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RESUMO
"IMUNOGLOBULINAS DESPROVIDAS DE CADEIAS LEVES"

A invencao refere-se a uma imunoglobulina modificada de 4
cadeias ou fragmento da mesma, cujas regides Vi foram
parcialmente substituidas por sequéncias especificas ou
residuos de amincdcidos de uma imunoglobulina (a afamada
imunoglobulina de cadeia pesada) a gqual compreende duas
cadeias pesadas de polipéptidos, capazes de reconhecer e
ligar un ou varios antigenes, sendo a referida cadeia

pesada de imunoglobulina desprovida de cadeias leves.

A invenc¢ao refere-se especificamente a fragmentos
modificados da regido Vg de uma imunoglobulina de quatro
cadeias compreendendo residuos de aminodcidos especificos
ou sequéncias de uma imunoglobulina (a afamada
imunoglobulina de cadeia pesada) a qual compreende duas
cadeias ©pesadas de polipéptidos capazes de reconhecer
leigar um oumails antigenes, sendo a referida cadeia pesada

de imunoglobulina desprovida de cadeias leves.
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DESCRICAO

"IMUNOGLOBULINAS DESPROVIDAS DE CADEIAS LEVES"

A dnvengao diz respeito a novas imunoglobulinas isoladas,
as quails sao desprovidas de cadeias polipeptidicas leves.
Estas 1imunoglcocbulinas ndo sao produtos de degradacgdo de
imunoglobulinas constituidas simultaneamente por cadeias
polipeptidicas pesadas e cadeias polipeptidicas leves,
sendo antes pelo contrario, tal como definido na invengaéo,
um novo membr o da familia das imunoglobulinas,
especialmente um novo tipo de moléculas capazes de
participarem no reconhecimento imunitario. Tais
imuncglobulinas podem ser utilizadas para diversos fins, em
especial para diagndstico e para fins terapéuticos,
incluindo a protecgdo contra agentes patoldgicos ou para
regular a expressdo ou a actividade de proteinas.

Até ao momento presente, a estrutura proposta para as
imunoglobulinas consiste de um modelo de quatro cadeias,
respeitantes 4 presenga de duas cadelas polipeptidicas
leves idénticas (cadeias leves) e duas cadeias
polipeptidicas pesadas idénticas (cadeias pesadas), ligadas
entre si por pontes dissulfureto para formarem
macromoléculas em forma de Y ou em forma de T. Estas
cadeias sdo constituida por uma regido constante e por uma
regido varidvel, sendo a regido constante subdividida em
vadrics dominios. As duas cadeias polipeptidicas pesadas
estdao ligadas normalmente por pontes dissulfureto numa
chamada "regido de charneira" situada entre o primeiro e ©
segundo dominios da regidc constante.

Entre as proteinas que formam a classe de imunoglobulinas,

a maior parte delas sdo anticorpos e consequentemente



apresentam um local de ligagdo do antigénio ou varios
locais de ligagdo dos antigénios.

De acordo com o modelo de quatro cadeias, o local de um
anticorpo de 1ligagdo do antigénio estd localizado nos
dominios variaveis de cada uma das cadelas pesadas e leves
e exige a associagdo dos dominios varidveis das cadeias
pesadas e leves.

Para a definic¢ao destas imunoglobulinas de modeloc de quatro
cadeias, faz-se referéncia a obra de Roitt, L et al.
(Immunclogy, segunda edigdo, Gower Medical Publishing USA,
1989). Merece especial referéncia a parte respeitante a
definigdo das imunoglobulinas de quatro cadeias, as suas
estruturas polipeptidicas e genéticas, a definicdo das suas
regifies varidveis e constantes e a obtenc¢do dos fragmentos
produzidos por degradacdo enzimdtica, de acordo com
técnicas bem conhecidas.

Os inventores concluiram surpreendentemente gque é possivel
isclar moléculas diferentes a partir de animais que as
produzem naturalmente, possuindo gssas moléculas
propriedades funcionais das imunoglobulinas, estando essas
fun¢bes, em alguns casos, relacionadas com elementos
estruturais que sdo distintos daqueles que estao implicados
na fun¢do das imunoglobulinas de Qquatro cadeias, por
exemplo, devido a auséncia de cadeilas leves.

A invencgao diz respeito a imunoglobulinas segundo um modelo
de duas cadeias, gque ndo correspondem nem aos fragmentos
obtidos, por exemplo, pela degradacao, em particular a
degradacdo enzimdtica, de uma imunoglobulina natural de
modelo de quatro cadeias, nem correspondem a expressdo, em
células hospedeiras, do ADN que codifica a regido constante
ou a regidc wvaridvel de uma imunoglobulina natural de

modelo de quatro cadeias, ou de uma parte dessas regides,



nem corresponde aos anticorpos produzidos em linfopatias,
por exemplo, em murganhos, ratos ou seres humanos.

E.S. Ward et al. (l) descreveram algumas experiéncias
efectuadas sobre os dominios variaveis das cadeias
polipeptidicas pesadas (Vi) ou/e scbre as cadeias
polipeptidicas leves (Vx/Fy), para testar a capacidade
destes dominios varidvels para se ligarem a antigénios
especificas. Para o efeito, foil preparado uni banco de
genes VH a partir de ADN gendmico do bago de murganhos
previamente imunizados com estes antigénios especificos.
Ward et al. descreveram, no trabalho que publicaram, que ©s
dominios VH sdo relativamente aderentes, presumivelmente
devido a superficie Thidrofébica exposta, normalmente
recoberta pelos dominios VK ou V. Consequentemente
admitiram que seria possivel conceber dominios VH que
tivessem melhores propriedades e presumiram ainda gque os
dominios VH com actividades ligantes poderiam servir de
blocos de construcdao para a producac de fragmentos
varidveis (fragmentos F,) ou anticorpos completos.

A publicagdo de Blier P.R. et al. (The Joumal of
Immunology, vol. 139, 3996-4006, n° 12, 15 de Dezembro de
1987) descreve sequéncias de nucledtidos incompletas
obtidas a partir de hibridomas.

A  invencdo nao parte da ideia de que os diferentes
fragitientos (cadeias leves e pesadas) e o©s diferentes
dominios destes fragmentos de imunoglobulina de modelo de
quatro cadeias possam ser modificados para se definir novos
ou melhores locais de ligacdo dos antigénios ou uma
imunoglobulina de modelo de quatro cadeias.

0Os inventores determinaram que as imunoglobulinas podem ter
uma estrutura diferente daquela que estd consagrada para o
modelo conhecido de guatro cadeias e que essas imuno-

globulinas diferentes proporcionam novos meios para a



preparacgao de reagentes de diagndstico, agentes
terapéuticos ou guaisquer outros reagentes utilizdveis para
fins de investigacac ou industriais.

Assim sendo, o) presente pedido proporciona novas
imunoglobulinas que sao capazes de apresentar propriedades
funcionais das imunoglobulinas do modelo de guatro cadeias,
embora a sua estrutura pare¢ca ser mais apropriada, em
muitas circunstancias, para a sua utilizagdo, para a sua
preparacdo e em alguns casos para a sua modificagdo. No
entanto, estas moléculas podem ser consideradas como
estruturas de primeiro planoc para a modificagdo de outras
imunoglobulinas. As vantagens proporcionadas por estas
imunoglobulinas compreendem a possibilidade de as preparar
mais facilmente.

As imunoglcobulinas preparadas de acordo com a invencgédo sao
caracterizadas pelo facto de compreenderem duas cadeias
polipeptidicas pesadas, suficientes para a formagao de um
local de ligacdo do antigénio completo ou de varios locais
de ligacao dos antigénios, sendo ainda essas
imunoglobulinas desprovidas de cadeias polipeptidicas
leves. Estas imunoglobulinas caracterizam-se ainda pelo
facto de serem o produto da expressao, numa célula
hospedeira procaridtica ou eucaridfica, de um ADN ou de um
ADNc que ©possua a sequéncia de uma imunoglcobulina
desprovida de cadeias leves, susceptivel de se obter a
partir de linfécitos ou outras células de Camelideos.

As 1munoglobulinas descritas podem ser obtidas, por
exemplo, a partir de sequéncias que se encontram descritas
na figura 7.

As imunoglcobulinas preparadas de acordo com a invengao, as
guals sao desprovidas de cadeias leves, sao talis que os
dominios varidveis das suas cadeias pesadas tém

propriedades diferentes das observadas no dominio Vy das



imunoglobulinas do modelo de quatro cadeias. 0O dominio
varidvel da imunoglobulina de cadeia pesada da presente
invengao nao tem nenhuns locals de interacgdes normais com
os dominios Vi, ou com os dominios Cgl que nao existem nas
imunoglobulinas de cadeias pesadas. Trata-se pois de um
novo fragmento em muitas das suas propriedades, tals como
solubilidade e posigdo do local de ligagdo. Por razbes de
clareza designa-lo-emos por Vggy no presente texto para o
distinguir do Vg cldssico das imunoglobulinas de gquatro
cadeias.

A expressdo "um local de ligacdo do antigénic completo”, de
acordo com a presente invencdo, designa um local que ira
permitir por si sé o reconhecimento e a ligacdc completa de
um antigénio. Isto poderia ser verificado por qualguer
método conhecido respeitante aos testes de afinidade de
ligagao.

Estas imunoglcbulinas, que podem ser preparadas pela
técnica do ADN recombinante ou iscladas a partir de
animais, serdo designadas por vezes por "imunoglobulinas de
cadeias pesadas" nas paginas subsequentes. Preferivelmente,
estas imunoglobulinas encontram-se numa forma pura.

0 presente pedido descreve as imunoglobulinas que podem ser
obtidas em células procaridticas, especialmente em células
de F. coli, por um processo que compreende ©0S Passos
seguintes:

a) efectuar a clonagem, num vector ‘Bluescript’, de uma
sequéncia de ADN ou de ADNc que codifique o dominio VHE de
uma irnunoglobulina desprovida de cadeia leves, susceptivel
de ser obtida, por exemplo, a partir dos linfécitos de
Camelideos,

b) recuperar o fragmento danado apds a amplificacgao,

utilizando um iniciador de 5’ que contém um local Xho e um



iniciador de 3’ que contém o local Spe que possul a
sequéncia seguinte:

TC TIA ACT AGT GAG GAG ACG GIG ACC TG,

c) clonar o fragmento recuperado em fase no vector
‘immuno PBS’ apds a digestdo do vector com as enzimas de
restrigdao Xho e Spe,

d) transformar células hospedeiras, especialmente de E.
coli, por transfec¢do com o vector ‘Immuno  PBS’
recombinante do passo ¢,

e) recuperar o produto de expressdo da sequéncia de
codificacdo Vg, por exemplo, utilizando anticorpos criados
contra o dominio Vyy dos dromedarios.

0 presente pedido descreve as imunoglobulinas gue podem ser
imunoglobulinas heteroespecificas que podem ser cbtidas por
um processo que compreende 0S passos seguintes:

- obter uma primeira sequéncia de ADN ou de ADNc gue
codifique um dominic Vygg ou uma parte sua, gque tenha uma
especificidade determinada contra um determinado antigénio
e que esteja compreendido entre os locails Xho e Spe,

- obter uma segunda sequéncia de ADN ou de ADNC gue
codifique um dominioc Vg ou uma parte sua, Jue possua uma
especificidade determinada, diferente da especificidade da
primeira sequéncia de ADN ou de ADNc, e que esteja
compreendido entre os locals Spe e ECORI,

- fazer digerir um vector ‘immuno PBS’ com as enzimas de
restrigdo EcoRI e Xhol, ligar as sequéncias de ADN ou de
ADNc obtidas, que codificam os dominios Vg, de modo a que
as sequéncias de ADN ou de ADNc sejam clonadas
sequencialmente no vector,

- transformar uma célula hospedeira, em especial uma
célula de E. coli, por transfecgdo e recuperar as

imunoglobulinas obtidas.



0 presente pedido descreve também as imunoglobulinas que
podem ser obtidas por um processo gque compreende 0S passos
seguintes:

- obter uma sequéncia de ADN ou de ADNc que codifique um
dominio V ou uma parte sua, gue tenha um local de ligacgao
do antigénio com uma especificidade determinada,

- amplificar o ADN ou o ADNc obtido, utilizando um
iniciador de 5’ que contenha um coddo de iniciagdao e um
local HindIII, e utilizando um iniciador de 3’ que contenha
um codao de terminag¢doc que possua um local XhoI,

- efectuar a recombinacido do ADN ou do ADNc amplificado
no interior dos locails HindIII (posig¢do 2650) e Xhol
(posicdo 4067) do plasmideo pMM984,

- efectuar a transfecgdo de c¢élulas permissivas,
especialmente células NB-E, com o plasmideo recombinante,

- recuperar os produtos obtidos.

A expressao efectuada com sucesso pode ser verificada com
anticorpos dirigidos contra uma regido de um dominio Vgg,
especialmente por meio de um protocolo de EISLE (em inglés
ELISA).

De acordo com outro aspecto particular deste processo, as
imunoglobulinas sdo clonadas num parvovims.

Segundo outro exemplo, estas 1munoglobulinas descritas
podem ser obtidas por um processo que compreende uma nova
clonagem de uma segunda sequéncia de ADN ou de ADNc que
possuil outro local determinado de ligacdo do antigénio, no
plasmideo pMM984,

Uma tal imunoglobulina pode ainda ser caracterizada pelo
facto de haver a possibilidade de a obter por um processo
em que O vector € Yep 52 e a célula recombinante
transformada ¢ uma levedura, em especial S. cerevisiae.

Ha uma imunoglobulina descrita particular que se

caracteriza pelo facto de  possuir uma actividade



catalitica, em especial pelo facto de ser dirigida contra
um  antigénio que simula um estado activado de um
determinado substrato. Estes anticorpos cataliticos podem
ser modificados ao nivel do seu local de 1ligagao, por
mutagénese aleatdéria ou dirigida, com a finalidade de
aumentar ou de modificar a sua funcdo catalitica. E
possivel referir aqui a obra publicada por Lerner et al,
(‘I IBS, Novembro de 1987, 427-430), a propdésito da técnica
geral para a preparacao de tais imunocglobulinas
cataliticas.

De acordo com uma variante descrita ©preferida, as
imunoglobulinas sdo caracterizadas pelo facto de as suas
regides varidvels conterem, na posicdo 45, um aminodcido
cque ¢é diferente de um vresiduo leucina, prolina ou
glutamina.

Além disso, as imunoglobulinas de cadeia pesada nao sao
produtos caracteristicos de linfécitos de animais nem de
linfdécitos de um paciente humano que padeca de linfopatias.
Tais imunoglobulinas produzidas nas linfopatias sao de
origem monoclonal e resultam de mutagles patogénicas ao
nivel gendémico. Aparentemente ndo possuem nenhum local de
ligacao do antigénio.

As duas cadeias polipeptidicas pesadas destas
imunoglobulinas podem ser ligadas por meio de uma regido de
charneira, de acordo com a definig¢ao de Roitt et al..

De acordo com uma variante particular da presente invencéo,
as imunoglobulinas correspondentes as moléculas
anteriormente definidas sao <capazes de actuar como
anticorpos.

O(s) 1local(is) das imunoglobulinas descritas, de ligacao
do(s) antigénioc(s), estdc localizado(s) na regido variavel

da cadeia pesada.



Had um grupo particular destas imunoglobulinas em que cada
cadeia polipeptidica pesada possui um local de ligagdo do
antigénio na sua regido varidvel e tais locails correspondem
a mesma sequéncia de aminocdcidos.

Noutra variante da presente invengao, as imuncglobulinas
preparadas de acordo com a presente invengdo caracterizam-
se pelo facto de as suas cadeias polipeptidicas pesadas
conterem uma regido varidvel (Vgz) e uma regldo constante
(Cy) de acordo com a definicdo de Roitt et al., mas serem
desprovidos do primeiro dominio da sua regido constante.
Este primeiro dominio da regido constante ¢ designado por
Cgl.

Estas imunoglobulinas, que nado possuem nenhum dominio Cyl,
sdo tais que a regido variavel das suas cadeias esté
directamente ligada a regido de charneira na parte do
terminal C da regido varidvel.

As imunoglobulinas do tipo anteriormente aqui descrito
podem englobar as imunoglobulinas de tipo G e em especial
as imunoglobulinas que sao definidas como imunoglobulinas
de classe 2 (IgG2) ou imunoglobulinas de classe 3 (IgG3).

A auséncia de cadeias leves e do primeiro dominio constante
obriga a uma modificag¢do da nomenclatura dos fragmentos de
imunoglobulinas obtidos por digestdo enzimdtica, de acordo
com Roitt et al..

Os termcs Fc e pFc¢, por um lado, Fc¢' e pFc’, por outro
lado, correspondentes respectivamente aos fragmentos de
digestdo com papaina e pepsina, sdo mantidos.

Os termos Fla, F(la),, F(la’'),, Flac, Fd e Fv (em inglés
respectivamente Fab, F(ab),, F(ab’'),;, Fabc, Fd e Fv) deixam
de ser aplicdveis no seu sentido original, na medida em que
tais fragmentos possuem em alternativa uma cadeia leve, a

parte varidvel da cadeia leve ou o dominio C4l.
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Os fragmentos obtidos por digestdao com papaina e
constituidos pelo dominio VHE pela regido de charneira
passarao a ser designados por FVgsh ou F (Vggh),, dependendo
isso do facto de continuarem ou nao ligados por pontes
dissulfureto.

Noutra variante da presente invenc¢do, as imuncglobulinas
que satisfazem as definig¢les anteriormente aqui
apresentadas podem ser obtidas a partir de animais, em
especial a partir de animais da familia dos Camelideos. Os
inventores concluiram gue as imunoglobulinas de cadeia
pesada que se encontram presentes nos Camelideos ndo estdo
associadas a uma situacdo patoldgica gque poderia induzir a
producao de anticorpos anormais relativamente as
imuncglobulinas de quatro cadeias. Com base num estudo
comparativo entre Camelideos do velho mundo (Camelus
bactrianus e Camelus dromedarius) e Camelideos do novo
mundo  (por exemplo, Lama paccos, Lama glama e Lama
vicugna), ©os inventores demonstraram que as imunoglobulinas
da 1nvencgao, que sdo desprovidas de cadeias polipeptidicas
leves, existem em todas as espécies. Apesar disso, pode
haver diferen¢as no peso molecular destas imunoglobulinas,
dependendo issc dos animais. Em especial, o peso molecular
de uma cadeia pesada existente nestas imunoglobulinas pode
estar compreendido entre cerca de 43 kd e cerca de 47 kd,
sendo em particular igual a 45 kd.

De forma vantajosa, as linunoglobulinas de cadeias pesadas
da presente invenc¢do sdo segregadas no sangue dos
Camelideos.

As imunoglobulinas de acordo com esta variante particular
da presente invengado podem ser obtidas por purificacdo a
partir de soro de Camelideos, havendo um processo para a
sua purificacdo que esta descrito minuciosamente nos

exemplos. No caso em que as imunoglobulinas sao obtidas a
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partir de Camelideos, as imunoglobulinas ndo estdo no seu
ambiente bioldgico natural.

0 presente pedido descreve a imunoglobulina IgG2, quando
obtida por purificacao a partir do soro de Camelideos, pode
ser caracterizada pelos factos seguintes:

- nao ¢é adsorvida por cromatografia na coluna de
‘Proteina G-Sepharose’, ¢ adsorvida por cromatografia numa
coluna de ‘Proteina A-Sepharose’,

- possui um pesoc molecular de cerca de 100 kd apds a
eluigao com uma solugao tampédo a pH 4,5 (NaCl 0,15 M com
dcido acético a (,58%, ajustada para o valor de pH igual a
4,5 com NaCH),

- ¢ constituida por cadeias polipeptidicas yZ2 pesadas
com um peso molecular de cerca de 46 kd e preferencialmente
45 kd ap6s reducgao.

De acordo com o presente pedido, descreve-se um outro grupo
de imunoglobulinas, correspondente 4 IgG3, que podem ser
obtidas por purificacdo a partir do soro de Camelideos, que
se caracterizam pelo facto de uma dessas iminoglobulina ter
as particularidades seguintes:

- ¢ adsorvida por cromatografia numa coluna de Proteina
A-Sepharose’,

- tem um peso molecular de cerca de 100 kd apdés a
eluigdo com uma solugdo tampdo a pH 3,5 (NaCl 0,15 M com
dcido acético a 0,58%),

- ¢ adsorvida por cromatografia numa coluna de ‘Proteina
G-Sepharose’ e a sua eluicdo tem lugar com uma solugdo
tampdo a pH 3,5 (NaCl 0,15 M e Aacido acético a 0,58%),

- é constituida por cadeias polipeptidicas -y3 pesadas
com um peso molecular de cerca de 45 kd e em particular
compreendido entre 43 kd e 47 kd apds redugdao.

Apesar disso, as imunoglobulinas preparadas de acordo com a

presente invengao, que sao desprovidas de cadeias leves,
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possuem nas suas cadeias pesadas uma regido constante e uma
regido varidvel. A regido constante ¢ constituida por
diferentes dominiocs.

A regido wvaridvel destas imunoglobulinas compreende
armagées estruturais (AE, em 1inglés FW) e regides
determinantes da complementaridade (RDC, em inglés CDR), em
especial quatro armagbes estruturais e trés regides de
complementaridade. Distinguem-se das imunoglobulinas de
guatro cadeias especialmente pelo facto de esta regiéo
variavel poder conter, por si prdépria, um ou varios locais
de ligacé@o dos antigénios, sem contribuicdo da regido
varidvel de uma cadeia leve que neste caso nao existe.

As sequéncias de aminodcidos das armagdes estruturais 1 e
4, compreendem, entre outras, as sequéncias de aminodcidos
gue podem ser seleccionadas respectivamente entre as
seguintes:

para o dominio da armacdc estrutural 1

C6SVYOTCEGSLRLECEISGLT FED
GGS5YVOTGEGSLRLSCAVSGFSFS
G CGSEQGGGSLRLSCAISCYTYGS
CLS5VOPGGSLTLSCTVYVSESGATYS
CESVQOQAGGSLRLECTGEGTYPYS
CESVORGGEAELRLSECVAGFGT S
GGSVORGSGSLRLECVSFS PSS

para o dominio da armagao estrutural 4

WGQGTQVTVSS
WGQGTLVTVSS
WECQGAQVTVSS
WGQGTQVTASS
RECOGTOQVTVS L
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para o dominio da RDC3

ALOPBEGYLEYGRX -~ =~ - = ~ ~ -~ 0L
SLMDRIESQH « » » « =« «ww ==« 8¢
PAELGPFPGAILDLEXY -« ~ -+~ -HKY

PCYSTAODGGERBGSE - - - - C e e WY

BLEGGESCELPLLF «~ - -+« « o« «DY

DREKYWTUOCGAQITIGRYF -+« -~ - -820

RL'IEMGR?DARWP&TLATRIFRYNY

OKKDRTRWAEPREW - - - « = - = = ¥

GSRFESPVGESTSHRLES -8DY -+ N

ADPSIYYSILXIEY -~ - ===+ «K

DEPCYMPTMPAPRPFIRDSPEW - ~ D

TS S FYWYCTTAPRPY « « v = « = = « » NV

TEIEWYSCYLRTTF -~ « -« - «TR

NQLAGGWYLDPNYWLSVGEGAY - ~-2A1

RARLITENOSCHRLS DALY ERET LATRITFPFAYNY

DEWTRENOBGICLPWSYVYOCEDOBYNY

DEYPCHLL ~~ v« « s« wowowawoaeaDV

VEYPIADMOS « - « « =~ = = = = w « = RY

Conforme se disse antes, as 1imunoglobulinas preparadas de
acordo com a presente invengdo sdo preferenciahnente
desprovidas da totalidade do seu dominio Cyl.

Tais imunoglobulinas possuem dominios Cz2 e C43 na regido
do terminal C relativa a regido de charneira.

De acordo com uma variante descrita particular, a regiao
constante das imunoglobulinas compreende os dominios Cy2 e
Cg3 constituidos por uma sequéncia de aminoacidos
seleccionada entre as seguintes:

para o dominio Cy2:
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APLLLGGPTVFIFPPKPKDVLEITLY?
APELPGOPEVFVFPTKPRDVLSISGRP
APLLPGGPSVFVFPPKPKDVLSISGRE
APELLGOPEVYITPRKPKDVLSISGRYP

para o dominio Cyx3:

GQTREPQVYTLA

GQTREPQVYTLAPXRLEL
GQPREPQVYTLPPSRDEL
GQPREPQVYTLPPSREEN
GQPREPQVYTLPPSQEENM

Os inventores demonstraram, de forma interessante, Jque a
regiao de charneira das imuncglobulinas da invengao pode
apresentar comprimentos variaveis. Quando estas imuno-
globulinas actuam como anticorpos, © comprimento da regiao
de charneira wvail contribuir para a determinacao da
distadncia que separa c¢s locais de ligacdo dos antigénios.
Uma imuncglobulina descrita aqui caracteriza-se,
preferencialmente, pelo facto de a sua regido de charneira
possuir entre 0 e 50 aminocacidos.
As sequéncias particulares da regido de charneira das
imunoglobulinas descritas sdo as seguintes:
GTNEVCKCPKCP

ou

EPKIPQPQPKPOQPOQPOPQPKPQPKPEPECTCPKCP.
A regido de charneira curta corresponde a uma molécula de
IgG3 e a sequéncia de charneira comprida corresponde a uma
molécula de 1gG2,
A Vg 1solada, obtida a partir de imunoglobulinas de
cadeias pesadas, ou os bancos de Vgz, correspondentes as
imunoglobulinas de cadeias pesadas, podem distinguir-se da

clonagem Vyy de imunoglobulinas do modelo de quatro
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cadeias, com base nas particularidades das sequéncias que
caracterizam as imunoglcobulinas de cadeias pesadas.

A regiao V da imunoglobulina de cadeias pesadas do camelo
apresenta diversas diferencas em relagdo as regides Vu
obtidas a partir de dimunoglobulinas do modelo de quatro
cadeias pertencentes a todas as espécies examinadas. Ao
nivel dos residuos implicados nas interacgdes de tipo
Vyg/Vr, foil observada uma diferenga importante na posicdo 45
(AE) que é praticamente sempre leucina nas imunoglobulinas
de quatro cadeias (98%), sendo os outros aminodcidos nesta
posicdo a prolina (1%) ou a glutamina (1%).

Na imunoglobulina de cadeias pesadas do camelo, nas
sequéncias examinadas até ao momento presente, apenas se
encontrou uma vez o residuo leucina na posigédo 45. Poderia
ter a sua origem numa imunoglobulina de quatro cadeias. Nos
outros casos, este residuo é substituido por um residuo
arginina, cisteina ou A4cido glutdmico. A ©presenca de
amincdcidos com <carga eléctrica nesta posicdo deve
contribuir para fazer com que a regido Viz seja mais
soluvel.

A substituic¢do por residuos especificos dos Camelideos,
talis como os da posigaoc 45, parece ser 1interessante para a
construgdo de regides Vg engendradas artificialmente,
obtidas a partir do repertdério de Vpy das imunoglobulinas
de quatro cadeias.

Uma segunda particularidade especifica do dominio ygz dos
camelideos é a presencga frequente de um residuo cisteina da
RDC; associado a um residuo cisteina na posicgdo 31 ou 33 da
RDC ou na posicao 45 da regido AS; (em inglés FW,). A
possibilidade de se estabelecer uma ponte dissulfureto
entre a RDC; e a parte restante do dominio varidvel poderia
contribuir para a estabilidade e para o posicionamento do

local de ligacgao.



16

Com a excepgdo de uma unica proteina patogénica de mieloina
(DAW), nunca uma tal ponte dissulfureto foil encontrada nas
regifes V das imunoglobulinas, derivadas de imuncglobulinas
de quatro cadeias.

As imunoglobulinas de cadeias pesadas preparadas de acordo
com a presente invenc¢do tém também a vantagem particular de
nao serem viscosas. Assim sendo, estando estas
imunoglobulinas presentes no soro, agregam-se muito menos
do que as cadeias pesadas isocladas das imunoglobulinas de
gquatro cadeias. As imunoglobulinas descritas sdo soluveis
até uma concentracdo superior a 0,5 m/mL, de preferéncia
superior a 1 mg/mL e mais vantajosamente superior a
2 mg/mL.

Estas imunoglobulinas também sdo portadoras de um exaustivo
repertdério de 1ligacdao de antigénios e experimentam uma
maturacao de afinidade e de especificidade in vivo. Em
consequéncia, permitem isclar e preparar anticorpos com uma
especificidade definida, tendo em conta determinados
antigénios.

Umna outra propriedade interessante das imunoglobulinas
descritas ¢é o facto de poderem ser modificadas e em
especial poderem ser humanizadas. De uma forma peculiar, ¢
possivel substituir a totalidade ou uma parte da regido
constante destas imunoglobulinas pela totalidade ou por uma
parte de uma regido constante de um anticorpo humano. Por
exemplo, os dominios C32 e/ou Cg3 da imunoglobulina podem
ser substituidos pelos dominios Ci2 e/ou Cy3 da
imunoglobulina IgG humana de cadeia v3.

Em tais anticorpos humanizados também é possivel substituir
uma parte da sequéncia varidvel, designadamente um ou
varics dos residuos da annagao estrutural que néo

interfiram no local de 1ligacgao, por residuos humanos da
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armagao estrutural, ou por uma parte de um anticorpo
humano.

Reciprocamente, de acordo com a presente invencao, poderiam
ser introduzidas particularidades (em especial fragmentos
peptidicos) das regides VIM das imunoglobulinas de cadeia
pesada, nas regides Vy ou V., obtidas a partir de
imunoglobulinas de quatro cadeias, por exemplo, com a
finalidade de se conseguir uma maior solubilidade das
imuncglobulinas.

A inveng¢do também diz respeito a um processo para a
preparacdao de um fragmento prode uma imunoglcbulina do tipo
aqui anteriormente descrito, e em especial diz respeito de
um fragmento seleccionado entre o conjunto seguinte e diz
respeito a fragmentos assim obtidos:

- um fragmento correspondente a uma cadeia polipeptidica
pesada de uma imunoglobulina desprovida de cadeias leves,

- fragmentos obtidos por digestdo enzimdtica das
imunoglobulinas da invencao, em especial aqueles que sao
obtidos por digestdo parcial com papaina, dando origem ao
fragmento Fc¢ (fragmento constante) e dando origem ao
fragmento FVgzh (que contém locals das cadeias pesadas onde
se ligam os antigénios) ou o seu dimero F(Vgzh); ou um
fragmento obtido por meio de outra digestac do fragmento Fc
com papaina, dando origem ao fragmento pFc correspondente a
parte do terminal C dc fragmento Fc,

- fragmentos homdélogos obtidos com outras enzimas
proteoliticas,

- um fragmento que possua pelo menos 20 aminodcidos da
regido varidvel da imunoglcbulina, ou a regido varidvel
completa, em especial um fragmento correspondente aos
dominios Vyy isolados ou aos dimeros de Viz ligados a ponte

dissulfureto da charneira,
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- um fragmento corresponde pelo menos a 10 e de
preferéncia a 20 aminodcidos da regido constante, ou que
corresponda a regido constante completa da imunoglobulina.
Os fragmentos podem ser obtidos por degradagdc enzimdtica
ou ndo enzimatica das imunoglobulinas. Também podem ser
obtidos por expressdo, em células ou era organismos, da
sequéncia de nucledtidos que codifica as imunoglobulinas,
ou podem ser sintetizados por via quimica.

0 presente pedido também descreve anticorpos anti-
idiotipicos pertencentes as classes das imunoglobulinas de
cadelas pesadas. Tals anticorpos anti-idiotipicos podem ser
produzidos contra idiotipos humanos ou animais. Uma
propriedade destes anticorpos anti-idiotipicos é o facto de
poderem ser utilizados como vacinas idiotipicas, em
particular para a vacinagdao conta glicoproteinas ou
glicolipidos e se o hidrato de carbono determinar o
epitopo.

0 presente pedido também descreve anticorpos anti-
idiotipicos capazes de reconhecerem os idioctipos de
imuncglobulinas de cadeias pesadas.

Tais anticorpos anti-idiotipicos podem ser anticorpos
singeneicos ou anticorpos alogeneicos ou anticorpos
xenogeneicos.

0 presente pedido também descreve sequéncias de nucledtidos
que codificam a totalidade ou uma parte de uma proteina,
compreendendo essa seguéncia de aminocdcidos uma sequéncia

de péptidos seleccionados entre os seguintes:
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APELLGOPSVIVE PPNPYDVLSISGXPH
KPZLPCOPSVIVIDPTREPEDVLEISGEPY
APELPGORSVEVEPPRPRDVLSISGREY
~PILLEGREVFITPPRPRDVLEISGRPR
GOTREPQUYTLAPXRLIL
CQFREPQUYTLPPSRDEL
GRPRIPOWTLERSRIEN
COPREPQVYTLPPSGEEHN
VIVSSGTNEVCKCPRCPAPELPGGRSVIVED

ou
VTVESEPKI PYPQPRPOPQPQRQPHPOPEPEPECTCPRCPAPELLGGPSVFIFY

GTNEVCKCPECP

RPELPGGPSVFVFP

EPKIPQPLPRPQPOPOPOPRPQPKPEPECTCRRCP

HKEELLGGPSVFIFP
Tais sequéncias de nucledtidos podem ser deduzidas das
sequéncias de aminodcidos, tendo em consideragdo a
degeneracdo do cdédigo genético. Podem ser sintetizadas ou
isoladas a partir de células que produzam as
imunoglobulinas da invencao.
Nos exemplos estd descrito um procedimento para a obtengdo
de tais sequéncias de ADN.
0 presente pedido também descreve sequéncias de ARN, em
especial as sequéncias de ARNm correspondentes a essas
sequéncias de ADN e também correspondentes as sequéncias de
ADNc.
As sequéncias de nucledtidos ainda podem ser utilizadas
para a preparag¢do de iniciadores adequados para detectar ou
para pesquisar em células bancos de ADN ou de ADNCc para
isclar sequéncias de nucledtidcs que codifiquem as
imunoglobulinas da invencao.
Tais sequéncias de nucledtidos podem ser utilizadas para a

preparacdo de vectores recombinantes e para a expressao



dessas sequéncias, contidas nos vectores, por células
hospedeiras, em especial células procaridéticas, tais como
células de bactérias, ou ainda por células eucaridticas e
também, por exemplo, células de OCC (em inglés CHO),
células de 1insectos, células de simios, tails como as
células Vero, ou quaisquer outras células de mamiferos. O
facto de as imunoglobulinas da invengdo estarem desprovidas
de cadeias leves permite, em especial, segregd-las em
células eucaridticas, uma vez que ndo € necessadrio recorrer
ao passo que consiste na formagdo da proteina BIP que ¢é
necessdria nas imunoglobulinas de quatro cadeias.

As insuficiéncias dos métodos conhecidos para a producgdo de
anticorpos monoclonais ou imunoglobulinas pela tecnologia
do ADN recombinante resultam da necessidade, na grande
maioria dos casos, de se clonar simultaneamente os dominios
VH e VL correspondentes ao local de ligacaoc especifico das
imunoglobulinas de quatro cadeias. Os animais, e
especialmente os camelideos que produzem imunoglobulinas de
cadeias pesadas de acordo com a invencdo, e possivelmente
outras espécies de vertebrados, sao capazes de produzir
imunoglobulinas de cadeias pesadas nas quais o local de
ligagdo estd localizado exclusivamente no dominio Vgg. Ao
contrdario de algumas imunoglobulinas de cadeias pesadas
produzidas noutras espécies por separagdo de cadeias ou por
clonagem directa, as imunoglobulinas de cadeias pesadas dos
Camelideos foram ja objecto de uma maturacgdo exaustiva in
vivo. Além disso, a sua regido V evoluiu naturalmente para
funcionar na auséncia do dominio V. Por tal motivo sao
ideais para a produ¢do de anticorpos monoclonais por meio
da tecnologia do ADN recombinante. Uma vez gue a obtencdo
de clones especificos de ligacao dos antigénios nao depende

de um processo estocdstico que necessite de um ntmero muito



grande de c¢élulas recombinantes, isto permite também um
exame muito mais exaustivo do repertdrio.

Isto pode ser feito ao nivel do repertdrio de Vyz nao
rearranjado, utilizando ADN proveniente de um tipo de
células ou de tecidos arbitrariamente escolhidos, ou ao
nivel do repertdric de Vmg rearranjado, utilizando o ADN
obtido a partir dos linfécitos B. No entanto, é muito mais
interessante transcrever o© ARNm proveniente das células
produtoras dos anticorpos e efectuar a clonagem de ADNe,
com ou sem amplificacgdo prévia, num vector adequado. Daqui
ird resultar a obtencdoc de anticorpos que tenham ja sido
objecto de maturagao por afinidade.

0 exame de um grande repertdério deve demonstrar que ¢é
particularmente 1Gtil na pesquisa de anticorpos com
actividades cataliticas.

Assim, o presente pedido descreve bancos que podem ser
gerados de uma forma gue inclua parte da sequéncia de
charneira e a identificacdo ¢é simples uma vez que a
charneira estd directamente ligada ao dominic V.

Estes Dbancos podem ser obtidos por clonagem de ADNe a
partir de células linfdéides, com ou sem amplificac¢do prévia
por RCP. Os 1iniciadcres de RCP estdao localizados nas
sequéncias promotoras, lideres ou da armagdo estrutural do
dominio V no caso do iniciador de 5’ e nas regides de
charneira, Cg2, Cg3 e nao traduzida em 3’ ou no apéndice
poli-A no caso do iniciador de 3’. Uma seleccdo dimensional
do material amplificado permite construir um banco limitado
as imunoglobulinas de cadeia pesada.

Como um exemplo particular, utilizou-se ¢ iniciador de 37’ a
seguir apresentado, no qual foi construido um local EKpnI e
o qual corresponde aos amincdcidos 313 a 319 (CGC CAT CAA
GGT AAC AGT TGA), em conjunto com os iniciadores de Vgy de

murganho, descritos por Sestry e que contém um local Xho



AG GIC CAG CTG CTIC GAG ICT GG
AG CTC CAG CTG CTIC GAG TICT GG
AG GTIC CAG CTT CTC GAG ICT GG

local XhoI
Estes iniciadores geraram um banco de imunoglobulinas de
cadelas pesadas de Camelideos que compreendem a regido VHE
(relacionada com o subgrupo 111 de murganhc ou de seres
humanos), a charneira e uma sec¢gdo de CH;.
De acordc com outro exemplc, o ADNc € poliadenilado na sua
extremidade 5’ e o0s 1niciadores de V especificos de
murganho sdo substituidos por um iniciador poli-T e um
local Xhol permanente, ao nivel do nucledétido 12:
CTCGAGT1,.
Utiliza-se o mesmo iniciador de 37 com um local KpnI.
Este método gera um banco gque contém todos o0s subgrupos de
imuncglobulinas.
Uma parte do interesse na clonagem de uma regidao que
abranja a ligag¢do chameira-CH; é o facto de haver nas duas
cadeias v2 e y3 um local Sac imediatamente a seguir a
charneira. Este local permite enxertar a seguéncia
codificadora da regido Vey € a charneira na regiao Fe de
outras imunoglobulinas, em particular nas IgGl e IgG3
humanas que tém a mesma sequéncia de amincdcidos neste
local (Glujzie Leugsr) .
Como exemplo, 0 presente pedido descreve uni banco de ADNcC
constituido por sequéncias de nucledétidos que codificam uma
imuncglobulina de cadeias pesadas, tal corno a que se obtém
executando 0s passos seguintes:
a) tratar uma amostra que contenha células linfédides, em
especial linfécitos  periféricos, esplendcitos, nodos
linfaticos ou outros tecidos linfdéides provenientes de um

animal saudavel, escolhido especialmente entre 0s



Camelideos, com a finalidade de separar as <células
linfdides,

b) separar o ARN poliadenilado de outros acidos nucleicos
e de outros componentes das células,

c) fazer reagir o ARN assim obtido com uma transcriptase
reversa, com a finalidade de se obter 0 ADNc
correspondente,

a) fazer contactar o ADNc do passo ¢) com 0s iniciadores
de 5’ correspondentes ao dominic V; do murganho, da
imunoglobulinas de quatro cadeias, possuindo esse iniciador
um determinado local de restricdo, por exemplo, o local
¥hoI, e com os iniciadores de 3’ correspondentes a parte do
terminal N de um dominio Cg2 que contenha um local KpnI,

e) amplificar o ADN,

f) clonar num vector a sequéncia amplificada, em especial
num vector ‘Bluescript’,

g) recuperar ©0s clones gque hibridem c¢com uma sonda
correspondente & seguéncia codificadora de um dominio
constante de uma imunoglobulina de cadeias pesadas que
tenha sido isolada.

Esta clonagem permite obter clones gque contém sequéncias de
ADN que compreendem a sequéncia codificadora da charneira.
Esta clonagem permite pols a caracterizag¢do da subclasse da
imunoglobulina e o local Sacl util para enxertar o
fragmento FVysh na regiao Fc.

Também é possivel efectuar a recuperac¢do das sequéncias que
codificam as imunoglobulinas de cadeias pesadas, por meio
da seleccdo de clones que contenham as sequéncias de ADN
que possuem um local compativel com a falta do dominio Cgl.
De acordo com outra variante do presente pedido, é possivel
acrescentar, entre os passos c¢) e d) do processo anterior,

0s passos seguintes:



- na presenga de uma polimerase de ADN e de
desoxirribonucledétido-trifosfatos, fazer contactar 0
referido ADNC com iniciadores oligonucleotidicos
degenerados, sendo essas sequéncias capazes de codificar a
regido de charneira e o dominio Vg do terminal N de uma
imuncglobulina, sendo os iniciadores capazes de hibridar
com o ADNc e capazes de iniciar o prolongamento de uma
sequéncia de ADN complementar do ADNc utilizado como
matriz,

- recuperar o ADN amplificado.

Os clones podem ser expressos em diversos tipos de vectores
de expressdo. Como exemplo, utilizando um vector ‘Immuno
PBS’ comercialmente disponivel (Huse et al.: Science (1989)
246, 1275), os clones produzidos em ‘Bluescripf, de acordo
com O procedimento anteriormente descrito, sado recuperados
por RCP utilizando o mesmo iniciador de 5’ que contém Xhol
e um novo iniciador de 3’, correspondente aos residuos 113-
103 na armacac estrutural das imunoglobulinas, onde foi
construido um local Spe: TC TTA ACT AGT GAG GAG ACG GTG ACC
IG. Este procedimento permite a clonagem da regiao Vg no
local Xho/Spe do vector ‘Immuno PBS’. No entanto, a
extremidade 3’ do gene ndo estd em fase com o "marcador" de
identificagdo nem com o coddao de paragem do vector. Para se
conseguir isto, corta-se o arquétipo com Spe e faz-se o
preenchimento com os apéndices de 4 bases, utilizando o
fragmento de Klenow, apds © que o vector ¢é novamente
ligado. Uma outra operagdo de refinamento consiste em
substituir o identificador ("marcador™) com uma poli-
histidina, de modo a que seja realizada a purificacdo de
metais da regiadao V;,; clonada. Para se conseguir isto,
constréi-se em primeiroc lugar um oligonucledtido de cadeia

dupla S8pelEcoRI que codifica 6 residuos histidina e um



codac de terminacdo, por sintese das duas cadeias, a que se
segue © tratamento térmico e a recombinacao:

CTA GIG CAC CAC CAT CAC CAT CAC TAA* TAG*

AC GTG GTG GTA GTG GTA GTG ATT ATC TTA A.

0 vector que contém o segmento intercalar é entdo digerido
com Spel e EcoRI para a remogdo da sequéncia "marcadora"
residente a qual pode ser substituida por uma sequéncia
terminal de poliHis. O dominio VHH produzido pode
igualmente ser detectado através da utilizagdo de
anticorpos cultivados contra as regifes VHH do camelideo.
Sob condicgdes laboratoriais, as regides VHH sdo produzidas
no vector Imuno PBS em guantidades em mg por litro.

0 presente pedidc também descreve um banco de ADN composto
por sequéncias de nucledtidos que codificam  uma
imunoglobulinas de cadeia pesada, tal como a obtida das
células com genes de imunoglobulinas rearranjada.

Numa forma de realizacdo do presente pedido, o banco é
preparado a partir de células de um animal previamente
imunizado contra um determinado antigénio. Isto permite a
selecgdao de anticorpos com uma especificidade pré-
seleccionada para o antigénio usado para imunizacgao.

Noutra forma de realizacdo do presente pedido, a
amplificagdao de ADNc nao é realizada antes da clonagem do

ADNC.

A cadeia pesada das 1imunoglobulinas de quatro cadeias
permanece sequestrada na célula por uma proteina adventicia
(BIP) até que seja combinada com uma cadeia leve. O local
de ligag¢ao para a proteina adventicia ¢ o dominio CH1. Uma
vez que este dominio estd isento de imunoglobulinas de
cadeia pesada, a sua secrecao é independente da presenga da
proteina BIP ou da cadeia leve. Para além disso, o0s

inventores mostraram gue as imunoglobulinas obtidas nao sao



pegajosas e consequentemente nao irao agregar-se de modo
anormal.

0 presente pedido também descreve um processo para a
preparacaoc de um anticorpo monoclonal contra um antigénio
especifico, em que o local de aglutinagdo do antigénio
consiste em cadeias polipéptidicas pesadas e em que O
anticorpo ¢ ainda desprovido de cadeias polipéptidicas
leves, o processo compreendendo:

- imortalizacdo de linfdécitos, obtidos por exemploc do
sangue periférico de camelideos previamente imunizados com
um determinado antigénio, com uma célula imortal e de
preferéncia com células mieloma, de modo a realizar um
hibridoma,

- cultura das células imortalizadas (hibridoma) formadas e
recuperacaoc das células que produzem os anticorpos que
possuem a especificidade desejada.

A preparagdo dos anticorpos pode também ser realizada sem
uma imunizacao prévia dos camelideos.

De acordo com outro processo para a preparagao de
anticorpos, nado € necessario o recurso a técnica da célula
de hibridoma.

De acordo com tal processo, o0s anticorpos sdo preparados in
vitro e podem ser obtidos por um processo compreendendo as
seguintes etapas:

- clonagem em vectores, especialmente em fagos e mais
particularmente bacteridéfagos filamentosos, sequencias de
ADN ou ADNc obtidas de 1linfécitos, especialmente PBLS ou
camelideos previamente imunizados com determinados
antigénios,

- transformagdo de células procaridticas com os vectores
mencionados em cima, em condigdes que permitam a produgao
de anticorpos,

- seleccao dos anticorpos pela sua estrutura de cadeia



pesada e adicionalmente através da sua sujeicdo a selecgdo
por afinidade com antigénio,

- recuperacac dos anticorpos com a especificidade
desejada,

Noutra forma de realizagdao da invencdo, a clonagem &
realizada em vectores, especialmente em plasmideos que
codificam proteinas de membrana bacteriana.

As células procaridticas sdao entdo transformadas com 0S
vectores menciconados em cima, em condigdes que permitam a
expressdo dos anticorpos nas suas membranas.

As células positivas sdo ainda escolhidas por seleccdo pela
afinidade do antigénio.

Os anticorpos de cadeia pesada que ndo possuam o dominio
Cyl apresentam uma vantagem distinta nesta matéria. Com
efeito, o dominio Cyl liga-se as proteinas adventicias de
tipo BIP presentes em vectores eucaridticos e as cadeias
pesadas nao sao transportadas para fora do reticulo
endocitopldsmico a nao ser que estejam presentes cadeias
leves. Significa isto gque em c¢élulas eucaridticas, a
clonagem eficiente de imunoglobulinas de quatro cadeias em
células que nao sejam de mamiferos, tais como as células de
leveduras, pode depender das propriedades das proteinas
adventicias de tipo BIP residentes e por tal motivo pode
ser muito dificil conseguir essa clonagem. A propdsito
disto, o0s anticorpos de cadeias pesadas da invengdao gque nao
tenham o dominio Cygl representam uma vantagem distintiva.
Numa variante do presente pedido, ¢ possivel realizar a
clonagem em leveduras, quer para a producado de anticorpos
quer para a modificagdo do metabolismo das leveduras. Como
exemplo, ¢é possivel utilizar o vector Yep 52. Este vector
tem a origem de replicagao (ORI) 211. da levedura

conjuntamente com um marcador de seleccao Leu 2.



O gene clonado estda sob o controlo do promotor gall e
consequentemente ¢ induzivel pela galactose. No entanto, a
expressao pode ser reprimida pela glicose, © que permite
obter concentragdes muito elevadas de células antes da
inducgao.

A clonagem entre locais BamHI e Sall, utilizando a mesma
estratégia de produgdo de genes por RCP, tal como a
estratégia anterionnente descrita, permite clonar genes de
imuncglobulinas de Camelideos em E. coli. Como exemplo de
modulagdo metabdlica que pode ser conseguida pelos
anticorpos e proposta para a levedura, ¢ possivel indicar a
clonagem de anticorpos dirigidos contra as ciclinas, isto
¢, proteinas implicadas na regulagaoc do ciclo celular das
leveduras (TIBS 16 430 J.D. McKinney, N. Heintz 1991).
OQutro exemplo é a introducao, por meio de técnicas da
engenharia genética, de um anticorpo dirigido contra as
CD;3, anticorpo esse que poderia ser induzivel (por
exemplo, por gall), no interior do genoma da levedura. As
CD;3 tém unia participacdo ao nivel da iniciacdo da divisao
celular e por tal motivo a expressao de anticorpos contra
esta molécula poderia permitir um contrclo eficiente da
multiplicacao das células e a optimizagado de métodos para a
produgdo em biorreactores ou por meioc de células
imcbilizadas.

Ainda de acordo com outra variante do presente pedido, o
vector de clonagem ¢ um plasmideo ou um vector virai
eucaridétieo e as células que iradaoc ser transformadas sao
células eucaridticas, em especial células de leveduras,
células de mamiferos, por exemplo, células de OCC (em
inglés CHO) ou células de simios, tais como células Veto,
células de insectos, células de plantas ou células de

protozodrios.
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Para saber mais pormenores sobre o procedimento que deve
ser aplicado num caso desses, faz-se referéncia a obra de
Marks et al., J. Moi. Biol. 1991, 222:581-597,

Além disso, comecando com as imunoglobulinas descritas ou
com os seus fragmentos ¢é possivel preparar novas
imuncglobulinas ou 0s seus derivados.

Posto isto, ¢é ©possivel preparar imunoglobulinas, que
satisfagam as definig¢des anteriormente apresentadas, contra
determinados antigénios. O presente pedido descreve
especialmente anticorpos monoclonais ou policlonais
desprovidos de cadeias polipeptidicas leves ou anti-soros
que contenham tais anticorpos e que sdo dirigidos contra
determinados antigénios, por exemplo, contra antigénios de
agentes patoldgicos, tais como bactérias, virus ou
parasitas. Como exemplos de antigénios ou determinantes
antigénicos contra os quais € possivel ©preparar o0s
anticorpos, é possivel citar as glicoproteinas do invdlucro
de virus ou o0s seus péptidos, tais como- a glicoproteina do
invélucro externo do VTIE-1 e o antigénioc da supeescie do
virus da hepatite B.

As imunoglobulinas descritas também podem ser dirigidas
contra uma proteina, uni hapteno, um hidrato de carbono ou
um acido nucleico.

0s anticorpos particulares sédo dirigidos contra o epitopo
de galactosil-o-1-3-galactose.

As 1munoglobulinas descritas permitem ainda preparar
produtos combinados, tais como a combinagao da
imunoglobulina de cadeias pesadas, ou unt seu fragmento,
com uma toxina, uma enzima, um fdrmaco ou uma hormona.

Como exemplo, € possivel preparar a combinagcdo de uma
imunoglobulina de cadeias pesadas, portadora de um local de
ligagdo de um antigénic que reconhega um epitopo de

imunoglobulina de mieloma, com & abeina ou a toxina da
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lectina de wvisco-branco. Tal arquétipo pode ter as suas
aplicacdes em terapias especificas de pacientes.

Outra combinagao vantajosa é a que resulta da preparacgao
entre uma imunoglobulina de cadeias pesadas, que reconhecga
um antigénio do intestino de insectos, com uma toxina
especifica para insectos, tal como uma das toxinas dos
diferentes serotipos de Bacillus thuringiensis ou &trilha
.sphaericus. Tal arquétipo clonado em plantas pode ser
utilizado para aumentar a especificidade ou a variedade de
hospedeiros de toxinas bacterianas existentes.

0 presente pedido também proporciona anticorpos gue possuem
diferentes especificidades em cada cadeia polipeptidica
pesada. Estes anticorpos multifuncionais, especialmente
bifuncionais, poderiam ser preparados combinando duas
cadeias pesadas de imunoglobulinas da 1invengao ou uma
cadeia pesada de uma imunoglobulina da invencao com um
fragmento de uma imunoglobulina do modelo de quatro
cadeias.

0 presente pedido também descreve anticorpos
hetercespecificos que podem ser utilizados para encaminhar
fali"nacos ou qualquer substancia biclégica, por exemplo,
hormonas. Ern particular, podem ser utilizados para
encaminhar, de forma selectiva, hormonas ou citoguinas para
uma categoria limitada de células. Como exemplos refere-se
uma combinag¢dao de um anticorpo de murinos ou de seres
humanos, c¢riado contra a interleucina 2 (ILy), e um
anticorpo de cadeias pesadas criado contra as células CD,.
Estes anticorpos poderiam ser utilizados para reactivar
células CDy; que tenham perdido o seu receptor de IL,.

As imunoglobulinas de cadeias pesadas descritas também
podem ser wutilizadas para a preparagao de anticorpos
hetemespecificos. Isto pode ser conseguido quer de acordo

com ¢ método anteriormente descrito, por reducgao das pontes
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entre as diferentes cadeias e reoxidagao, em conformidade
com as técnicas habituais, de dois anticorpos gue tenham
especificidades diferentes, ou entao pode ser conseguido
efectuando a clonagem sequencial de dois anticorpos, por
exemplo, no vector ‘Immunc PBS’.

Se for esse ©0 caso, prepara-se um primeiro gene
correspondente ao dominic Vgz compreendido entre o local
Xho e o local Spe, conforme descrito antes. Depols prepara-
se um segundo gene por um método andlogo utilizando corno
extremidade 5’ um iniciador que possua um local Spe e
utilizando como extremidade 3’ um iniciador que possua um
coddo de terminacdo e um local EcoRI. Depois faz-se digerir
0 vector com EcoRI e Xhol e ainda se faz digerir os dois
genes de Vgg com Xho/Spe e Sp/ECORI.

Apds a ligacgdo, os dois genes de imunoglobulinas sao
clonados sequencialmente. O afastamento entre os dois genes
pode ser aumentado mediante a introducdo de coddes de
adicao dentro do iniciador Spel de 5'.

Numa variante descrita particular, a regido de charneira
das imunoglobulinas IgG2 ¢ semi-rigida e por 1isso ¢é
adequada para o acoplamento de proteinas. Numa aplicacgao
dessas, as proteinas ou os péptidos podem ser ligados a
diversas substancias, especialmente a ligandos, através da
regido de charneira wutilizada como separador. De forma
vantajosa, o fragmento compreende pelo menos 6 aminoacidos.
De acordo com a revelacdo, € interessante, ¢ utilizar uma
sequéncia que compreenda uma sequéncia repetida de Pro-X em
gue o simbolo X designa qualquer aminocdcido e de
preferéncia Gln, Lis ou Glu, em especial um tiagmento
constituido pelo menos por uma repeticdo tripla e de
preferéncia por uma repeticao dodécupla (12 vezes), para
acoplar proteinas ao ligando ou para a montagem de

diferentes dominios proteinicos.
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Também & possivel utilizar a regidoc de charneira ou um seu
fragmento para acoplar proteinas aos ligandos ou para a
montagem de diferentes dominios proteinicos.

Para o acoplamento sdo adequadas as técnicas habituais e ¢
possivel fazer uma referéncia especial a técnica de
construgao de proteinas por montagem de @ sequéncias
clonadas.

Os anticorpos descritos poderiam ser utilizados como
reagentes para diagnéstico in vitro ou para a pratica de
técnicas de imagiologia. As imunoglobulinas poderiam ser
marcadas com radioisdtopos, marcadores quimicos ou
enzimdticos ou marcadores quimioluminescentes.

Como exemplo, especialmente no caso da detecgao ou da
observagao com as imunoglobulinas, ©pelas técnicas de
imatclogia, ¢ wvantajoso utilizar um marcador, tal como o
tecnécio, em especial o tecnécio 99. Este marcador pode ser
utilizado para orientar a marcacdo, por meio de um
procedimento de acoplamento com as imunoglobulinas ou com
0s seus fragmentos, ou para a marcac¢do indirecta a seguir a
um passo de preparacdc de um complexo com o tecnécio.

bPor exemplo, ha outros marcadores radioactivos
interessantes, entre o0s quais se refere o© indio e em
especial o indio III, ou o iodo, em especial le, 1'% ¢
/1123.

Para estudo destas técnicas faz-se referéncia ao pedido de
patente de invencgdo fiTancesa publicada com o n® 2649488.
Nestas aplicagdes, o© tamanho pequeno do fragmento V
constitui uma vantagem definitiva para efeitos de
penetracdo nos tecidos.

0 presente pedido também descreve anticorpos monoclonais
que reagem com anti-idiotipos dos anticorpos descritos

antes.
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0 presente pedido também descreve células ou a organismos
em gue as imunoglobulinas de cadeias pesadas tenham sido
clonadas. Tais células ou organismos podem ser utilizados
para a producdo de imunoglobulinas de cadeias pesadas que
possuam uma especificidade desejada pré-seleccionada, ou
correspondentes a um repertdrio particular. Também podem
ser prod i1zidas para a modificacdo do metabolismo das
células que as exprimam. No caso de modificagdo do
metabolismo de células transformadas com as sequéncias que
codificam as 1imunoglobulinas de cadeias pesadas, estas
imunoglobulinas de cadeias pesadas assim produzidas séo
utilizadas corno ADN anti-sentido. O ADN anti-sentido estd
envolvido normalmente no blogqueio da expressao de
determinados genes tais como, por exemplo, © antigénio de
superficie varidvel de tripanossomas ou de outros agentes
patogénicos. De igual modec, a produgac ou a actividade de
determinadas proteinas ou enzimas poderia ser 1inibida
mediante a expressao de anticorpos contra essas proteinas
ou enzimas no interior da mesma célula.

0 presente pedido também descreve uma imunoglobulina de
guatro cadeias modificada, ou seus fragmentos, cujas
regifes Vg tenham sido parcialmente substituidas por
sequéncias especificas ou aminodcidos de imunoglobulinas de
cadeias pesadas, especialmente por sequéncias de dominio
Vgg. HA um dominio Vy modificado particular de uma
imunocglobulina de quatro cadeias de acordo com a invencgdo
que se caracteriza pelo facto de a leucina, a prolina ou a
glutamina na posicdo 45 das regides V; terem sido
substituidas por outros aminocdcidos e de preferéncia por
arginina, acido glutdmico ou cisteina.

HA um outro dominio Vg ou V., modificado de uma
imunoglobulina de quatro cadeias que se caracteriza pela

ligacgdo de elos das RDC (em inglés CDR) entre si ou as
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regides da AE mediante a introdugdc de cisteinas
emparelhadas, sendo a RDC escolhida entre a RDC; e a RDCj,
e em gue a regido da AE é a regiao AE,, e em especial nos
casos em que uma das cisteinas introduzidas estd na posicao
31 ou 33 da AE; ou na posicao 45 da RDC, e a outra estd na
RDCs.

Em especial, a introducdo de cisteinas emparelhadas ¢é tal
gue o elo da RDCs; esta ligado & AE; ou ao dominio RDC; e
mais especialmente a cisteina da RDC; da regido Vg esta
ligada a uma cisteina na posig¢ac 31 ou 33 da AE, ou na
posicdo 45 da RDC;.

Noutra variante descrita, ¢é possivel modificar células de
plantas por meio de imunoglobulinas de cadeias pesadas, com
a finalidade de 1lhes conferir novas propriedades ou
melhores propriedades.

As imunoglobulinas de cadeias pesadas podem ser utilizadas
para a terapia génica do cancro, por exemplo, utilizando
anticorpos dirigidos contra as proteinas presentes nas
células do tumor.

Em tal caso, ¢ possivel conseguir a expressao de um ou dois
genes de Vpgy utilizando vectores obtidos a partir de
parvovirus ou adenovirus. Os parvovirus caracterizam-se
pelo facto de serem desprovidos de patogenicidade ou tle
praticamente ndo serem patogénicos para as células humanas
normais e pelo facto de serem capazes de se multiplicarem
facilmente em células cancerosas (Russel S.J. 1990,
Immunol. Today II, 196-200).

As dmunoglobulinas de cadeias pesadas sao clonadas, por
exemplo, no interior de locais HindIII/Xbal do plasmideo
infeccioso do virus MVM dos merinos (pMM984). (Merchlinsky
et al., 1983, J. Virol. 47, 227-232) e depois sao colocadas

sob o controlo do promotor MVM38.
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0 gene do dominio V é amplificado por RCP utilizando um
iniciador de 5’ que contém um coddo de iniciacdo e um local
HindIII, possuindo o iniciador de 3’ um codao de terminacgao
e um local Xbarl.

Este arquétipo ¢é depois inserido entre as posigdes 2650
(HindIII) e 4067 (Xbal) do plasmideo.

A eficiéncia da clonagem pode ser confirmada por
transfecgdao. O vector que contém o anticorpo ¢ depois
introduzido em células permissivas (NB-E) por transfecg¢do.
As células sdo recuperadas aco fim de 2 dias e determina-se
a presenca de regibdes Vg segundo um protocolo de EISLE,
utilizando para tal anti-soro de coelho gue reage com &
parte de Vgg.

0 presente pedido também diz respeito a preparacgdo de
anticorpos cataliticos por caminhos diferentes. A producgéao
de anticorpos dirigidos contra componentes que simulam
estados activados de substratos (por exemplo, o vanadato
como componente que simula o estado activado do fosfato,
com o 1intuito de se produzir as suas actividades de
fosfoesterase, o fosfonato como composto que simula a
ligacdo peptidica, com o intuito de se produzir proteases)
permite obter anticorpos que tém uma fungdo catalitica.
OQutro caminho para se obter tais anticorpos consiste em
realizar uma mutagénese aleatdéria em clones de anticorpos,
por exemplo, por RCP, introduzindo bases anormals durante a
amplificacdo dos clones. Estes fragmentos amplificados,
obtidos por RCP, s&o depois introduzidos num vector
adequado para clonagem. A sua expressdo a superficie das
bactérias permite que o substrato detecte <clones due
possuem actividade enzimatica. Estas duas metodologias
podem ser combinadas, como é evidente. Finalmente, com base
nos dados disponiveis sobre a estrutura, por exemplo, OS

dados obtidos por cristalografia aos raios X ou por RMN, ¢é
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possivel comandar as modificacgdes. Estas modificag¢des podem
ser realizadas por meio de técnicas habituais da engenharia
genética ou por sintese completa. Uma vantagem da regiao
Vgg das 1imunoglobulinas de cadeias pesadas da invencgdo é o
facto de serem suficientemente soluveis.
As imunoglobulinas de cadeias pesadas também podem ser
produzidas em células vegetais, em especial em plantas
transgénicas. Como exemplo, é possivel produzir
imuncglobulinas de cadeias pesadas em plantas, utilizando
para tal o plasmideo pMonb530 (Roger et al., Meth. Enzym 153
1566 1987). O vector constitutivo de expressdao de plantas
foi Jd descrito para anticorpos classicos do modelo de
quatro cadeias (Hiat et al. Nature 342 76-78, 1989), mais
uma vez utilizando os 1iniciadores adequados de RCP,
conforme descrito supra, para se gerar um fragmento de ADN
na fase correcta.
Ha outras vantagens e caracteristicas da invencdo gue se
tornarao evidentes nos exemplos e na observagao das figuras
subsequentes.

FIGURAS
Figura 1: caracteristicas e purificagdo tia igG de camelo
por cromatografia de afinidade sobre Sepharose com Proteina
A e com Proteina G (Pharmacia)
A figura 1A mostra, apods reducgdo, o perfil da proteina
obtida por EGPA-DSS, das fracgles adsorvida e nao adsorvida
de soro de Camelus dromedarius. A fraccdo adsorvida na
Proteina A e eluida com NaCl 0,15 M e &cido acético a 0,58%
revelou, apds redugédo (pista c), trés componentes de cadeia
pesada respectivamente com 50, 46 e 43 kd e uma cadeia leve
(1gG de coelhc na pista a). As fracgdes adsorvidas num
derivado de ‘Sepharose’ com Proteina G (Pharmacia), que
havia sido concebido artificialmente para suprimir a regiao

de ligag¢ao da albumina (pista e) e cuja eluigao foi feita
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com gli-HC1 0,1 M a pH 2,7, falta-lhes a cadeia pesada de
46 kd que € recuperada na fracgdo naoc adsorvida (pista f).
Ndc hd nenhum destes trés componentes na fracgcdao néao
adsorvida na Proteina A (pista d); a pista b contém os
marcadores de pesos moleculares.

Figuras 1B e 1C.Por eluicao diferencial é possivel separar as fracgde
com Proteina G e depois lavou-se exaustivamente a coluna
com tampao fosfato 20mM a pH 7,0. Apdbs a eluicao com
tampdo a pH 3,5 (NaCl 0,15 M e Aacido acético a 0,58%), tem
lugar a eluicdo de um componente de 100 kd que apds redugdo
dd origem a uma cadeia pesada de 43 kd (pista 1). Depoils de
a absorvéncia do eluente da coluna ter caido para o nivel
natural ¢é possivel efectuar a eluigdo de um segundo
componente da imunoglobulina, com um peso molecular de
170 kd, utilizando para tal tampaoc a pH 2,7 (glicina-HC1
0,1 M). Esta fraccgdo, apds redugdo, da origem a uma cadeia
pesada de 50 kd e a uma faixa de cadeia leve larga (pista
2). A fraccao ndo adsorvida na Proteina G é depois aplicada
a uma coluna de .5 mL de ‘Sepharose’ com Proteina A. Apds a
lavagem ¢ eluigdo com tampdo a pH 3,5 (NaCl 0,15 M e &acido
acético a 0,58%) ¢ possivel obter uma  terceira
imunoglobulina de 100 kd que ¢ constituida exclusivamente

pelas cadeias pesadas de 46 kd (pista 3).

Figura 2: imunoglobulinas de Camelus bactrianus, Lama
vieugna, Lama glama e Lama patos para a Proteina A (pistas
A) e para a Proteina G (pistas G) analisadas por EGPA-DSS
antes (A) e apds redugdo (B)

Juntou-se 10 pL. de soro, ©proveniente de diferentes
espécies, a tubos de Eppendorf que continham 10 mg de
‘Sepharose’ com Proteina A ou com Proteina G, em suspensao
em 400 uL, de tampdo de imunoprecipitacdo a pH 8,3 (NaCl
0,2 M, Tris 0,01 M; EDTA 0,011\4, (Triton X100’ a 1% e
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ovalbumina a 0,1%). Manteve-se estes tubos a rodar
lentamente durante 2 horas a 4°C. Apds a centrifugacao, as
massas obtidas foram lavadas trés vezes em tampdo € uma vez
em tampdo em que nado havia ‘Triton’ nem ovalbumina. As
massas obtidas foram depols recolocadas em suspensac na
solugdoc de amostra de EGPA-DSS, sendo utilizados 70 pL por
cada massa na presenca ou na auséncia de ditiotreitol
enquanto agente redutor. Depols de se manter em ebuligdo
durante 3 minutos a 100°C, efectuou-se a centrifugacgdo dos
tubos e fez-se uma analise dos sobrenadantes. Em todas as
espécies examinadas as fi acgbes ndo reduzidas (A)
continham também, para além das moléculas de
aproximadamente 170 kd, componentes importantes mais
pequenos de aproximadamente 100 kd. Na amostra reduzida (B)
sdo detectadas as cadeias pesadas e leves constituintes. HA
em todas as espécies um componente de cadeia pesada
(marcado com um asterisco (*)) que se encontra presente no
material resultante da eluicao da Proteina A, mas que nao

existe no material da eluicdo da Proteina G

Figura 3: preparagdao de IgG:, IgG; e IgG:; a partir de soro
proveniente de Camelus dromedarius saudaveis ou infectados
com Trypanosoma evansi (titulagdo CATT a 1/160 (3)) e
andlises feitas por imunoprecipitag¢do ou por autorradio-
grafias a Western para pesquisa da actividade anti-
tripanossémica

Figura 3A. Acrescentou-se lisado de antigénios de
Trypanosoma evansi marcados com “°S-metionina (500 000
unidades de contagem) a tubos de Eppendorf que continham
10 uL de soro ou 20 ng de IgG;, IgGy, e IgG; em 200 uL de
tampao de imunoprecipitacao a pH 8,3 que continha TLCK
0,1 M, enquanto inibidor das proteinases, e manteve-se 08

tubos a rodar lentamente a 4°C durante 1 hora. Os tubos
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foram depois enriquecides com 10 mg de ‘Sepharose’ com
Proteina A em suspensdo em 200 puL do mesmo tampdo a pH 8,3
e ficaram a incubar a 4°C durante mais 1 hora.

Apds a lavagem e a centrifugacdo a 15 000 r.p.m. durante 12
segundos, colocou-se cada massa obtida novamente em
suspensao em 75 pL de solugao de amostra de EGPA-DSS que
continha DTT e aqueceu-se durante 3 minutos a 100°C. Apds a
centrifugagdao numa minicentrifugadora de Eppendorf a
15 000 r.p.m. durante 30 segundos, retirocu-se 5 uL do
sobrenadante para determinacgdo da radicactividade e a parte
restante foil analisada por EGPA-DSS e por fluorografia. O
numero de unidades de contagem de radicactividade por cada
5 pL, de amostra estao inscritos em cada linha.

Figura 3B. Separou-se 20 pg de IgGy, IgG, e IgGs
provenientes de animais sauddveis e de animais infectados
com tripanossomas, recorrendo ao protocolo de EGPA-DSS, sem
redugao prévia nem aquecimento, As amostras separadas foram
entao electrotransferidas para uma membrana de
nitrocelulose, contrastou-se uma parte da membrana com O
corante vermelho de Ponceau para se localizar o material
proteinico e a parte restante ficou a incubar com
ovalbumina a 1% em tampdo TST (Tris 10 mM, NaCl 150 mM e
Tween a 0,05%) para Dbloguear os locais de ligagao das
proteinas.

Apds o bloqueio, lavou-se a membrana exaustivamente com
tampdo TST e manteve-se a 1ncubar durante 2 horas com
antigénio de tripanossomas marcado com °~°S. Depois de uma
lavagem exaustiva, secou-se a membrana e analisou-se por
autorradiografia. Para se evitar a liga¢do natural e de
tipo ndo especifico, o usado de tripanossomas marcado foi
filtrado através de um fdtro de miliporos de 45 um e
manteve-se a incubar com imunoglobulina de camelo sauddvel

e ovalbumina adsorvida sobre uma membrana de nitrocelulose.
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Figura 4: a IgGs de camelo purificada por cromatografia de
afinidade sobre ‘Sepharose’ com Proteina A é parcialmente
digerida com papaina e separada sobre ‘Sepharose’ com
Proteina A

Disscolveu-se 14 mg de IgGs; purificada em tampdc £fosfato
0,1 M a pH 7,0 que continha EDTA 2 mM. Fez-se digerir soro
de leite coalhado por incubacao durante 1 hora a 37°C com a
enzima mercuropapaina (proporcdo de 1% entre enzima e
proteina) activada por cisteina 5 x 10° M. Bloqueou-se a
digestdo por adicdc de um excesso de iodoacetamida (4 x
10° M) (13). Apds a centrifugacdo do produto de digestdo
numa centrifugadora de FEppendorf durante 5 minutos a
15 000 r.p.m., efectuou-se a separacao dos fragmentos de
papaina numa coluna de ‘Sepharose’ com Proteina A, em
fracgbes ligantes (L) e nao ligantes (NL). A eluicao da
fracgcdo ligante teve lugar a partir da coluna com tampao de

glicina-HCLl 0,1 M a pH 1,7.

Figura 5: representagdo esquemdtica de um modelo para as

moléculas de IgG; desprovidas de cadeias leves.

Figura 6: o representagdo esquemdtica de imunoglobulinas
que possuem cadeias polipeptidicas pesadas e desprovidas de
cadeias leves, tendo em conta a imunoglobulina do modelo
convencional de quatro cadeias;

. representagdo de uma regido de charneira.

Figura 7: alinhamento de 17 sequéncias de ADN de Vim de

imunoglobulinas de cadeias pesadas do camelo.
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Figura 8: expressdo e purificagdo da proteina Vg ;21 do

camelo a partir de E. coli.

I ANTICORPOS DE CADEIAS PESADAS NOS CAMELIDEOS

Quando o soro de Camelus dromedarius ¢é adsorvido em
‘Sepharose’ com Proteina G, ha uma quantidade aprecidvel
(25%-35%) de imunoglobulinas (Ig) que ficam em solugdo e
gue podem ser depols recuperadas por cromatografia de
afinidade sobre ‘Sepharose’ com Proteina A (figura 1lA). A
fraccdo adsorvida na Proteina G pode ser objecto de eluigdo
diferencial no interior de uma fraccgdo coesamente ligada
(25%), constituida por moléculas com um peso molecular
aparente ndo reduzido (PM) igual a 170 kd e por uma fraccgdo
mais fracamente ligada (30%-45%) que possul um peso
molecular aparente igual a 100 kd (figura 1B). O componente
de 170 kd, quando reduzido, origina cadeias pesadas de
50 kd .e cadeias leves grandes de 30 kd. A fraccao de
100 kd é totalmente desprovida de cadeias leves e parece
ser constituida exclusivamente por cadeias pesadas que apods
redugao tém um PM aparente igual a 43 kd (figura 1C). A
fracgdo que ndo se liga a Proteina G pode ser purificada
por afinidade e eluida a partir de uma coluna de Proteina A
como um segundo componente de 100 kd que apds redugdo
parece ser constituido exclusivamente por cadeias pesadas
de 46 kd.

As imunoglobulinas de cadelas pesadas desprovidas de
cadeias leves perfazem até 75% das moléculas que se ligam a
Proteina A.

Uma vez que a totalidade das tré&s imunoglobulinas se liga a
Proteina A, referir-nos-emos a elas COomo Ig9G:
designadamente IgG; (yl (50 kd) de cadeias leves e de
cadeias pesadas) que se liga & Proteina G, IgG; (v2 (46 kd)

de cadeias pesadas) que ndo se liga a Proteina G e IgGs (y3
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(43 kd) de cadeias pesadas) que se liga a Proteina G. HA a
possibilidade de estas trés subclasses ainda poderem ser
subdivididas.

Um estudo comparativo entre os Camelideos do velho mundo
(Camelus bactriamis e Camelus dromedarius) e os Camelideos
do novo mundo (Lama paccos, Lama glama e Lama vicugna)
comprovou que as imunoglobulinas de cadelas pesadas existem
em todas as espécies examinadas, embora com diferencgas
irrelevantes na sua proporgdoc € nos seus pesos moleculares
aparentes. Os Camelideos do novo mundo sdo diferentes dos
Camelideos do wvelho mundo pelo facto de possuirem uma
molécula IgG; maior (imunoglobulina de cadeias pesadas que
se liga a Proteina G) em que as cadeilas ©pesadas
constituintes tém um pesc molecular aparente de 47 kd
(figura 2).

A abundancia de imunoglobulinas de cadeias pesadas no soro
dos Camelideos levanta a questdao de se saber qual é o seu
papel na resposta imunitdria e em particular se séo
portadoras de especificidade de ligacdo dos antigénios e em
caso afirmativo qual é a extensac do seu repertdrio. Esta
questdo pdde ser respondida examinado as imunoglobulinas de
camelus (Camelus dromedarius) infectados com Dypanasoma
evansi.

Para o efeito, preparou-se as fracgdes correspondentes de
IgGi, IgG; e IgGs a partir de soro de um camelo saudavel e a
partir de soro de camelus com uma elevada concentragdo de
anti-tripanossoma, medida em conformidade com o “‘Card
Agglutination Test’ (3). No ensaio de
radioimunoprecipitac¢ao, demonstrou-se que as IgG:;, IgG; e
IgGs:, obtidas a partir de camelus infectados, indicando o
repertdério extenso de heterogeneidade e de complexidade

(figura 3A), se ligam a um grande numero de antigénios
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presentes num lisado de tripanossomas marcadc com “’S-
metionina.

Em experiéncias de obtengao de autorradiografias, o lisado
de tripanossomas marcado com **s-metionina liga-se as IgG-,
IgG;, e IgG3, separadas por EGPA-DSS, provenientes de
animais infectados (figura 3B).

Isto levou-nos a concluir que as IgG, e IgGs de cadeias
pesadas dos Camelideos sdao anticorpos que se ligam a
antigénios genuinos.

HA um paradigma imunoldgico que estabelece que o repertdrio
total de anticorpos ¢é gerado pela combinacdo dos
repertdrios da regido V varidvel de cadeias leves e pesadas
(6). As 1imunoglobulinas de cadeias pesadas do camelo
parecem contradizer este paradigma.

As 1imunoglobulinas sao caracterizadas por um padrdo de
focagem isoeléctrica (FIE) complexo, que reflecte a sua
heterogeneidade extrema. Para se determinar se as duas
cadeias pesadas gue constituem as IgG;, e IgGs sao idénticas
ou nao, efectuou-se uma observacao do padrao de focagem
isceléctrica (FIE) antes e depois da separacgdo das cadeilas
por redugdao e alquilagao, wutilizando como agente de
algquilacao a iodoacetamida.

Uma vez que este agente de alquilagao nao introduz cargas
eléctricas adicionais na molécula, os mondmeros resultantes
da reduc¢ao e da alguilac¢ao do homodimero de cadeias pesadas
ird ter praticamente o mesmo ponto isoeléctrico do dimero,
ao passo que se fossem derivados de um heterodimero de
cadeias pesadas, os mondmeros iriam diferir, na maior parte
dos <casos, suficientemente no ponto 1soeléctrico para
gerarem um padrao diferente no FIE.

Apds a redugac e a alquilacdo com iodoacetamida, o padrao
observado naoc ¢é modificado no caso das IgG; e IgG; de

Camelus dramedarius, © que indica que cada uma destas
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moléculas ¢ constituida por duas cadeias pesadas idénticas
gue migram para a mesma posicdao para que migra a molécula
nao reduzida onde tiveram a sua origem.

Pelo contrdrio, o padrdo de FIE da IgG; ¢ completamente
modificado apds a redugao, uma vez que o ponto isoeléctrico
de cada molécula é determinado pela combinagdo dos pontos
isceléctricos das cadeilas leves e ©pesadas, migrando
qualquer uma delas, apds a separacdo, para uma posigdo
diferente. Estes resultados indicam que as cadeilas pesadas
por si sos podem gerar um repertdrio extenso e por em causa
a contribuicdoc da cadeia leve para o repertdério de
anticorpos uteis. Se esta necessidade for negada, fica por
saber gqual o papel gque a cadeia leve desempenha.
Normalmente, a cadeia ©pesada isolada a partir de
imunoglobulinas de mamiferos tem tendéncia para se agregar
de forma consideravel, mas apenas ¢ scolubilizada pelas
cadeias leves (8, 9) que se ligam ac dominic Cyl da cadeia
pesada.

Nos seres humanos e nos murganhos hd diversos mielomas
espontédneos ou induzidos que produzem uma imunoglobulina
patoldgica constituida exclusivamente por cadeias pesadas
(docenca das cadeias pesadas). FEstas cadeias pesadas das
proteinas dos mielomas contém supressdes nos dominios Cyl e
Vgg  (10). O motivo pelo qual as cadeias pesadas de
comprimento completo nao originam cadeias pesadas
segregadas em tais imunoglobulinas patoldgicas parece ficar
a dever-se ao facto de a sintese de Ig necessitar de uma
proteina adventicia, a proteina de ligacdo de cadeias
pesadas da imunoglobulina ou BIP (11), gue ¢é normalmente
substituida pela cadeia leve (12). E possivel que o papel
primordial da cadeia leve nas imunoglobulinas do modelo de

guatro cadeias seja o de uma proteina adventicia de cadeia
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pesada comprometida e que a emergéncia dos repertdrios de
cadeias leves tenha sido mesmo um bdénus evolutivo.

As cadeias v2 e vy3 dos Camelideos sao consideravelmente
mais curtas do que a cadeia y normal dos mamiferos. Isto
poderia sugerir a hipdtese de terem ocorrido supressdes no
dominio Cgl. As diferencas dos tamanhos das imuncglobulinas
v 2 € y3 dos Camelideos do velho mundo e do novo mundo
sugerem gue as supressdes ocorreram em diversos passos
evolutivos, especialmente no dominio Cgl.

II FALTA O DOMINIO Cgl AS IMUNOGLOBULINAS DE CADEIAS

PESADAS DOS CAMELIDEOS

A estratégia seguida na investigagdo da estrutura primiria
das imunoglobulinas de cadeilas pesadas é uma combinacao da
sequenciagdo de proteinas e da sequenciagdo de ADNc; a
sequenciacdo de proteinas € necessdria para identificar os
segmentos de sequéncias caracteristicos de cada
imunoglobulina. Sendo o terminal N da imunoglobulina
derivado da regido varidvel da cadeia pesada, o repertdrio
apenas fornece informacao sobre os subgrupos Vg (regido
varidvel da cadela pesada) e nado pode ser utilizado para
identificagdo da classe ou da subclasse. Significa isto gue
¢ necessario obter dados das sequéncias a partir de locais
internos de clivagem enzimdtica ou quimica.

Uma combinacdo de digestdo com papaina e cromatografia por
afinidade com Proteina A permitiu fazer a separagao de
diversos fragmentos que fornecem informacdc sobre a
estrutura geral da IgGs.

A IgG3 do camelo (Camelus dromedarius), purificada por
cromatografia de afinidade sobre 'Sepharose’ com Proteina
A, fol parcialmente digerida com papaina e o produto da
digestao foi separado sobre ‘Sepharose’ com Proteina A,

tendo sido obtidas as fracgdes de ligacdo e de nao ligacéo.
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Estas fracg¢bes foram analisadas por EGPA-DSS em condigdes
redutoras e ndo redutoras (figura 4).

A fraccgao ligada continha dois componentes, um de 28 kd e
um de 14,4 kd, para além do material ndo clivado ou
parcialmente clivado. Essas frac¢bes foram bem separadas
por electroforese em gel (a partir de geles preparativos de
EGPA-DSS a 19%), em condig¢des nao redutoras, e foram ainda
purificadas melhor por electroeluig¢do (em bicarbonato de
aménio 50 nM e DSS a 0,1% (p/v), utilizando um dispositivo
de electroeluicdo da ‘BicRad’). Apds a liofilizacgdo destas
fracgbes electroeluidas, eliminou-se a parte remanescente
do DSS fazendo precipitar a proteina por adigcdo de etanol a
90% e misturando e mantendo a mistura a incubar de um dia
para o outro a -20°C (14). A proteina precipitada foi
recolhida numa massa combinada por centrifugacao (15 000
r.p.m. durante 15 minutos) que foi wutilizada para a
sequenciacdo proteinica. Efectuou-se a sequenciacao do
terminal N utilizando a quimica de Edman para um
sequenciador automdtico de proteinas em fase liquida, em
regime pulsatdrio, da  ‘Applied Biosystem 477A'. Os
aminodcidos foram identificados pelos seus derivados de
fenil-tio-hidantoina (PTH), tendo para tal sido utilizado o
analisador de modelo 120 PTH da Applied Biosystem. Todos 0s
produtos guimicos e reagentes foram adquiridos & empresa
Applied Biosystem A andlise dos dados cromatograficos foi
realizada utilizando a versdo informdtica 1.61 da Applied
Biosystems. Em todos 0Ss casos, a analise das sequéncias,
auxiliada por computador, foil confirmada por inspecc¢do
directa dos cromatogramas resultantes do analisador de PTH.
Dissolveu-se amostras da proteina sequenciada
alternativamente em Adcido triflucrcacético (ATF) a 50%
(v/v) (fragmento de 28 kd) ou em ATF a 100% (fragmento de

14 kd). As amostras de equivalente proteinico dissolvido
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para 2000 pmol (fragmento de 28 kd) ou para 500 pmol
(fragmento de 14 kd) foram aplicadas sobre discos de fibras
de wvidro, tratados com ATF. Os discos de fibras de wvidro
foram recobertos com BioBerne (3 mg) e tratados em pré- -
ciclo uma vez antes da sua utilizacgao.

A sequenciag¢do do terminal N do fragmento de 28 kd gera uma
seguéncia homdéloga da parte do terminal N do dominio yCy2 e
portanto homdloga da extremidade do terminal N 46 do

fragmento Pc. A sequéncia do terminal N do fragmento de

Q-

14,4 kd corresponde a ultima lisina de um dominio yC:2 e
extremidade do terminal N de um dominio vCg3 (quadro 1). O
peso molecular (PM) dos fragmentos obtidos com papaina e a
identificacdo das suas sequéncias do terminal N leva-nos a
concluir que os dominios C42 e Cy3 das cadeias pesadas V3
tém um tamanho normal e gue a supressac deve ocorrer quer
no dominio Cgl quer no dominio Vgz para gerar a cadeia y3
mais curta. As fracgbes gue ndo se ligam a Sepharose’ com
Proteina A contém duas bandas de 34 kd e 17 kd que sao mais
difusas no EGPA-DSS, indicando isso que a sua origem estd
na parte variavel do terminal N da molécula (figura 4).
Apds a redugdo, oObserva-se a existéncia de uma unica banda
difusa de 17 kd, o que indica que a banda de 34 kd é um
dimero do  componente de 17 kd ligado por  pontes
dissulfureto. O fragmento de 34 kd contém aparentemente o
dominio Vg da charneira e do terminal N.

0s dados da sequéncia da proteina podem ser utilizados para
a construgdo de iniciadores oligonucleotidicos degenerados
gque facilitam a amplificag¢do de ADNc ou de ADN gendmico por
RCP.

Demonstrou-se gque o0s esplendécitos de camelo marcam as
células gue reagiram com os soros de coelho e com 0s soros
anti-imunoglobulina de camelo e que por tal motivo o baco é

um  local de sintese, ©pelo menos de uma classe de
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imuncglobulinas, O ADN¢ foi pois sintetizado a partir de
ARNm do baco de camelo. As condigdes para o isolamento do
ARN foram as seguintes: isolou-se ARN total a partir de
baco de dromeddrio, ©pelo método do isotiocianato de
guanidinio  (15). Purificou-se o ARNm com esférulas
paramagnéticas-oligoT.

Consegue-se sintetizar o ADNc utilizando 1 pug de matriz de
ARNm, um 1iniciador oligo-dT e franscriptase reversa
(BOEHRINGER MAN). A segunda cadeia do ADNc ¢ obtida
utilizando RNase H e polimerase I do ADN de E. coli, em
conformidade com as instrucdes do fornecedor.

As sequéncias relevantes foram amplificadas por RCP:
amplificou-se 5 ng de ADNc por RCP numa mistura de reacc¢do
de 100 pL (Tris 10 mM-HCl a pH 8,3, KCl1 80 mM,

MgCl, 15 mM, gelatina a 0,01% (p/v), 200 umol de cada um
dos dNTP e 25 pmol de cada iniciador) recoberta com 6leo
mineral (Sigma).

Os iniciadores degenerados, contendo os locais EcoRI e
KpnI, foram ainda clonados no interior do pUC 18. Apds um
tratamento de desnaturacdo e de recombinacao (a 94°C
durante 5 minutos e a 54°C durante 5 minutos), acrescentou-
se 2 unidades de polimerase de ADN de Taqg a mistura de
reacgdo antes de a submeter a 35 ciclos de amplificagao: 1
minuto a 94°C (desnaturar), 1 minuto a 54°C (recombinar) e
2 minutos a 72°C (alongar). Para se amplificar as
sequéncias de ADN entre os dominios Vgg e Cy2 (clones da
série n° 72), efectuou-se a RCP nas mesmas condig¢gdes com a
excepgdo de se ter aumentado para 60°C a temperatura de
recombinacao.

Um dos clones examinados (#56/36) tinha uma seguéncia
correspondente a parte do terminal N de um dominio Cg2
idéntico a sequéncia do fragmento de 28 kd. A

dispeonibilidade de dados desta sequéncia permitiu construir
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um iniciador de 3’ exacto e a clonagem da regiao da
extremidade do terminal N entre os dominios Vgr e Cy2.

Os iniciadores de 5’, correspondentes aco dominio Vgg de
murganho (16) e que contém um local de restricdo XhoI,
foram utilizados em conjunto com o iniciador de 3’ em que
havia sido inserido um local KpnI e as sequéncias
amplificadas foram clonadas no interior do  vector
‘pBluescript®’. Fez-se digerir o clone #56136, que havia
revelado dois locails internos HaeIll, com esta enzima para
se obter uma sonda para identificar os clones positivos na
RCP.

Apds a amplificacdo, os produtos da RCP foram confirmados
sobre um gel de agarose a 1,2% (p/v). A limpeza dos
produtos da RCP consistiu numa extrac¢do com fenol-
clorofdérmio a que se seguiu outra purificacdo por CLER
(coluna de tipo ‘GEN-PAC FAX’, Waters) e finalmente
mediante a utilizacao do estojo ‘MERMAID’ ou ‘GENECLEAN
Ir’, (BIO 101, 1Inc.). A segulr a estes passos de
purificacao, fez-se digerir entdo o ADNc amplificado, tendo
a digestao sido feita com EcoRI e KpnI para os clones da
série n°® 56 e com Xhoil e Kpnl para os clones da série n°
72. Fez-se uma extracgdo final com fenol-cloroférmio a
anteceder a ligac¢do no interior do pUCl18 (clones da série
n® 56) ou no interior de ‘pBluescripe (clones da série n°®
72) .

Todos 0s clones obtidos tinham menos do que os 860 pares de
bases que seria de esperar se possuissem uma regido
completa Viz e Cyl. Os dados parciais da sequéncia, corres-
pondentes ao terminal N da regido Vyy, revelam que em 20
clones havia 3 que eram idénticos e possivelmente ndo eram
independentes. As sequéncias obtidas assemelhara-se ao
subgrupo III humano e acs subgrupos lila e Illb dos murinos

(quadro 2).
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Foram obtidos c¢lones correspondentes a dois conjuntos
diferentes de sequéncias de proteinas de dominio Cyz2. Um
primeiro conjunto de sequéncias (#72/41) possuia uma regido
Cy2 do terminal N idéntica aquela gue foi obtida por
sequenciagao dos fragmentos de 28 kd da cadeia pesada V3
das proteinas, obtidos com papaina, possuia uma regido de
charneira curta com 3 residuos c¢isteina e uma regido
variavel correspondente aos residuos da armagdo estrutural
(AE4, em 1inglés FR4) codificados ©pelos minigenes J
adjacentes a charneira. Faltava-lhes totalmente o dominio
Czl. Este ADNc correspcnde a cadeia y3 (quadro 4).

Numa sequéncia estreitamente afim (#72/1) a prolina na
posicao 259 é substituida por treonina.

A sequéncia correspondente a regido Cyg3 e a parte restante
da regido Cg2 foram obtidas por RCP realizada com o ADNc,
utilizando como iniciador de KpnI um poli-T em cuja extre-
midade 5’ foi inserido um local de restricdo Kpnl. A
sequéncia total d cadeia y3 corresponde a um peso molecular
(PM) que concorda bastante bem com os dados obtidos com ©
protocolo de EGPA-DSS.

A sequéncia desta cadeia vy3 apresenta semelhangas com
outras cadeias vy7, com a excepgdo de lhe faltar o dominio
Cgl, estando o dominio Vi3 adjacente a charneira.

Um, ou a totalidade dos trés residuos cisteina, pode
provavelmente ser responsavel por manter unidas as duas
cadeias vy3.

Estes resultados permitiram-nos definir um modelo para a
molécula IgG;, com base na sequéncia e clivagem com papaina
(figura 5). A papaina pode clivar a molécula em cada lado
das pontes dissulfureto da charneira e também entre os
dominios Cy2 e Cy3. Em condigdes nado redutoras, os dominios
Vgg da IgGs podem ser 1isolados sob a forma de um dimero

ligado por pontes dissulfureto ou sob a forma de um
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mondmero, consoante o local onde a papaina realize a
clivagem.

HA wum segundo conjunto de clones #72/29 qgue tem uma
sequéncia ligeiramente diferente para o dominio C32 e que
foi caracterizado por uma charneira muito comprida
precedida imediatamente pelo dominio varidvel. Esta regido
da charneira possui trés residuos cisteina na extremidade
do seu terminal C numa sequéncia homéloga com a da
charneira vy3. Esse segundo conjunto de <clones pode
representar eventualmente a subclasse de IgG,. Para a parte
constante da cadeia y3 e também para a cadeia y2 putativa,
a maior parte dos clones sdo idénticos,

revelando sequéncias especificas das cadeias y2 ou vy3. No
entanto, hé& alguns clones, tais como o #7211, que revelam
diferencas menos significativas. Por exemplo, no caso dos
clones ¥72/1, Sao detectadas duas diferencas nos
nucleodtidos.

Foram agora sequenciados total ou parcialmente varios ADNc
de regides VHH, com a excepcdo de um tro¢o curto na
extremidade do terminal N, que deriva do iniciador.

Apds a tradugdo, a malor parte revela as sequéncias
caracteristicas Ser;- Cisy; e Tirgy Tirg; Cisgy; das cadeias
pesadas da ponte dissulfureto da infra-regido Vyz que liga
os residuocs 22 e 29, Todos estes clones tém uma sequéncia
correspondente aos residuos da armacdo estrutural 4 (AE4,
em inglés FR4) da regido varidvel que precede imediatamente
a sequéncia de charneira postulada (quadro 3). Esta
sequéncia ¢ gerada pelos minigenes J e é, na maior parte
dos casos, semelhante a sequéncia codificada pelos
minigenes J dos seres humanos e dos murinos. O comprimento
da sequéncia entre as regides Ciss; e a extremidade do
terminal C das regifes Vg € varidvel e nas sequéncias

determinadas varia entre 25 e 37 aminocacidos, conforme
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seria de esperar dos rearranjos dos minigenes J e D a
variar de comprimento.

Surgem  varias guestdes importantes levantadas pela
existéncia uUnica destas imunoglobulinas de cadeias pesadas
numa situwacdoc nao patoldgica. Acima de tudo, serao
anticorpos genuinos? As imunoglobulinas de cadeias pesadas,
obtidas a partir de camelus infectados com tripanossomas,
reagem com um grande numero de antigénios parasitas,
conforme se demonstra na parte 1 destes exemplos. Isto
implica que o sistema imunitario dos Camelideos gera um
numero grande de locais de 1ligagdo constituidos por
dominios Vi singulares. Isto é confirmado pela diversidade
das regides Vgg das imunoglobulinas de cadeias pesadas
obtidas por RCP.

A segunda guestao é "como sado segregadas?". A segregacdo de
cadeias pesadas das imunoglobulinas, gque constituem as
imunoglobulinas do modelo de quatro cadeias, nao ocorre em
condig¢bes normais. HA uma proteina adventicia, a proteina
de ligacdo de cadeias pesadas, ou proteina BIP, que impede
a segregacgao das cadelas pesadas. A segregagao apenas pode
ocorrer (13) quando a cadeia leve desloca a proteina BIP no
reticulo endoplasmatico.

Ao dimero de cadeias pesadas encontrado no soro de seres
humanos ou de murganhos, que padecam da chamada "doenca das
cadeias longas", falta-lhes os dominios Cyl gue se presume
gque acomodem o local BIP (14). Na auséncia deste dominio, a
proteina BIP deixa de poder 1ligar-se e de impedir o
transporte das cadeias pesadas.

A presenga de uma classe de IgG 1 nos camelus, constituida
por cadeias pesadas e leves que representam uma quantidade
compreendida entre 25% e 50% das moléculas totais de IgG,
levanta também o problema do modc como a maturagcao e o

desvio de classe ocorre e ainda sobre o papel desempenhado
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pela cadeia leve. A cadeia leve dos Camelidecs parece ser
invulgarmente grande e heterogénea quando examinada por
EGPA-DSS.,

A maior dimensdoc de um dominio isolado é de 40 A e o
intervalo maximo qgue se consegue entre os locais de ligacao
de uma IgG convencional com dominios Cgl e Vgz 1rd ser da
ordem de 160 A (2Vss + 2Cql) (19). A supressdo do dominio
CH1 nos dois tipos de anticorpos de cadeias pesadas
desprovidos de cadeias leves, j& sequenciados, tem
consequentemente uma modificagdo do seu intervalo maximo
(figura 6). Na TIgG:; a distdncia mdxima entre as
extremidades das regifes VHH ird ser da ordem de 80 A&
(2Vyge) . Isto poderia ser uma grave limitacdo a aglutinacédo
ou a interligacdo. Na IgG, isto é compensado pelo trogo
extremamente longo da charneira, constituido por uma
repeticdo, que ocorre 12 vezes, da sequéncia Pro-X (em que
o simbolo X representa Gln, Lis ou Glu) e que fica
localizada do lado do terminal N em relacdc as pontes
dissulfureto da charneira. Pelo contrdrio, na IgGs; humana,
a charneira muito comprida que aparentemente surge também
corno resultado de duplicacgdo das sequéncias, ndo contribui
para aumentar a disténcia existente entre os dois locais de
ligagdo, uma vez que esta charneira estd intercalada com
pontes dissulfureto.

0 dominio Vi singular também poderia permitir
provavelmente, de wuma forma considerdvel, a liberdade
rotacional do local de ligacdo em relacdo ao dominio Fc.

Ao contrdrio das cadeias pesadas dos mielomas, que resultam
provavelmente da supressdo do dominio Cygl numa célula
produtora de um anticorpo singular, ou de anticorpos de
cadeias pesadas produzidos por clonagem de expresséao (15),
0s anticorpos de cadeias pesadas dos Camelideos

(desprovidos de cadeias leves) surgiram num ambiente
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imunolégico normal e presume-se que tenham experimentado um
refinamento selectivo em termos da especificidade e da
afinidade associadas a maturacdo das células B.

Expressdao e purificacdo da proteina Vgz2l do camelo (RD21

na figura 7), a partir de E. Coli

Os clones podem ser expressos em varios tipos de vectores
de expressao. Como exemplo, utilizando um vector ‘Inirnuno
PBS’ comercialmente disponivel (Huse et ai: Science (1989)
246, 1275) foram obtidos clones, produzidos em ‘Bluescripe,
em conformidade com o procedimento anteriormente descrito,
por meioc de RCP, utilizando o mesmo iniciador de 5’ que
contém o local Xhol e um novo iniciador de 37,
correspondente aos residuos 113-103 na armacgdo estrutural
das imunoglobulinas, onde foi construido um local Spe: TC
TTA ACT AGT GAG GAG ACG GTG ACC TU. Este procedimento
permite a clonagem do dominio Vg no local Xho/Spe do
vector Immuno PBS’. No entanto, a extremidade 3’ do gene
nao estava em fase com o "marcador" de identificacao nem
com o codao de paragem do vector. Para se conseguir 1sso,
cortou-se o arquétipo com Spe e as 4 bases sobressalientes
foram preenchidas utilizando o fragmento de Klenow e depois
disso ligou-se novamente o vector.

0 vector de expressdao plasmidico “ipBS’ (’immunopBS’)
(Stratacyte) contém uma sequéncia lider pelB que é
utilizada para a expressdo das cadeias da imunoglobulina em
E. coli sob o controlo do promotor pLAC, um local de
ligac¢do dos ribossomas e os coddes de paragem. Além disso,
contém uma sequéncia para um marcador decapeptidico do
terminal C.

A estirpe JM 101 de FE. coli, gue acomoda o plasrnidec ipBS-
Vgg2l, desenvolveu-se em 1 L de meio constituido por CT (em
inglés TB) com ampicilina na concentragdo de 100 ug/mL e

0,1% de glicose a 32°C. A expressao foi induzida pela
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adigcdao de IPTG 1 mM (concentragdo final) para um valor da
DO0sgy igual a 1,0. Apds a inducgdo de um dia para o outro a
28°C, efectucou-se a colheita das células por centrifugacao
a 4000 x g durante 10 minutos (4°C), tendo sido recolocadas
em suspensao em 10 mL de tampac TES (Tris 0,1 M-HCl a pH
8,0, EDTA (0,5 mM e sacarose 0,5 M). Manteve-se a suspensao
em gelo durante 2 horas. Efectucu-se a remogdo das
proteinas peripldsmicas por choque osmético mediante a
adicdo de 20 mL de tampdo TES diluido a 1:4 v/v com &gua,
manteve-se em gelo durante 1 hora e depois centrifugou-se a
12 000 x g durante 30 minutos a 4°C. Efectuou-se a didlise
da fracgdo peripldsmica do sobrenadante em presenga de
Tris-HC1 a pH 8,8, NaCl 50 mM, aplicou-se & uma coluna de
escoamento répido de tipo ‘Q-Sepharose (Pharmacia), lavou-
se com © tampao anteriormente referido e realizou-se a
eluigao com um gradiente linear de NaCl a variar desde
50 mM até 1 M no tampéo.

As fracgbes que continham a proteina Vg ainda foram
purificadas numa coluna de ‘Superdex 75’ (Pharmacia)
equilibrada com tampaoc STP (fosfato 0,01 M a pH 7,2 e NaCl
0,15 M). A producdo de proteina VHM purificada varia entre
2 e 5 mg/L de cultura de células.

As fracgbes foram analisadas por  EGPA-DSS (1). A
identificagdo positiva do fragmento do anticorpc de Vg do
camelo foi feita por analise das autonadrografias de
Westem, wutilizando um anticorpo criado em coelhos na
presenca de IgG; de camelo purificada e um conjugado de
anti-IgG do coelho/fosfatase alcalina (2).

Como  proteinas padrao (Pharmacia), foram utilizadas
proteinas peripldsmicas preparadas a partir de 1 mL de
JM101/1ipBS-Vge21l com a indugdo feita com IPTG. A figura 8
mostra 0 seguinte: C,D: fraccgbes provenientes da

cromatografia em coluna de escoamento rapido sobre “‘S-
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Sepharose’ (C: eluicao feita com NaCl 650 mM, D: eluicao
feita com NaCl 700 mM); E,F: fracgdes provenientes da
cromatografia em coluna de ‘Superdex 757.

Conforme se pode ver, a impureza principal é eliminada por
cromatografia de permuta idnica e a maior parte das
impurezas restantes sdo eliminadas por filtrac¢do através de

gel.
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Armag#o estrutural 4 Genes J
Ser humano
WGOQGTLVTVS S J1,J4,J35
WGERGETLVTVS S 2
WGEOQGTTVTVS S 16
WGEQG6THVTV S S 13
Muio ¢ 6 g 6 TTL TV S § j1
We6QgeEeTLVTVE S I2
WGQGTSVTVS A 13
WGAGTTVTVS S 34
Clones de ADNc
Camelo ,
WGEQGTQVTYV S S Clones
WGEQGTQVTVESS #7219 = #7213
WeQoeTLVT VS S Clone 1
WGRGT QVTVS S #72/24
WG QGTHVT VS S #72/21
WGEQGGIQVTASS #72/16
Quadro 3

Comparagdo de alguns residuos da armagio estrutural 4 encontrados na regido Vi do camelo com os residuos da
armago estrutural 4 correspondentes a regido de consenso dos minigenes J dos seres humaos e dos murganhos



Sequénciada VHB de
murganho

110

DYHWGAGTTYTYVY ES
ies5

- 191

A

18 regibes Vyy diferentes de

camelo

Amosira sleatoria

[ R ORI R R R R R R R LR BT R
MmN w
o o Wl e S e S R s S S - 0 - = b - e
PP Bt B v S B B e B o e B o B B B
BLDPL PR PRI IOISIFIINPR
edeloReles oo RwloRed e RoRvt-RegadeRe)
Bt IS B B B Bt e P B B B B B
VROBUBTICOVLBLLRPY
sfviscRedetodeteteleotedcRul- et 8
PUVRDARVLVLLOVCDLER
TANETISRTTTL R T TR L
P Do I OIN R DD D L M e W ]
SR OUN N RO LS R OK

(N B S A A A A D A
TN T T S A A I I A AR S B
(I T S IE " -2 e N - N
R - EE B ST
S T TR A O U NS T B o - A ¢
L S T T - T 7 B R B T 3 3 S ¢
O BT T N A A B R O o S
BRI SIS BE NN BE U SR . 0. SR

P ML I REBX N MW RE
[ R R TR LR GRS SR N S k- R IR
RIDUMUEEX WK 22 a1
(eI R RN - P S A A o W A B
RO LOLRN G T RIS W
TSl OMERNZII0N 0
CRULRULEMBHDU»OD WY
LN N AR AR g T O T R - A SR R o
LRUCARRU eI SuBERS
L W B W R W e e T
e XN WU >0 Q3 b 07 60 B IR AT BT 6 B B
CFad o 2 0 X b X0 Qe ) ot ad B D
WM ARRNELNNODONROSY O
APPLION NI MMEEQAQD

W D e N IR
e I | 4

PRI G IR o Sl )} et LKA NS B I

18 entradas

mais de 600 entradas

ido

AIBOACE

<.

QUADRO 4

amplitude 0-19 aminoicido
8-24

RIHCX

Seres humanos € murganbos -

Comelo
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10 20 R ‘ R
EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASG: CDRI' WVRQA PGAGLEWVS ZCDRE’.

GG SVQGGGSLRL SCAISG. CDR1WFREG PGKEREGIN CDR2:

GG SYQAGGSLRL SCASSS ' CDRL:WYRQA PGKEREFVS CDR2.

»»»»»
......

70 80 +14 110
RFTIS RDNSENTLYL QMNSLRAEDTAVY YCAR :cnml WGRGTLVT VSS

RFTIS QDSTLETHYL LMNNLFEPEDTGTY YCAA | CDRJ. WGRGTQVT VIS

RETIS QDSAKNTVYL QMNSLKPEDTAMY YCKI - CDRI: WGQGIQVT VSS

.....

Vi do camelo chamneira . _ Cﬂz
WGQRGTQVT VSS '“m GTNEVCRCPRCP APELPGG PSVFVFP

camelo

WEQGTQUT VSS EPKI?Q?QPKPQPQPE

GPQPERQP!

T

M *
KPEPECTCPRCY APELLGG PSVFIFP

...........................................................

Quadro 5(1)
Cy1 humano ' charneira X CHZ
73 humana RVDRRV . ELKTPLGDTTHTCPRCP:
. EPRCSDTPPPCPRCP

EPRSCDTPPPCPRCP APELLGG PSVFLEP

7} humana KVDKK —— AEPRSCDRTHTCPPCP ‘APELLGG PSVFLFP
/2 humana RVKVTV ——— ERKCCVECPPCP |APPVAG - PSVFLFP
74 humana RVDRRV ESKYGPPCPSCP :-APEFLGG PSVFLFP

Quadro 5(2)
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REIVINDICACOES

1. Regido Vy derivada de uma imunoglobulina com 4
cadeias, que contém um sitio de ligagdo ao antigénio
ou vadrios sitios de ligagdo ao antigénio e em que 0s
residuos de amincécidos foram parcialmente
substituidos por residuos de aminodcidos ou por
sequéncias especificas de uma imunoglobulina
(chamada imunoglobulina de <cadeia ©pesada) que
compreende duas cadeias polipeptidicas pesadas
capazes de reconhecer e de se ligar a um ou a varios
antigénios, sendo a referida imunoglobulina de
cadeia pesada desprovida de cadeias leves e sendo
obtenivel a partir de Camelideos e em gue na
referida Vy derivada, a leucina, a prolina ou a
glutamina na posicaoc 45 da regido Vg foi substituida
por um residuo de amincdcido carregado ou por um

residuo de cisteina.

2. Regido Vy derivada de uma imuncglcobulina com 4
cadeias, em que o0s residuos de aminocdcidos foram
parcialmente substituidos por residuos de
aminodcidos ou por sequéncias especificas de uma
imunoglobulina (chamada imunoglobulina de cadeila
pesada) que compreende duas cadeias polipeptidicas
pesadas capazes de reconhecer ¢ de se ligar a um ou
a varios antigénios, sendo a referida imunoglobulina
de cadeia pesada desprovida de cadeia leves e sendo
obtenivel a partir de Camelideos e em gue na
referida Vy derivada, a leucina, a prolina ou a
glutamina na posicaoc 45 da regido Vg foi substituida

por um residuo de aminodcido carregado ou por um



residuo de cisteina e que tem maior solubilidade.

3. A regiao Vy de acordo com a reivindicacao 1 ou 2,
em que a leucina, a prolina ou a glutamina na
posicao 45 da regiao Vg foil substituida por um

residuo de arginina, 4acido glutdmico ou cisteina.

4. Regido Vg de acordo com as reivindicagbes 1, 2 ou
3, em que a referida Vy contém ela prépria um sitio
de ligagdo ao antigénio ou varios sitios de ligacgao

ao antigénio e que funciona na auséncia de Vi.

5. Reglido Vy de acordo com a reivindicag¢dao 1, 2 ou 3,
em que a malor solubilidade da referida Vg ¢é
conseguida a uma concentracdo acima de 0,5 mg/mL,
preferencialmente acima de 1 mg/mL e mais

vantajosamente acima de 2 mg/mL.

6. A regidao Vg de acordo com gqualgquer uma das
reivindicacgdes 1 até 5 em qgue uma ligacgao
dissulfureto ¢é estabelecida na regido wvariavel,

envolvendo residuos de aminodcidos na regido CDR3.

7. A regido Vg de acordo com gualguer uma das
reivindicagfes 1 até 5, na gqual as ansas CDR da
regido estdo ligadas a outras partes da regido Vg
por introducao de cisteinas emparelhadas, em
particular na qual a ansa CDR; estd ligada a FR; ou a
CDR; e mais especialmente onde a cisteina da CDR; da
Vy estd ligada a uma cisteina na posigéo 31 ou 33 da

CDR; ou na posicao 45 da FR;.

8. A regiao Vg de acordo com qualquer uma das



reivindicag¢des 1 até 5, em que as ansas CDR estao
ligadas a outras partes de uma regido V por

introdugdo de cisteinas emparelhadas.

9. Processo para a preparacgao de uma imunoglobulina
de cadeia pesada que é desprovida de cadeias leves e
do primeiro dominio (CH1) da regido constante das
suas cadeias polipeptidicas pesadas ou um fragmento
seu, sendo o referido fragmento seleccionado a
partir de um fragmento correspondente a uma cadeila
polipeptidica pesada, fragmentos obtidos por
digestdo enzimadtica, especialmente aqueles obtidos
por digestdo parcial com papaina conduzindo ao
fragmento Fc, conduzindo ao fragmento EFVyzh ou ao seu
dimero F(Vggh)2, ou a um fragmento obtido por
digestao adicional com papaina do fragmento Fc,
conduzindo ao frgmento ©pFc, fragmentos homdlogos
obtidos com outras enzimas protecliticas, um
fragmento com pelo menos 20 aminodcidos da regido
varidvel da imuncglobulina, ou o dominio wvariavel
completo, especialmente um fragmento correspondente
aos dominios Vg isolados ou aos dimeros Vg ligados
a articulacao dissulfureto, ou um fragmento
correspondente a pelo menos 10 preferencialmente 20
aminodcidos da regido constante ou a regido
constante completa da dimonuglobulina, o referido
processo compreendendo 0S passos de:
— seleccionar imuncglobulinas tendo duas cadeias
polipeptidicas pesadas e sendo desprovidas das
cadeias polipeptidicas 1leves a partir de um
animal da familia dos Camelideos e recuperar as

mesmas.



10, Processo de acordo com a reivindicagcao 9 que
compreende adicionalmente o passo de preparar

fragmentos das imonuglobulinas seleccionadas.

11. Processo para a preparacac da regiao Vy de acordo

com qualquer uma das reivindicagbes 1 até §,

compreendendo 0s passos de:
- substituir residuocs de aminoacidos na regido Vy
derivada de uma imunoglobulina com 4 cadeias, por
residuos de aminocdcidos ou sequéncias especificas
de uma imunoglobulina (chamada de imunoglcobulina
de cadeia pesada) que compreende duas cadeias
polipeptidicas pesadas capazes de reconhecer e de
se ligar a um ou a varios antigénios, sendo a
referida imunoglobulina de cadeia pesada
desprovida de cadeias leves e sendo obtenivel a
partir de Camelideocs,

- recuperar a referida regido Vy.

12. Processo para a preparacgac da regiao Vy de acordo
com a reivindicagao 11, em que os residuos de
aminodcidos ou sequéncias especificas de uma
imuncglobulina (chamada imonuglcbulina de cadeila
pesada) que compreende duas cadeias polipeptidicas
pesadas capazes de reconhecer e de se ligar a um ou
a varios antigénios, sendo a referida imunoglobulina
de cadeia pesada desprovida de cadeias leves, dque
sdo inseridos na referida regido Vy sao fragmentos
peptidicos da regido Vyy da imunoglobulina de cadeia

pesada.

Lisboa, 15 de Marco de 2010
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DRO1006  CCAGGAACSGAGCGCGAGTTCGTCTCCAGT ATGGATCCERATGRAAATAL
DR27006 CCAGELAAGGAGCECGAATTTGICTCAAGT ATARATATTGATGRTAAGAC
DRO3006 TCAGEAAAGCAGCG__GAE 6GTCGLAGCCATTARTAGTGSCETEETAG
DR11006 CCAGGGAGGGAGCOTGAGRGEE [CACAGLGATTAA~~--~-CACTGATGE
DR24006 CAGEEAAGGAGLGTGAGHEEE; CACAGCGATTAA=~-wm- CACTGATGS
DRIGOOE  ((TGGEAAGEGGCETGAGEEEE CGCAACARTTAATGETGETCR-~mmmr
DR19006  CCAGGBAAGGAGCHIGAA BGTCELAGCEATTCAAGTTGTCCRTAGTSA
DRO7006 CAGGLAAGGAACETGAGRGRATCHCAAC ATTCTTAATGETGRTACTAA
DR16008  CCAGGGAAGGAGE GAGGEEETCELOOGTATTAATAGTGCAGGAGET AL
DR20006  CCAGGGAAGEAGCECEAGEGAETC CRAAGTATATATTTTGGTRATEGTEE
DR25006  CCAGGGCATGAGTGCAARTTGETCTCAGS [ATTCTGAGTBATRGTACT-C
Dgﬂnﬂﬁ CCAGBARATGTGTGTGAGTTRETC [CARGTATTTACAG] ,EATEG ------
DR21006 CCAEASAAGGAGLGCERGGGSA,EChmGl ICTTTCEACTAAGGATGETAA
DROSD06  CCAGGGAAAGAGTGCGARAGRE CGCECATATTACRCCTRATEETATGA-
DR1/7008 CCAGBEAAGGACCATCARGTAGTCGCAGCLGLTARTAL GETG=~mmwww
DRI13006 ° CCAGGGCAGGAGLACEARGESE CGLETTIG I TCARACGE-————
DROZOD6  CCAGGEAAGEABTECHANTTEETCTCAAGCAT] CAAAGTAATGGAAGGAC
DZ/O0E  RACATACE L
---------------- ; " A : h‘ ;
DRO3COG  GACATACTA-CAACACATATGTCACCGAE  LLOTORAGEGLCEATTCELE
DR11006  CAGTATCAT~ATACGCA——w=== GACTLCG GAAGGGLCGATTCACC
5005  CAGTGTCAT-ATACGCA-——-=- SLCEALTCCOTEAABEGCCRATICACE
DRIS0OE  -wwe—-- CGA-CSTCACAZACTACSCC,‘A. CCETEACBEECCEATTTALT
DRISOOL  TACT--CGC-C-TCACA ACTACGLERACTCC GARGLGACRATTCACC
ORO7006  ~-w—emeeeeme CACATACTATGECRACTCOETRARGEE CGATTCACC
DRISO0B . ~~wwmemmeeew - TACTTACTATSCT ACELLOTRAAGGRCCEATTCACE
BR20006 — ==~ TG AR T TATCGURALTCLG IGAABEGE LBATTCACT
DR25006 CATATACAAAGAGTLGAGACTATGCTGAS CTGT6AGEEECCRGETTACC
DRZD006  CA-AAACATACTACGTCGACC--GC ~~~—=-—-TGAAGBGCCGATTCACC
DR21006 Arm e CATTCTATOCCRACTCCETGAARBGLCGATTCACE
DRO30DG - CCTTCATTGATGAALCLE TGAAGBGRCGATTCACG
OR1Z7006 w-—wwew COACTAGTAAATTCTACGTCEACT 161 6AAGEGLCGATTCACE
DR130D ~~CTGACAAT-AGTGCATTATATOGCEACT CCOTGRABLELCGATTCAES
DRO2006  RACTGA-- G6CCEATTCCRTECANGECCATTCACE
DRO1O0E  ATET CECEAGECAGCACEGAE‘MCACR&‘!’ATTTC"GCARATGGRCAATCT
DR27006 AT TCCCAAGACAGLOLCAAGARCACEGTETATCY TGCAGATGARCAGLCT
DRO3008 ﬁ_[CTCCCA&GACAACGECRAGMCACEG._RT&TE’?TGATATGAACA CLT
DR11006 ﬂ,,CTCCCAAG&CACCGCCAAGGAAACEG"ACA LICCAGRYBAACAACCT
DRZ4G0e & T CCCAABACACCOCCARGARPACEETATATCTCCAGATEAACAACET
DR16006 AT CCCGAﬁAEAGECEEAAﬁMTACGG EI& CT CAGATGAACAGCE_‘E
DRISO0E  ATCTCCCAAGGCAACAC AAGAACACAGTOARTCTGCAARTGARCAGE
DRUJO0B  ATCTCCCAAGACAGCACETTGAAGACGATGTATC GCTAATGARACAACCT
DRIBO06— ATCTCCCAAGGEAATGCCARGAATACGETSTTTE GLARATGGATAACTT
DR20006 ﬁ._C'[CCCAACTCAACGCCCAGAAEACA&__h'_ﬁTCT CAAATGAACAGCCT
DR25006  ATCTCCAGAGACAACGCCARGARCATGATA ACCTTCAAATGAACGACCT
DR20006  ATTICTAGAGAGAATGCCAAGAATACATIGTATCT ACAACTEAGLGGLCT
IR21606 ATC TCTTAGATAATGACAAGACCACTTYC CCTTACAACTTGAT
DRO30O6  ATCTCCCRAGACRACGCCCAGARRACE | TGTCTTTGLGAATGAATAGTCT
DR17006  ATYTCCCAAGACAACGCCARGAATACGGTA RTCTGCAAATGAGCTT
DR13006  ATC ,CCCACGACAACGCCAASRACACGL.& [ATCTGCAAATGCGCAACCT
DRO2006  ATCTCCCGAGACAATICCAGGAACACAG GTATCYGCAAATGAACAGCCT
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DROLOCG  AG----TTACCCETACGACET CCGBACTACGETTCTTAATAGAATTC

DRZZ006  AG----TTACCCGTACGAGCTTCCGRACTACGE TTCTTAATAGAATTL
DRO300S  AGCTAGTTACCCGTACGACETTCCRBACTACGETTCTTARTAGAATTC
DRINO06  AG-——~TTACCCGTACEACGTTCCGRACTACRRTTCTTAATAGAATTL
DR2UODE  AGCTAGTTACCCGTACGACGTTCCBBACTACRETTCTTAAT ACARTTC
DRIGO0G  -——-AGTTACCCGTACGACGTTCCRBACTACORTTCITAATAGAATIC
DRIGOCE  ----AGTTACCCSTACGACGTTCCEEACTACRETTCTIAAT ACAATIC
DRO7006  ~---AGTTACCCETACGACGTTCCEEACTACBRTTCTTAATACRATIC
DRIGO06  ----AGTTACCCETACGACETTCCSGACTACRBTTCTTAAT AGRATTE
DR200DE  ---—-AGTTACCCOTACBACE COGTTCTTAATAGAATIC
DR25006  --~TAGTTACCCGTACHACTTCCGEACTACRTTCTIAATACRATT
DRZ0006  ~~~TAGTTACCCRTACGACCAA GOTTCTTAATAGAATTC
RZ1006  ---TAGTTACCCGTACEACHTTCCRGACTA ARTAGARTTC
DROJO%S  AGCTAGTTACCCGTACGACGTTCCRGACTACGETTCTTAATARGRATTC
DBRISO06  ~om-meimemmmo oo L T
- DRO2006  wmmmmmmm S RN — Th
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