagem, de uma sequéncia de DNA escolhida no
grupo constituido por:

a) insercgdes de DNA de pl99-7, pBG377, pBG380, pBG38l,

p203-5, pBG391, pBG392, pBG393, pBG394, pBG395, pBG3SS,
pBG397, p2ll-11, p2lu-10 e p215-7;

b) sequéncias de DNA que hibridizam para uma ou mails inser
¢oes de DNA anteriores e que codificam por expressao

para um polipeptido idéntico a T4 soluvel; e
c) sequéncias de DNA que codificam a expressao para um
polipeptido  idéntico a T4 soluvel codificado por ex-

pressao para qualquer das insercoes de DNA e sequéncias anteriore

estando a referida sequéncia de DNA ligada de um modo operacional
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a uma sequéncia de controlo de expressao na molécula de DNA recom-

binante e estando expressa para produzir o referido polipeptido

quando se cultiva um hospedeiro transformado com a referida molé-

cula de DNA recombinante.

2.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo facto de a referida sequéncia de DNA (b) codificar para a ex-
pressido de um polipeptido idéntico a T4 solivel que inibe a adesao
entre linfocitos T4 e agentes infectantes que visam os linfocitos
T4t e a interacgio de linfdcitos T4' com c8lulas que exibem anti-

- . NPT + . '
genios e alvos de linfocites T4 mediados para matar.

3.- Processo de acordo com uma qualquer das reivindicagoes
1 ou 2, caracterizado pelo facto de se escolher a referida sequen-

cia de controlo de expressao no grupo constituido pelos promotores

proximal e distal de SVL0 ou adenovirus, o sistema lac, o sistema
Trp, o sistema “AC, o sistema TRC, o operador principal e regioes
do promotor do fagoA , as regioes de controlo de revestimento

proteinico fd, o promotor para 3-fosfaglicerato-quinase ou outros

enzimas glicoliticos, os prcmotores de fosfatase acida, o promotor
polihedro do sistema de baculovirus e os promotores dos factores

de X -acasalamento de leveduras.

L.- Processo para a transformagdao de um hospedeiro, caracte-

rizado pelo facto de se introduzir nesse hospedeiro uma molécula



~-120-

L{

<

de DNA recombinante preparada pelo processo de acordo com O pro-

cesso referido em uma qualquer das reivindicagdes 1 a 3.

5.- Processo de acordo com a reivindicacao 4, caracterizado
pelo facto de se escolher o referido hospedeiro no grupo consti-

tuido por estirpes de E.coli, Pseudomonas, Bacillus,Streptomyces,

fungos, células animais, células vegetais, células de insectos e

células humanas de tecidos de cultura.

6.- Processo para a preparagao de polipeptidos identicos
a T4 soluvel, caracterizado pelo facto de se cultivar um hospedei-

ro transformado com uma molécula de DNA recombinante e de se es-

colher a sequéncia de DNA no grupo constituido por:
a) insergces de DNA de pl99-7, pBG377, pBG380,
pBG381, p203-5, pBG391l, pBG392, pBG393, pBG3Sk,

pBG395, pBG396, pBG397, p21l-11, p214-10 e p215-7;

b) sequencias de DNA que hibridizam para uma ou mais
insercoes de DMNA anteriores e que codificam por
express3o para um polipeptido idéntico a TU solavel;
e

c) sequéncias de DNA que codificam por expressao para

um polipeptido idéntico a T4 sollUvel codificado
para expressao de qualquer das insergoes de DNA e
sequéncias anteriores, estando a referida sequen-

cia de DNA ligada de um modo operacional a uma se-
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quéncia de controlo de expressdo na molécula de DNA
recombinante e sendo expressa para produzir o refe-
rido polipeptido quando se cultiva um hospedeiro

transformado com a referida molécula de DNA.

7.~ Processo de acordo com a reivindicagaoc 6, caracterizado
pelo facto de se escolher o polipeptido produzido no grupo consti-
tuido'por um polipeptido de férmula AA_23-AA362, um polipeptido

de formula AA -AA .., um polipeptido de formula Met-AA

1 1-362, um

polipeptido de formula AA;-AA.., » um polipeptido de formula.

Met-AA > um polipeptido de formula AAl-AA377, um polipeptido

1-37

de formula Met-AAy_377, UR polipeptido de formula AA-ZS-AA37M’ um

.!- - 'F’ - -
polipeptido de formula AA 23 AA377
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8.- Processo de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado
pelo facto de se escolher o polipeptido no grupe constituido por
um polipeptido de formula AA=,.=AA, oo, um polipeptido de formula

AAl-AA182, um polipeptido de formula Met-AAl_182, um polipeptido

de formula AA_,s-AR o, Seguido pelos aminoacidos asparagina-leu-

cina-glutamina-histidina-serina-leucina, um polipeptido .de for-
mula AAl-AA182, seguido pelos aminodcidos asparagina-leucina-glu-
tamina-histidina-serina-leucina, um polipeptido de formula

Met_AAl-lSZ, seguido pelos aminoacidos asparagina—leuéina-gluta-

mina-histidina~-serina-leucina, um polipeptido de férmula
AA_23-AA113, um polipeptido de formula AAl—AAll3, um polipeptido

de formula Met-AAl_lls, um polipeptido de formula AA- AA

237111
um polipeptido de formula AAl-AAlll, um polipeptido de formula

Met-AA; ;47> um polipeptido de formula AA-,.-AA

23 1> um polipepti-

13
do de formula AA,-AA, 5,5 um polipeptido de formula Met-AA) 1515
um polipeptido de formula AA=,3=AA;, ¢, um polipeptido de formula
AA) _AA; ¢, um polipeptido de férmula Met-AAl_ius, um polipeptido

de formula AA_,4=AA, .o, um polipeptido de formula AA;=AA 5 UM

polipeptido de formula Met-AA, jcc» OU suas fracgles.
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1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1801
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001

GGGCTCCTTC
CAAGAAGAAG
CTTAAGATAG
GGAGGAGGTG
ACCTGCTTCA
AGTAGCCCCT
GGGGAAGACC
GGACATGCAC
ATCGTGGTGC
GGGAACAGGT
ACGGGCAGTG
GTCTTGGATC
TTACCCAGGA
ACCCTGCCCC
GGCCCTTGAA
TGATGAGAGC
cceaccrece
AAAGGTCTCG
GGATGTGGCA
AACATCAAGG
GATTTGAGAT
GACAAACTAC
AAGTGTATAA
TTCCAACCTA
GAGGAAAACC
TACTGCTGAC
AAGACCCCAA
GTGTTTAGTA
AAAAGCTGCA
TTATAAGTAG
CCACACAGGC
TACCTTTAGC

ATAGTGCCTY

TTAACTAAAG
CTTGTGGGAC
AAGACTCAGA
CAATTGCTAG
GGGGCAGAGC
CAGTGCAATG
CYCTCCGTGT
TGTCTTGCAG
TAGCTTTCCA
GGAGTTCTCC
GCGAGCTGTG
ACCTTTGACC
CCCTAAGCTC
AGGCCTTGCC
GCGAAAACAG
CACTCAGCTC
CTAAGCTGAT
AAGCGGGAGA
GTGTCTGCTG
TTCTGCCCAC
CTTTGTGAAG
CTACAGAGAT
TGTGTTAAAC
TGGAACTGAT
TGTTTTGCTC
TCTCAACATT
GGACTTTCCT
ATAGAACTCT
CTGCTATACA
GCATAACAGT
ATAGAGTGTC
TTTTTAATTY

GACTAGAGAT

GTCCATCCAA
CAAGGAAACT
TACTTACATC
TGTTCGGATT
CTGACCCTGA
TAGGAGTCCA
CTCAGCTGGA
AACCAGAAGA
GAACCTCCAG
TTCCCACTCG
GTGGCAGGCG
TGAAGAACAA
CAGATGGGCA
TCAGTATGCT
GAAAGTTGCA
CAGAAAAATT
GCTGAGTTTG
AGGCGGTGTG
AGTGACTCGG
ATGGTCGACC
GAACCTTACT
TTAAAGCTCT
TACTGATTCT
GAATGGGAGC
AGAAGAAATG
CTACTCCTCC
TCAGAATTGC
TGCTTGCTTT
AGAAAATTAT
TATAATCATA
TGCTATTAAT
GTAAAGGGGT

CATAATCAGC

GCTGAATGAT
TTCCCCTGAT
TGTGAAGTGG
GACTGCCAAC
CCTTGGAGAG
AGGGGTAAAA
GCTCCAGGAT

AGGTGGAGTT

CGCGCTGACT
CATCAAGAAT
AGGACCAGAA
TCTGACACCC
CCCCCCTGGT
ACATACAGGG
AGTGGCACCT

CAAAATAGAC

St
CATAGTCTA[_AAGAAAGAGG

CCTTTACAGT
GAGAGGGCTT
GGAAGTGTCT
AGAAGCTCCC
GGCTCTGGAA
TCAGGAAGTG
TGACCTGTGA
AAACTGGAGA
GGTGCTGAAC
GACAGGTCCT
CCGGTGCAGC
TCTGTGGTGT
AAGGTAAATA
AATTGTTTGTY
AGTGGTGGAA
CCATCTAGTG
AAAAAAGAAG
TAAGTTTTTT
GCTATTTACA
GGAAAAATAT
ACATACTGTY
AACTATGCTC
TAATAAGGAA

CATACCACAT

TGAAAAGCTG
CCTCCTCCAA
GTAAAACGGG
GCTCCACCTC
ACCTCACCCT
AACCTGGTGG
GGTGTGGGGA
ACAAGGAGGC
CCTGAGGCGG
GCTGGAATCC
CAATGGCCCT
éACATAATTG
TAAAATTTTT
GTATTTTAGA
TGCCTTTAAT
ATGATGAGGC
AGAAAGGTAG
GAGTCATGCT
CCACAAAGGA
TCTGTAACCT
TTTTCTTACT
AAAAATTGTG
TATTTGATGT

TTGTAGAGGT
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3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801
3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
A401
4451
4501
4551
4601

4651

TTTACTTGCT
AAATGAATGC
TACAAATAAA
ACTGCATTCT
TCTGGATCCT
GGTGCGGTTG
GGCTCGCCAC
CAGGCCCGTG
TCCTTGLGGC
CTAATGCAGG
CTTCAACCCA
CCGCACTTAT
GCAGCGCTCT
GATGATCGGC
AAGCCTTCGT
ATTATCGCCG
CGCGACGCGA
GCGGCATCGG
GACGACCATC
AACTTCGATC
CGAGCACATG
GTCTGLCTCC
CTGAATGGAA
TGGAGCCAAT
GGCAGAACAT
ATCTCGGGCC
AGCATCACAA
CTATAAAGAT
TGTTCCGACC
GAAGCGTGGC
TAGGTCGTTC
CGACCGCTGC

GACACGACTT

TTAAAAAACC
AATTGTTGTT
GCAATAGCAT
AGTTGTGGTT
CTACGCCGGA
CTGGCGCCTA
TTCGGGCTCA
GCCGGGGGAC
GGCGGTGLTC
AGTCGCATAA
GTCAGCTCCT
GACTGTCTTC
GGGTCATTTT
CTGTCGLCTTG
CACTGGTCCC
GCATGGCGGC
GGCTGGATGG
GATGCCCGCG
AGGGACAGCT
ACTGGACCGC
GAACGGGTTG
CCGCGTTGCG
GCCGGCGGCA
CAATTCTTGC
ATCCATCGCG
GCGTTGCTGG
AAATCGACGC
ACCAGGCGTT
CTGCCGCTTA
GCTTTCTCAA
GCTCCAAGCT
GCCTTATCCG

ATCGCCACTG

TCCCACACCT
GTTAACTTGT
CACAAATTTYC
TGTCCAAACT
CGCATCGTGG
TATCGCCGAC
TGAGCGCTTG
TGTTGGGCGC
AACGGCCTCA
GGGAGAGCGT
TCCGGTGGGC
TTTATCATGC
CGGCGAGGAC
CGGTATTCGG
GCCACCAAAC
CGACGCGCTG
CCTTCCCCAT
TTGCAGGCCA
TCAAGGATCG
TGATCGTCAC
GCATGGATTG
TCGCGGTGCA
CCTCGCTAAC
GGAGAACTGT
TCCGCCATCT
CGTTTTTCCA
TCAAGTCAGA
TCCCCCTGGA
CCGGATACCT
TGCTCACGCT
GGGCTGTGTG
GTAACTATCG

GCAGCAGCCA

CCCCCTGAAC
TTATTGCAGC
ACAAATAAAG
CATCAATGTA
CCGGCATCAC
ATCACCGATG
TTTCGGCGTG
CATCTCCTTG
ACCTACTACT
CGACCGATGC
GCGGGGCATG
AACTCGTAGG
CGCTTTCGLT
AATCTTGCAC
GTTTCGGCGA
GGCTACGTCT
TATGATTCTT
TGCTGTCCAG
CTCGCGGLTC
GGCGATTTAT
TAGGCGCCGC
TGGAGCCGGG
GGATTCACCA
GAATGCGCAA
CCAGCAGCCG
TAGGCTCCGC
GGTGGCGAAA
AGCTCCCTCG
GTCCGCCTTT
GTAGGTATCT
CACGAACCCC
TCTTGAGTCC

CTGGTAACAG

CTGAAACATA
TTATAATGGT
CATTYTTTTC
TCTTATCATG
CGGCGCCACA
GGGAAGATCG
GGTATGGTGG
CATGCACCAT
GGGCTGCTTC
CCTTGAGAGC
ACTATCGTCG
ACAGGTGCCG
GGAGCGCGAC
GCCCTCGCTC
GAAGCAGGCC
TGCTGGCOTT
CTCGCTTCCG
GCAGGTAGAT
TTACCAGCCT
GCCGCCTCGG
CCTATACCTT
CCACCTCGAC
CTCCAAGAAT
ACCAACCCTT
CACGCGGCGC
CCCCCTGACG
CCCGACAGGA
TGCGCTCTCC
CTCCCTTCGG
CAGTTCGGTG
CCGTTCAGCC
AACCCGGTAA

GATTAGCAGA
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4701
4751
4801
4851
4901
4951
5001

5051
75101
5151
5201
5251
5301
5351
5401
5451
5501
S551
5601
5651
5701
5751
5801
5851
5901
5951
6001
6051

6101

GCGAGGTATG
CGGCTACACT
TTACCTTLCGG
GCTGGTAGCG
AAAAGGATCT
AGTGGAACGA
AGGATCTTCA
CTAAAGTATA
GTGAGGCACC
TGACTCCCCG
CCCCAGTGCT
TATCAGCAAT
GCAACTTTAT
AGTAAGTAGT
CAGGCATCGT
GGTTCCCAAC
AGCGGTTAGC
CAGTGTTATC
ATGCCATCCG
ATTCTGAGAA
CACGGGATAA
GGAAAACGTT
ATCCAGTTCG
TTACTTTCAC
GCAAAAARAGG
CCTTTTTCAA
GATACATATT
ACATTTCCCC

GACATTAACC

TAGGCGGTGC
AGAAGGACAG
AAAAAGAGTT
GTGGTTTTTIT
CAAGAAGATC
AAACTCACGT
CCTAGATCCT
TATGAGTAAA
TATCTCAGCG
TCGTGTAGAT
GCAATGATAC
AAACCAGCCA
CCGCCTCCAT
TCGCCAGTTA
GGTGTCACGC
GATCAAGGCG
TCCTTCGGTC
ACTCATGGTT
TAAGATGCTT
TAGTGTATGC
TACCGCGCCA
CTTCGGGGLG
ATGTAACCCA
CAGCGTTTCT
GAATAAGGGC
TATTATTGAA
TGAATGTATT
GAAAAGTGCC

TATAAAAATA

TACAGAGTTC
TATTTGGTAT
GGTAGCTCTT
TGTTTGCAAG
CTTTGATCTT
TAAGGGATTT
TTTAAATTAA
CTTGGTCTGA
ATCTGTCTAT
AACTACGATA
CGCGAGACCC
GCCGGAAGGG
CCAGTCTATT
ATAGTTTGCG
TCGTCGTTTG
AGTTACATGA
CTCCGATCGT
ATGGCAGCAC
TTCTGTGACT
GGCGACCGAG
CATAGCAGAA
AAAACTCTCA
CTCGTGCACC
GGGTGAGCAA
GACACGGAAA
GCATTTATCA
TAGAAAAATA
ACCTGACGTC

GGCGTATCAC

TTGAAGTGGT
CTGCGCTCTG
GATCCGGCAA
CAGCAGATTA
TTCTACGGGG
TGGTCATGAG
AAATGAAGTT
CAGTTACCAA
TTCGTTCATC
CGGGAGGGCT
ACGCTCACCG
CCGAGCGCAG
AATTGTTGCC
CAACGTTGTT
GTATGGCTTC
TCCCCCATGT
TGTCAGAAGT
TGCATAATTC
GGTGAGTACT
TTGCTCTTGC
CTTTAAAAGT
AGGATCTTAC
CAACTGATCT
AAACAGGAAG
TGTTGAATAC
GGGTTATTGT
AACAAATAGG
TAAGAAACCA

GAGGCCCTTT

GGCCTAACTA
CTGAAGCCAG
ACAAACCACC
CGCGCAGAAA
TCTGACGCTC
ATTATCAAAA
TTAAATCAAT
TGCTTAATCA
CATAGTTGCC
TACCATCTGG
GCTCCAGATT
AAGTGGTCCT
GGGAAGCTAG
GCCATTGCTG
ATTCAGCTCC
TGTGCAAAAA
AAGTTGGCCG
TCYTACTGTC
CAACCAAGTC
CCGGCGTCAA
GCTCATCATT
CGCTGTTGAG
TCAGCATCTT
GCAAAATGCC
TCATACTCTT
CTCATGAGCG
GGTTCCGCGC
TTATTATCAT

CGTCTTCAA

.-
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9.- Processo de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado
pelo facto de se escolher o polipeptido produzido no grupo cons-
tituido por um polipeptido de formula AR_, =AA, .. de proteina

T4 madura, um polipeptido de formula AAl—AA362 de proteina T4

madura, um polipeptido de formula Met-AAl_362 de proteina T4 ma-

dura, um polipeptido de formula AAl-AA37u de proteina T4 madura,

um polipeptido de formula Met-AA _sq,, de proteina T4 madura,

um polipeptido de férmula AA =AM . de proteina T4 madura, um

7

polipeptido de formula Met-AAl_377 de proteina T4 madura, um

polipeptido de formula AA_,a-AA de proteina T4 madura, um

374

polipeptido de formula AA_, . -AA de proteina T4 madura ou Suas

23 377

fracgoes.

10.- Processo de acordo com a reivindicagaoc 6, caracteriza-
do pelo facto de se escolher o polipeptido produzido no grupo

consituido por um polipeptido de formula AA_,=AA o, de proteina

T4 madura, um polipeptido de formula AAl-AA182 de proteina Tu

madura, um polipeptido de formula Met—AAl_182 de proteina T4 ma-

dura, um polipeptido de formula AA_23—AA182 de proteina T4 madura,

seguido pelos aminoacidos asparagina-leucina-glutamina-histidina-

-serina-leucina, um polipeptido de fdérmula AA -AA, o, de proteina

T4 madura, seguido pelos aminoacidos asparagina-leucina-glutamina-
-histidina-serina-leucina, um polipeptido de fdrmula Met-AA, 155
de proteina T4 madura, seguido pelos aminodcidos asparagina-leuci

na-glutamina-histidina-serina-leucina, um polipeptido de formula
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AA_23-AA de proteina T4 madura, um polipeptido de formula

ARy =AAq 4 3

113
de proteina T4 madura, um polipeptido de formula

Met-AA de proteina T4 madura, um poli-

1-113
peptido de formula AR, -AA. ., de proteina T4 madura, um poli-

peptido de formula Met-AA, 4, de proteina T4 madura, um polipepti

do de formula AA_23—AA131 de proteina T4 madura, um polipeptido

de formula AA,-AA de proteina T4 madura, um polipeptido de for

1 7131

mula Met-AA de proteina T4 madura, um polipeptido de formula

1-131
AA_,s=AA) o de proteina T4 madura, um polipeptido de formula

AR =AAq )¢

Met-AA,_;,; de proteina T4 madura, um polipeptido de fdormula

de proteina T4 madura, um polipeptido de formula

AR_, =AA co, de proteina T4 madura, um polipeptido de formula
Al -AA, o de proteina T4 madura, um polipeptido de formula

Me‘t—AAl_166 de proteina T4 madura ou as suas fracgoes.

11.- Processo para a preparacao de um polipeptido recombi-
nante idéntico a Tu4 sollvel, caracterizado pelo facto de se cul-
tivar um hospedeiro transformado com uma sequéncia de DNA que co-

difica para o referido polipeptido.

12.- Processo para a preparacaoc de composicdes farmacéuti-
cas apropriadas para o tratamento e a prevencao de infecgoes por
HIV, caracterizado pelo facto de se associar uma quantidade imuno-

terapéutica ou imunosupressora eficaz de um polipeptido escolhido
no grupo constituido pelos polipeptidos produzidos pelo processo
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de acordo com uma qualquer das reivindicagoes 6 a 11, como ingre-
diente activo, com um veiculo aceitavel sob o ponto de vista far-

macéutico.

13.- Processo para tratamento e prevengao de infecgdes por

HIV em um doente, caracterizado pelo facto de se utilizar nesse

doente uma composigao, preparada de acordo com o processo descrito
na reivindicacao 12, de um modo aceitavel sob o ponto de vista
farmaceutico, em uma gama de dosagens compreendida entre cerca de

0,5 e 5,0 mg/kg de peso do corpo e por dia.

14.~ Processo de acordo com a reivindicagao 13, caracteriza-
do pelo facto de se utilizar uma composigao de tratamento por via
intramuscular, em uma gama de dosagens compreendida entre cerca

de 0,5 e 5,0 mg/kg de peso do corpo e por dia.

15.- Processo para detectar ou controlar uma infecgdo por
HIV, caracterizado pelo facto de se utilizar para diagnéstico uma

gquantidade eficaz de diagndstico de um polipeptido preparado pelo

processo de acordo com qualquer uma das reivindicacoes de 6 a 11.

16.- Processo para a preparagao de composigdes farmacéuti-
cas apropriadas para tratar ou prevenir infecgoes por HIV, caracte

rizado pelo facto de se associar uma quantidade imunoterapéutica

ou imunosupressora eficaz de um anticorpo para um polipeptido es-
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colhido no grupo constituido pelos polipeptidos produzidos pelo

processo de acordo com uma gqualquer das reivindicagoes 6 a 11,

como ingrediente activo, com um veiculo aceitavel sob o ponto de

vista farmaceutico. .

17.- Processo para tratar ou prevenir a infecgao por HIV em

um doente, caracterizado pelo facto de se tratar esse doente com

uma composigdo produzida de acordo com a reivindicagdo 16 de um mo

do aceitavel sob o pento de vista farmacéutico, em uma gama de

dosagens compreendida entre cerca de 0,5 e 5,0 mg/kg de peso do

corpo e por dia.

18.- Processo para purificar virus HIV de uma amostra, ca-
racterizado pelo facto de se expor essa amostra a um polipeptido

escolhido no grupo constituido pelos polipeptidos produzidos pelo

processo de acordo com uma qualquer das reivindicacoes 6 a 1ll.

18.~ Processo de acordo com a reivindicagao 18, caracteriza-

do pelo facto de se purificar virus HIV de uma amostra bioldgica.

20.~ Processo para a preparagao de uma molécula de DNA recom

binante, caracteri:ado pelo facto de se introduzir, em um veiculo
de clonagem, a insergao de DNA de pl70-2, a qual esta ligada de
um modo operacional a uma sequéncia de controlo de expressao na

referida molécula de DNA recombinante e estd expressa para produ-
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zir um polipeptido idéntico a T4 quando se cultiva um hospedeiro
transformado com a referida molécula de DNA recombinante.

21.- Processo para transformar um hospedeiro, caracterizado
pelo facto de se introduzir nesse hospedeiro uma molécula de DNA

recombinante preparada pelo processo de acordo com a reivindica-

gao 20.

22.- Processo para a preparagao de polipeptidos idénticos
a T4, caracterizado pelo facto de se cultivar um hospedeiro trans

formado por uma molécula de DNA recombinante caracterizada pela

insercdo de DNA de pl70-2, encontrando-se esta inserg3o de DNA
ligada de um modo operacional a uma sequencia de controlo de ex-
pressdo na referida molécula de DNA recombinante e sendo expres-
sa para produzir um polipeptido identico a T4 quando se cultiva

um hospedeiro transformado com a referida molécula de DNA recom-

binante.

23.- Processo para a preparagao de uma composigao farmaceu-

tica, caracterizado pelo facto de se misturar uma quantidade imu-

noterapéutica ou imunosupressora eficaz de um receptor de protei-
na solivel, como ingrediente activo, com um veiIculo aceitdvel ‘sob

o ponto de vista farmacéutico.

24.- Processo para tratar doentes, caracterizado pelo facto
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de se utilizar de um modo aceitavel sob o ponto de vista farma-
céutico uma composigdo farmacéutica preparada de acordo com a rei
vindicagao 23, como meio de tratamento, em uma gama de dosagens

compreendida entre cerca de 0,5 e 5,0 mg/kg de peso do corpo e

por dia.

25.- Metodo para detectar e controlar uma infecgao viral,

caracterizado pelo facto de se utilizar uma quantidade de diagnds

tico eficaz de um receptor de proteina solivel como meio de diag-

nostico.

26.- Processo para a preparacao de moléculas de DNA recombi-

. - - -
nante, caracterizado pelo facto de se introduzir, em um veiculo

de clonagem, uma sequéncia de DNA escolhida no grupo constituido
por:
a) uma insergao de DNA de pBiv.1,
b) sequéncias de DNA que hibridizam para a insergdo de
DNA de pBiv.l e que codificam por expressao para

um polipeptido idéntico a T4 sollvel polivalente; e

c) sequéncias de DNA gque codificam por expressao para
um polipeptido idéntico a T4 sollvel polivalente
codificado para a insergao de DNA de pBiv.l, es-
tando a referida sequéncia de DNA ligada de um modo

operacional a uma sequéncia de controlo de expres-

sao na referida molécula de DNA recombinante e sen-
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do expressa para produzir o referido polipeptido
quando se cultiva um hospedeiro transformado com

a molécula de DNA referida antes.

27.- Processo para transformar um hospedeiro, caracterizado

pelo facto de se introduzir nesse hospedeiro uma molécula de DNA

recombinante produzida pelo processo de acordo com a reivindicagao

26.

28.- Processo para a preparagac de um polipeptido polivalen-
te idéntico a T4, caracterizado pelo facto de se cultivar um hos-

pedeiro +ransformado com a referida moléecula de DNA recombinante

caracterizada por uma sequéncia de DNA recombinante escolhida no
grupo constituido por:
a) uma insercao de DNA de pBiv.l;

b) sequéncias de DNA que hibridizam para a insergao

de DNA de pBiv.l erque codificam por expressao
para um polipeptido semelhante a Tk sollvel poli-
valente; e

c) sequéncias de DNA que codificam por expressao

para um polipeptido idéntico a T4 soluvel poliva-

lente codificado para a inserg2o de DNA de pBiv.l,
estando a sequencia de DNA referida ligada de um

modo operacional a uma sequéncia de controlo de

expressao na molécula de DNA recombinante referida
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antes e sendo expressa para produzir o citado poli-
peptido quando se cultiva um hospedeiro transformado

com a dita molécula de DNA.

29.~ Processo para a preparagao de um polipeptido idéntico

a T4 soluvel polivalente, caracterizado pelo facto:

a) de se cultivar um hospedeiro transformado com uma
molécula de DNA recombinante produzida pelo proces-

so de acordo com uma qualquer das reivindicagoes 1

& -3 para produzir um polipeptido semelhante a T4-so-
luvel; e

b) de se ligar o polipeptido referido a um veiculo para
se formar um polipeptido idéntico a T4 soluvel poli-

valente.

30.- Processo para a preparac¢ao de uma rsT4/JgGl quimérica,
caracterizado pelo facto de se co-transfectar uma célula hospedeira

com um vector de expressao caracterizado por uma sequéncia de DNA

constitulida por:
a) uma primeira fracgao que incorpora uma sequéncia de
DNA codificadora para uma regiao constante de uma
cadeia leve de imunoglobulina; e

b) uma segunda fracgao que incorpora uma sequéncia de

DNA escolhida no grupo constituido por:

(i) insergoes de DNA de pl198-7, pBG377, pRG280,



pBG38l1, p203-5, pBG3S%1l, pBG392,pBG393, pBG33gu,
pBG395, pBG396, pBG397, p21l-11, p2lu-10 e p215-7;
(ii) sequencias de DNA que hibridizam para uma ou
mais insergoes de DNA anteriores e que codificam
Dor expressao para um polipeptido idéntico a T4 so-

lavel; e

(iii) sequencias de DNA que codificam por expressao
para um polipeptido idéntico a T4 sollvel codifica-
do para expressac por qualquer das insergoes de DNA
e sequéncias anteriores sendo a segunda fracgdo re-

ferida antes ligada a montante da primeira fracgiao

citada; e

um vector de expressac caracterizado por uma sequéncia de DNA que

inclui:

a)

b)

uma primeira fracgdo que incorpora uma sequéncia
de DNA codificadora para uma regido constante de
uma cadeia pesada de imunoglobulinaj; e

uma segunda fracgdo que incorpora uma sequéncia de

DNA escolhida no grupo constituido por:

(i) as insergoes de DNA de pl99-7, pBG377, pBG380,

pBG381l, p203-5, pBG391, pBG392, pBG393, pBG39u,
pBG395, pBG396, pBG387, p21ll-11, p21u-10 e p215-7;
(ii) sequeéncias de DNA que hibridizam para uma ou
mals insergoes de DNA anteriores e que codificam

por expressao para um polipeptido idéntico a T4
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solivel; e
(iii) sequéncias de DNA que codificam por expressac
para um polipeptido idéntico a T4 soluvel codifica-

do para a expressiao por qualquer das insergoes de

DNA e seguencias anteriores, estando a segunda frac-
cao citada ligada a montante da dita primeira frac-

gao.

31.~ Processo para a preparacao de uma rsT/IgGl quimérica,
caracterizado pelo facto de se transfectar uma célula hospedeira
com um vector de expressao caracterizado por uma primeira sequen-

cia de DNA que inclui:

&) uma primeira fracgdao que incorpora uma sequéncia
de DNA codificadora para uma regiao constante de
uma cadela leve de imunoglobulina; e

b) uma segunda fracgac que incorpora uma sequéncia de

DNA escolhida no grupo constituido por:

(i) as insergoes de DNA de pl99-7, pBG377, pBG380,
pBG381, p203-5, pBG391, pBG392, pBG393, pBG39Y,
DBG395, pBG396, DPBG397, p2ll-11, p214-10 e p215-7;

(ii) sequencias de DNA que hibridizam para uma ou

mais insergCes de DNA anteriores e que codificam
por expressac para um polipeptido idéntico a Tk
sollivel; e

(iii) sequencias de DNA que codificam por expressao
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para um polipeptido idéntico a T4 soldvel codifi-
cado para expressao por qualquer das insergoes

de DNA e sequéncias anteriores, estando a segunda
fraccao citada ligada a montante da primeira frac-

cdo referida;

sendo também o referido vector de expressdo ca-
racterizado por uma segunda sequéncia de DNA cons-

tituida por:

a) uma primeira fracgdo que incorpora uma sequér
cia de DNA codificadora para uma regiao constante
de uma cadeila pesada de imunoglobulina; e

b) uma segunda fracgao que incorpora uma sequéen-

cia de DNA escolhida no grupo constituido por:

(1) as insergoes de DNA de pl98-7, pBG377, pBG380,
pBG381, p203-5, pBG391l, pBG392,pBG393, PBG3 Y,

pBG395, pBG396, pBG397, p21l-11, p2l4-10 e p215-7.
(ii) sequéncias de DNA que hibridizam para uma ou

mais insergoes de DNA anteriores e que codificam

por expressao para um polipeptido idéntico a T4
soluvel; e

(iii) sequéncias de DNA que codificam por expres-
s3o para um polipeptido idéntico a T4 soltvel co-

dificado para expressao por qualquer das insergoes

de DNA e sequéncias anteriores, sendo a segunda

fracgao referida antes unida a montante da primei-
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ra fracgao citada.

32.- Processo para a preparacac de composicoes farmacéuticas
caracterizado pelo facto de se incorporar uma quantidade eficaz

imunoterapéutica ou iminosupressora de um polipeptido idéntico a

T4 sollvel, como ingrediente activo, preparado pelo processo de

acordo com uma das reivindicacoes 28 ou 29.

~

33.- Processo para tratar doentes, caracterizado pelo facto
de se utilizar de um modo aceitavel sob o ponto de vista farmacéu-
tico uma composigao preparada pelo processo de acordo com a reivin-
dicagao 32, em uma gama de dosagens compreendida entre cerca de

0,5 e 5,0 mg/kg de peso do corpo e por dia.

34.- Processo para detectar ou para controlar o desenvolvimen

b2

to de infecgdo por HIV, caracterizado pelo facto de se utilizar
uma quantidade eficaz de um polipeptido idéntico a T4 sollvel como

agente de diagndstico preparado pelo processo de acordo com uma das

reivindicagOes 28 ou 29.

-35.- Processo para a preparagaoc de composigoes farmacéuticas,
caracterizado pelo fazto de se utilizar uma quantidade eficaz de

uma rsT4/IgGl quimérica, como agente imunoterapéutico ou imunosu-

pressor, preparada pelo processo de acordo com a reivindicacao 30

ou 31.
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36.- Processo para tratar doentes, caracterizado pelo facto

se utilizar de um modo aceitdvel sob o ponto de vista farmaceu-
tico uma composig@o preparada pelo processo de acordo com a rei-
vindicagdo 35, em uma gama de dosagens compreendida entre cerca

de 0,5 e 5,0 mg/kg de peso do corpo e por dia,

Lisboa, 10 de Marco de 1989
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RESUMO

"Processo para a preparagao de proteinas T4 sollveis"

A invengdo diz respeito a seguéncias de DNA, moléculas de

DNA recomkingnte e processos para & preparagcéo da prcoteina T4 so-

1Gvel. Mais particularmente, esta invengao diz respeito z seguén-
cias de DN& gue s@o caracterizadas por codificzrer na expressio,

num hespedeiro unicelular apropriado, formas scliveis de T4, ©

receptor na superficie de linfdcitos T4" ou derivados respectivos
De acordo com esta invencZo, as sequéncias de DXz, as moléculas
de DNA recombinante e os processos podem ser utilizadcs para pro-
guzir T4 soliivel essencialmente livre de outras proteinas de origem
humana. Esta proteina solfvel pode ser, deste modc, utilizeda de

forma vantajosa em composicOes imunoterapeuticas e de diagndstico.

As composicbes imunoterapéuticas baseadas em T4 solivel
s3o Gteis no tratamento de doentes imunodeficientes que sofrem de
doengas provocadas por agentes infecciosos cujos primeircs alvos

- . - . + . -
s3o os linfdcitos T4 . De acordo com uma fcrme de realizagac pre-

ferida, esta invencdo diz respeito a composicoes baseadas em T4
solfivel quc sdo {iteis na prevengdo, tratamentc ou detecgac do sin-

droma da imunodeficiéncia adquirida, complexo relacionado com o0



SIDA e infecgdao de HIV.
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