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Resumo

MEMORIA DESCRITIVA

0 invento fornece métodos para a se-
leccdo de inibidores de proteases. 0 primeiro método envolve
a construcdo de um sistema de plasmideo de tal forma que a ex-
pressdo de uma protease & téxica relativamente a uma estirpe
bacteriana. Deste modo podem ser seleccionados compostos de
interesse que inibam a protease t6xica e, assim, evitar a mor-
te da estirpe bacteriana. A inibigdo & detectada por transfor

macdo sucessiva da estirpe bacteriana pelo plasmideo que codi-
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fica para a protease. 0 segundo método envolve a @nstrugdo de
uma proteina de fusdo que contém um sitio de clivagem da pro-
tease inserido numa proteina cuja actividade pode ser testada.
Os compostos sdo seleccionados para a inibigdo de proteases,a
qual & detectada por ensaios de modificacdo de cor,luz ou ac-
tividade da proteina. A protease de HIV e a protease de polio
3C sio exemplos de proteases que podem ser usadas com estes
métodos.
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FUNDAMENTOS DA INVENCAOQ

As proteases sdo uma classe de protei-
nas da qual alguns membros estdo implicados em doencas huma-
nas. Por exemplo, a renina humana & uma protease de aspartil
que estd envolvida na hipertensdo por intermédio do seu papel
na formagdo do peptido vasoactivo antiotensina, no plasma
(Referencia Bibliogrdfica 1). As proteases tripsina e elas-
tase estdo envolvidas no ataque de enfizema (2,3). De parti-
cular interesse reveste-se a protease associada ao virus da
imunodeficiencia humana ("HIV"). A protease de polio também

possui interesse.

Os produtos de traducdo primarios do
HIV incluem precursores poliproteicos codificados pelos ge-
nes gag e pol (4). 0 gene gag codifica para as proteinas do
capside; o gene pol codifica para oS enzimas virais incluin-
do uma protease viral de 10 Kd, uma transcriptase inversa de
66 Kd e uma endonuclease de 34 Kd (5). A produgdo destas pro

"

teinas & dependente da clivagem destas poliproteinas pela pro

P

tease viral a qual & gerada por autodigestdo da poliproteina
pol.

Como ezima especifica do virus, a
protease & um alvo atractivo para drogas, com o objectivo de
inibir a replicagdo viral e, tornou-se num foco de investiga
Gdo intensiva. A sequencia pol (Nucleotidos 1833-2129)produz
uma protease madura de 99 aminodcidos (6) com prolina na ex-
tremidade amino e fenilalanina na extremidade carboxi(7;Gra-
ves). A protease de 99 aminoédcidos possui homologia com a fa-
milia de proteases aspdrtica (8) e & inibida pela pepsatati-
na A(9). A protease recombinante mutada no residuo cataliti-
co 25 Asp & enzimdticamente inactiva em sistemas de expressado
bacterianos e in vitro (5,6) e o virus mutado neste -sitio
ndo & infeccioso (6). A protease foi recentemente purificada
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a partir de E. coli e cristalizada (10).

Presentemente, existe uma necessidade
urgente de desenvolver agentes terapeuticos contra o sindro-
ma de imunodeficiéncia adquirida ("SIDA") o qual cré-se ser
causado pelo HIV. Um agente que seja selectivo em relacdo a
protease de HIV deve servir como inibidor da replicacdo de
HIV e, deste modo, ser eficaz no tratamento da SIDA. Desta
forma, existe necessidade de métodos para seleccionar tais
inibidores da protease de HIV.

Os métodos existentes para testar a
protease & HIV utilizam substratos poliproteicos ou de oli-
gopeptidos e requerem o uso de electroforese através de gel
ou cromatografia liquida de alta eficdcia para verificar a
presenca de produtos de clivagem (11-16). OQutros métodos
recentemente desenvolvidos para mGltiplas amostras incluem
transferencia de energia de ressondncia (17) e libertacédo
de produtos radicactivos (18). Estes métodos ndo sdo féacil-
mente adaptdveis ao ensaio da actividade proteolitica num
grande nimero de amostras.

»

Deste modo, & um objectivo desta inven-
¢cdo desenvolver métodos de seleccdo para a identificacdo de
inibidores de proteases.

Um objectivo particular desta invencgdo
& o desenvolvimento de métodos de seleccdo mra a identifica-
cdo de inibidores da protease de HIV.

E ainda um objectivo desta invencgdo,o
desenvolvimento de métodos de selecc¢do para a identificacdo
de inibidores da protease de polio.




RESUMO DA INVENGAQ =

A presente invencdo fornece métodos
para o teste de compostos que inibem enzimas proteoliticas.
Numa parte da invencdo, o método é, em primeiro lugar, basea-
do na construcdo de um plasmideo possuidor de uma sequencia
de DNA que codifica para uma protease, sob o controle de um
promotor de T7. De seguida, & seleccionada uma estirpe de
expressdo bacteriana a qual ndo & transformada pelo plasmideo

Iy

devido & toxicidade da protease para a estirpe bacteriana.Um
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composto a testar para actividade inibidora & entdo adicionado

~

juntamente com o plasmideo & estirpe bacteriana. Se a estirpe

bacteriana ndo & morta e produz transformantes, o composto &
identificado como inibidor da protease.

Em particular, a primeira parte da
presente invengdo fornece as construgBes de plasmideos desig-
nadas por pPDB16 e pMae2 as quais contém uma sequencia de DNA
que codifica para a protease de HIV. Estes plasmideos nio
produzem transformantes numa estirpe de E. coli designada BL21
(DE3). Assim, a expressdo da protease da HIV a partir do plas-
mideo parece ser téxica para esta estirpe de E. coli . Esta
descoberta sugere um método para a identificacdo de agentes
que inibem a protease de HIV. Um plasideo similar, designado

por pPolio protease 3C, & descrito para a protease de polio
e pode ser usado para testar inibidores da protease de polio.

Num outro aspecto da primeira parte
da invencdo & descrito um método para a seleccdo de compostos
que inibem a protease de HIV. E construido um plasmideo pos-
suindo uma sequencia d@ DNA que codifica para a protease de HIV,
sob o controle de um promotor de T7. De sequida, & selecciona
da uma estirpe bacteriana a qual & transformada pelo plasmideo
e morta pela inducdo da sintese de protease por um agente in-

dutor. E entdo adicionado um composto, a seleccionar para a




sua activiadde inibidora, juntamente com o agente induor 3
estirpe bacteriana transformada. Se as celulas induzidas ndo

forem mortas, o composto & identificado como um inibidor da
protease de HIV.

Na segunda parte da invengdo, o méto-
do envolve a selecg¢do de uma proteina capaz de ser testada por
modifica¢do de cor, luz ou actividade quando combinada com uma
enzima proteolitica na presenca ou auséncia de um composto ini
bidor potencial.

De seguida, uma sequencia de DNA he-
ter6loga que codifica para um peptido que inclui um sitio de

P

clivagem de enzima proteolitica, & insida no gene que codi-
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fica para a proteina seleccionada. 0 gene de fusdo & inseri-
do num sistema de expressdo apropriado e & combinado com a en-
zima proteolitica a qual reconhece e cliva o peptido codifica-
do pela sequencia de DNA heterologa inserida na proteina de
fuspao, de tal modo que a enzima proteolitica cliva no sitio
de clivagem de enzima proteolitica o que, por seu turno, inac-

tiva a proteina de fusdo expressa.

PY

Esta perda de actividade & monitori-
zada por modificagdo de cor, luz ou directamente pela prépria

-

perda de activikde. Um composto a seleccionar & incluido no
sistema de ensaio e & identificado como inibidor da enzima pro
teolitica se a proteina ndo f6r clivada e se mantiver activa
quando monitorizada por qualquer dos métodos descritos prévia-

mente.

Em particular, a segunda parte desta
invengdo fornece uma construcdo de plasmideo designada por
pl+IQSau, a qal inclui o gene de B-galactosidase, no qual é
inserida uma sequencia de DNA que codifica para um decapeptido

de sitio de clivagem de protease de HIV. Quandoc expressa, es-
ta proteina de fusdo retém a activiadde de B-galactosidase. A




protease de HIV cliva e inactiva a proteina de fusio.

Compostos potencialmente inibidores da
protease de HIV sdo testados por monitorizacdo da actividade
de B-galactosidase de tal maneira que a manutencdo da activi-
dade de B-galactosidase indica que o composto previne a cliva-
gem e inibe a protease de HIV.

Uma construcdo similar designada por
plasmideo pZM3CSau, inclui o gene que codifica para a P-galac-
tosidase no qual & inserida uma sequencia de DNA que codifica
para o sitio de clivagem da protease de polio 3C. Esta cons-
trugdo & usada para testar compostos que inibem a protease de
polio 3C utilizando processos similares aos descritos prévia-

mente para a protease de HIV.

BREVE DESCRICAQ DOS DESENHOS

A figura descreve as construcles de
protease de HIV pPDBl16 e pMae2. A construcdo pPDB16 codifica
para o precursor de protease de 18Kd sob o controle do promo-
tor de T7. 0 fragmento BglII-Dral de ABH5(4), correspondente
aos nucleotidos 1418-1899 do gene de HIV & subclonado nos si-
tios Ndel-BamHl do vector de expressdo préviamente descrito
(19), usando oligonucleotidos sintéticos. 0s oligonucleotidos
situados acima comegam com um sitio de restricdo de Ndel,forne-
cendo um coddo de inicio de traducdo dentro da grelha de lei-
tura e, regeneram 0s nucleotidos 1406-1417. 0s oligonucleoti-
dos situados abaixo regeneram os nucleotidos 1900-1906 segui-
dos de dois coddes de paragem dentro da grelha de leifura e
um sitio de restricdo BamHl. Para uma mais clareza, a base A
do coddo de iniciacdo & definida como nucleotido (nt)l.0s ami-
nodcidos +1 a +99 representam a protease madura de 10Kd liber-
tada por autodigestdo na ligagdo Fen-Pro indicada (7). 0 pMae2
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codifica para a protease madura de 10Kd. A sua construcgdo &
similar & pPDB16, exceptuando que os oligonucleotidos acima
regeneram a partir do nucleotido 1610 o sitio de restricdo
MaelIl.

A figura 2 descreve a expressdo da
protease de HIV em E. coli Painel A: sintese de protease em
células BL21(DE3)pLysS que albergam o pPDB16. As proteinas
sdo marcados com 355 _metionina como descrito (19), submetidas
a electroforese e autoradiografia.Linha 1, sem isopropil-B-D-
-tiogalactopiranosido ("IPTG"). Linha 2, lmM IPTG. A seta in-
dica a protease madura de 10Kd.Painel B: sintese de protease
em sobreviventes de BL21(DE3) que albergam pPDB16 mutageniza-
do. 0s nimeros acima de cada linha correspondem ds designa-
¢8es dos clones nas Tabelas II e III. 0s marcadores de peso
molecular sdo mostrados & esquerda (68Kd- albumina de soro
bovina;43Kd- ovalbumina; 29Kd- anidrase carbdnica; 18Kd-beta-
-lactoglobulina; 14Kd-lisosima).

A figura 3 descreve a morte de BL2I

(DE3)pLysS apds a inducdo da sintese de protease de HIV com
IPTG. As celulas que albergam o plasmideo que codifica para o
precursor de protease de tipo selvagem (pPDBl6) ou mutante
(pP48) crescem até atingirem 0,5 unidades de absorbancia(600
nm) e & adicionado IPTG até as concentragdes indicadas. Aos
tempos indicados, & retirada uma aliquota de cada cultura e
sdo plaqueadas diluicBes em placas de LB contendo canamicina
e cloranfenicol. Apés incubacdo durante a noite sdo determi-
nadas as unidades formadoras de colénias ("CFU") por 100 wul

de cultura.

A figura 4 apresenta a comparagdo de
quantidades de protease de tipo selvagem e mutante produzida.
As células BL21(DE3) pLysS que albergam os plasmideos indica-
dos, sdo induzidos com lmM IPTG e as proteinas sdo marcadas

com 35S-metionina como descrito(19). Extractos celulares to-




tais (linhas 1-5) e imunoprecipitados (linhas 6-10) com anti-
-soro produzido contra os aminodcidos 34-46 da protease madu-
ra, sdo submetidos a electroforese e autoradiografia.Linhas

1 e 6, pPDBI6. Linhas 2 e 7, pP48.Linhas 3 e 8, pMae2.Linhas
4 e 9, pP48Maeb. Linhas 5 e 10, pPol codificante para a poli-
merase de polio(19). Linha M, marcadores de peso molecular
(68Kd~albumina sérica bovina;43Kd-ovalbumina; 29Kd-anidrase
carbénica,; 18Kd-beta-lactoglobulina; 14Kd-lisozima; 6Kd-ini
bidor bovino da tripsina).

Na figura 5, o Painel A descreve os
plasmideos pl+IQ e pl5-IQ de protease de HIV os quais codifi-
cam para a protease de HIV de tipo selvagem ou mutante,res-
pectivamente, sob o controle dum promotor tac. A estirpe &

E. coli MCI061 albergando estes plasmideos, & usada como fon-
te de protease de HIV para a clivagem in vitro da B-galacto-
sidase. Para monitorizar a clivagem in vivo, sdo excisados

0s genes da cassete clivagem/B-galactosidase, a partir de
plasmideo da série pZM com Stul e BamHl e, s3o ligados ao
sitio BamHl de pI+IQ ou pl5-IQ usando oligonucleotidos de 1i-
gagdo BamHI de modo a que a protease de HIV e a B-galactosi-
dase sejam expressos simultaneamente na mesma célula de E.
coli. 0 Painel B descreve a insercdoc do sitio de clivagem

de protease de HIV na B-galactosidase. Sdo inseridos oligonu-
cleotidos que codificam para o sitio de clivagem de protease
de HIV, nos sitios de restricio do gene da B-galactosidase
indicados. As posicBes de nucledtidos (nt) e aminoacidos (aa)
na B-glactosidase, sdo indicadas.

Na figura 6, o Painel A apresenta a
clivagem in vitro da poliproteina gag pela protease de HIV.
A poliproteina dgag & incubada com tampdo (linha 1) ou protea-
se de HIV de tipo selvagem (linh a 2) ou mutante(linha 3),
seguido de electroforese e autoradiografia. 0s marcadores de

a

peso molecular estdo situados a esquerda (67Kd-albumina sérica
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bovina;42Kd-ovalbumina;28Kd-anidrase carbénica; 18Kd-beta-
-lactoglobulina). O painel B apresenta a clivagem in vitro
das'proteinas da cassete de clivagem/B-glactosidase pela pro-
tease de HIV. Extractos de células MC1061 albergando o plas-
mideo de protease de HIV sdo incubados com extractos que
possuem B-galactosidase, seguido de transferencia "Western" om
anti-B-galactosidase. Linha 1, MCl061(sem plasmideo).Linha 2,
extracto de protease de HIV de tipo selvagem.Linha 3, extrac-
to de protease mutante de HIV. 0 extracto de MC1061/pZMi(linha
4) & incubado com protease de HIV de tipo selvagem(linha 5)

ou mutante (linha 6). O extracto de MC1061/pZM-Sau de dois
clones independentes (linhas 7 e 10) & incubado com protease
de HIV de tipo selvagem (linhas 8 e 11) ou mutante (linhas

9 e 12). A seta superior, & direita, indica a p-galactosidase;
a seta inferior, d direita, indica o produto de clivagem de
pZM-Sau. O0s marcadores de peso molecular estdo mostrados &
esquerda (103Kd-fosforilase b; 67Kd-albumina sérica bovina;
42Kd-ovalbumina;28Kd-anidrase carbdnica).

A figura 7 apresenta a inibicdo da
clivagem de B-galactosidase pela Pepstatina A. A proteina de
cassete de clivagem/B-galactosidase, de células MC1061 alber-
gando pZM-Sau, & incubada com protease de HIV na presenca ou
auséncia de Pepstatina A, seuido de transferéncia "Western"
com anti-B-galactosidase. Linha 1, sem protease.Linha 2, com
adi¢do de protease. E dissolvida Pepstatina A em dietilsulf6-
xido e, adicionada & incubacdo a concentracdes de 0,0.2, 1,5,
25 e 50 ug/ml(linhas 3-8). A seta superior & direita,indica
a B-galactosidase;a seta inferior & direita indica o produto
de clivagem de pZM-Sau. Os marcadores de peso molecular,mos-

trados 3 esquerda, sdo idénticos aos da Figura 6, Painel B.

A figura 8 apresenta a clivagenm in vi-
vo das proteinas de cassete de clivagem/B-galactosidase pela
protease de HIV. Painel A: células MC1061 albergando pl+IQSau
(linha 1),pl+IQ-ClaA(linha 2), pl+IQ-ClaB(linha 3),pl+IQ-Bss




(linha 4),pl+IQ-Eco(linha 5), pl+IQ(linha 6), ou sem plasmi-
deo (linha 7) crescem até meio da fase logaritmica e & adicio-
nado IPTG a ImM. Ap6s 30 minutos, as células sdo sedimentadas
e ressuspensas em tampdo de amostra, seguido de electroforese
e analise "Western" com anti-p-galactosidase. Painel B:células
MC1061 sem plasmideo (linha 1) ou albergando pl-IQSau (linha 2
ou pl5-IQSau (linha 3) sdo tratadas como no painel A.Em cada
painel, a seta superior 4 direita, indica a B~galactosidase;

a seta inferior a direita, indica o produto de clivagem de
pl-IQSau. Em cada painel, os marcadores de peso molecular sio
idénticos aos da Figura 6, painel B.

2

A Figura 9 & um fotografia que mos-
tra os resultados de um ensaio de clivagem in vivo. Sdo colo-
cadas amostras da estirpe de E. coli Mcl061l albergando varios
plasmideos, em placas que contém o indicador de cor X-gal. Os
plasmideos sdc pZM-1 (um controle positivo da actividade de
B-galactosidase), pZM-2(um controlo negativo da actividade de
B-galactosidase), pZM-Sau, pl+IQSau (pl+IQB-Sau marcado) e
pl5-1QSau (pl5-IQB-Sau marcado). No ensaio de clivagem com a
protease de HIV de tipo selvagem, as construcdes que clivam a
B-galactosidase produzem uma cor branca, ao passo que as cons
trucbes que ndo clivam a B-galactosidase produzem uma cor azul.
0 plasmideo pZM-1 & construido como descrito abaixo. 0 plasmi-
deo pIM-2 codifica para B-galactosidase mutante, inactiva e,
desta forma, produz colénias brancas. 0 plasmideo pZM-2 &
construido por digestdo do plasmideo pZM-1 em EcoRI e Bam HI
para retirar a sequencia de DNA que codifica para os 18 aminoa
cidos na extremidade carboxi de B-galactosidase. Como & de es-
perar, pZM-1 produz uma cor azul tal como o fazem os pZMSau e
pl5-IQSau. 0 plasmideo pZM-2, como controle negativo, produz

uma cor branca; a P-galactosidase de pl-IQSau & clivada pela
protease de HIV e produz uma cor branca.

A Figura 10 apresenta a clivagem da
‘cassete de clivagem de protease de polio pela protease de
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polio in vitro. Extractos de B-galactosidase contendo quer o
sitio de clivagem de protease de polio (em MC1061/pZM3CSau)
quer o sitio de clivagem de protease de HIV (em MCL061/pZM-
-Sau), sdo incubados com protease de polio ou de HIV, seguido
de andlise "Western" com anti-p-galactosidase.Linha 1, MCl06l
sem plasmideo. Lira 2, protease de polio 3C. Linha 3, protease
de HIV.Linha 4, MC1061/pZM3CSau ndo incubada. Linha 5,MC1061/
/pIM3CSau incubada com protease de polio 3C. Linha 6,mC1061/
/pIM3CSau incubada com protease de HIV. Linha 7, MC1061/pZM-
-Sundo incubada.Linha 8, MCl061/pZM-Sau incubada com protease
de polio 3C. Linha 9, MC1061/pZM-Sau incubada com protease de
HIV. LInha 10, MC1061/pZM]l ndo incubada. Linha 11, MC1061/pZMl
incubada com protease de polio 3C. Linha 12, MC1061/pZMl incu-
bada com protease de HIV. A seta superior & direita, indica a
B-galactosidase; a seta inferior d direita, indica o produto
de clivagem das construc¢Bes Sau. Os marcadores de peso molecu-
lar sdo mostrados & esquerda (103Kd-fosforilase b;67Kd-albumi-
na sérica bovina; 42Kd-ovalbumina).

DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENCAO

-~

A presente invencgdo & dirigida a dois
métodos de seleccdo de inibidores de proteases tais como a
protease de HIV, renina, tripsina, elastase e protease de
polio. Cada método de selecgdo serd inicialmente descrito com
respeito 4 protease de HIV e depois 4d protease de polio. Os
métodos também podem ser adaptados para uso com outras protea-

ses de acordo com os principios da invencgdo.

0 primeiro método de seleccdo de inibi-

-

dores de protease de HIV diz respeito a construgdo de um plas-
mideo que exprime a protease de HIV a qual & tdéxica para uma
estirpe de E. coli . Esta toxicidade, por outro lado, & Gtil

para testar agentes que inibem a protease de HIV.
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Para estudar a protéase'de HIV, o frag-
mento BglII-Dral deABH5(4), correspondente aos nucleotidos
1641-2122 do gene pol de HIV que codifica para a protease, &
subclonado num vector de expressdo préviamente preparado
(pT7K) contendo um promotor de fago T7(19,criando o plasmideo
pPDB16(Fig.1). A construcdo de pPDB16 & levada a cabo na es-
tirpe de E. coli DH5x (Bethesda Research Laboratories,Gaithers
burg, Maryland) antes da transformacdo da estirpe de expressdo
E. coli BL21(DE3)pLysS. E necessédrio levar a cabo esta cons-
trucdo numa estirpe como a DH5A a qual ndo contém polimerase
de RNA de T7 e, deste modo, ndo pode exprimir a protease de
HIV uma vez que a expressdc da protease de HIV mostrarda ser
toxica para a estirpe de expressdo.

Uma estirpe de E. coli DH5«xalbergando
o plasmideo pPDB16 foi depositada na American Type Culture
Collection e foi-lhe atribuido o nlmero de acesso 68005. 0
plasmideo pPDB16 pode ser obtido através de técnicas conven-
cionais (20), por crescimento desta estirpe numa cultura,des-
truicdo das células, centrifugacdo e isolamento do plasmideo
a partir do sobrenadante.

A estirpe de expressdo de E. coli,
BL21(DE3)pLysS, contém uma cdpia cromossémica da polimerase
de RNA de T7 sob o controle d um promotor indutivel lacUV5h
e um plasmideo resistente a cloranfenicol que codifica para a
lisosima de T7 a qual inibe a transcricdo pela polimerase de
RNA de T7, na auséncia de inducdo (21,22). Sdo induzidas célu-
las que albergam pPDB16, com o agente indutor IPTG, na presen-
ca de 35S-metionina e a sintese proteica & examinada por elec-
troforese através de um gel de poliacrilamida-dodecilsulfato
de s6dio ("SDS-PAGE") a 15% (compreendendo 15 ml de acrilami-
da a 30%, 1,3 ml de bisacrilamida a 2%, 11,2 ml de TRIS-HCIl 1M
(pH 8,7), 0,15 ml de SDS a 20%, 2,35 ml de HZO’ 25 upl de
N,N,N',N'-tetrametiletilenediamina e 100 pl de persulfato de




aménia a 10%(20)) e autoradiografia. O fragento de DNA de HIV
em pPDB16 & esperado codificar para um produto primario de tra
ducdo de 18Kd. Em vez disso, como se verifica por SDS-PAGE, &
observada uma banda saliente de 10Kd apés a inducdo(FIG,2A,
linha 2). Esta observacdo & consistte com uma eficaz auto-
digestdo do precursor de 18Kd, de modo a formar uma protease
madura de 10Kd (a forma biologicamente activa), na ligacdo
fenilalanina-prolina (FIG.1) e estd de acordo com resultados
préviamente relatados(5,7).

A banda de protease de HIV de 10Kd
detectada por autoradiografia, ndo & visivel por colaboracado
com Coomassie blue, sugerindo que apenas sio produzidos niveis
baixos desta proteina. Foi determinado préviamente que 0 nivel
absoluto de expressdo de um gene clonado sob o controle do pro
motor de T7, & mais baixo em BL21(DE3)pLysS do que na estirpe
correspondente sem lisosima (BL21(DE3)(21)), devido & inacti-
vacdo da polimerase de RNA de T7 pela lisosima (22). Contudo,
0s genes sob controlo do promotor de T7 que sdo téxicos para
E. coli ndo produzirdo transformantes estiveis em BL21(DE3),

a qual ndo possui o plasmideo de lisosima, pLysS(21).

Numa tentativa para aumentar o nivel
de expressdo da protease de HIV, & investigado o uso da estirpe
de expressdo BL21(DE3) pelos requerentes. 0s resultados de
duas expreiéncias de transformagdo sdo mostrados na Tabela I:
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No. de transformantes

Plasmideo BL21 (DE3) BL21 (DE3)pLysS

A.

pPDB16 0 400
pPoll 400 400
pPol2 350 300
B.

pMae2 0 960
p48Mae6 330 840
pPoll 600 2400

Tabela I. Transformacdo das estirpes BL21(DE3) por construcdes
de protease de HIV. As células BL21(DE3) contendo ou ndo pos-
suindo o plasmideo pLysS sdo tornadas competentes pelo proces-
so padrdo do cloreto de cédlcio(20). Sdo usados 20 ng do plas-
mideo controle de protease em cada transformacdo. Os plasmide
os pPDB16 e pMae2 sdo os descritos préviamente; o plasmideo
pP48Maeb codifica para a protease de HIV com uma mutacdo pon-
tual no aminodcido 29. 0Os plasmideos pPoll e pPol2 codificam
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para a polimerase de polio (19).

Enquanto diversos plasmideos como con-
trole transformam as estirpes BL21(DE3) e BL21(DE3)pLysS igual
mente bem, os plasmideos pPDBl6 e pMae2 que codificam para a
protease de HIV ndo produzem transformantes em BL21(DE3). Estes
dados sugerem fortemente que a expressdo de pPDB16 ou pMaeZ &
téxica para E. coli BL21(DE3). Esta toxicidade, por outro la-
do, sugere um método para identificagdo de agentes que inibem
a protease de HIV.

A aparente toxicidade da protease de
HIV podia ser devida & sua actividade enzimatica inerente ou
a algum outro efeito desta proteina. Esta questdo & elucidada
pelo isolamento de mutantes de protease de HIV através do tes-
te de transformantes vidveis de BL2I(DE3). Para introduzir
mutacdes na protease de HIV, o plasmideo pPDB16 & primeiro
utilizado para transformar a estirpe de E. coli LE30 mutD(Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York). Esta
estirpe possui uma frequencia de mutacdo espontanea 103-19? ve
zes mais alta se comparada com a E. coli de tipo selvagem(éB).
0 pasmideo & preparado a partir de 50.000 transformantes reuni
dos de LE30 mutD e, este plasmideo & usado para a transforma-

¢do de BL21(DE3).

Sdo obtidas aproximadamente 150 cold-
nias. Estes clones s3o examirados para a producdo de protease
de HIV por marcacdo das células com 35S—metionina na presencga
de IPTG, seguido de electroforese através de SDS-PAGE usando
o sistema descrito préviamente e autoradiografia. Como mostra
a FIG. 2B, estas mutacBes putativas ndo produzem a proteina
de 10Kd observada no clone de tipo selvagem. Ao contrdrio, eled
produzem proteinas de 18Kd (linhas M3,M4,M5) ou proteinas mais
pequenas que 18Kd, mas ndo de 10Kd (linhas M2,M6,M7). Estas
proteinas sdo apenas observadas apds a inducdo com IPTG, o que
indica que estdo sob o controle do promotor de T7. Para além
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disso, quando o plasmideo isolado destes mutantes putativos &
adicionado a um sistema de transcricdo-traducdo dependente de

DNA de E. coli , apenas & observada a proteina do mesmo tama-

nho da observada naquelas células, na presenca de polimerase
de RNA de T7.

Para determinar se uma lesdo gené-
rica especifica poderia estar correlacionada com o tamanho al-
terado da proteina individual, o fragmento inserido de DNA de
HIV de 500bp, inteiro, de cada mutante putativo £ sequencia-
do. 0 primeiro grupo de 18 sobreviventes de BL21(DE3)compreen-
de oito clones que produzem a proteina de 18Kd (M3,M4,M5,M8,
M9,M12,P2 e PS), sete clones que produzem proteinas mais pe-
quenas que 18Kd (M2,M6,M7,M10,M11,P49 e P74) e trés clones
que ndo produzem proteina apds a inducdo com IPTG(M1,P3 e
P26).

0s resultados da sequenciacdo es-
tdo representados nas Tabelas Il e III. A tabela apresenta mu-
tantes "Sem sentido" de protease de HIV.

TABELA i1

Clone

P26 CAG —> UAG at nt 60

M7 CAA —> UAA at nt 225

P49 CGA —> UGA at nt 228

M10, M1l G insercdo at nt 259, UGA at nt 293
M2 G deleccdo at nt 352, UAA at nt 373
P74 G insergdo at nt 353, UGA at nt 383

M6, P52 CAG —> UAG at nt 387




Tabela II. 0 fragmento inserido, inteiro de 500 bp de protease

2

de pPDB16 de sobreviventes de BL21(DE3) & sujeito a andlise

de sequenciacdo de DNA e & identificado um codd@o prematuro de
paragem. 0 clone P26 codifica para uma protease truncada de
2Kd a qual ndo & detectada apds marcacdo de proteinas de E.
coli, provavelmente devido ao seu pequeno tamanho. Cada um dos
outros clones codifica para uma proteina menor que 18Kd a qual

2

& detectada ap6s marcacdo (ver Fig. 2B, linhas M2,M6,M7).

Cada clone que produz proteina me-
nor que 18Kd contém um coddo prematuro de terminacdo de tra-
ducdo (Tabela II). Os coddos de terminacdo prematura dos clo-
nes M6,M7 e P49, resultam duma transicdo C—» U. No caso dos
clones M2,M10,M11 e P74, a infracdo ou delecdo de um residuo
G numa drea de 5 ou 6 G's resulta numa deslocacdo da grelha
de traducdo que pode dar origem & terminacdo tal como indicado
(Tabela II). Em cada caso em que ocorre uma transicdo ou des-
locacdo da grelha, o tamanho da protease previsto a partir da
sequencia de DNA estd de acordo com o tamanho da proteina ob-

servado apbés a inducdo (Fig. 2B6.

0 clone P26 que aparentemente ndo
produz proteina marcada apds inducdo com IPTG, mostra ndo
possuir um coddo prematuro de teminacdo de traducdo no nucleo-
tido 61 (Tabela II). A proteina truncada esperada apbés inducdo
desta construcdo, deve ser de aproximadamente 2Kd e & demasia-
do pequena para ser resolvida no sistema de gel usado o qual
& baseado no de Plotch et al.(19). Os clones Ml e P3 também
sdo sujeitos 4 andlise de sequencia de DNA e mostraram codifi-
car para a protease de tipo selvagem. Uma vez que na estirpe
LE30 mutD todo o plasmideo & sujeito a mutagenese, estes clo-
nes podem conter mutacdes fora da regido da protease de HIV

que podem prevenir a transcricdo ou traducdo a partir dos ge-
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nes sob o controle do promotor de T7, tais como mutacBes na
propria regido promotora ou no sitio de ligacdo ou ribossoma
(21).

Para cada clone que produz a protei-
na de 18Kd, & detectada uma Gnica mutacdo de nucleotido que le
va a uma Gnica substituicdo de aminoédcido, por sequenciagdo de
DNA(Tabela III). Ap6s estes resultados iniciais com o primeiro
grupo de 18 clones serem obtidos, apenas os clones que produ-
zem a proteina de 18Kd apés inducdo sdo examinados detalhada-
mente. A modificagdo especifica de aminodcido determinada para

2

cada mutante & resumida na Tabela III:
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P15

pPl, P5, P80

P66

M3, M5
P31, P44
M9

P24

P13, P47, P68

M4, P73

P45, P79

M8

P2, P8

P22

P38

P9

P50

P27

297

319

339

346

355

381

385

403

424

427

433

436

442

460

463

465

484

31

38

45

47

50

59

60

66

73

74

76

77

79

85

86

87

83

B N S
Asp
ACA —>
uoe —>
Leu
AAA —>
Lis
AUA —>
Ile
AUU —>
Ile
UAU —>
Tir
GAU —>
Asp
AUC —>
Ile
GGU —>
Gly
ACA —>
‘Tre
uoa —>
Leu
GUA —>
Val
ccu —>
Pro
AUU —>
Ile
GGA —>
Gli
AGA —>
Arg
AUU —>

Ile
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G1li

GCA
Ala
UcG
Ser
GAA
Glu
ACA
Tre
ACU
Tir
CAU
His
GUU
Val
ACC
Tre
GAU
His
AUA
Ile
UCcA
Ser
GCA
Ala
CuU
Leu
ACU
Tre
GAA
Glu
GGA
Gli
ACU

fre
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Tabela III. Mutantes de "troca de sentido" de protease de HIV.
0 fragmento inteiro ingerido de 500 bp de pPDBI6 de sobreviven
tes de BL2I(DE3) que produzem um precursor de protease de 18Kd
(ver texto e Fig. 2B) é sujeito a andlise de sequencia de DNA

e € identificado uma Gnica mutacdo pontual em cada clone. A

numeracdo de nucledtidos e aminodcidos & descrita na Fig. 1.

Sdo identificadas em todos 24 mutac8es pon-
tuais diferentes. Seis destas mutac¢Bes, nos aminodcidos Ile 3,
Ile 47, Ile 50, Gli 73, Tre 74 e Val 77, sdo idntificadas em
dois clones independentes.Visto que as mutacdes sdo reisoladas
sem obtengdo de outras mutagdes conhecidas (ou seja, mutacgdo
na Asp 25) (4,5), & possivel que plasmideos irmdos estejam
a ser detectados.

Algumas destas mutacBes podem ser agrupa-
das de acordo com a funcdo proposta do aminodcidos na protea-
se de HIV. 0 tripleto Asp, Tre e Gli & conservado na familia
de proteases de aspartil (8) e ajuda a localizar o sitio acti-
vo da protease de HIV nos residuos 25,26 e 27. Mutacbes nes-
tes ou perto destes residuos devem tornar a protease enziméti-
camente inactiva por destruicdo do sitio catalitico. A estru-
tura tridimensional da protease de HIV foi descoberta recente-
mente (10) e parece que mutacBes em Ala 22, Gli 27, Asp 29,
Tre 31, Ile 85, Gli 86 e Arg 87 se localizam no sitio activo.
Também foram encontradas mutacBes; pelos requerentes, em ami-
nodcidos que se supdem participarem nas liga¢des de hidrogeneo
da protease, incluindo Zla 22, Lis 45, Ile 47, Ile 66, Gli 73,
Val 77 e 1le 85. Finalmente, a protease de HIV & provévelmente
um dimero tendo em conta a sua estrutura de cristal analizada
aos raios X (10,24) e, as mutacdes dos requerentes em Gli 27,
Ile 50 e Ile 93 devem interferir com a formacdo de dimeros.

Loeb et al., (25) levaram a cabo uma muta-
génese dirigida a um sitio extenso entre os aminoacidos 21 e
46 da protease de HIV apés o que determinaram a actividade de




processamento. A maior parte das mutacdes de troca de sentido
eliminam o processamento nessa regido, a qual & altamente con
servada entre as proteases de retrovirus. Estas mutacbes in-
cluem Asp 29—Gli e Tre 31—Ala, de acordo com 0s resultados
dos requerentes. Contudo, em contraste com a abordagem de

Loeb et al., o método dos requerentes de isolamento de mutan-
tes parece seleccionar apenas proteases ndo funcionais. De acar
do com isto estdo 3] mutacdes nos aminodcidos 21-46 que Loeb
et al. determinaram possuir pouco ou nenhum efeito no proces-
samento. Nenhuma destas mutac8es aparece nos testes dos reque-
rentes. Os resultados dos requerentes também indicam que muta-
¢Oes pontuais na protease, fora das regifse conservadas, podem
destruir a actividade da enzima (Tabela II).

Krausslich et al.(26) mostraram que
a delecgdo de 17 aminodcidos da extremidade carboxi do precur-
sor de protease de HIV de 18Kd previne a autodigestdo que 1i-
berta a protease madura de 10Kd e, para além disso, o precursor
& incapaz de clivar um substrato gag em trans. Resultados si-
milares foram obtidos por Hansen et al.(27). Quatro das muta-
¢bes pontuais dos requerentes em Ile 85, Gli 86, Arg 87 e Ile
93 estdo-nos 17 aminodcidos da extremidade carboxi.

O0s resultados dos requerentes indi-
cam que o precursor de protease mutante de 18Kd é incapaz de
se autodigerir e ndo &, aparentemente, tdéxico para BL21 (DE3).
Sem se cinjirem & discussdo seguinte, 0s requerentes propdem
que a protease madura de 10Kd exerce o seu efeito téxico por
digestdo de uma proteina ndo identificada essencial de E.coli
e que o precursor de 18Kd & incapaz de levar a cabo esta diges
tdo. 0 falhango em gerar a protease madura de 10Kd pode resul-
tar da mutag¢do de um aminodcido requerido para a actividade ca
talitica ou da disrupcdo da ligacdo Fen-Pro,(localizada nos
aminodcidos -1 a +1 da proteasemdura), de tal modo que a au-
todigestdo do precursor & 18Kd ndo ocorre. 0s requerentes pro

pdem que as mutacdes em Ser -4, Gln 2 e Ile 3 (Tabela II) tor-
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nam a ligacdo Fen-Pro ndo clivdvel. Loeb et:al.(25) usaram mu
tagénese dirigida a um sitio na poliproteina pol (a qual codi-
fica para a protease, transcriptase inversa e endonucleose)
para introduzir substituig¢Bes na ligagdo Fen-Pro. Uma classe
de mutantes & defectiva para autodigestdo mas pode ainda cli-
var nas margens ndo mutadas de endonuclease e transcriptase
inversa. Este processamento resulta ou duma pequena quantidade
de protease madura ndo detectada ou do precursor que reteve a
actividade. Outra classe de mutantes que ndo liberta a protea-
se madura também ndo & eficaz na clivagem para gerar a endo-
nuclease e a transcriptase inversa. E possivel que o método
dos requerentes de deteccdo de mutantes, a necessidade de
transformacdo estdvel de BL21 (DE3), seleccione precursores de
18Kd que sdo enzimdticamente inactivos.

Para examinar directamente o efeito da
protease madura na viabilidade de BL21(DE3),0s requerentes
construiram plasmideos que codificam apenas para a protease
de 10Kd, ultrapassando a necessidade de autodigestdo do pre-
cursor, (Fig.l). Como mostra a Tabela IB, o plasmideo de pro-
tease de 10Kd de HIV de tipo selvagem (pMae2) ndo transforma
a estirpe BL21(DE3) com sucesso, mas & capaz de transformar
BL21(DE3)pLysS. O plasmideo p48Maeb que codifica para a pro-
tease com uma mutacdo pontual no aminodcido 29(Tabela 1I1),8
capaz de transformar ambas as estirpes de E. coli.

OQutra evidéncia da toxicidade da protea-
se de HIV para BL21 (DE3) & fornecida pelo exae da sobrevivén-
cia de culturas na presenca de IPTG. Nesta experiencia,cultu-
ras de células BL21 (DE3)pLysS contendo a protease de tipo
selvagem (pPDB16) ou mutante (pP48) crescem até meio da fase
logaritmica e a sintese de protease & induzida com IPTG. O
namero de células vidveis & determinado por plaqueaento de ali
quotas de culturas tendo em vista a formacdo de colbnias iso-
ladas. Apds 30 minutos de exposicdo a 1,0 mM ou 0,1 mM de IPTG

as células que albergam a protease de tipo selvagem sofrem
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aproximadamente quatro logs de motalidade se comparadas com
as células ndo tratadas (Fig.3). Ao contrédrio,as células que
albergam a protease mutante ndo sdo afectadas pela adicdo de
IPTG. Estes dados indicam que a protease de HIV é&extremamente
toxica para BL2I(DE3). Similarmente, as células que albergam
0 plasmideo que codifica para a protease de tipo selvagem de
10Kd (pMae2) sdo significativaente mais sensiveis ao IPTG do
que as células que albergam o plasmideo que codifica para a
protease mutante correspondente (p48Mae6).

Uma estirpe de E. coli BL2I(DE3) al-
bergando o plasmideo pP48 foi depositada na American Type
Culture Collection e foi-lhe dado o ntmero de acesso ATCC
68004. Esta estirpe que alberga o plasmideo pode ser sujeita
a um dos seguintes métodos com o fim de retirar o pP48 de mo-
do a obter a estirpe de E. coli BL21(DE3) (28,29):

1) Tratamento com agentes que inibem
preferencialmente a replicacdo do plasmideo, tais como laran-
ja de acridina, acriflavina, quinacrina ou brometo de etidio:
Por exemplo, a BL21(DE3)/pP48 deixa-se crescer durante a noi-
te numa cultura liquida. O meio & constituido por 10g de pep-
tona e 10g de extrato de levedura por litro e o pH & ajustado
até 7,6 com NaOH. A seguir sdo inoculadas 104 células por ml
numa série de tubos contendo 10-100 pg/ml(incrementos de
10 ug/ml) de laranja de acridina. Estas culturas sdo incuba-
das no escuro a 37OC, durante a noite. As células sdo risca-
das em placas LB a partir da cultura que contém a concentracio
mais alta de laranja de acridina e que mostrou crescimento.
Sdo testadas colénias individuais para a resistencia a cana-
micina. As colbnias que sdo sensiveis & canamicina devem ter
perdido o pP48 de tal forma que sé resta a estirpe de E.coli
BL21 (DE3).
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2) Tratamento espontadneo.Por exemplo, deixa-se crescer BL21
(DE3) pP48 até a fase estaciondria, diversas vezes, em meio
LB sem canamicina. As células sdo riscadas em placas LB. As

a

colonias individuais sdo testadas para a resistencia & canami
cina. As coldnias que sdo sensiveis d canamicina devem ter per
dido o pP48 de tal forma que s6 resta a estirpe de E.coli BL21

(DE3).

3) Tratamento com agentes que inibem a girase de DNA, tais
como a coumermicina ou a novobiocina. Este método & idéntico
ao tratamento com acridina, exceptuando que os agentes de tra-

tamento sdo usados entre 1 e 7 microgramas por ml.

4) Tratamento com um agente que inibe a polimerase de RNA,

2

tal como a rifampicina. Este método & idéntico ao do tratamen

to com acridina, exceptuando que a rifampicina & usada entre
5 e 10 microgramas por ml.

A quantidade de proteina produ-
zida ap6s indugdo com IPTG, pelas células que albergam plasmi
deis que codificam para vers8es de tipo selvagem ou mutantes
da protease de 18Kd ou 10Kd, & examinada por marcacdo com 355
metionina e imunoprecipitacdo seguida electroforese através
de gel e autoradiografia (Fig.4). Estima-se que os mutantes
P48 e P48Mae6 que codificam para o precursor de 18Kd e para
a protease de 10Kd, respectivamente,(linhas 2 e 4), produzenm
dez vezes mais, mais protease do que os clones de tipo selva-
gem correspondentes PDBl6(linha 1) e Mae2 (linha 3). A dimi-
nuicdo da quantidade de protease de tipo selvagem produzida
comparada com a mutante &, provdvelmente, devida & morte de
células pela protease de tipo selvagem apds inducdo com IPTG
(Fig.3). Surpreendentemente, contudo, os mutantes ainda produ-
zem niveis muito baixos do precursor de protease, apesar da
sua falta de toxicidade. As proteinas mutantes ndo podem ser
detectadas por coloragdo com Coomassie blue nos geis correspon
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dentes. Uma vez que sdo expressos genes diferentes com dife-
rentes eficiéncias no sistema T7(21), deve haver uma barreira
para a alta producdo de protease de HIV, mesmo quando a sua

2

toxicidade & aparentemente aliviada.

A protease de HIV foi expressa com
sucesso em vdrias estirpes de E. coli Kl2 (5,6,7,9,27),em-
bora pelo menos HBI1Ol, tenha sido descrita a inibicdo do cres-
cimento apés inducdo da sintese da protease (30). A protease
de HIV pode ser especialmente tbxica para BL21(DE3) a qual &
uma estirpe B de E. coli . A toxicidade da protease de HIV
para E. coli BL21(DE3)21 parece indicar que a protease fun-
ciona apropriadamente. Ao contrdrio dos resultados descritos
neste requerimento, Krausslich et al.(15) descreveram a ex-
pressdo da protease de HIV na estirpe BL21(DE3) sem o plasmi-
deo de lisosima. As diferencas entre a construcdo de protease
de Krausslich et al. e a da presente invencdo podem ser toma-
das em conta na observacdo consistente de que BL21(DE3) ndo
pode ser transformada por pPDBl6. A extremidade amino da pro-
tease de 18Kd dos requerentes & o coddo 1 do gene pol precedi-
do de um {nico residuo de metionina, ao passo que a de Kraus-
slich et al & o a«ddo 5 do gene pol precedido de 12 aminoaci-
dos do gene 10 do fago T7 (26). Para além disso, a nova
construcdo de protease desta invengdo & feita num plasmideo
que codifica para a resistencia a canamicina e ndo a ampicili-
na. Contudo, a protease também é to6xica para BL21(DE3) quan-
do introduzida num vector com resistencia a ampicilina, indi-
cando que o alvo putativo da protease de HIV ndo &, provdvel-
mente, a fosfotransferase que confere a resistencia a canami-

cina.

Estudos recentes com substratos pep-
tidicos identificaram requisitos minimos de sequencia para a
clivagem com protease de HIV e concluiram ser suficientes se-
te aminodcidos (11,12,16). Deste modo, a proteina bacteriana
que & o alvo putativo da protease necessita de partilhar pauca
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homologia com os substratos naturais gag e pol. A toxicidade
da protease de HIV para a estirpe de E. coli BL2I1(DE3) forne

ce um método para o isolamento de mutantes desta importante en
zima virol e, mais importante ainda, o potencial para o teste
de inibidores de proteases Gteis na terapia da infecgdo por
HIV.

0s requerentes demonstraram que oS
plasmideos de protease de HIV pPDBl6 e pMae2 sdo incapazes de
transformar com sucesso a estirpe de E. coli BL21 (DE3) (Tabe
la I). Como teste, estas transformacdes sdo tentadas na pre-
senca de inibidores potenciais da protease de HIV. Transforma
¢Ges bem sucedidas servem para identificar inibidores da pro-
tease. Noutra experiencia, 0s requerentes também demonstram
que o fago que codifica para a protease de HIV & incapaz de
transfectar a estirpe de E. coli BL21(DE3) F+. Estas trans-
fecgBes também podem ser tentadas na presenca de potenciais
inibidores da protease.

Qutro exemplo do primeiro método
de teste, envolve o uso de BL21(DE3) pLysS transformada com
0s plasmideos de protease de HIV pPDBl6 e pMae2. A inducdo
de sintese de protease por IPTG mata estas células, como se
demonstra na Figura 4. Potenciais inibidores de protease po-
dem prevenir a mote das células induzidas.

As experiéncias seguintes com o

primeiro método de teste para a protease de HIV, podem ser a-
daptadas para identificar inibidores da protease de polio. O
material inicial para esta parte da invencdo & o poliovirus
de tipo 1 (estirpe Mahoney) o qual foi préviamente depositado
na American Type Culture Collection e ao qual foi dado o ni-
mero de acesso ATCC VR-59. Esta estirpe de poliovirus & usa-
da para gerar a protease 3C de polio através duma série de

passos descritos abaixo.




Em resumo, a estime de poliovirus 1 é
inicialmente usada para o plasmideo pT7pvl-5(31). 0 plasmideo
contém a sequencia completa de cDNA da estirpe 1 de poliovi-
rus sob o controle do promotor de T7 descrito préviamente.

A protease de polio 3C & entdo subclonada a partir deste plas
mideo.

Especificamente, numa primeira etapa,
& preparado cDNA da estirpe 1 de poliovirus e & subclonado
no vector T7 para construir o plasmideo pT7pvl-5 por técni-
cas padrdo. 0 gene de protease de polio (nucleotidos 5438-
-5986) e’retirado do plasmideo pT7pvi-5 sob a forma de frag-
mento de restricio Asul(nucleotidos 5435-5953). Sdo usados
oligonucleotidos sintéticos para recriar as sequencias codi-
ficadoras acima e abaixo, para fornecer coddes de inicio e
paragem da traducdo, bem como para recriar os sitios de res-
tricdo Ndel e BamHI descritos préviamente tendo em atencdo a
Figura 1. Seguindo este processo obtem-se um plasmideo pos-
suidor da protease de polio 3C sob o controle do promotor de
T7.

Em experiéncias andlogas as realizadas
com a protease de HIV, os dados dos requerentes sugerem que a
protease de polio 3C també&m é toxica para a estirpe de E.coli
BL21(DE3). Como mostra a Tabela IV abaixo, o plasmideo que
contém a protease de polioc 3C & incapaz de transformar com Su-
cesso BL21(DE3), mas transforma BL21(DE3) pLysS. 0 plasmideo
controle pPoll (o qual codifica para a polimerase de polio
como descrito na Tabela I) transforma ambas as estirpes com
aproximadamente igual eficiéncia:




TABELA IV

No. de transformantes

BL21 (DE3) BL21 (DE3)pLysS
Proteinasq + 3C 0 150
Ppolio
pPoll 300 500

Estes dados indicam que a protease
de polio 3C, tal como a protease de HIV, & tbéxica para esta

estirpe de E. coli, BL21(DE3), quando colocada sob o controle
do promotor de T7. Assim, pode ser imediatamente projectado
um método para testar inibidores de protease de polio. Num
tal teste, um composté a ser testado mostra ser um inibidor
da protease de polio ao evitar a morte da estirpe bacteriana
BL21(DE3) e permitir transformagles sucessivas daquela estir-
pe por um plasmideo que codifica para a protease de polio 3C.

Por outro lado, os resultados com
as proteases de HIV e de polio 3C fornecem a base para um
teste geral de inibidores de proteases. De particular,interes-
se sdo os compostos que inibem outras proteases que estdo im-
plicadas em doengas humanas, tal como a renina, tripsina e
elastase.

A protease alvo particular, & colo -
cada num plasmideo sob o controle do promotorc¢ T7. 0 sistema
mostra ser téxico para a estirpe de E. coli BL21(DE3) ao ve-
rificar-se falhar a transformacdo daquela estirpe ndo obstante




seja transformada a estirpe BL21(DE3)pLysS. 0s compostos po-
tencialmente inibidores de proteases sdo entdo testados. Os
compostos que possuem actividade inibidora sdo aqueles que
bloqueiam a toxicidade da protease para BL21(DE3)e, deste
modo permitem as transformacOes daquela estirpe.

0 segundo método de teste de ini-
bidores de enzimas proteoliticas & dirigido para a construgdo
de proteinas de fusdo que compreendem uma proteina sinalizan-
te (quer dizer, uma proteina facilmente testédvel) na qual foi
introduzido um sitio de clivagem de protease. 0 sitio de cli-
vagem corresponde a uma porcdo de um substrato natural de

protease de interesse.

A proteina sinalizante escolhida &
capaz de ser ensaiada para uma mudanca de cor, luz ou activi-
dade quando combinada com uma enzima proteclitica. A introdu-
cdo do sitio de clivagem para criar uma "cassete de clivagem"
de protease, ndo destroi a actividade da proteina sinalizante.
Deste modo, a proteina de fusdo pode ser usada num sistema de
ensaio para testar inibidores de proteases.

Quando a enzima proteolitica & adi-
cionada & proteina de fusdo que contém o sitio de clivagem
de protease, a proteina cliva no sitio da protease, inactivan
do deste modo a proteina de fusdo. Esta perda de actividade

2

& verificada por mudancas de cor, luz ou por verificacdo di-
recta da perda de actividade. Um composto a testar & incluido
no sistema de ensaic e & identificado como inibidor da pro-
tease se a proteina sinalizante ndo for clivada e permanecer

activa segundo os métodos descritos acima.

Exemplos de proteinas sinalizantes
que sdoc utilizadas na construcdo de proteinas de fusdo e que
sio ensaiadas por mudanca de cor com um composto indicador
de cor incluem a B-galactosidase, fosfatase alcalina,B-gluco-




§ »\\ <éi -31-

L U

ronidase e acetiltransferase. Este sistema pode ser adaptado
para proteinas que especifiquem resistencia a antibidticos,
tal como a B-lactamase. Numa parte preferencial desta inven-

-

¢do, a P-galactosidase & usada como proteina sinalizante.

A emrdima B-galactosidase, codificada
pelo gene lac Z de E. coli , & responsédvel pela conversdo da
lactose em glucose e galactose, permitindo a utilizacdo da lag
tose como fonte de carbono(32). Uma vez que a B-galactosidase
também cataliza a hidrdlise de diversos outros substratos que
sdo convertidos em compostos coloridos, tornou-se um instru-
mento de grande valor para observar uma larga gama de proces-
sos biolégicos. Por exemplo, as fus8es de P-galactosidase
foram usadas para estudar a regula¢do da transcrigdo e da tra
ducdo (33 e referéncias nela incluidas). A fusdo de uma pro-
teina heterdloga com B-galactosidase pode facilitar a purifi-
cagdo daquela proteina (34-37). Para além disso, a interrup-
¢do da extremidade amino de B-galactosidase, & a base da iden
tificacdo dos clones desejados quando se usam 0S plasmideos

das séries pVC(38).

A demonstracdo nesta invencdo de
que sequencias proteicas estranhas podem ser inseridas em re-
gifes especificas de B-galactosidase, resultando quer na re-
tengdo de actividade de pB-galactosidase quer na acessibilida-
de de sequencias estranhas ds proteases, & um facto novo. No
caso especifico da cassete de clivagem de protease, o facto
de a B-galactosidase poder agora ser clivada e inactivada pe-
la protease andloga, fornece um meio simples de verificar a
actividade proteolitica e de procurar inibibres destas impor-
tantes enzimas.
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Exemplos de compostos indicadores de cor
apropriados incluem X-gal e Fast Blue RR. Uma proteina como a
B-galactosidase ird reagir com X-gal para produzir cor azul;
quando a proteina & inactivada ndo & observada nenhuma mudan-
ca de cor (branca). Uma reaccdo similar da proteina com Fast
Blue RR produz uma cor vermelha; apds inactivacdo ndo € obser-
vada nertuma mudanca de cor (branca).

Em alternativa, a proteina & escolhida de
tal modo que catalize a reaccdo quimica de emissdo de luz du-
ma proteina derivada dum organismo bioluminescente ou quemilu-
minescente. Contudo, quando a proteina é clivada por uma enzi-
ma proteolitica, a reacc¢do ndo pode ocorrer e, deste modo, ndo
¢ emitida luz. A luz pode ser observada a olho nu, medida es-
pectrofotométricamente ou gravada numa pelicula de Raios X.
Preferencialmente, a proteina sinalizante usada é a lucife-
rase.

Adicionalmente, a inactivacdo pela pro-
tease pode ser verificada por um sistema in vitro que mede
directamente a actividade da proteina numa reacg¢do com um
substrato.

Em todas as variantes da segunda parte
desta invencdo, a proteina de fusdo & expressa num sistema de
expressdo apropriado. O hospedeiro & uma bactéria, levedura,
célula de insecto, linha celular de mamifero ou qualquer ou-
tro sistema de expressdo. Numa parte preferencial a estirpe

hospedeira & de E. coli.

Como ilustracdo do segundo método de tes-
te desta invencdo, a construcdo e uso de um sistema de ensaio
paa teste de inibidores da protease de HIV com B-galactosida
se e um indicador de cor, serdo agora descritos. '
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0 passo inicial & a construcdo dum plas-

mideo que contém o gene que codifica para a B-galactosidase.0
plasmideo pZMl & construido como se segue: a estirpe de E.coli
MC1061( ara D139, A(ara,leu)7697, AlacX74, galU, galK, hsdR,
strA) & obtida de Pharmacia. O plasmideo pZMl que contém o ge-
ne B-galactosidase de E. coli & derivado do pCH110 (Pharmacia).
0 plasmideo pCH110 contém um sitio EcoRI que é retirado por
troca do fragmento mais pequeno PstI/BamHI de pCHI10 que con-
tém o gene de B-lactamase, com o fragmento correspondente
PstI/BamHI duma variante de pBR322 que ndoc contém o sitio
EcoRI normalmente presente nesse fragmento. A seguir, o frag
mento EcoRI/BamHI que contém a extremidade carboxi do gene da

P

P-galactosidase & trocado pelo oligonucleotido:

yWMmgmm%

Gcg&m‘m’m‘"‘l‘~"'I'M'Iccmc.

que recria a extremidade carboxi da B-galactosidase e coloca

dois codBes de paragem no fim do gene. O plasmideo resultante
é designado por pZIMI.

2

0 passo seguinte & a construcdo de plas
mideos que codificam para a protease de HIV de tipo selvagem
ou mutante, respectivamente, cada um deles sob controle dum
promotor tac. Estes plasmideos, designados por pl+IQ e pl5-
~-1Q, sdo construidos como se segue: 0S genes de protease de
pMae2 (tipo selvagem) ou p48Mae6(mutante, descritos préviamen-
te, sdo retirados sob a forma de fragmentos Ndel/BamHI, torna-
dos cegos pela enzima de Klenow e ligados ao sitio Sma de
pKK223-3(Pharmacia), criando o pl+ e o pl5-. 0 fragmento
SphI/ALlwNI de pl+ e pl5- que contém o gene de protease de HIV
é entdo ligado ao fragmento Pvul/AlwNl que contém o gene
lacIQ de pGEX2T (Pharmacia) criando os pl+IQ e pl5-IQ(Fig.5A).
Para retirar o sitio de restrigdo BamHI no sitio de ligacdo
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mdltipla de pl+IQ e pl5-IQ, estes plasmideos s3o parcialmente
digeridos com BamHI, tornados cegos com a enzima de Klenow e
ligados. Os plasmideos resultantes, designados por pl+IQB e
pl5-IQB, contém um Gnico sitio BamHI imediatamente acima do
promotor tac.

Subsequentemente, um sitio de clivagem
de protease de HIV @& ingerido na B-glactosidase por insercdo
dum oligonucleotido no gene de P-galactosidase do plasmideo
pZM-1. Estudos de diversos laboratérios usando péptidos sinté-
ticos possuidores dos diferentes sitios de clivagem dos poli-
proteinas gag e gag/pol, determinaram a sequencia minima de
aminodcidos requerida para a clivagem com a protease de HIV -
(11,12,15,16). 0 sitio p6/PR & clivado mais eficazmente in

vitro e apenas sete aminocdcidos sdo suficientes para a cliva-
gem (15). Baseados nestes requisitos minimos, sdo sintetizadas
séries de oligonucleotidos ("cassetes de clivagem"). Estes
oligonucleotidos correspondem aos dez aminodcidos que rodeiam
a juncdo p6/PR e contém as extremidades coesivas apropriadas
para a insercdo em gre}ha em seis locais diferentes do gene

da p-galactosidase do plasmideo pZMl (Fig. 5B).

0 decapeptido Val-Ser-Fen-Asn-Fen-Pro-
-Gln-Ile-Tre-Leu corresponde ao sitio de clivagem de p6/PR da
poliproteina de HIV gag/pol. Sdo sintetizados seis pares de
oligonucleotidos ("cassetes de clivagem") que codificam para
este decapeptido. Os oligonucleotidos possuem em coum a sequen
cia de DNA abaixo indicéda que contém um sitio de restricdo
HindIII(sublinado) e que codifica para o decapeptido em cada
par de oligonucleotidos:

Val Ser Phe Asn Fhe Pro Gln Ile Thr Ieu
5' GTA_AGC TIT AAC TIC CCT CAG ATC ACT CTG 3
3' CAT TCG AAA TIG AAG GGA GIC TAG TGA GAC 5
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Cada par contém nucleotidos adicionais
que especificam diferentes extremidades coesivas desenhadas
para insercgdo, na grelha de leitura adequada, nos @Gnicos si-
tios de restricdo BssH2,Clal, DrallIl, EcoRI, Saul ou Sstl do
gene de B-galactosidase de E. coli de pZMI(Fig. 5B). 0s seis
sitios diferentes na Pp-galactosidase sdo seleccionados por
serem sitios de restricdo Gnicos em pZMl e a cassete de cli-
vagem pode ser ingerida por um processo de clonagem siplifi-
cado descrito abaixo. As sequencias completas de DNA dos seis
pares de oligonucleotidos sdo as seguintes (com o sitio de cli
vagem de HIV assinalado por parenteses rectos):

ECOl/2 (XRI entidades coesivas):

5' AA TIT [GTA_AGC TIT AAC TIC CCT CAG ATC ACT CIG) C 3!
3! A [CAT TCG AAA TIG AAG GGA GIC TAG TGA GAC] GIT AA 5!

SST1/2 (xSstl entidades coesivas):

5! G [GTA AGC TTIT AAC TTC CCT CAG ATC ACT CIG] CAG CT 3!
3' TC GAC [CAT TOG AAA TIG AAG GGA GIC TAG TGA GAC] G 5!

CILAl/2 (xClal entidades coesivas):

51 C [GTA_AGC TIT AAC TIC CCT CAG ATC ACT CT ] 3
3! [ AT TCG AAA TIG AAG GGA GIC TAG TGA GAG] C 5

DRAl/2 (xXDralll entidades coesivas):

5t G [GTA AGC TIT AAC TIC CCT CAG ATT ACG CT ] 3!
3' C GAC [CAT TOG AAA TTIG AAG GGA GIC TRA TG ] 5!
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SAUl/2 (xMstIISaul entidades coesivas):

5! T‘GN&[GHXNR:TN?NM:TK:CCPCNSATPAGSCﬂﬂ AC 3!
3! T Uﬂﬂ‘TJEAAAfEK;AAG(I%.GRZT%AfKK!GMH TGA CT 5!

BSS1/2 (xBssH2 entidades coesivas):

5'OGCEA[GB\NX!TEPAMZTKZGﬂ?CMEATTAOSCRH A 3!
3! T [CAT TOG AAA TTG AAG GGA GIC TAA TGC GAC] TGC GC 5!

Para simplificar o processo de clona-
gem, sémente as extremidades coesivas de cada par de oligonu-
cleotidos se assemelham ao sitio de restricdo alvo, de tal mo-
do que a ligacdo bem sucedida do oligonucleotido ao gene da
B-galactosidase destrdi esse sitio de restricdo. Deste modo,
ap6s ligagdo do oligonucleotido em pZml, a mistura de ligacdo
& digerida com a enzima de restricdo alvo para linearizar qual
quer plasmideo residual inicial pZMl. Apds precipitacdo com
etanol, a mistura de ligagcdo digerida & usada para transformar
a estirpe de E. coli Mcl061. Os clones correctos sdo identifi-
cados pela presenca de'um novo sitio HindIII. Este método re-
sulta numa alta proporcdo de clones correctos e elimina a ne-
cessidade de tratamento com fosfatase do vector e do tratamen

to com cinase dos oligonucleotidos.

Os plasmideos resultantes sdo designa
dos por pZM-Bss, pZM-ClaA, pZM-Dra, pZM-Eco, pZM-Sau e pZIM-Sst
respectivamente. Também foi construido o plasmideo pZM-Cla B
que contém a cassete de clivagem na orientacdo inversa e que
codifica para o decapeptido ndo relacionado Glu-Ser-Asp-Leu-
-Arg-Glu-Val-Lis-Ala-Tir que ndo deve ser reconhecido pela
protease de HIV. Em cada caso, a insercdo da cassete de cli-
vagem no gene de B-galactosidase & confirmada por sequenciagédo
de DNA.

-

Para verificar se & retida a actividade
de B-galactosidase desejada, apesar de insercdo da cassete de
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clivagem, & plaqueada em placas com X-gal a estirpe de E.coli
Mc1061 que alberga cada construcdo. Neste ensaio, a B-glacto-
sidase funcional resulta em colénias azuis e a falta de acti-
vidade de B-galactosidase produz colénias brancas. Usando pro-
cessos descritos abaixo, cada construcdo também & testada quan
titativamente para a actividade de B-galactosidase e para o
facto de ser ou ndo clivada pela protease de HIV in vitro e

in vivo. A Tabela V apresenta os resultados deste ensaio:
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A insercdo da cassete de clivagem nos sitios
Saul, Clal, BssH2 ou EcoRI resulta em coldnias azuis, indican-
do que a actividade enzimdtica da p-galactosidase & retida.A
insercdo da cassete de clivagem na orientacdo oposta no sitio
Clal de tal modo que & codificado um decapeptido ndo relacio-
nado com o sitio de clivagem de protease de HIV (Tabela V,'
pZM-Cla B) também resulta na formacdo de coldénias azuis. Estes
dados indicam que a proteina B-galactosidase pode tolerar in-
sergbes em diversos locais e ainda reter actividade enzimédti-
ca detectdvel. Reciprocamente, a insercdo em Dralll ou SstI
destroi a actividade de B-galactosidase uma vez que as col6-
nias que albergam estas construcles sdo brancas. A intensida-
de da cor azul em estirpes que albergam os plasmideos pZM Bss,
Cla A, Cla B, Eco e Sau exibe uma variacdo considerdvel e em
todos so casos & menos intensa do que a conferida pelo plasmi-
deo inicial pZMl. A actividade de B-galactosidase & quantifi-
cada por hidrOlise de O-nitrofenil-p-D-galactdsido (ONPG) (39).
As placas contém 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glactosido
(X-gal) a 40 pghl. Os ensaios usam uma modificacdo do descri-
to por Miller (40). As células crescem em meio Luria até atin-
gir uma absorbdncia de 0,5(600 nanometros). As células (0,5
ml) sdo sedimentadas e ressuspensas em 2 ml de tampdo Z (0,1M
Na3 POy, pH7,0, ImM MgSO4, 0,2 mM MnSOa, 0,1 M B-mercaptoeta-
nol, 0,2 mg/ml CTAB (brometo de hexadeciltrimetilamdnio),0l
mg/ml deoxicolato de sédio) & incubados durante cinco minutos
a 289C. A seqguir sdo adicionados 6,6 ml de ONPG a 4mg/ml em
0,1 M Na3PO4 PH7,0 e deixa-se incubar a 28°C até a solucdo se
tornar amarela (10 minutos a durante a noite). Para parar a
reaccdo sdo adicionados 1,3 ml de IM Na2C03. A absorbancia &,
entdo lida a 420 e a 550 nanometros. As unidades de p-galacto-
sidase sdo calculadas usando a seguinte equacdo:

(A420-1,75) X A
tXv XA

unidades= 550

600
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onde A = absorbédncia, T = tempo da reaccdo em minutos e v= vo-
lume da cultura usada em ml.

0s resultados do ensaio quantitati-
vos também estdo representados na Tabela V. O0s clones azuis
exibem bastante menos actividade de p-galactosidase do que o
plasmideo inicial pZMl (de dez vezes (pIM-Cla B) a cerca de
quinhentas vezes menos (pZM-Eco)). Sem ficarmos restrictos
ao seguinte, propomos que a reduzida actividade de B-galactosi
dase, observada apds insercdo da cassete de clivagem, pode re-
sultar duma mudanca na estrutura desta proteina que atenua a
sua fun¢do enzimdtica, da proteina ﬁ—glactosidase/cassete de
clivagem que possui actividade enzimdtica de tipo selvagem mas
estéd presente em quantidades reduzidas ou da combinagdo destes
dois factores. Como esperado, os clones brancos pZM-Dra e
pIM-Sst ndo produzem niveis detectdveis de actividade de p-ga-
lactosidase neste ensaio.

As proteinas P-galactosidase/cassete
de clivagem sdo testados a seguir para a susceptibilidade a cli
vagem pela protease de HIV in vitro. Duas amostras da estirpe
de E. coli Mcl061, uma contendo o plasmideo de protease pl+IQ
e a outra o plasmideo pl5-1Q, crescem até atingir 0,5 unidades
de absorbancia (595 nanometros). A sintese de protease & in-
duzida por adicdo de IPTG a ImM. Apds uma hora, as células
sdo sedimentadas, resuspensas em 0,66 volumes de tampdo M
(50mM 4dcido 2-(N-morfolino)etanossulfénico (MES), pH6, lmM
ditiotreitol e 25mM NaCl) contendo ImM EDTA e 1 mg/ml de liso-
sima e incubadas em gelo durante 10 minutos. As cé&lulas sdo
sedimentadas e ressuspensas em 0,01 volumes de tampdo M e lisg
dos por trés ciclos de congelacdo/descongelacdo (congelagdo
réapida em gelo seco/etanol e descongelacdo lenta em dgua gela-
da). Apds a descongelacdo final, o extracto & centrifugado e

-

o sobrenadante clarificado & usado como fonte de protease.
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0 mesmo método & usado para preparar ex-

tractos que contém pP-galactosidase de cé&lulas de E. coli MCIO61
albergando as séries de plasmideo pZM descritas préviamente,
exceptuando que se omite o IPTG e & usado 0,1 volume de tampdo
M no ciclo de congelagdo/descongelacdo. Para as reaccbes de
clivagem, 20 ul de extracto de B-galactosidase sdo tipicamen-
te incubados com 5 ul de extracto de protease a 37°C durante
uma hora, seguido de electroforese das reacc¢des de incubacdo
através de geis de SDS-poliacrilamida. A p-galactosidase &
visualizada por andlise de "Western Blot" usando um soro poli-
clonal de murganho anti-p-galactosidase (SIGMA) e o conjunto
de reagentes ImmunoSelect(Bethesda Research Laboratories. 0
substrato controle marcado com 35S-metionina correspondente &
poliproteina gag de HIV (nt 109-1417) (4) & produzido a partir

do promotor de T7 na estirpe de E. coli BL2l (DE3)plLysS.

Um extracto da estirpe de E. coli Mcl061
contendo a protease de tipo selvagem (de pl+IQ), mas ndo pro-
tease mutante (de pl5-1Q) & capaz de clivar a poliproteina
dgag, a qual & um substrato natural da protease de HIV(Fig.6A).
Extractos de E . coli contendo construgdes de B-galactosidase/
/cassete de clivagem sdo incubados extracto de protease de HIV
de tipo selvagem ou mutante e a clivagem de B-galactosidase
¢ verificada por analise "Western" usando anticorpos anti-B-
-galactosidase (Fig. 6B). A B-galactosidase nativa codificada
por pZMl ndo é& afectada por estas incubacles (linhas 4-6).

Das seis proteinas p-galactosidase/cassete de clivagem exami-
nadas, cinco delas (Bss, Cla A, Dra, Eco e Sst)ndo sdo igual-
mente digeridas pela protease de HIV (Tabela V) tal como o

clone Cla B que contém um decapeptido invertido como controle.

Em contraste, a B-galactosidase/cassete
de clivagem codificada por dois clones independentes pZM-Sau
é clivada pela protease de HIV de tipo selvagem (linhas 8 e
11), produzindo um produto de clivagem de aproximadamente 10Kd
consistente com a clivagem no sitio de insercdo Saul localiza-




do a cerca de 80 aminodcidos da extremidade:amino. 0 outro pro
duto de clivagem esperado de aproximadamente 8Kd, ndo & detec-
tado e talvez seja instdvel. A incubacdo da B-galactosidase/
/cassete de clivagem de pZM-Sau com a protease mutante de HIV
(Fig. 6B, linhas 9 e 12) ndo produz clivagens, indicando que

0 aconteciento de clivagem é mediado pela protease de HIV e
ndao por uma protease de E. coli.

Para examinar mlhor as bases da re-
duzida actividade de B-galactosidase nos clones de B-galacto-
sidase/mssete de clivagem, a quantidade de B-galactosidase &
quantificada por andlise "Western" usando anticorpos anti-B-
-galactosidase. Descobriu-se que a construgdo pZM-Sau possui
bastante menos proteina B-galactosidase se mmparada com o
pZMl inicial(Fig. 6B, comparar a intensidade da banda de B-
-galactosidase na linha 4 com as linhas 7 e 10). Esta diferen-
ca & quantificada com mais precisdc por andalise "Western" de
diferentes diluic¢les de células que contém pZIMl e pZM-Sau e
determinou-se que o clone pZM-Sau possui cerca de 10-20 vezes
menos proteina B-galactosidase do que o clone inicial pZMl1
(dados ndo mostrados). Deste modo, no caso de pZM-Sau, uma
reduzida quantidade de proteina p-galactosidase com, aproxima
damente, niveis de actividade enzimética de tipo selvagem, po-
dia ser responsédvel pela redugdo de actividade de p-galactosi-
dase observada nas placas com X-gal e no ensaio com ONPG
(Tabela V).

A andlise "Western" nos outros clones
de cassete de clivagem mostrou niveis reduzidos semelhants de
proteina B-galactosidase suficiente para explicar a diminui-
cdo de actividade enzimdtica. As proteinas P-galactosidase
ndo funcionais codificadas por pZM-Dra e pIM-Sst também estdo
presentes em quantidades reduzidas. Uma vez que a PB-galactosi
dase nativa codificada por pZMl e as proteinas alteradas B-ga-
lactosidase/cassete de clivagem sdo expressas a partir de vec-
tores idénticos que diferem apenas na insercdo da cassete de




clivagem no gene de pP-galactosidase, parece.que as proteinas
de B-galactosidase/cassete de clivagem sdo menos estdveis do
que a proteina nativa.

Noutra experiéncia, a pepsatina A, um
conhecido inibidor da protease de HIV(34), & testada para se
saber até que ponto a clivagem da proteina de B-galactosidase/
/cassete de clivagem de pZIM-Sau incubada com a proteased HIV
& inibida por este composto. A pepsatina A a lug/ml inibe
completamente a clivagem da p-galactosidase alterada, indican

do adicionalmente que a clivagem & devida & protease de HIV
(Figura 7).

0s resultados in vitro demonstram que
com a excepcdo da construcdo pZM-Sau, as proteinas de p-galac-
tosidase/cassete de clivagem, ndo sdo clivadas pela protease
de HIV. A cassete de clivagem nas proteinas resistentes a pro-
tease pode estar inserida no interior das proteinas e deste
modo & inacessivel & protease num ensaio in vitro. Por esta
razdo, & Gtil introduzir a protease de HIV na mesma célula das
proteinas de p-galactosidase/cassete de clivagem, para permitir

a clivagem in vivo simultaneamente com a traducdo.

Para testar a clivagem da p-galactosi-
dase/cassete de clivagem codificada por pZM-Sau in vivo, este
gene de P-galactosidase alterado & subclonado nos plasmideos
pl+IQ e pl5-IQ que codificam para a protease de HIV de tipo
selvagem e mutante, respectivamente. Especificamente, o0 gene
alterado de B-galactosidase de pZM-Sau & retirado sob a forma
de fragmento Stul-BamHI e ligado no sitio BamHI de pl+IQ e
pl5-1Q criando os plasmideos pl+IQSau e pl5-IQSau, respectiva-
mente. Amostras duma estirpe de E. coli MCl061 contendo o
plasmideo pl+IQSau foram depositadas na American Type Culture
Collection e foi-lhes dado o ndmero de acesso ATCC68.352.
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Com objectivos de comparacdo, as re-
gibes de p-galact051dase/cassete de clivagem de pZM-Bss,pZM-
-Cla A e pIZM-Eco também sdo subclonadas em pl+IQ. A B-galac-
tosidase alterada produzida por pZM-Cla B é usada como con-
trole. Uma vez que pZM-Dra e pZM-Sst produzem B-galactosidase
ndo funcional, ndo serdo considerados adiante.

A proteina total de células contendo

estes plasmideos resultantes pl+IQSau e pl5-IQSau & sujeita
a electroforese através de SDS-PAGE e a clivagem da B-galac-

2

tosidase & verificada por andlise "Western" (Fig.8). Esta
B-galactosidase/cassete de clivagem & clivada in vivo pela
protease de HIV de tipo selvagem (painel A, linha 1 e painel
B, linha 2) mas ndo pela protease mutante (painel B, linha
3), gerando um produto de clivagem do mesmo tamanho dos ob-
servados in vitro (Fig. 6B, linhas 8 e 11). Estima-se que
aproximadamente 50-75% da proteina de B-galactosidase/cassete
de clivagem & clivada. Estes ensaios de clivagem sdo feitos
em culturas liquidas. A quantidade de clivagem que ocorre

em colénias ndo é quantificada directamente mas, os E.coli
MC1061 contendo pl+IQSau sdo brancos em placas com X-gal ao
passo que as que contém pl5-IQSau conferem cor azul. Estes
dados sdo consistentes com a clivagem da B-galactosidase/cas-
sete de clivagem pela protease de HIV de tipo selvagem mas

ndo pela protease mutante.

A protease de HIV ndo cliva nenhuma
destas outras proteinas de B-galactosidase/cassete de cliva-
gem in vivo e que sdo resistentes & protease in vitro (Fig.
8A, linhas 2-5 e Tabela V). Como esperado, as células que
contédm pl+IQBss, pl+IQCla A, pl+IQCla B, ou pl+IQEco sdo a-
zuis em placas com X-gal, o que & consistente com a auséncia

de clivagem pela protease de HIV.
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0s resultados de outro ensaio de clivagem
de protease de HIV in vivo estdo apresentados na fotografia
da Figura 9. Amostras da estirpe de E. coli MCl061 contendo
diversos plasmidos sdo colocadas em placas que contém o indi-
cador de cor X-gal. Os plasmideos sdoc o pZM-1 (um controle
positivo da actividade de B-galactosidase), o pZM-2 (um con-
trole negativo da actividade de B-galactosidase), pZM-Sau,
pl+IQSau (pl+IQB-Sau marcado) e pl5-IQSau (pl5-IQB-Sau marca-
do). No ensaio de clivagem com protease de HIV de tipo sel-
vagem, as construcgfes que clivam B-galactosidase produzem uma
cor branca, e as construcles que ndo clivam a B-galactosidase
produzem uma cor azul. O plasmideo pZM-2 codifica para B-galac
tosidase inactiva, mutante e, deste modo produz colénias bran
cas. 0 plasmideo pZM-2 & construido por digestdo do plasmideo
pZM-1 com EcoRI e BamHI para retirar a sequencia de DNA que
codifica para 0s 18 aminodcidos da extremidade carboxi de
B-galactosidase. Como esperado, o pZM-1 produz uma cor azul
tal como os pZMSau e pl5-IQSau. 0 plasmideo pZM-2, como con-
trole negativo, produz uma cor branca. A p-galactosidase pro-

duzida por pl+IQSau & clivada pela protease e produz uma cor
branca.

A proteina B-galactosidase que foi mo-
dificada por insercdo de uma cassete de clivagem de protease
viral, pode ser usada num teste para identificar inibidores
dessa protease ou de qualgquer outra protease cuja sequencia
de clivagem seja conhecida & possa ser introduzida no sitio
Sau I de B-galactosidase.

0 plasmideo pl+IQSau numa estirpe de
E. coli apropriada, tal como a BAS849(41) (que possui uma mu-
tagdo na membrana externa, tornando-a mais permedvel a divers
0s compostos) & plaqueado uniformemente numa placa de agar.Em
alternativa, pode ser usada uma cultura liquida comoc meio nu-
triente. A placa deve wnter IPTG suficiente para induzir a

sintese de protease de HIV, clivando a P-galactosidase e tor-




nando a placa descolorida quando ensaiada com indicadores de
cor de B-galactosidase, tal como o X-gal (40), Fast Blue RR
(42) ou outros. Possiveis inibidores de protease sdo colocados
na placa a qual & posteriormente coberta com o indicador.

Um inibidor de protease inactivard a
protease, evitando a clivagem da B-galactosidase. A p-galac-
tosidase reage entdo com o indicador, tornando as placas colo
ridas (azul no caso de X-gal, vermelho no caso de Fast Blue
RR). Desta forma sdo identificados inibidores de protease.

Um teste semelhante pode ser usado
quando uma reacc¢do emissora de luz & verificada em vez duma
mudanca de cor. A cassete de clivagem & inserida numa protei-
na tal como a luciferase (Clontech Laboratories,Inc., Palo
Alto,CA) em vez da p-galactosidase. Na auséncia duma enzima
proteolitica, a proteina luciferase/cassete de clivagem cata-
liza uma reacc¢do quimica emissora de luz. Na presenca de luci-
ferina e ATP, & formado um complexo de enzima ligada a luce-
feril-adenilato, o qual & seguido de descarboxilacdo oxidati-
va. 0Os produtos da reac¢do sdao COZ’ oxiluciferina e AMP junta-
mente com a emissdo de luz. A emissdo de luz pode ser observa-
da a olho nu, medida espectrofotometricamente ou gravada numa
pelicula de raios X.

Quando uma enzima proteolitica estéd
presente, cliva no sitio de clivagem de enzima proteolitica,
bloqueando deste modo a reaccdo catalizada pela luciferase
de tal forma que ndo é emitida luz. Num teste de inibidores
de proteases, um composto a testar & incluido no sistema de
ensaio. Se o composto evita a clivagem pela protease, a reac@

prossegue e & emitida luz, identificando desta maneira o com-
posto como inibidor da protease.

Como descrito acima, quer na reacg¢ao
indicadora de cor quer na emissora de luz em ensaios in vivo,




0 sistema de expressdo contém genes que codificam para a pro-
teina ﬁ-galactosidase/cassete de clivagem e para a protease
de HIV. 0 sistema de expressdo exprime ambas as proteinas usa
das no sistema de ensaio. A proteina p-galactosidase/cassete
de clivagem também pode ser ensaiada directamente num tubo de
ensaio. Neste ensaio in vitro o sistema de expressdo contém
apenas o gene que codifica para a proteina ﬁ-galactosidase/
/cassete de clivagem. A protease de HIV & gerada separadamen-
te e deixada separada da proteina de fusdo até ao inicio do
ensaio. Nesta altura a proteina purificada ﬁ-galactosidase/
/cassete de clivagem & misturada com a protease de HIV e um
inibidor potencial de protease em solucdo. A actividade de
B-galactosidase & verificada por hidrdlise de ONPG usando um
espectrofotometro. Um inibidor de protease aumentaréd a acti-
vidade de p-galactosidase em relacdo a observada numa experién
cia controle apenas com a proteina de fusdo e a protease de

HIV.

Os testes seguintes da segunda parte
desta invencdo també&m podem ser usados para testar inibidores
de outras proteases, tal como a protease de polio 3C. Em pri-
meiro lugar, & construida a proteina P-galactosidase/cassete
de clivagen. Por exemplo, um oligonucleotido que codifica pa-
ra o sitio de clivagem de protease de polio 3C Met-Glu-Ala-
-Leu-Fen-Gln-Gli-Pro-Leu-Gln-Tir-Lis-Asp(43) & inserido, em
grelha, no sitio Saul de B-galactosidase, criando o pZM3CSau.
As células que contém este plasmideo sdo azuis o que & compa-
tivel com os resultados de pZM-Sau que contém a cassete de
clivagem de protease de HIV(Tabela V). Estes dados indicam
ainda que o sitio Saul & um sitio apropriado para a insercgdo
de sequencias proteicas heterologas sem destruir a actividade

de p-galactosidase.
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Como mostra a Figura 10, esta protei-
na de fusdo & clivada pela protease de polio 3C (linha 5),
a qual & expressa em BL21(DE3)pLysS duma foma semelhante a
descrita por Nicklin et al. (44), mas ndo pela protease de
HIV (linha 6), como & de esperar. Esta construcdo pode en-
tdo ser usada para testar inibidores de protease de polio

3C, usando os métodos descritos préviamente.
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RETVINDICACDOES <

12. - Método para seleccdo de com-
postos que inibem enzimas proteoliticas, caracterizado por com
preender 0s seguintes passos:

a) construcdo de um plasmideo que possui uma sequén
cia de DNA que codifica uma protease, sob o controlo de um pro
motor de T7.

b) seleccdo de uma estirpe bacteriana de expressdo,

-

0 qual ndo é transformada pelo referido plasmideo devido 3 to-

a

xicidade da protease relativamente & estirpe bacteriana e,

c) adicdo de um composto a seleccionar juntamente
com o plasmideo, & estirpe bacteriana de tal modo que, se a
estirpe bacteriana ndo & morta e produz transformantes, o com-

2

posto & identificado como sendo um inibidor da protease.

28, - Método de acordo com a rei-
vindicacdo 1, caracterizado por a estirpe bacteriana ser a
E. coli BL2]l (DE3) e o plasmideo possuir uma sequencia de DNA
que codifica a protease do virus da imunodeficiencia humana.

32. - Método de acordo com a rei-
vindicacdo 1, caracterizado por o plasmideo ser pPolio protea-
se 3C e possuir uma sequencia de DNA que codifica 4 protease
de polio 3C.

428, - Método para seleccdo de com
postos que inibem a protease do virus de imunodeficiéncia hu-
mana, caracterizado por compreender os seguintes passos:
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a) construcdo de um plasmideo que possui uma sequen-
cia de DNA que codifica uma protease do virus da imunodeficien
cia humana, sob o controlo de um promotor de T7;

b) seleccdo de uma estirpe bacteriana transformada pe-
lo referido plasmideo, a qual ndo & morta pela inducdo da sin-
e de protease pelo agente indutor isopropil-p-D-tiogaloctopi
ronésido; e

¢) adicdo de um composto a seleccionar juntamente com
isopropil-B-D-tiogalactopiron6sido d estirpe bacteriana trans-
formada de tal modo que, se as células induzidas ndo sdo mortss,
0 composto é identificado como sendo um inibidor da protease
do virus da imunodeficiencia humana.

58, - Método de acordo com
a reivindicacdo 4, caracterizado por a estirpe bacteriana ser
a E. coli 3L21(DE3)pLysS.

62. - Método para prevenir a
exprésséo da protease de 10kd do virus da imunodeficiéncia hu-
mana, enzimdticamente activa, caracterizada por compreender:
a) a introducdo duma mutacdo na sequencia de DNA que codifica
0 precursor de 18kd da protease de 10kd, evitando desta forma
a autodigestdo do precursor o qual doutro modo daria origem &
protease madura, enzimdticamente activa, de 10kd; ou b) a intrg

dugdo duma mutagdo na sequencia de DNA que codifica a protease
de 10kd.

78, - Método de producdo da
protease de 10kd, ndo funcional, do virus da imunodeficiencia
humana, caracterizado por compreender a modificacdo da sequen-
cia de DNA que codifica o precursor da protease de 18kd, da
protease de 10kd, de tal modo que se quebre a ligacdo FEN-PRO,
localizada nos aminodcidos!l a 1 da protease de 10kd madura.




82. - Método para a seleccdo de com-
postos que inibem enzimas proteoliticas, caracterizado por com
preender 0s seguintes passos:

(I) a) seleccdo de uma proteina sinalizante a qual @&
capaz de ser tratada por reac¢do com um composto indicador de
cor de forma a produzir uma modificacdo de cor;

b) insercg¢do no gene que codifica a referida proteina de
uma sequencia de DNA heterologa que codifica um peptideo, a
qual inclui um sitio de clivagem de uma enzima proteolitica;

c) insercdo num sistema de expressio apropriado do pro-
duto construido no passo b) e dum gene que codifica a enzima
proteolitica o qual reconhece e cliva o sitio de clivagem da
enzima proteolitica do peptideo codificado pelasequencia de
DNA heterologa do passo b);

d) preparacdo de um sistema de analise que compreende:

i) o sistema de expressdo do passo c);
ii) um composto indicador de cor:e

iii) um meio nutriente; e

e) a adicdo dum composto a seleccionar no sistema de
ensaio, de tal modo que se o composto inibe a enzima proteo-
litica, o sistema de expressdo produz o produto intacto do
passo b), a proteina sinalizante retém a sua actividade e a
cor & mantida no sistema de ensaio, mas se o composto ndo for
inibidor, a protease cliva no sitio de clivagem da enzima pro
teolitica do peptideo do passo b), a proteina sinalizante &

inactivada e ndo & observada nenhuma cor no sistema de en-
saio; ou
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(11) a) seleccdo duma proteina sinalizante capaz de cata-
lizar uma reaccdo quimica emissora de luz;

b) insercdo no gene que codifica a referida proteina
sinalizante de uma sequencia de DNA heterdloga que codifica
para um peptideo que inclui um sitio de clivagem da enzima
proteolitica;

c) insercdo num sistema de expressdo apropriado do
produto do passo b) e dum gene que codifica a enzima proteo-
litica a qual reconhece e cliva o sitio de clivagem de enzi-
ma proteolitica do peptideo codificado pela sequencia hetero-
loga de DNA do passo b);

d) preparacdo dum sistema de andlise que inclui:

i) o sistema de expressdo do passo c);

ii) um composto que sofre uma reaccdo quimica emissora de
luz catalisada pela proteina sinalizante do passo a); e

e) adicdo dum composto a seleccionar ao sistema de
ensaio, de tal forma que se o composto inibe a enzima proteo-
litica, o sistema de expressdo produz um produto intacto do
passo b), a proteina sinalizante retém a sua actividade cata-
litica e ocorre uma reaccdo quimica emissora de luz, mas se
o composto ndo for inibidor, a protease cliva o sitio de cli-
vagem de enzima proteolitica do peptideo do passo b), a pro-
teina sinalizante é inactividade e a reaccdo quimica emissora
de luz ndo ocorre.

92, - Método de acordo com a rei-
vindicacdo 8, caracterizado por em 1) a proteina sinalizante
do passo a) ser a B-galactosidase, em I1) a proteina sinali-
zante do passo a) ser a luciferasa; e quer em 1) quer em II)
0 sitio de clivagem da protease do passo b) ser o sitio de
clivagem da poliproteina gag/pol p6/PR do virus da imunode-




ficiéncia humana, o sistema de expressdo do passo c) incluir
uma estirpe hospedeira de E. coli ea enzima proteolitica do

passo d) (i) ser a protease do virus da imunodeficiéncia hu-
mana.

102, - Método de acordo com a rei-
vindicacdo 8, caracterizado por quer em I) quer em II) o si-
tio de clivagem da protease do passo b) ser o sitio de cliva-
gem da protease de polio 3C e a enzima proteolitica do passo
d) i) ser a protease de polio 3C.

112, - Método para seleccdo de com-
postos que inibem enzimas proteoliticas, caracterizado por
compreender 0s seguintes passos:

a) selecgdo de uma proteina sinalizante cuja activida-
de & capaz de ser monitorizada por reacgdo com um substrato;

b) insercdo no gene que codifica a referida proteina
sinalizante duma sequencia de DNA heterdloga que codifica um

peptideo que inclui um sitio de clivagem de enzima proteoli-
tica;

c) insercdo num sistema de expressdo apropriado do pro-
duto do passo b);

d) preparacdo dum sistema de andlise que compreende:

i) wuma enzima proteolitica que reconhece e cliva o sitio
de clivagem da enzima proteolitica do peptideo codificado pe-
la sequencia de DNA heterdloga do passo b);

ii) o sistema de expressdo do passo e) que arque o produto
do passo b); e

iii) um substrato que reage com a proteina sinalizante do
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passo a); e

e) a adicdo dum composto a seleccionar ao sistema
de andlise de tal modo que, se o composto inibe a enzima pro-
teolitica, o sistema de expressdo produz um produto intacto
do passo b) e a proteina sinalizante retém a sua actividade,
a qual é& detectada por reacg¢do com o substrato, mas se o com-
posto ndo for um inibidor, a protease cliva no sitio de cli-
vagem de enzima proteolitica do peptideo do passo b) e a pro-

2

teina sinalizante & inactivada.

122, - Método de acordo com a rei-
vindicacdo 11, caracterizado por a proteina do passo a) ser
a p-galactosidade, o sitio de clivagem da protease do passo
b) ser o sitio de clivagem da poliproteina p6/PR do virus da
imunodeficiéncia humana, o sistema de expressdo do passo c)
incluir uma estirpe hospedeira de E. coli, a enzima proteoli-
tica do passo d) (i) ser a protease do virus da imunodeficien
cia humana e o substracto do passo d) (iii) ser O-nitrofenil-
-B-D-galactosido.

138, - Método de acordo com a rei
vindicacdo 11, caracterizado por o sitio de clivagem da pro-
tease do passo b) ser o sitio de clivagem de protease de po-
lio 3C e a enzima proteolitica do passo d) (i) ser a protea-
se de polio 3C.

142, - Plasmideo caacterizado
por ser seleccionado de entre o grupo constituido pelos plas
mideos designados por pPDB16, pMae2, pl+IQSau e pZM3CSau.

152, - Estirpe bacteriana que
alberga um plasmideo, caracterizada por ser seleccionada de
entre o grupo constituido por E coli DH54 que alberga o plas-




NI

mideo pPDB16 (ATCC 68005), E. coli BL21(DE3) que alberga o
plasmidec pP48 (ATCC 68004) e E. coli MC1061 que alberga o
plasmideo pl+IQSau.

Lisboa, 5 de Setembro de 1990
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