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A PRESENTE INVENCAO REFERE-SE A UM NOVO TIPO DE MOLECULAS SEMELHANTES A
ANTICORPOS RECOMBINANTES HUMANOS UTEIS NO TRATAMENTO DE, ISTO E, MIELOMA
MULTIPLO. ESTAS MOLECULAS, DESIGNADAS VACICORPOS, LIGAM-SE A APC (CELULAS
APRESENTADORAS DE ANTIGENIO) E SAO CAPAZES DE DESPOLETAR TANTO UMA
RESPOSTA IMUNE DAS CELULAS T COMO DAS CELULAS B. ALEM DISSO, VACICORPOS
LIGAM-SE DE FORMA DIVALENTE AS APC PARA PROMOVER UMA INICIACAO MAIS EFICIENTE
DE UMA RESPOSTA IMUNE. ASSIM, UM OBJETIVO PRINCIPAL DA PRESENTE INVENGAO E
INDUZIR UMA FORTE RESPOSTA IMUNE PARA TORNAR OS ADJUVANTES REDUNDANTES. OS
VACICORPOS COMPREENDEM UM DIMERO DE UMA UNIDADE MONOMERICA QUE CONSISTE
NUMA UNIDADE DIRIGIDA COM ESPECIFICIDADE PARA UMA MOLECULA DE SUPERFICIE EM
APC, LIGADA ATRAVES DE UMA REGIAO CHARNEIRA E DE UM DOMINIO CY3 A UMA UNIDADE
ANTIGENICA NA EXTREMIDADE COOH-TERMINAL; SENDO ESTA ULTIMA DE ORIGEM, POR
EXEMPLO, DE UM LINFOMA DE CELULAS B OU MIELOMA (FIGURA 1), APESAR DE SER
POSSIVEL QUALQUER ORIGEM DEVIDO AO SISTEMA DE CLONAGEM DE CASSETE NO VETOR
DE EXPRESSAO. A DITA MOLECULA E CAPAZ DE INDUZIR UMA RESPOSTA IMUNE CONTRA
MIELOMA MULTIPLO, MAS A EXTENSAO A UMA ESTRATEGIA DE VACINAGAO GERAL PARA
QUALQUER POLIPEPTIDEO DEVERA SER EXEQUIVEL. A PRESENTE INVENCAO TAMBEM SE
REFERE A UMA SEQUENCIA DE ADN QUE CODIFICA ESTA MOLECULA BASEADA EM
ANTICORPO RECOMBINANTE, AOS VETORES DE EXPRESSAO QUE COMPREENDEM ESTAS
SEQUENCIAS DE ADN, LINHAS CELULARES QUE COMPREENDEM OS DITOS VETORES DE
EXPRESSAO, AO TRATAMENTO DE MAMIFEROS PREFERENCIALMENTE POR IMUNIZAGAO
ATRAVES DE ADN DE VACICORPO, ARN DE VACICORPO OU PROTEINA DE VACICORPO E,
FINALMENTE, A PRODUTOS FARMACEUTICOS E A UM KIT QUE COMPREENDE AS DITAS
MOLECULAS.



RESUMO

"ANTICORPO MODIFICADO"

A presente invencdo refere-se a um novo tipo de moléculas
semelhantes a anticorpos recombinantes humanos Uteis no
tratamento de, isto ¢, mieloma multiplo. Estas moléculas,
designadas Vacicorpos, ligam-se a APC (células apresentadoras
de antigénio) e sdo capazes de despoletar tanto uma resposta
imune das células T como das células B. Além disso, Vacicorpos
ligam-se de forma divalente as APC para promover uma iniciacéo
mais eficiente de uma resposta imune. Assim, um objetivo
principal da presente invencdo é induzir uma forte resposta
imune para tornar os adjuvantes redundantes. 0Os vacicorpos
compreendem um dimero de uma unidade monomérica gque consiste
numa unidade dirigida com especificidade para uma molécula de
superficie em APC, ligada através de uma regido charneira e de
um dominio Cy3 a uma unidade antigénica na extremidade
COOH-terminal; sendo esta UGltima de origem, por exemplo, de um
linfoma de células B ou mieloma (Figura I), apesar de ser
possivel qualquer origem devido ao sistema de clonagem de
cassete no vetor de expressdo. A dita molécula é capaz de
induzir uma resposta imune contra mieloma multiplo, mas a
extensdo a uma estratégia de vacinacdo geral para qualquer
polipeptideo deveréd ser exequivel. A presente invencdo também
se refere a uma sequéncia de ADN que codifica esta molécula
baseada em anticorpo recombinante, aos vetores de expressdo que
compreendem estas sequéncias de ADN, linhas celulares gue
compreendem os ditos vetores de expressdo, ao tratamento de
mamiferos preferencialmente por imunizacdo através de ADN de
vacicorpo, ARN de vacicorpo ou proteina de wvacicorpo e,
finalmente, a produtos farmacéuticos e a um kit que compreende

as ditas moléculas.



DESCRICAO
"ANTICORPO MODIFICADO"

REFERENCIA

O presente pedido reivindica prioridade em relacdo ao
pedido provisdério U.S. N.° 60/450134, submetido a 25 de
fevereiro de 2003.

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se a utilizacdo terapéutica de
dcidos nucleicos que codificam moléculas baseadas em anticorpo
humano recombinante chamadas vacicorpos, que sdo capazes de
despoletar uma resposta imune tanto das células T como das
células B. Mais particularmente, os Vacicorpos codificados
induzem por eles préprios respostas imunes fortes paras as
quais ndo sdo necessariamente precisos adjuvantes. A presente
invencdo também permite um método de tratar, por exemplo,
mieloma maltiplo através das ditas vacinas de dcidos nucleicos
que codificam os ditos Vacicorpos.

ANTECEDENTE DA INVENCAO

Omieloma maltiplo (MM) & um cancro da medula dssea no qual
um Unico clone de célula do plasma se tornou maligno e produz
imunoglobulina monoclonal (Ig). Pacientes com MM tém um
prognéstico muito fraco. Apesar de poderem ser conseguidas
elevadas taxas de resposta e sobrevivéncia aumentada
utilizando elevadas doses de quimioterapia seguida de enxerto
de células estaminais autdélogas ou alogeneicas, na maioria dos
pacientes observa-se reincidéncia e poucos, se alguns, séo
curados.

As células do mieloma produzem Ig monoclonal que € Unica
para cada tumor e, por isso, para cada paciente individual. Ig
é composta de duas cadeias pesadas idénticas (H) e duas cadeias
leves idénticas (L). As cadeias L e H tém regides variaveis (V)
altamente diversificadas, V, e Vg. V., e Vi juntas formam o Fv

(fragmento varidvel) que contém determinantes antigénicos



tnicos chamados idiotopos (Id). Os idiotopos coletivamente
constituem o idiotipo do Fv (da Ig in casu). A inducdo de uma
resposta imune contra o idiotipo, a chamada vacinacdo Id é uma
estratégia promissora no tratamento de linfomas das células B
e MM (Bendandi, Gocke et al. 1999) (Tao e Levy 1993) (Huang,
Wu et al. 2004) (Hakim, Levy et al. 1996) (King, Spellerberg
et al. 1998) (Biragyn, Tani et al. 1999; Biragyn, Ruffini et
al. 2002), e ambos anticorpos anti-idiotipicos (Sirisinha e
Eisen 1971; Hough, Eady et al. 1976) e células T especificas
de Id (Lauritzsen, Weiss et al. 1994) podem ser importantes.
Contudo, Id é um auto-Ag fraco no seu contexto original (como
parte de Ig). Portanto, para fins de vacinacédo, é importante
potenciar a imunogenicidade de Id.

Células auxiliares T (células T CD4+) reconhecem os seus
antigenos (Ag) depois deste ter sido processado através de
engolfamento de proteinas estranhas por APC, quebra
proteolitica em fragmentos peptidicos que sdo carregados em
moléculas da classe ITI do MHC e transportadas para a superficie
de APC onde o complexo péptido-MHC é apresentado aos recetores
das células T (TCRs) das células T CD4 +. As células T CD4+
ativadas estimulam células T citotdxicas (células T CD8+) e
células B coma especificidade por Ag correspondente, iniciando
uma resposta ampla contra o Ag original. Um problema grande
respeitante a vacinacédo Id de pacientes com MM é que as células
T CD4+ especificas de Id nestes pacientes, conforme extrapolado
de experiéncias em ratinhos [18], provavelmente sdo tolerantes
aos determinantes da regido V de Id na proteina de mieloma
altamente abundante. Os pacientes com MM que foram sujeitos a
transplante de células estaminais autdélogas (ASCT) podem estar
numa fase wvantajosa para a vacinacdo Id pelas duas razdes
seguintes: 1) alivio da tolerdncia das células T a proteina de
mieloma Id e 2) desenvolvimento de novas células T gque podem
responder a vacinacdo Id.

Direcionar epitopos das células T para moléculas de

superficie em APC com Troycorpos (Lunde, Munthe et al. 1999),



que estdo equipados com um epitopo de células T incorporado num
loop num dominio constante da Ig resulta em estimulacéo
aumentada das células T por um fator de 100-100000 (Lunde,
Rasmussen et al. 2001). Contudo, os Troycorpos ndo incluem o
Ag na sua conformacdo nativa, tal como Fv, e estdo, por isso,
restringidos a inducdo das respostas das células T. Portanto,
para induzir uma resposta das células B anti-Id e anti-Id Abs,
& necessario incluir o Fv completo do componente M do paciente.
Quanto a inducdo de uma resposta das células T anti-Id, uma
inclusdo do Fv inteiro aumentard grandemente a possibilidade
de incluir sequéncias de idiotopo que se ligam as moléculas HLA
do paciente, que é um pré-requisito para a ativacédo de células
T especificas de Id.

Foram desenvolvidas vérias abordagens para tornar os
idiotipos mais 1imunogénicos. A vacinacdo proteica com
imunoglobulinas (Ig) Id+ completas fundidas com fator
estimulante de coldénia de granuldédécitos-macrdéfagos (GM-CSF)
(Tao e Levy 1993) ou ligando CD40 (Huang, Wu et al. 2004)
potencia o nivel de anticorpos anti-Id e resulta na protecéo
contra linfoma das células B em ratinhos. Contudo, scFv-GM-CSF
foi eficaz apenas quando injetado como proteina e ndo como uma
vacina de ADN (Hakim, Levy et al. 1996). Por outro lado, a
vacinacdo de ADN que emprega sckFv fusionado com IL-1 B né&o
induziu imunidade tumoral (Hakim, Levy et al. 1996). Noutra
abordagem, scFv foi geneticamente fusionado com fragmento C da
toxina do tétano e administrado como uma vacina de ADN por
injecdo intramuscular (i.m.). Esta estratégia resultou em
niveis aumentados de anticorpos anti-Id, respostas CD4+
especificas de Id e protecdo contra mielomas a linfoma em
ratinhos. O mecanismo da atividade do adjuvante do fragmento
C do toxdide teténico é desconhecido (King, Spellerberg et al.
1998). Numa abordagem semelhante, o scFv foi fusionado a
quimiocinas como MCP3, IP10 mDF2B (Biragyn, Tani et al. 1999;
Biragyn, Ruffini et al. 2002) e foi utilizado tanto como uma

vacina de ADN como como uma de proteina (BRiragyn, Tani et al.



1999). Em véarios destes estudos, epitopos de células T
estranhos correspondentes a fragmento-C do TT ou sequéncias de
fusdo Unicas poderiam ter contribuido para as respostas. Foram
observadas respostas de anticorpo anti-Id e de protecédo tumoral
aumentadas. O mecanismo de acdo do scFv-gquimiocina ¢
desconhecido. Uma possibilidade é& que a fracdo da guimiocina
direcione o Fv para recetores de quimiocina nas APC para entrega
potenciada de sckFv. Em alternativa, as quimiocinas atraem APC
para o local de injecdo. Contudo, tanto as estratégias de fuséo
com Fragmento C como com gquimiocina dependem da ligacéo
monovalente as suas moléculas alvo (King, Spellerberg et al.
1998; Biragyn, Tani et al. 1999). Isto é preocupante, porque
se mostrou que a reticulacdo é importante para a estimulacéo
6tima das células T, por exemplo, para Troycorpos (Lunde,
Munthe et al. 1999).

Tendo em conta estas consideracdes, os inventores
desenharam um novo tipo de moléculas tipo anticorpo
recombinante chamadas Vacicorpos, uma molécula divalente que
compreende uma charneira flexivel, sem ligacédo FcR e que contém
o Ag na sua conformacdo nativa, com o fim de induzir ambas
respostas das células T e de Ab especifico de Id fortes. Os
vacicorpos sdo macromoléculas grandes e complexas, mas,
surpreendemente, as células foram capazes de produzir e
exportar moléculas intactas.

"Vaccibodies: future vaccines for B cell lymphoma and
myeloma?" por Brunsvik A et. al. é um poster publicado no dia
5 de fevereiro de 2003 em Banff. O poster revela um estudo
imunoldgico sobre a imunogenicidade das moléculas derivadas de
anticorpo designadas "vacicorpos" que transportam sckFv (Id) da
proteina de mieloma M315.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencdo é baseada na construcdo de um novo tipo
de moléculas tipo anticorpo recombinante humano Uteis no
tratamento de, isto é, mieloma multiplo. Estas moléculas,

chamadas Vacicorpos, ligam-se a APC e sdo capazes de despoletar



ambas respostas imunes das células T e das células B. Além
disso, os vacicorpos ligam-se de forma divalente a APC para
promover uma iniciacdo mais eficiente de uma resposta imune.
Assim, um objetivo fundamental da presente invencdo é induzir
uma forte resposta imune para tornar os adjuvantes redundantes.
Os vacicorpos compreendem um dimero de uma unidade monomérica
que consiste numa unidade dirigida com especificidade por uma
molécula de superficie em APC, ligada através de uma regido
charneira e de um Cy3 dominio a uma unidade antigénica na
extremidade COOH-terminal; sendo esta ultima de, por exemplo,
origem de linfoma das células B ou mieloma (Figura 1), apesar
de ser possivel qualquer origem devido ao sistema de clonagem
de cassete no vetor de expressdo. A dita molécula é capaz de
induzir uma resposta imune contra mieloma miltiplo, mas deveria
ser exequivel a extensdo a uma estratégia de vacinacdo geral
para qualquer polipeptideo. Também sédo reveladas uma sequéncia
de ADN que codifica esta molécula baseada em anticorpo
recombinante, vetores de expressdo gue compreendem estas
sequéncias de ADN, linhas celulares que compreendem ditos
vetores de expressdo, tratamento de mamiferos
preferencialmente por imunizacédo através de ADN de vacicorpo,
ARN de vacicorpo ou proteina de vacicorpo e finalmente produtos
farmacéuticos e um kit que compreende as ditas moléculas.
No seu &ambito mais alargado, a presente invencéo
refere-se, assim, a um &cido nucleico na forma de um plasmideo
de ADN nu para utilizacdo como um terapéutico, em que o acido
nucleico codifica uma unidade monomérica de uma molécula
baseada em anticorpo recombinante dimérico que compreende duas
de ditas unidades monoméricas ligadas através de um motivo de
dimerizacdo que consiste numa regido charneira derivada de Ig
e num dominio Cy3, compreendendo dito motivo de dimerizacdo uma
regido charneira e um dominio Cy3 de cada unidade monomérica,
em que cada regido charneira contribui para a dimerizacédo
através de pontes dissulfido para a outra regido charneira e

cada dominio Cy3 contribui para a dimerizacdo através de



interacdes hidrofdbicas com o outro dominio Cy3, e em que ditas
unidades monoméricas cada consistem numa unidade dirigida com
especificidade por uma molécula de superficie numa célula
apresentadora de antigeno, ligada através de dita regido
charneira e dito dominio Cy3 a uma unidade antigénica no
COOH-terminal, e em que ditas unidades monoméricas cada carecem
de um dominio CH2.

Num aspeto semelhante, a presente invencdo refere-se a
utilizacdo do é&acido nucleico definido anteriormente para
fabricar um medicamento para tratar cancro ou uma doenca
infeciosa.

DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1 A estrutura do vacicorpo. Os dois scFvs a branco
dirigem o Vacicorpo a moléculas de superficie no APC. Podem
ser substituidas por outras moléculas alvo, por exemplo,
recetores de quimiocina. A charneira providencia
flexibilidade da orientacdo relativa dos dois scFvs
NH,-terminal e pontes dissulfido ligam os mondmeros. Os
dominios Cy3 (cinzento claro) atuam como um espacador entre
0s scFvs NH, e COOH terminal e participam na dimerizacéo
através de interacdes hidrofdbicas. Estes motivos de
dimerizacdo podem ser substituidos por outros dominios de
dimerizacdo ou multimerizacdo. Os dois scFvs mostrados a
cinzento escuro sdo a fracdo antigénica do Vacicorpo. Estes
scFvs sdo derivados do componente M, albergando, assim,
sequéncias idiotipicas (preto). O scFv antigénico pode ser
substituido por gqualquer polipeptideo derivado de uma fonte
antigénica, conferindo estratégias de vacina em direcdo a
qualquer antigeno.

Figura 2 Principio. O Vacicorpo & direcionado a moléculas de
superficie em APC, o complexo é preparado por endocitose
mediada por recetor, processado e péptidos Id sdo apresented
a células T CD4+ na classe II do MHC. Ao mesmo tempo, o Id
pode estimular células B com um BCR anti-Id. Estas células

B também servirdo como APC para as células T CD4+. Assim, as



células T e B cooperardo para potenciar a resposta, conforme
indicado. Consequentemente, desenvolver-se-do células B
anti-Id em células do plasma que produzem anticorpos anti-Id.
Figura 3 Os Vacicorpos especificos da classe II do MHC ligam
esplendécitos CD19+ (branco). Os Vacicorpos especificos de
NIP (controlos negativos - cinzento), ndo se ligam aos
esplenécitos. A ligacdo foi detetada com estreptavidina PE
e 9A8bio que é um mAb de ratazana que liga o Fv antigénico
de origem M315 (VAl/2).

Figura 4 Os Vacicorpos controlo especificos de NIP exibem
ligacdo ao hapteno NIP. Sobrenadante de células transfetadas
com genes que codificam vacicorpos especificos de NIP foi
adicionado a placas ELISA revestidas com NIP-BSA. 9A8 bio
(antiVAl/2) foiutilizado como o Ab secunddrio. Foram obtidos
resultados semelhantes com um anti IdAb biotinilado (Ab2.1-4
bio).

Figura 5 Os Vacicorpos exibem ligacdo a DNP, portanto o scFv
antigénico é dobrado corretamente. O M315 Ab, do qual o scFv
antigénico ¢é derivado, é especifico para o hapteno DNP.
Placas ELISA foram revestidas com DNP-BSA. Sobrenadantes de
células transfetadas com genes que codificam varios
Vacicorpos foram adicionados. A ligacdo foi detetada com 9A8
bio.

Figura 6 APC pulsado com quantidades tituladas de Vacicorpos
egspecificos da classe II do MHC estimulou células T
egpecificas de M315 ©polarizadas de ratinhos SCID
transgénicos TCR >100-1000 vezes melhor do que os Vacicorpos
controlo ndo dirigidos especificos de NIP. N&o houve
diferencas significativas entre os Vacicorpos com uma
sequéncia longa antes da primeira ponte dissulfido na
charneira (hl+h4) comparado com os Vacicorpos com uma
sequéncia charneira curta acima da primeira ponte dissulfido
(hd) .

Figura 7 Os vacicorpos especificos da classe IT do MHC induzem

uma forte resposta anti-Id Ab na auséncia de adjuvante.



Ratinhos BALB/c foram injetados com Vacicorpos, 20 pg e 200
g, respetivamente. Foram recolhidas amostras de sangue em
diferentes pontos de tempo para anadlise dos soros. Séo
mostrados dados de soros recolhidos no dia 28, 14 dias apds
a segunda imunizacdo dos vacicorpos. 0s vacicorpos
especificos da classe II do MHC induziram uma forte resposta
anti-Id Ab. Os vacicorpos com a charneira mais longa (hl+h4)
induziram a resposta anti-Id Ab mais forte atingindo 3-4
ng/ml nos soros.

Figura 8 Construcdo das duas variantes charneira-Cy3
derivadas de hIgG3 por PCR. Os moldes foram de pUC19 contendo
regides constantes hIgG3 modificadas foram o exdo h4 foram
ligados ao dominio CH3 (A) ou o exdo hl foram ligados ao exdo
h4 ligado ainda ao dominio CH3 (B) (Olafsen T et al, 1998).
Os iniciadores inseriram locais das enzimas de restricédo
HindIII (5’) e Sfil (3’). A charneira e dominio CH3 sé&o
ligados por um triplicado dos aminodcidos GlyGlyGlySerSer.
Figura 9 Construcgédo dos segmentos charneira-Cy3 derivados de
mIgG2b. A charneira e os genes CH3 foramamplificados a partir
de um vetor pUCl8 contendo a regido constante de mIgG2b por
PCR com dois iniciadores que codificam um local das enzimas
de restricdo HindIITI (5’) e Sfil (3’). Os dois fragmentos PCR
foram unidos por PCR SOEing. Nesta reacdo, a charneira e o
dominio Cy3 foram ligados por uma triplicacédo dos aminodcidos
Gly-Gly-Gly-Ser-Ser.

Figura 10 Construcdo do scFv derivado da proteina de mieloma
M315. O ADNc gque funcionou como um molde nas reagdes de PCR
foram derivados do ARNm extraido de células MOPC315.4. As
regides V foram unidas por PCR SOEing resultando num scFv.
Nesta reacdo, as regides V foram ligadas por um triplicado
de GlyGlyGlyGlySer. Além disso, os fragmentos do gene que
codifica o scFv completo foram flangqueados por locais das
enzimas de restricdo Sfil e Sall.

Figura 11 Juncédo dos segmentos charneira-Cy3 e o M315 scFv

por PCR SOEing. Esta reacdo introduziu o local 5’ Sfil da



regido que codifica o scFv antigénico.

Figura 12 Subclonagem de charneira-Cy3-M315 scFv em pUC19.
Trés motivos de dimerizacdo diferentes foram incluidos,
derivados de mIgG2b ou IgG3. Em todos os casos, consistiram
da charneira seguida de um triplicado de GlyGlyGlySerSer e
CH3. Duas charneiras diferentes foram derivadas de hIgG3, uma
consistindo de hl ligado a h4 e uma consistindo de apenas h4.
Figura 13 Remocédo de dois locais inconvenientes da enzima de
restricdo BamHI dentro do fragmento do gene que codifica o
scFv antigénico por QuickChange PCR.

Figura 14 Introducdo do coddo de terminacdo, uma Sfil e um
local da enzima de restricdo BamHI a jusante da regiédo
codificante por QuickChange PCR.

Figura 15 Subclonagem na cassete C do vetor de expresséo
PLNOH; em HindIII-BamHI

Figura 16 Clonagem das regides V especificas para NIP e MHCITI.
As regides V foram amplificadas e unidas por PCR soeing
resultando em scFvs. O ligante que liga as regides V consiste
de um triplicado de GlyGlyGlyGlySer. Os fragmentos do gene
que codifica os scFvs completos sédo flangueados por locais
BsmI/Munl e BsiWI. Os ligantes e locais de restricdo foram
introduzidos nas reacdes de PCR.

Figura 17 Subclonagem no vetor de expressdo pLNOH; em
BsmI/Munl e BsiWI

Figura 18 A construcdo final do vacicorpo

Figura 19 Figura detalhada da construgcdo do gene do
vacicorpo. A unidade dirigida é inserida entre os locais da
enzimas de restricdo BsmI/Mfel e BsiWI (a cassete V do vetor
pLNOH2) . O charneira-Cy3-Fv°'’> & inserido entre os locais
HindIII e BamHI na cassete C de pLNOH2. A charneira e o dominio
Cy3, bem como os dois scFv sdo ligados com ligantes (G4S)3
(caixas pretas). 0 Cy3 e o Fv’'” estdo ligados através de um
ligante GLSGL. O Fv°" é inserido entre dois locais da enzima
de restricdo Sfil ndo idénticos. A unidade antigénica e

motivo de dimerizacdo podem ser de qualquer origem
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apropriada. Além disso, podem ser empregues fragmentos
funcionais de Cy3 ou uma sequéncia que é substancialmente
homéloga a sequéncia de Cy3 ou fragmentos de Cy3.

Figura 20 Vacicorpos sé&do segregados como moléculas
funcionais. Dois vacicorpos distintos foram testados, um

NIP

transportando o Fv especifico de hapteno como unidade

dirigida, enquanto o outro transportava o Fv' ™"

especifico da
classe II do MHC como unidade dirigida. Ambos transportavam
0 scFv de M315 (Fv°'®) como unidade antigénica. a) 10% SDS-PAGE
de Vacicorpos rotulados metabolicamente imunoprecipitados a
partir de sobrenadantes de cultura de transfetantes com ou
sem reducdo de ligacdes dissulfido por mercaptoetanol (ME).
b) a especificidade por DNP dos vacicorpos foi medida por
ELISA. Os sobrenadantes de células NSO transfetadas com
vacicorpos foram adicionados a placas de ELISA revestidas com
DNP-BSA. Os dados s&do ilustrados como média de triplicados
e as barras de erro indicam erro-padrdo da média. c) a
especificidade por NIP foi medida por ELISA. Placas de ELISA
foram revestidas com NIP-BSA. Vacicorpos em ambos b) e c)

foram detetados por 9A8-bio (aVALl/2) ou Ab2.1-4 (especifico

315) FV315 NIP

para Id de Fv transporta VA2 e Fv

e ambos ligarao 9A8 mAb. Apenas Fv315 ligard Ab2.1-4 mAb. Fv' ™"

transporta VAl

transporta VK nédo se ligard a nenhum dos mAbs.

Figura 21 Producdo de vacicorpos por injecédo intramucular de
plasmideos de ADN nus seguida de eletroporacdo in vivo.
Amostras de soro foram recolhidas no dia 14. Plasmideos de
vacicorpo foram injetados em ratinhos BALB/c I-E® positivos,
que foram subsequentemente eletroporados. a) Nivel de
vacicorpos nos soros foi medido por ELISA, com DNP-BSA e
9A8bio, conforme descrito previamente. b) As mesmas amostras
de soros do dia 14 foram analisadas para anticorpos anti-Id
por ELISA. As placas de microtitulo foram revestidas com M315
e 187-bio (Ab x anti-ratinho) foi utilizado para detecdo. c)
Comparacdo de niveis de vacicorpo detetaveis e anticorpos

anti-Id. A quantidade de vacicorpos detetdveis nos soros &
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mostrada no eixo dos y e o nivel de ald-Abs é mostrado no eixo
dos x.

Figura 22 Evitacdo do tumor. Ratinhos BALB/c foram imunizados
uma vez com plasmideos nUs gue codificam vacicorpos
especificos da classe II do MHC (Fv'™® Fv’'®), vacicorpos
especificos de NIP nédo alvos (Fv™F v ou 0,9% NaCl por
imunizacdo i.m. nos dois misculos quadriceps (25 pg/masculo)
seqguida de eletroporacdo in vivo. Foram desafiados com
1,6x10° MOPC315.4 células de mieloma s.c. e a toma do tumor
do primeiro dia foi registada. Um tumor de >3 mm foi
classificado como toma de tumor positiva.

Figura 23 Indugdo de imunidade protetora contra o
plasmacitoma MOPC315.4. Ratinhos BALB/c foram imunizados uma
vez com plasmideo nus que codificam vacicorpos especificos
da classe II do MHC (Ev'™® Fv''®), vacicorpos especificos de
NIP ndo alvos (Fv'® Fv’*®) ou 0,9% NaCl por imunizacdo i.m.
nos dois musculos quadriceps (25 pg/masculo) seguida de
eletroporagcdo in vivo. Foram desafiados com 1,6x10°
MOPC315.4 células de mieloma s.C. € as suas sobrevivéncias
foram comparadas.

Figura 24 Nivel de proteina de mieloma M315 nos soros de
ratinhos no a) dia 18 e b) dia 24 apdbds desafio com MOPC315.4
em ratinhos BALB/c vacinados i.m. com plasmideos vacicorpo
seguido de eletroporacdo in vivo. M315 em amostras de soros
foram medidos por ELISA revestida com anti-Id-mAb (Ab2.1-4)
e detetados por anti-IgA mAb biotinilados (8D2).

Figura 25 Vacicorpos de qguimiocina sdo segregados como
moléculas funcionais. MIP-la Fv''’ tem proteina inflamatéria
de macrdfago de ratinho 1 o como a unidade dirigida e scFv
de M315 (Fv’'®) como a unidade antigénica. A funcionalidade
de MIP- la no formato de vacicorpo foi medida em ELISA. Os
sobrenadantes das células 293E transfetadas com vacicorpos
foram adicionados a placas de ELISA revestidas com MIP-1lu mAb

anti-ratinho (R&D Systems) e detetados por 9A8-bio (aVALl/2).
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DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invencdo € baseada na construcdo de moléculas
baseadas em anticorpo humano recombinante, chamadas
Vacicorpos, que compreendem dimeros de uma unidade monomérica
que consiste num variadvel de fragmento de cadeia Unica (scFv)
de imunoglobulinas (Ig) com especificidade para moléculas de
superficie em células apresentadoras de Ag (APC), ligado
através de uma regido charneira e um dominio Cy3 a um scFv na
extremidade COOH-terminal, sendo esta Ultima derivada de uma
proteina de mieloma (Figura 1), apesar de ser possivel qualquer
origem devido ao sistema de clonagem da cassete do vetor de
expressdo. A regido charneira e os dominios Cy3 (dominio C
carboxiterminal da Ig) contribuem para a dimerizacdo do
vacicorpo através de pontes dissulfido na charneira e de fortes
interacdes hidrofdébicas entre os dois dominios Cy3. Assim, o
produto dimérico incluird dois scFvs preferencialmente
idénticos com especificidade de ligacdo pelas mesmas moléculas
de superficie no APC (Figura 2), permitindo a ligacéo
bivalente. A ligacdo bivalente (isto ¢é, reticulacédo) ¢&é
importante para despoletar a ativacdo da célula alvo e iniciar,
assim, uma resposta imune. Além disso, ligacdo bivalente
providencia forca de ligacdo aumentada devido aos efeitos de
avidez e aumenta a probabilidade de endocitose mediada por
recetor no APC e subsequente degradacdo dentro do APC. Além
disso, a 1ligacdo bivalente pode providenciar sinalizacédo
intracelular mediada por recetor importante ao APC. Os scFvs
com uma funcdo de direcdo sdo derivados ou de anticorpos
monoclonais que expressam hibridomas das células B (mAbs) que
se ligam a moléculas de superficie no APC ou podem ser derivados
a partir de qualquer fonte, por exemplo, bibliotecas de
exibicdo de fago. A utilizacdo de scFvs de hibridomas das
células B como a fracdo alvo abre para uma gama ampla de alvos
possiveis devido a grande colecdo de hibridomas das células B
que produzem mAbs que ligam diferentes moléculas de superficie

no APC. Além disso, é possivel escolher a natureza do sinal dado
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a célula alvo empregando mAbs agonisticos ou antagonisticos.
Um maior conhecimento das interacdes Ab-Ag permitirdo a
melhoria da afinidade de ligacédo de tais mAbs aos seus Ag por
substituicdes de aminodcidos nos locais de ligacdo. Isto pode
ser realizado por mutagénese sitio-dirigida convencional. Para
fins de wvacinacdo, uma abordagem apelativa é dirigir os
vacicorpos a moléculas de superficie expressas exclusivamente
nos subconjuntos de células dendriticas (DC) que sdo capazes
de iniciar uma resposta imune forte, especifica em direcdo a
prépria Id dos pacientes. Exemplos de tais moléculas de
superficie alvo no APC s&do HLA, por exemplo HLA-DP, CD14, CD40,
recetores do tipo Toll, por exemplo, recetor do tipo Toll 2 ou
recetores de quimiocina. O vacicorpo pode ser dirigido para
tais moléculas de superficie através de unidades dirigidas que
compreendem, por exemplo, regides de ligacdo de anticorpo com
especificidade por, por exemplo, HLA, HLA-DP, CD14, CD40 ou
recetor do tipo Toll; ligandos, por exemplo, ligando CD40
soluvel; ligandos naturais como guimiocinas, por exemplo,
RANTES ou MIP-la; ou antigenos bacterianos como, por exemplo,
flagelina ou uma parte da mesma. Porque a unidade dirigida é
inserida na cassete V do vetor de expressdo pLNOH; (Norderhaug,
Olafsen et al. 1997), é facilmente trocada com outras unidades
(Figura 17).

Os motivos de dimerizacdo cruciais nos vacicorpos
construidos nos exemplos a seguir incluem regides charneiras
e um dominio de imunoglobulina (por exemplo, dominio Cy3), por
exemplo, dominio C carboxiterminal (dominio Cy3) ou uma
sequéncia que é substancialmente homéloga a dito dominio C. A
charneira ¢é derivada de Ig e contribui para a dimerizacédo
através da formacdo de uma ligacédo (des) covalente intercadeia,
por exemplo, ponte(s) dissulfido. Além disso, funciona como um
espacador flexivel entre os dominios permitindo os dois scFvs
com tarefas alvo para ligar simultaneamente a duas moléculas
alvo expressas comdistancias variaveis (Figura 2). Os dominios

de imunoglobulina contribuem para a homodimerizacdo através de
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interacdes nao covalentes, por exemplo, interacodes
hidrofébicas. Numa modalidade preferida, o dominio Cy3 ¢
derivado de IgG. Estes motivos de dimerizacdo podem ser
trocados com outras fracdes de multimerizacdo (por exemplo, a
partir de outros isotipos/subclasses de Ig).

O scFv C-terminal derivado de Ig monoclonal produzido por
células de mieloma ou linfoma, também designadas o componente
M mieloma/linfoma, pode ser trocado geneticamente com outros
scFvs ou outro antigeno, porque o vetor foi construido com um
local de restricdo Sfi I (Figura 8). Portanto, o scFv derivado
da proteina de mieloma modelo utilizado no presente exemplo é
facilmente trocado com scFv do componente M de qualquer
paciente com linfoma das células B ou mieloma maltiplo. Assim,
este vetor permitird uma construcdo réapida de vacinas
especificas de pacientes individuais. A estrutura dimérica do
vacicorpo nédo sb suporta reticulacdo, mas deveria também
permitir carregamento duplo do Fv do paciente para o APC por
molécula de vacicorpo comparado com um inico scFv combinado com
uma Unica fracdo alvo. Além disso, existe num Unico vacicorpo
duplicacgédo de determinantes idiotipicos seroldgicos, que podem
ser importantes para a resposta anti-Id das células B. Os
vacicorpos carecem de um dominio Cy2 e assim todos os locais
de ligacdo a FcR e deveriam, portanto, ser preparados
exclusivamente através das suas moléculas alvo, tais como
classe ITI do MHC no exemplo utilizado e ndo por quaisquer FcRs,
assegurando que uma grande proporcdo da vacina chegarad as
células alvo pretendidas. Isto € em contraste com vacinas que
exercem o seu efeito através da ligacdo com um FcR numa célula
alvo (Ravetch e Bolland 2001).

Os vacicorpos podem ser estendidos para um tratamento
médico geral através da inducdo de uma resposta imune contra
qualquer polipeptideo de qualquer origem. E possivel
substituir o scFv idiotipico com outras sequéncias antigénicas
de comprimento suficiente para permitir a dobragem adequada dos

polipeptideos. Esta sequéncia pode ser derivada de outras
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proteinas cancerigenas ou agentes infeciosos. Exemplos de tais
sequéncias cancerigenas sdo telomerase, mais especificamente
hTERT. Os agentes infeciosos podem ser de origem bacteriana,
por exemplo, antigenos de tuberculose, ou de origem viral, mais
especificamente sequéncias derivadas de HIV como, por exemplo,
sequéncias derivadas de gpl20. A insercédo de tais sequéncias
num formato vacicorpo também podem conduzir a ativagédo de ambos
0s bracos da resposta imune, semelhante aos vacicorpos que sS&o
descritos aqui que compreendem o scFv idiotipico. Imunizacéo
através de proteina de vacicorpo, ADN de vacicorpo ou ARN de
vacicorpo, as tltimas duas executadas, por exemplo, por injecdo
intramuscular seguida de eletroporacdo (Ver Exemplos) sé&o
todos métodos exequiveis.

Os sckFvs na extremidade NH,-terminal dos vacicorpos
dirigem os vacicorpos ao APC através da ligacdo a moléculas de
superficie (Figura 2) e no exemplo mostrado eles ligam-se a
classe II do MHC. A classe II do MHC é expressa em todo o APC
profissional, pelo que os vacicorpos descritos aqui sdo capazes
de dirigir células B, DC e macrdéfagos. A direcdo de complexos
Ag-Ab convencionais a classe II do MHC induz a ativacdo de
células T CD4+ especificas (Snider e Segal 1987; Casten e Pierce
1988). A direcdo de Troycorpos a classe II do MHC foi
previamente mostrada potenciar a apresentacdo do Ag e a
ativacdo das células T in vitro bem como in vivo (Lunde, Western
et al. 2002). Na regido antigénica da molécula, os vacicorpos
dos exemplos contém o scFv da proteina de mieloma M315 derivada
do plasmacitoma BALB/c MOPC315.4. A cadeia leve A2°'° de M315
alberga trés mutacdes somdticas defindas no loop CDR3 e
funciona como um epitopo modelo das células T idiotipicas num
sistema bem definido (Bogen, Malissen et al. 1986; Bogen e
Lambris 1989).

Os vacicorpos foram montados geneticamente e o ADN
transfetado em células NSO, células 293E e células Cos-7. Os
transfetantes produzem e segregam as moléculas de vacicorpo

recombinantes. 0Os scFvs alvo numa extremidade dos vacicorpos
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exibem ligacdo a classe II do MHC (Figura 3). O scFv antigénico
na outra extremidade do vacicorpo liga DNP (di-nitro-fenilo,
a especificidade de M315) (Figura 5). Assim, tanto os scFv alvo
como antigénicos retém o mesmo padrdo de dobragem gue no seu
contexto original. Temos evidéncias de gque 0s vacicorpos tém
a capacidade de induzir respostas das células T fortes através
da sua ligacdo ao APC e apresentacédo de péptidos Id emmoléculas
de classe II a células T CD4+ especificas de Id in vitro (Figura
6). Além disso, uma vez que tém Fv intacto do componente M, eles
despoletam anticorpos anti-Id em quantidades significativas in
vivo quando injetados em ratinhos BALB/c sem adjuvantes (Figura
7).

Para determinar se pacientes com MM tratados com ASCT
conseguem remissdo com uma concentracdo baixa de proteina de
mieloma no soro, deveria ser realizada ELISA para cada proteina
de mieloma do paciente, porque o0s ensaios de rotina
(eletroforese em gel de agarose, combinado com imunofixacédo)
tém apenas uma sensibilidade de cerca de 0,2-1 mg/ml, o que é
muito insensivel. Os dados cinéticos dos niveis da proteina de
myeloma no soro indicardo se e quando a vacinacédo Id pode ser
melhor realizada apds o ASCT para evitar o problema da
tolerdncia das células T de emigrantes timicos recentemente
educados. Para conseguir isto, os ratinhos foram imunizados com
ADN que codifica vacicorpos especificos do paciente por
eletroporacgcdo in vivo de células musculares. 0Os soros de
ratinhos imunizados s&do absorvidos em Ig-Sefarose anti humana
para remover anticorpos retro-reativos e dai em diante eluidos
para obter anticorpos especificos de Id altamente purificados.
ELISAs em sandwich especificas para cada mieloma do paciente
sdo realizadas como se segue: O anti-Id Ab purificado de
ratinhos é revestido em poc¢os. O soro do paciente in casu é
adicionado. A proteina de mieloma que se liga a anticorpos
anti-Id seréd detetada pela utilizacdo de Ab especifico para IgG
ou IgA humana. A sensibilidade de tais ELISAs em sandwich é

normalmente < 1 ng/ml, que é > 10° vezes mais sensivel do que
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0s ensaios de vrotina. Além disso, para monitorizar o
desenvolvimento de novas células T, o perfil das células T no
sangue serd monitorizado por citometria de fluxo com mAbs
egspecificos de VR, em combinacdo com outros marcadores.

A presente invencdo providencia um produto farmacéutico
que compreende as sequéncias de ADN/ARN recombinantes
descritas anteriormente ou vetores de expressédo, de acordo com
a invencdo. Onde apropriado, este produto farmacéutico
compreende adicionalmente um veiculo farmaceuticamente
compativel. Veiculos adequados e a formulacdo de tais produtos
farmacéuticos sdo conhecidos de uma pessoa habilitada na arte.
Veiculos adequados sdo, por exemplo, solucdes de sal comuns
tamponadas com fosfato, &gua, emulsdes, por exemplo, emulsdes
6leo/4gua, agentes humidificantes, solucgdes estéreis, etc. Os
produtos farmacéuticos podem ser administrados oralmente ou
por via parentérica. Os métodos da administracdo parentérica
compreendem a administracéo tépica, intra-arterial,
intramuscular, subcuténea, intramedular, intratecal,
intraventricular, intravenosa, intraperitoneal ou intranasal.
A dose adegquada é determinada pelo médico assistente e depende
de diferentes fatores, por exemplo da idade, do sexo e peso do
paciente, do tipo de administracédo, etc. Além disso, a presente
invencdo providencia uma composicdo de vacina contra cancro ou
doencas infeciosas que compreende uma quantidade
imunologicamente eficaz do &4cido nucleico que codifica a
molécula da invencédo ou degenera variantes da mesma, em que dita
composicdo é capaz de despoletar ambas respostas imunes das
células T e células B.

Também ¢é descrito um método de preparar a molécula
recombinante que compreende transfetar o vetor gque compreende
0s acidos nucleicos descritos aqui numa populacdo de células;
cultivar a populacdo de células; recolher a proteina
recombinante expressa da populacdo de células; e purificar a

proteina expressa.
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As sequéncias nucleotidicas descritas anteriormente
podem ser preferencialmente inseridas num vetor adequado para
terapéutica génica, por exemplo, sob o controlo de um promotor
especifico e introduzidas nas células. Para o fim da
terapéutica génica, as sequéncias de ADN/ARN para utilizacdo
da invencdo também podem ser transportadas para as células alvo
na forma de dispersdes coloidais. Elas compreendem, por
exemplo, lipossomas ou lipoplexos.

Numa modalidade preferida da presente invencéo,
construcédo de ADN nu de vacicorpo é utilizada num método onde
é injetada por via intramuscular em ratinhos, ao gque o local
de injecdo é sujeito a eletroporacdo in vivo. Esta vacinacgédo
de ADN resultou na producdo de proteina de vacicorpo gue
conferiu imunidade protetora salva-vidas a uma maioria dos
ratinhos. Mais especificamente, o exemplo 4 demonstra que apds
uma Unica injecdo de plasmideo de vacicorpo nos quadriceps e
eletroporacdo, a proteina do vacicorpo F NP F,°'° foi detetada
em quantidades significativas no soro, ao passo que ndo foi
detetado F,' " F,°"° (Figura 21a). Além disso, o exemplo 5 mostra
a presenca de anticorpos anti-Id no soro apds injecdo de ADN
de wvacicorpo por via intramuscular e eletroporacdo. Em
conjunto, o0s resultados demonstram um efeito formidavel de
dirigir a células positivas da classe II do MHC (I-E%) para
desenvolvimento de uma forte resposta humoral. Além disso, o
exemplo 6 mostra que a protecdo contra mieloma pode ser
conseguida por vacina de ADN i.m. seguida de eletroporacdo e
que a protecdo requer dirigir scFv derivado de tumor a APC. O
exemplo 7 demonstra que as quimiocinas s&o funcionais como
unidades dirigidas no formato vacicorpo.

MATERIAIS E METODOS
Ratinhos

BALB/cABom foram de Bomholtgaard (Ry, Dinamarca). Os
ratinhos transgénicos TCR especificos de A2°'° num fundo BALB/c
(Bogen, Gleditsch et al. 1992) foram criados nas nossas

instalacgdes animais.
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Linhas celulares

O hibridoma 14-4-4S (Ozato, Mayer et al. 1980) e células
NSO foram compradas da Colecdo de Culturas Tipo Americana
(ATCC, Manassas, VA). As células 293E, uma variante da linha
celular 293 qgue expressa a proteina EBNA1l do virus
Epstein-Barr.
Construgdo de vacicorpos

O gene para a charneira hIgG3 e dominio Cg3 foi clonado
do vetor pUC19 contendo charneira geneticamente combinada com
genes Cy3 da subclasse hIgG3 (Olafsen, Rasmussen et al. 1998).
Foram feitas duas variantes do comprimento da charneira nos
vacicorpos humanizados; uma com apenas o exdo h4 ligado ao
dominio Cy3 (sh) e uma com ambos exdes hl e h4 1ligados ao dominio
Cg3 (1h) (Figura 8). Os iniciadores incluiram locais de enzima

de restricdo (sublinhado): 5’h4: tag caa gct tgg cca gcg cag

gga g; 3’CH3: cag gcc acc gag gcc ttt acc cgg aga cag gga. O

exd0o hl foram introduzidos diretamente a montante do ex&o h4
por QuickChange PCR utilizando estes iniciadores Qhla:
ctccaatcttctctctgca gag ctec aaa acc cca ctt ggt gac aca act cac
aca gag ccc aaa tct tgt gac ac e Qhlb: gt gtc aca aga ttt ggg
ctc tgt gtg agt tgt gtc acc aag tgg ggt ttt gag ctc
tgcagagagaagattgggag.

Os vacicorpos murinos tém uma charneira e dominio Cy3
completos da subclasse mIgG2b apanhados por PCR a partir de um
vetor pUC18 que contém os genes Cy2b (Figura 9). Os iniciadores
incluiram locais de enzima de restricdo (sublinhado) ou
ligantes (negrito) comas sequéncias complementares (italico):
5’charneira: tagcaagctt ca gag ccc agc ggg ccc; 3'hinge: 57tcc
acc tcc get get teec acc gece tgg gca ttt gtg aca cte ctt g; 5/ Cy3:
gga agc agc gga ggt gga agt gga ggg cta gtc aga gct cca ca; 37Cuy3:
cag gcc acc gag gcc acc cgg aga ccg gga gat g. A charneira e

o dominio Cy3 foram depois unidos por PCR SOEing.

Os genes da regido V antigénica foram clonados a partir
do plamacitoma MOPC315.4 (Eisen, Simms et al. 1968). As regides
V foram obtidas extraindo ARNm da linha celular MOPC315.4 com
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pérolas Dyna (Dynal) magnéticas revestidas comoligo (dT) . ADNc
de primeira cadeia foram depois feitos e utilizados como molde
para amplificacdo por PCR dos genes da regido V utilizando
iniciadores especificos que emparelham as extremidades exatas
das sequéncias da regido V de M315. 0s iniciadores incluiram
locais de enzima de restricdo (sublinhado) ou ligantes
(negrito) com as sequéncias complementares (itdlico). As

sequéncias iniciadoras foram: 5’'Vg: ggc ctc ggt ggc ctg gat gta

cag ctt cag gag tca; 3'Vy: gecec aga gcc acc tecc gec_aga tece gee
tce ace tga gga gac tgt gag agt ggt; 5'Vy: gge gga ggt ggc tCt
ggc_ggt ggc gga tcg cag gct gtt gtg act cag gaa; 3'Vy: gacg tcgac
tag gac agt gac ctt ggt tcc. Os genes Vy e V, foram depois unidos
por PCR soeing a um formato sckFv (Figura 10).

As sequéncias complementares nas etiquetas 3’ da regiédo
codificante Cy3 coding e 5’ da regido codificante M315 Vy
permitiu o scFv de M315 ser combinado com o0s trés genes
charneira-Cy3 diferentes por PCR SOEing (Figura 11). Os
produtos desta reacdo foram depois digeridos com HindIITI e Sall
e subclonados num vetor pUC19 (Figura 12). Dois locais de enzima
de restricdo BamHI dentro das regides V de M315 foram removidos
por QuickChange PCR (Figura 13) utilizando iniciadores: BamHI
Vil:at gcc aac tgg ata caa gaa aaa cc; BamHI Vi 2: gg ttt ttc
ttg tat cca gtt ggc at, BamHI Vyl: tgg aac tgg ata cgg cag ttt
cc e BamHI Vy2: gg aaa ctg ccg tat cca gtt cca. Uma QuickChange
PCR seguinte utilizando iniciadores: 3’'Vy terminacdol: gtc act

gtc cta tga ggcctgcagggcc ggatcc gtcgactctag e 3'Vp

terminacdo?2: cta gag tcg ac ggatcc ggccctgcaggcec teca tag gac

agt gac, foram depois realizados para introduzir um coddo de
terminacédo (negrito), uma Sfil e um local de enzima de restricéo
BamHI (sublinhado) a jusante da regido codificante (Figura 14).
A construcgédo final é depois digerida com HindIII e BamHI
e subclonada no vetor de expressdo pLNOH, (Figura 15)
(Norderhaug, Olafsen et al. 1997).
Os genes da regido V que providenciam especificidade pela

classe II do MHC foram previamente clonados a partir do
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hibridoma 14-4-4S (Lunde, Western et al. 2002), gue produz um
Ab especifico para a cadeia Ea (determinante Ia.7) da molécula
da classe II do MHC I-E (Ozato, Mayer et al. 1980). Iniciadores
especificos que emparelham com as extremidades exatas das
sequéncias da regido V com etiguetas desenhadas para incluir
locais de enzimas de restricdo (sublinhado) ou sequéncias
ligantes (negrito) com as sequéncias complementares (italico).
As sequéncias iniciadoras foram: 5’Vy: gac att caattg aca cag
tct tct cct gect tece; 3'Vyn: gee aga gcce acc tec gee aga tcc gcc
tcc acc ttt gat ttc cag ctt ggt gcc; 5'Vy: gge gga ggt ggc tct
ggc ggt ggc gga tcg cag gtc cag ctg cag cag t; 3’'Vy: ga cgtacg
actcacc tga gga gac ggt gac tga gg. 0Os genes da regido V que
conferem especificidade pelo hapteno NIP (Neuberger 1983)
foram desenhados com as sequéncias etiqueta semelhantes exceto
para o iniciador 5’Vy: 5'Vy: ggtg tgcattcc cag gct gtt gtg act
cag gaa; 3’'Vyp: gcec aga gecc acc tecc geec aga tce gee tee acce tag
gac agt cag ttt ggt acc t; 5'Vyg: ggc gga ggt ggc tct ggc ggt
ggc gga tecg cag gtc caa ctg cag cag cc; 3’Vy: ga cgtacg a ctc
acc tga gga gac tgt gag agt ggt. Ambas V., e V; foram depois unidas
por PCR SOEing (Figura 16) e subclonadas na cassete V do vetor
PLNOH, contendo os genes de charneira-CH3-scFvM315 (Figuras 17
e 18). Da mesma forma, outros genes V que conferem uma
especificidade desejada sdo isolados de hibridomas ou de fago
selecionado de bibliotecas de exibicédo de fago. Eles sdo depois
amplificados por PCR utilizando iniciadores desenhados da
mesma forma que anteriormente e subclonados apds PCR SOEing na
cassete alvo (Figuras 17 e 18). Genes Vy e VK rearranjados gue
conferem especificidade por HLA-DP foram amplificados por PCR
a partir de ADNc do hibridoma 22Cl, que produz um anticorpo com
especificidade pan HLA-DP. Os genes V foram reamplificados com
novos 1iniciadores contendo locais para clonagem direta nos
vetores de expressdo pLNOK e pLNOH2 (Norderhaug e Olafsen,
1997) ; 57 -V, ggtgt- gcattccgacattgtgctcacc;, 37 -Vyg
cgtacgttctactcacgttttatttccagcect;, 57 =Vyg,
gtgcattccgaggtgcagctgcaggagtct;, 37 -Vg, cgtacgact-
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cacctgaggagaccgtagce. Além disso, scFV foi gerado por PCR SOEing
utilizando os seguintes iniciadores:
5'Vy, g gtg tgcattc cga cat tgt gct cac c
3’Vy: geec aga gcec acc tce gec aga tee gee teec ace gtt tta ttt
cca gct
>'Vn: ggec gga ggt ggc tct gge ggt ggc gga tecg gag gtg cag ctg
cag gag tct
3’Vy, cgtacg act cac ctg agg aga ccg tag c

Em 3’VL e b5'VH as sequéncias a negrito+itédlico sé&o
complementares e antiparalelos, hibridizando assim para gerar
o fragmento do gene que codifica a regido ligante.

Regides V anti CD14 sé&o clonadas a partir do hibridoma 3C10
de ratinho (ATCC).

Os genes de guimiocina foram clonados a partir de
tioglicolato estimularam macrdéfagos peritoneais. 4 ml 2%
tioglicolato foram injetados i.p. em ratinhos Balb/c. 3 dias
mais tarde foram recolhidos macréfagos peritoneais e foi
extraido ARNm com pérolas Dyna magnéticas revestidas com oligo
(dT) . ADNc de primeira cadeia foi feito e utilizado como molde
para amplificacdo por PCR de genes de quimiocina (RANTES e
MIP-1a) utilizando iniciadores especificos: 5'MIP-la: ggtg
tgcattc cgc gcc ata tgg agc tga cac, 3'MIP-1 o: ga cgtacg act
cac ctg cat tca gtt cca ggt cag tg 5’ RANTES: ggtg tgcattc c gcc
tca cca tat ggc tcg g 3’RANTES: ga cgtacg a ctc acc tga cat ctc
caa ata gtt gat gta ttc. Os genes das diferentes unidades
dirigidas foram depois digeridos com MunI e BsiWI ou BsmI e
BsiWI, respetivamente e subclonados na cassete V do vetor
PLNOH; contendo os genes de charneira-CH3-scFvM315 (Figuras 17
e 18). Ligando CD40 é clonado a partir de células T que sé&o
ativadas com LPS durante 4 horas antes do ARNm ser extraido para
preparacdo de ADNc. O ADNc é utilizado como molde numa reacédo
de PCR com iniciadores especificos para a sequéncia ligando
CD40. Além disso, esta sequéncia ¢é reamplificada com
iniciadores desenhados para facilitar a subclonagem na cassete

alvo, conforme descrito anteriormente.
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Producgdo e purificacgido de vacicorpos

O vetor pLNOH, que transporta os genes de vacicorpo foi
transfetado em células NSO por eletroporacédo e os sobrenadantes
de coldénias unicas resistantes a 800 pg/ml G418 foram
analisados para segregacdo de vacicorpo apds 2-3 semanas,
utilizando ELISA. DNP-BSA foi utilizado como revestimento e
VA1/2 de ratazana-anti ratinho biotinilado (9A8-bio) foi
utilizado para detecdo. Os vacicorpos especificos de NIP foram
adicionalmente classificados numa ELISA utilizando NIP-BSA
como revestimento. As células selecionadas por produgdo
elevada de vacicorpo foram crescidas em garrafas redondas (VWR)
e afinidade purificada do sobrenadante utilizando uma coluna
feita por DNP-lisina (Sigma) acoplada com Sefarose de fluxo
rédpidp. 0Os vacicorpos foram eluidos com 0,05M DNP-glicina
(Sigma) e o fluxo continuo foi corrido numa coluna de resina
Cl™ Dowex 1x8 de troca de ides (Sigma). Os vacicorpos eluidos
foram dializados contra PBS/0,05%NaN3 e PBS estéril antes da
concentracdo do vacicorpo serem calculadas a partir dos valores
de absorvéncia a 280nm.
Ab e citometria de fluxo

Ab e reagentes utilizados para citometria de fluxo foram
9A8 biotina, FGK.45 biotina, estreptavidina PerCP, anti-CD19
PE e anti-mIgG2a PE (BD Pharmingen). Células de baco de BALB/c
foram coradas duplamente com anti-CD19 PE e vacicorpos. Os
vacicorpos ligados foram detetados por 9A8-bio e
estreptavidina PerCP. Vinte mil células foram corridas em
FACSCalibur (BD Biosciences, Mountain View, CA) e analisadas
utilizando o programa WinMDI.
Rotulagem metabdélica e imunoprecipitagéo

2x10° células foram rotuladas durante 6h a 37°C em RPMI
carecendo de metionina, cisteina (BioWhittaker) contendo
100mCi *°[S]-metionina, cisteina (Amersham). O SN foi colhido
e imunoprecipitado com VAl/2 de ratazana anti-ratinho (9A8)
numa roda ON a 4°C. 10 pl de pérolas Dyna revestidas com IgG

de ovelha anti-ratazana (Dynal AS, O0slo, Noruega) foram
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incubados com o precipitado durante 1lh numa roda e as pérolas
Dyna foram recolhidas com uma prateleira concentradora de
particulas magnéticas Dynal (Dynal MPC). As pérolas foram
lavadas trés vezes em PBS gelado com 1%3NP40 e ressuspensas em
10 pl 1x tampdo amostra. As proteinas foram eluidas a partir
das pérolas incubando as amostras a 95°C durante 3 minutos. Os
vacicorpos foram corridos num gel 10% SDS-PAGE, com um gel
empilhado 5%, a 40mA durante 1h, utilizando um aparelho de
eletroforese em gel BIO RAD miniprotean II. Os géis foram
subsequentemente fixos em 30% metanol e 10% &cido acético
durante 30 minutos antes de 30 min de incubacdo com Amplify
(Amersham), antes de secagem e exposicdo a pelicula BIOMAX-MR
(Eastman Kodak Company, Utah, EUA).
Ensaio de proliferagdo de células T

Esplendécitos BALB/c irradiados (2000rad) (5x10°
células/weN) foram wutilizados como uma fonte de APC.
Quantidades tituladas de diferentes vacicorpos especificos da
classe II do MHC e especificos de NIP foram adicionados aos
esplenécitos. Um péptido sintético 91-107 A2°*° foi utilizado
como um controlo positivo. 0Os ensaios foram montados em
culturas de 150 pl em pocos de microtitulo de fundo raso com
96 pocos e incubados durante 4 h a 37°C (Lunde, Western et al.
2002) . As culturas foram depois lavadas trés vezes antes da
adicdo de 200 ul de células Th2 especificas de A2°'° polarizadas
(2x10%) derivadas de ratinhos SCID transgénicos TCR. Apds 48h,
as culturas foram pulsadas durante 16-24h com 1 pCi °[H] dThd.
As culturas foram colhidas e incorporaram.3Hﬂ dThd foi medido
utilizando um contador de cintilacdo TopCount NXT (Packard,
Meriden, CT).
Experiéncias in vivo

Ratinhos BALB/c foram injetados por via subcutdnea (s.c)
com 200 pg ou 20 pg de proteinas de vacicorpo purificadas em
PBS no dia 0, 14 e 28. Foram colhidas amostras de sangue no dia
14 e 28 antes da revacinacédo e depois no dia 35, 42 e 49, antes

d serem sacrificados de acordo com o procedimento de ponto final



25

humano.
Medigcdo de respostas de anticorpo

Abs anti-idiotipico contra M315 foram medidos por ELISA.
Os pocos foram revestidos com 2 nug/ml M315. Ab anti-Id nos soros
foram detetados por um Ab VK anti-ratinho biotinilado (187.1
bio), IgGl bio anti-ratinho ou IgG2a bio anti-ratinho (ambos
de BD Pharmingen). Ab2.1-4 (um mAb anti-Id que liga A2°*°) foi
utilizado como padréo.
Vacinacao

Vacinacdo proteica: Ratinhos BALB/c foram injetados por
via subcuténea (s.c) na regido do flanco direito com 20 ug ou
200 pg de vacicorpos especificos da classe II ou de NIP
purificados (F,'® F, °*°, FSF F,°"° ) em PBS o dia 0 e 14. PBS
foi injetado como controlo negativo. Foram colhidas amostras
de sangue da veia da perna em diferentes pontos de tempo apds
a Ultima imunizacdo. Anticorpos anti-idiotipicos com
especificidade com especificidade para Fv’'® foram medidos por
ELISA. Os pocos foram revestidos com 2 pg/ml M315. Ab anti-Id
nos soros foram detetados por um mAb x anti-ratinho biotinilado
(187.1 bio). Ab2.1-4 (um mAb anti-Id que liga Fv'*°
(Kristoffersen, Hannestad et al. 1987) foi utilizado como
padréo.
Vacinagcdo de ADN e eletroporacdo

Ratinhos Balb/c com cinco a dez semanas de idade foram
comprados de Bomholtgaard (Ry, Dinamarca). 0Os animais foam
anestesiados por injecédo intraperitonal com 9 g
Pentobarbital/ratinhos e as pernas foram depiladas. Foi
aplicado gel conductor na pele e 50 pl de ADN do vetor diluidos
em 0,9% NaCl, foi injetado nos quadriceps. Apds injecdo, foi
realizada eletroporacdo aplicando elétrodos em forma de barra
a pele préximo do local da injecdo e sujeitando o local a um
potencial elétrico compreendendo 10 combdios de 1000 pulsos
cada, com um comprimento de pulso a duas vezes 200 Sec (200Sec
positivos e 200 Sec negativos) com 600 s de intervalo entre cada

pulso e com um limite de corrente de 50 mA (cerca de 150-174
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V/cm) (Tollefsen, Tjelle et al. 2002).

Foram colhidas amostras de sangue da veilia da perna em
diferentes pontos temmporais e foi realizada puntura cardiaca
no dia em que foram sacrificados. Foram analisadas amostras do
Soro para a presenca de vacicorpos dobrados corretamente. A
ELISA foi realizada com DNP-BSA como revestimento e 9A8-bio
como Ab detetado, conforme descrito anteriormente. Além disso,
foram analisadas amostras de soro para Abs anti-Id por ELISA,
conforme descrito anteriormente.

Desafio tumoral

Vacicorpos proteicos-MOPC315.4: Ratinhos BALB/c (6-10
semanas de idade) foram injetados s.c. com 160 pg de vacicorpos
especificos de classe II ou NIP em PBS na regido do flanco
direitonodia 0 e 14. No dia 28, 1,6x10° células MOPC315.4 foram
injetadas s.c. no flanco direito. Os ratinhos foram
inspecionados duas vezes por semana. O desenvolvimento do
tamanho do tumor foi monitorizado por palpacdo e utilizacédo de
um pagquimetro. Um tumor de 3 mm em didmetro foi classificado
como toma de tumor. Os ratinhos foram mortos quando o tamanho
do tumor atingiu 20 mm sem sinal de necrose tumoral.

Vacicorpos de ADN-MOPC315.4: wvacinacdo de ADN foi
realizada no dia 0, conforme descrito anteriormente. No dia 14,
1,6x10° células MOPC315.4 foram injetadas s.c. na regido do
flanco direito. O desenvolvimento do tamanho do tumor foi
monitorizado por palpacdo e pela utilizacdo de um paquimetro.
Os ratinhos form sacrificados quando o tamanho do tumor atingiu
20 mm. Foram colhidas amostras de sangue em diferentes pontos
temporais da veia da perna. Os niveis de proteina de mieloma
M315 nos soros foram quantificados numa ELISA em sandwich com
Ab2.1-4 como revestimento por mAb anti-Ca biotinilado (8D2)
como Ab de detecdo. O tamanho do tumor, toma do tumor, curvas
de sobrevivéncia e andlises estatisticas foram calculadas

utilizando o programa Graph Pad Prism 3.0 (San Diego, CA).
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EXEMPLOS

A titulo de exemplo, as seguintes experiéncias demonstram
que 0s vacicorpos se ligam a APC e sdo capazes de despoletar
ambas respostas imunes das células T e das células B. Além
disso, as seguintes experiéncias mostram gue 0S8 vacicorpos
induzem uma forte resposta imune tornando os adjuvantes
redundantes. As experiéncias demonstram gque dita molécula é
capaz de induzir uma resposta imune contra mieloma miltiplo e,
além disso, a exequibilidade do tratamento de mamiferos por
imunizacdo através de ADN de vacicorpo ou proteina de
vacicorpo. As experiéncias também demonstram gue outra
abordagem apelativa é dirigir os vacicorpos a moléculas de
superficie expressas exclusivamente em subconjuntos de células
dendriticas (DC), ~como, por exemplo, o0s recetores de
quimiocina. Pretende-se que o0s exemplos seguintes sejam para
ilustrar como fazer e utilizar a invencédo. Ndo se pretende que
limitem o Ambito da invencédo de qualguer maneira ou em qualquer
grau.

Exemplo 1

Vacicorpos sdo produzidos e segregados como moléculas
dimerizadas funcionais e é ele prdéprio ligado pelo anticorpo
anti-VAl/2 (9A8) (Bogen 1989) e o anticorpo anti-idiotipico
Ab2.1-4 (Lauritzsen, Weiss et al. 1994).

O mAb M315 liga o hapteno di-nitro-fenilo (DNP) (Eisen,
Simms et al. 1968). Portanto, para verificar que os vacicorpos
foram produzidos, secretados e dobrados corretamente como
moléculas funcionais, as unidades antigénicas dos vacicorpos
foram testadas em ELISA pela sua capacidade de ligarem DNP, 9AS8
e Ab2.1-4 mAbs. A Figura 20b mostra que ambos vacicorpos
especificos de NIP e especificos de MHCII, que ambos tém
scFv°'?, ligam DNP, 9A8 e Ab2.1-4. Isto foi o caso com todos os

vacicorpos contendo scFv '’

, ambos os com unidade de dimerizacéio
longa humana, unidade de dimerizacdo curta humana e unidade de
dimerizacdo murina (Figura 5). De sequida, testamos as unidades

dirigidas dos wvacicorpos. Verificou-se que estas estavam
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corretas; primeiro, os vacicorpos especificos de NIP ligaram
NIP-BSA na ELISA (Figura 4 e Figura 20c), ao passo gue o0s
vacicorpos especificos de MHCII nédo (Figura 20c). Em segundo
lugar, os vacicorpos especificos de MHCII ligaram a células B
esplénicas BALB/c que expressam I1-E (H-2%) conforme detetado
por citometria de fluxo, ao passo que o0s vacicorpos especificos
de NIP né&o (Figura 3). Para verificar a homodimerizacéo
correta, os vacicorpos foram rotulados metabolicamente por
crescimento de células transfetadas em meio contendo
*S-metionina, vacicorpos foram imunoprecipitados a partir do
sobrenadante utilizando anticorpos especificos e analisados
por SDS-PAGE. Como seria de esperar da consideracdo tedrica da
Figura 2, ambos transfetomas F, 7 F,°° e F,'® F,°'° segregaram
vacicorpos diméricos de ~ 130 kDa. Apds reducdo das ligacdes
dissulfido, 0s vacicorpos sdo degradados em cadeias
monoméricas de ~ 65 kDa (Figura 20a).
Exemplo 2
Vacicorpos especificos da classe II do MHC potenciam a
estimulacdo especifica de A2°'° das células T CD4+.
Vacicorpos especificos de classe II e especificos de NIP
ndo dirigidos foram mistuados com células apresentadoras de
antigenos (APC) e comparados pela sua capacidade de induzir a
ativacdo especifica das células T. Esplendcitos de BALB/c
irradiados foram utilizados como APC. A estirpe BALB/c tem o
haplétipo H-29, assimeles expressammoléculas I-E® necessarias
para dirigir os vacicorpos especificos de classe II do MHC e
a apresentacdo do epitopo A2°'° a células T CD4+ especificas.
Os APC foram pulsados com os diferents vacicorpos durante
4h e subsequentemente lavados. A lavagem foi realizada para
reduzir a possibilidde de que os vacicorpos especificos de I-E®
no meio de cultura pudessem diminuir a estimulacdo das células
T bloqueando as moléculas 1-g¢ (Lunde, Western et al. 2002).
Células Th2 polarizadas de ratinhos transgénicos para um TCR

315

restrito por I-E® especifico de A2 (Lauritzsen, Weiss et al.

1993) foram adicionadas como células T responsivas. A curva da
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231 foi

dose resposta na Figura 6 mostra que o epitopo A
apresentado 100-1000 vezes mais eficientemente as células Th2
transgénicas TCR quando foram transportadas nos vacicorpos
especificos da classe II do MHC dirigidos a APC (ambos os com
unidades de dimerizacdo curta e longa humanas) comparado com
0s vacicorpos especificos de NIP n&o alvo. Dever-se-ia notar
que o0s vacicorpos ndo incluem um local de ligacdo ao FcvyR;
assim, os vacicorpos especificos de NIP ndo deveriam ser
capazes de entrar nas células através de endocitose mediada por
recetor.

Exemplo 3

Nivel de anticorpos anti-idiotipicos nos soros de ratinhos que
receberam vacicorpos como proteinas em solucdo salina s.c. na
auséncia de adjuvante.

No protocolo de vacinacdo proteica, ratinhos BALB/c foram
imunizados duas vezes, espacadas duas semanas com 20 ou 200 ug
Vacicorpos especificos de MHCII ou vacicorpos especificos de
NIP em PBS. De notar que ndo foi empregue qualgquer adjuvante.
Os soros dos ratinhos imunizados colhidos em varios pontos
temporais apds a segunda vacinacédo foram depois analisados em
relacdo a anticorpos anti-idiotipicos que se ligam a M315 na
ELISA. O0Os vacicorpos especificos de MHCII despoletaram
respostas de anticorpo anti-idiotipicas significativamente
mais elevadas depois de 14 dias apds a segunda imunizacdo do
que o0s vacicorpos especificos de NIP. Vacicorpos com uma
unidade de dimerizacdo longa humana induziram as melhores
respostas de Ab anti-idiotipicas (Figura 7). Logo, dirigir os
vacicorpos potenciou respostas imunes anti-Id, contudo, por
esta via de imunizacdo os vacicorpos ndo alvo também induziram
algumas respostas.

Exemplo 4
Vacicorpos proteicos detetados no soro apds injecdo de ADN por
via intramuscular e eletroporacdo in vivo.

Foi descrito recentemente que o musculo esquelético pode

produzir anticorpos apds injecdo de genes de Ig e eletroporacéo
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(Tjelle 2004). Investigdmos, assim, se vacicorpos funcionais
foram produzidos por injecdo de plasmideo i.m. e eletroporacéo.
Uma vez que os vacicorpos F,'® F,”'° sdo especificos para
moléculas I-E presentes em BALB/c (H-2%), estes vacicorpos
deveriam ser rapidamente absorvidos pelas células positivas

NIF g 319 nao alvo

I-EY em BALB/c. Em contraste, os vacicorpos Fy
ndo deveriam ser absorvidos. De facto, 14 dias apds uma Unica
injecdo de 50 pg de plasmideo de vacicorpo nos quadriceps e
eletroporacdo, a proteina de vacicorpo F,'F F,’'° foi detetada
em quantidades significativas no soro, ao passo gque ndo houve
PP RS detetéavel (Figura 21a).

Exemplo 5

Anticorpos anti-Id o soro apds injecdo de ADN de vacicorpo por
via intramuscular e eletroporacdo.

A anédlise das amostras de soro do mesmo dia 14 para
anticorpos anti-idiotipicos demonstrou que os ratinhos
injetados i.m. /eletroporados com o ADN do vacicorpo F, % F,°"°
alvo de classe II do MHC tinha desenvovlido anticorpos que
ligaram o Fv idiotipico do tumor MOPC315.4 (Figura 21b). Este
resultado contrastou com a falta de qgualquer resposta de
anticorpo anti-idiotipico em ratinhos injetados com o ADN do

vacicorpo F,MF FSP

ndo alvo (Figura 21b). Em conjunto com os
resultados descritos no exemplo 4, os resultados demonstram um
efeito formidavel de dirigir a células positivas da classe II
do MHC (I-E%) para desenvolvimento de uma forte resposta
humoral. Os ratinhos controlo injetados i.m. com 0,9% NaCl
seguido de eletroporacdo ndo tiveram nem vacicorpos nem Abs
anti-idiotipicos nos soros do dia 14 (Figuras 2la-c).
Exemplo 6
Inducdo de imunidade protetora contra o mieloma MOPC315.4:
injecdo/eletroporacdo de ADN de vacicorpo.

Vacinacdo intramuscular com plasmideos de vacicorpo F,'™®
F,°'° alvo da classe II do MHC e subsequente eletroporacao
induziram forte protecdo contra um desafio com células de

mieloma MOPC315.4, p<0,001, comparado com ratinhos controlo
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injetados com 0,9% NaCl e eletroporados (Figura 23). Por

NIP 315 ~
Fy nao

oposicédo, a imunizacdo por plasmideo de vacicorpo Fy
dirigida foi ineficaz comparada com o grupo controlo de solucéo
salina, p= 0,2739 (Figura 23). 0O aparecimento de tumor foi

B g% comparados com

retardado em ratinhos vacinados com Fy
PSR, (Figura 22). Um dos ratinhos vacinados F,J'F BT
desevolveu um tumor com maximo 6 mm (dia 20) de dié&metro gue
regrediu e tornou-se completamente indetetédvel a partir do dia
28 (dados ndo mostrados) . A presenca de proteina de mieloma M315
nos soros confirmou as medig¢des do tamanho do tumor (Figura 24).
Estes resultados mostram que a protecdo contra o mieloma
MOPC315.4 pode ser conseguida por vacina de ADN i.m. seguida
de eletroporacédo e que a protecédo requer dirigir o scFv derivado
de tumor para as células positivas da classe II do MHC (I-EY).
Exemplo 7
Quimiocinas sdo funcionais como unidades dirigidas no formato
Vacicorpo

Foi montado um vetor que transporta o gene que codifica
um vacicorpo conforme mostrado na Figura 18, mas
especificamente com MIP-la na unidade dirigida, charneira
humana longa na unidade de dimerizacédo e scFv M315 na unidade
antigénica. O sobrenadante das células transfetadas com esta
construcédo foi recolhido e testado em ELISA para a presenca de
vacicorpos que se ligam a um mAb MIP-1la anti-ratinho e 9A8 bio.
Os resultados mostraram que tais vacicorpos com especificidade
desejada foram produzidos e, além disso, que se ligaram a mAb
anti-MIP-1a, ao passo que os vacicorpos especificos de NIP nédo
(Figura 25).
Exemplo 8
A quimiocina RANTES & funcional como unidade dirigida no
formato Vacicorpo

Da mesma forma, foi produzido um vetor com um gene que
codifica vacicorpos como aqueles descritos no exemplo 7, com
a excecdo de que a unidade dirigida foi a quimiocina RANTES de

ratinho. O sobrenadante das células transfetadas com esta
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construcédo foi recolhido e testado em ELISA para a presenca de
vacicorpos. A experiéncia mostrou que esta variante de
vacicorpo foi expressa e exportada como uma molécula funcional.
Exemplo 9
Flagelina como unidade dirigida no formato Vacicorpo

Da mesma forma, foi produzido um vetor com um gene que
codifica vacicorpos como agqueles descritos no exemplo 7, com
a excecdo de que a unidade dirigida foi flagelina. O
sobrenadante das células transfetadas com esta construcdo seré
recolhido e testado em ELISA para a presenca de vacicorpos.
Exemplo 10
Ligando CD40 soluvel como unidade dirigida no formato Vacicorpo

Da mesma forma, foi produzido um vetor com um gene que
codifica vacicorpos como aqueles descritos no exemplo 7, com
a excecdo de que a unidade dirigida foi ligando CD40 soluvel
de ratinho. O sobrenadante das células transfetadas com esta
construcédo serd recolhido e testado em ELISA para a presenca
de vacicorpos.
Exemplo 11
Anti-Recetor do tipo Toll 2 como unidade dirigida no formato
Vacicorpo

Da mesma forma, foi produzido um vetor com um gene que
codifica vacicorpos como agqueles descritos no exemplo 7, com
a excecgdo de que a unidade dirigida foi um scFv com
especificidade para recetor do tipo toll 2 de ratinho. O
sobrenadante das células transfetadas com esta construcdo seré
recolhido e testado em ELISA para a presenca de vacicorpos.
Exemplo 12
Anti-CD14 ¢é funcional como unidades dirigidas no formato
vacicorpo

Da mesma forma, foi produzido um vetor com um gene que
codifica vacicorpos como aqueles descritos no exemplo 7, com
a excecgdo de que a unidade dirigida foi um scFv com
especificidade para CD 14 humana. O sobrenadante das células

transfetadas com esta construcdo serd recolhido e testado em
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ELISA para a presenca de vacicorpos. 0s resultados mostraram
que esta variante de vacicorpo foili expressa e exportada como
uma molécula funcional.
Exemplo 13
Anti-HLA-DP & funcional como unidades dirigidas no formato
Vacicorpo
Da mesma forma, foi produzido um vetor com um gene que
codifica vacicorpos como aqueles descritos no exemplo 7, com
a excecdo de que a unidade dirigida foi um scFv com
especificidade para HLA-DP. O sobrenadante das células
transfetadas com esta construcdo foi recolhido e testado em
ELISA para a presenca de vacicorpos. Os resultados mostraram
que esta variante de vacicorpo foi expressa e exportada como
uma molécula funcional.
Exemplo 14
Antigeno de tuberculose na cassete antigénica do Vacicorpo.
Um &4cido nucleico que codifica um antigeno de tuberculose
(antigeno de gado) serd inserido na unidade antigénica da
construcdo do vacicorpo.
Exemplo 15
Antigeno de telomerase na cassete antigénica do Vacicorpo
hTERT, uma regido antigénica da ribonucleoproteina
telomerase, serd inserida na unidade antigénica da construcédo
do Vacicorpo.
Exemplo 16
HIV Gpl20 antigénico na cassete antigénica do Vacicorpo
Um &4cido nucleico que codifica uma molécula derivada de
gpl20 serd inserida na unidade antigénica da construcdo do
Vacicorpo.
Exemplo 17
Vacicorpos com sckv especifico de paciente de origem de mieloma
na cassete antigénica.
E recolhido aspirado de medula 6ssea de pacientes que
sofrem de mieloma maltiplo. As células mononucleares (MNC) sé&o

separadas utilizando uma solucgdo de gradiente de densidade de
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Ficoll-Isopaque (LymphoprepTM de Axis-Shield PoC AS). O ARN
total ¢ isolado (Reagente TRIzol® de InvitrogenTM Life
Technologies) de MNC e ADNc é feito de ARNm (kit de sintese de
ADNc de primeira cadeia de Amersham Biosciences (n&o iniciador
bifuncional I-d(T) 18)). Este ADNc é utilizado como molde na
PCR com iniciadores que amplificam os genes V da cadeia pesada
ou leve da Ig do mieloma multiplo. Os iniciadores sense séo
especificos de familia e localizados nas regides lider (VH1-7,
VK1-6 e VL1-10) e os iniciadores anti-sense estdo localizados
na primeira parte das regides C (um iniciador cada para IgG,
IgA, kapa e lambda). Os produtos da PCR sdo ligados num vetor
(PGEM®-T Easy Vector de Promega) e transformados em E.coli.
Amostras de ADN isoladas de <coldnias individuais séo
sequenciadas. Obter a mesma sequéncia de trés coldnias
diferents originarias de trés PCRs diferentes confirma que as
regides V da Ig de mieloma foram isoladas. PCR SOEing é
realizada e a reamplificacédo é feita com iniciadores incluindo
etiquetas com locais para SfilI, conforme descrito na Figura 19.
Para um paciente tais iniciadores tinham a sequéncia:
5 '"TAVH 5 ’ ACGTAGGCCTCGGTGGCCTGCAGATCACCTTGAAGGAGTCT
3’TAVK 5’ Igatccggccctgcaggectcaltttgatecteccagettggtece

O vetor resultante é transitoriamente transfetado em
células 293E. Os sobrenadantes sdo testados em ELISA para a
presenca de tais vacicorpos. Também sdo injetados nos ratinhos
BALB/c. A presenca de anticorpos anti-Idiotipicos é medida em
ELISAs contra o soro dos ratinhos e o soro dos pacientes.
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REIVINDICACOES

1. Um acido nucleico na forma de um plasmideo de ADN nu para
utilizacdo como um agente terapéutico, em que o 4cido nucleico
codifica uma unidade monomérica de uma molécula baseada em
anticorpo recombinante dimérico que compreende duas das ditas
unidades monoméricas ligadas através de um motivo de
dimerizacdo gque consiste numa regido charneira derivada de Ig
e um dominio Cy3, compreendendo o dito motivo de dimerizacéo
uma regido charneira e um dominio Cy3 de cada unidade
monomérica, em que cada regido charneira contribui para a
dimerizacdo através de pontes dissulfureto para a outra regiéo
charneira e cada dominio Cy3 contribui para a dimerizacédo
através de interacdes hidrofdébicas com o outro dominio Cy3, e
em que cada das ditas unidades monoméricas consiste de uma
unidade dirigida com especificidade para uma molécula de
superficie numa célula apresentadora de antigeno, ligada
através da dita regido charneira e do dito dominio Cy3 a uma
unidade antigénica no COOH-terminal, e em que cada das ditas

unidades monoméricas carecem de um dominio CHZ2.

2. O &4cido nucleico para a utilizacdo da reivindicacdo 1, em
que a dita unidade dirigida é um varidvel de fragmento de cadeia

Utnica de Ig (scFv).

3. 0 &cido nucleico para a utilizacdo da reivindicacdo 2, em
que o dito scFv é anti-HLA, anti-CD14 ou anti-recetor do tipo
toll.

4. O 4cido nucleico para a utilizacédo da reivindicacdo 3, em

que o dito anti-HLA é anti-HLA-DP.

5. O &cido nucleico para a utilizacdo da reivindicacédo 3,
em que o dito anti-recetor do tipo toll é o anti-recetor do tipo
toll 2.



6. O 4cido nucleico para a utilizacdo da reivindicacdo 1, em

que a dita unidade dirigida é um ligando.

7. O 4cido nucleico para a utilizacdo da reivindicacdo 6, em

que o dito ligando é ligando CD40 soltvel ou uma guimiocina.

8. O 4cido nucleico para a utilizacdo da reivindicacdo 6, em

que o dito ligando é uma quimiocina.

9. O 4cido nucleico para a utilizacdo da reivindicacdo 7 ou

8, em que a dita quimiocina é RANTES ou MIP-la.

10. O &acido nucleico para a utilizacdo da reivindicacédo 7 ou

8, em que a dita quimiocina é MIP-la.

11. O &acido nucleico para a utilizacédo da reivindicacédo 1, em

que a dita unidade dirigida é um antigeno bacteriano.

12. 0O &cido nucleico para a utilizacdo da reivindicacédo 11,

em que o antigeno bacteriano é uma flagelina.

13. 0O &acido nucleico para a utilizacédo da reivindicacédo 1, em
que a unidade dirigida tem a capacidade de ter como alvo HLA-DP,

CD14, CD40, recetores do tipo toll ou recetores de quimiocina.

14. O &cido nucleico para a utilizacdo da reivindicacédo 13,
em que a unidade dirigida tem a capacidade de ter como alvo
HLA-DP.

15. 0 acido nucleico para a utilizacdo da reivindicacédo 1, em
que a unidade dirigida tem a capacidade de ter como alvo

recetores de quimiocina.

16. O &cido nucleico para a utilizacdo de gqualquer uma das



reivindicacdes anteriores, em que a unidade antigénica é um

sckFv antigénico.

17. O 4cido nucleico para a utilizacdo da reivindicacédo 16,
em que o sckFv antigénico é derivado de uma Ig monoclonal

produzida por mieloma ou linfoma.

18. O &cido nucleico para a utilizacdo de qualquer uma das
reivindicacdes 1-15, em que a(s) unidade(s) antigénica(s)
¢/sdo derivada(s) de uma proteina cancerigena, tal como uma

telomerase, ou de uma parte funcional da mesma.

19. O 4cido nucleico para a utilizacdo da reivindicacédo 18,

em que a dita proteina cancerigena é hTERT.

20. O &cido nucleico para a utilizacdo de qualguer uma das
reivindicacdes 1-15, em que a unidade (s) antigénica(s) é/séo

derivada (s) de uma bactéria.

21. O &cido nucleico para a utilizacdo da reivindicacédo 20,
em que a(s) unidade(s) antigénica(s) derivada(s) de bactéria

é/sdo antigeno de tuberculose.

22. O &acido nucleico para a utilizacdo de qualquer uma das
reivindicacdes 1-15 em que a(s) unidade (s) antigénica (s) é/sdo

derivada(s) de um virus.

23. 0 &cido nucleico para a utilizacdo da reivindicacdo 22,
em que a(s) unidade(s) antigénica(s) derivada(s) de um virus

é/sd0 derivada(s) de VIH.

24. 0 &acido nucleico para a utilizacdo da reivindicacdo 23,
em que a(s) unidade (s) antigénica(s) derivada(s) de HIV é/sé&o

derivada(s) de gpl20.



25. 0 4cido nucleico para a utilizacdo da reivindicacédo 1, em
que a regido charneira compreende ambos os exdes hl e h4d de
hIgG3.

26. 0 &cido nucleico para utilizacdo de acordo com qualqguer
uma das reivindicacdes anteriores, em que a utilizacdo esta num

método para tratar cancro ou uma doenca infeciosa.

27. 0O 4cido nucleico para uma utilizacdo de acordo com a
reivindicacdo 26, que é administrado via dispersédo coloidal ou

injecdo intramuscular seguido de eletroporacéo.

28. O 4cido nucleico para uma utilizacdo de acordo com a
reivindicacdo 27, em que a dispersdo coloidal & um lipossoma

ou lipoplex.

29. O é4cido nucleico para uma utilizacdo de acordo com a
reivindicacdo 27, em que o medicamento ¢é administrado via

injecdo intramuscular seguido de eletroporacédo.

30. O é&cido nucleico para uma utilizacdo de acordo com a
reivindicacdo 26, em que o0 cancro é mieloma miltiplo ou linfoma

num mamifero.

31. O é&cido nucleico para uma utilizacdo de acordo com a
reivindicacdo 26, em que a doenca infeciosa é infecdo por VIH

ou tuberculose.

32. Utilizacédo do &cido nucleico definida em qualguer uma das
reivindicacgdes 1-25 para fabricar um medicamento para tratar

cancro ou uma doenca infeciosa.

33. Utilizacdo da reivindicacdo 32, em gque o medicamento é
administrado via dispersédo coloidal ou injecdo intramuscular

seguido de eletroporacéo.



34, Utilizacdo da reivindicacdo 33, em gque a disperséo

coloidal é um lipossoma ou lipoplex.

35. Utilizacdo da reivindicacdo 33, em gque o medicamento &
administrado via injecéo intramuscular seguido de

eletroporacéao.

36. Utilizacdo da reivindicacédo 32, em gque o cancro € mieloma

maltiplo ou linfoma num mamifero.

37. Utilizacdo da reivindicacdo 32, em que a doenca infeciosa

é¢ infecgédo por VIH ou tuberculose.
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Fig. 4 Os vacicorpos controlo especificos de NIP exibem ligacido
com o hapteno NIP.
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Fig. 5 Os vacicorpos exibem ligacdo ao DNP, logo o scFv antigénico
¢ dobrado corretamente.
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Fig. 6 APC pulsadas com quantidades tituladas de vacicorpos
especificos
da classe II do MHC



7/25

[_]rBs
[] aNiP-curto 20ug
- [ anip-curto 2004
o YR aMHCIcurto 20pg
aMHCHl-curto 200pg
/ml 7]
. aNIP-longo 20ug
. aNIP-longo 200pg
. S5 gMHCI-longo 20ug
- N aMHCI-longoe 200pg

Fig. 7 Os vacicorpos especificos da classe I do MHC induzem
uma forte resposta anti-Id Ab na auséncia de adjuvantes.
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Fig. 8 Construcao das duas variantes charneira-Cy3
de origem hIgG3 por PCR.
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Fig. 9 Construcao dos segmentos charneira - Cy3 derivados
de mIgG2b.
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Fig. 10 Construcio do scFv derivado da proteina de mieloma M315.
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Fig. 11 Juncio dos segmentos charneira-Cy3 e do M31S5 scFv
por SOEing PCR.
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Fig. 12 Subclonagem de charneira - Cy3-M315 scFv em pUC19.
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Fig. 13 Remocao de dois locais inconvenientes da enzima de restricio
BamHI por QuickChange PCR.
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Fig. 14 Introducao de codao de terminacao, uma Sfil e um local
da enzima de restricio BamHI a jusante da regido codificante
por QuickChange PCR.
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Fig. 15 Subclonagem na cassete C do vetor de expressao pLNOH,
em HindII-BamHI.
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Fig. 16 Clonagem das regioes V especificas para NIP e MHCII
e montagem num formato scFv por SOEing PCR.
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Fig. 17 Subclonagem no vetor de expressao pLNOH,
em BsmI/Munl e BsiWI



18/25

BsmI/Munl Bsiwl

BamHI

Fig. 18 A construciao final do vacicorpo.
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Fig. 19 A construcio do gene do vacicorpo.
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Fig. 20 Vacicorpos sio secretados como moléculas funcionais.



ngimi de vacicorpos

ng/mi de VAcicorpos nos 50ros

21/25

750+ 7.5+
.
o® g o,
B o]
500 L2 = 50 ——C—
2
. < ()
. = o
250~ ..g 2,5
. & o
0 = S— e

NaCi FNPF3S  F IEE35

. di14
dia 14
BALB/c
750 4 —@— F NIPE 315
i = F R 58
500 —- NaCl

Fig. 21 Producio de vacicorpos por injecao intramuscular
de plasmideos de ADN nus seguida de eletroporacio in vivo
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Fig. 22 Evitacio do tumor
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Fig. 23 Induc¢do de imunidade protetora contra o plasmacitoma
MOPC3154
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Fig. 24 Nivel de proteina do mieloma M31S5 nos soros de ratinhos no
a) dia 18 e b) dia 24 apos o desafio com MOPC315.4
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Fig. 25 Vacicorpos de quimiocina siao secretados
como moléculas funcionais



	BIBLIOGRAPHY

