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LINHAS CELULARES DE HIBRIDOMA QUE OS5 PRODUZEM"

MEMORIA DESCRITIVA

REGUMO

0 presente invento diz respeito a anticorpos monoclo-
nals que reagem especificamente com menmbros do g&nero HMyocosvhae-
raila ¢ Thibridomas que produsem tais anticorpos. O invento
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inda dirigide a um métedo para produzir uma linha celular de

=

&
hibridema que produz anticorpos monoclonals que reagem especifi-

camente com pelo menos uma sspécie de Hycosphaerells = um  método
para obtencde de anticorpos monoclonais a partir dela. Estic

também  dentro deo Smbite do  invento métodos & eguipamentos
{"Eit=") para o diagndstico de infecodes por Mycoszpharella em

material vegstal usando tais anticorpos monoclonails,
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0 prasente invento estd relacionado com ¢ campe do
diagndstico da patologia vegetal. Mals especific zaments, o invento
&3td relacionado com anticorpos monoclonaiszs Gtels na deteccic de

aspécies do génsro de fungos patogénicos Mycosphaerella. Uma das

espécies de Mycosphasrella contra a qual foram feitos anticorpos
monoclonals, nomeadamente iinicola, & mals vulgarmente
conhecido pelo nome do zeu anamorfo  (fase assexusada)l Septoria
Funeos patogénicos

Oz fungos como um grupo podem causar muitas doencas em
klantas. Para fins de discussdio os fungos podem ser classificados
come pertencentes a uma das trés classes taxondmicas principais:
Bagisiomicetes, Ficomicetes ou Ascomicetes

-

Oz membroz dsests olasse s¥o identificados pels presancs
de uma sstrutura sexuada formadora de &2poros conhecida como  um
bazidio. As formas patogénicas incluem ferrugens, fuligens e

el

ef carnudas tals como cogumelos. Exemplos incluem farrugem

go, piatulas do pinheiro branco, ferrugem da pinha do osdro
& fuligenz causadoras de doencas en milho, cevada, avela, csbolas
+
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Oz membros desta classe s3o considerados mais primiti-

g do que os membros dos Ascomicetes ou dos Basidiomicetes, a

caracteristica morfolégica que oz distingus sendo a auséneia de

22ptos no micélio. Exemplos de doencas causadas por membros da

clagsse incluem mildios radicular da videira e outros hospedeiros,
podridido da raiz e emurchecimento da batateira e do tomateiro.

Azcomicetes

Oz membros desta classe pozsuem uma estrutura raprodu-
tora ezpecializada (um asco) em que a meiocze & a formacdo zexuada
de ssporos té&m lugar. Exemplos das doencas de rlantas mais comuns
&m que o5 Ascomicetes foram identificados como o agente etioldgi-
oo incluem: mildios pulverulentos nos cersais, frutos & muitos
cultivares; dosnca do ulmeiro holandés; cravagem das senmentes;
podriddo castanha do pessegueiro e da ameixeira; manchas negras

3 s

482 rofelirag assim como pedrade da macH.
ogZéni chos rella

Relativamsnte ao presente invento =30 de particular
285¢ o2 nembros da familia Dothidisceas e particularmente o

inters

género Myoogvhasrella. O género & constituido Por cerca de 10868
ezpecies, muitas  das quais s80 patogénios para as  plantasds
grande import8ncia sconémica, Uma o ampllagdo recente dos  fungos
petogénicos para as plantas na U.§ enumera 258 espscies de



oS re como patogénios de plantss [Farr, D.F., Bills,
G.F,, Chamuris, G.P. & Rossman, A. 1883, 1 O ant &z ant

Products in the United States, APS FPress, Minneapolis: 1252
pe. 1). O corpo de frutificacio de Mvcoosvhasrella & um pseudotécioc
ostiolado periticidide contendo oite ascdsporos de duss  células
contidos em ascos bitunicades. Em muitos casos o
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o mecanizmo primaric da sobrevivéEncis das es yéiiea pate
Myeosphaerella na ausénoia de uma

am condicfes ambientals desfavoriveis. D5 asods :p0ros miltas vezes
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também servem como fonts priméria de indeulo num cultivar hospa-
deiro. Muitas das espécies de Mycosphaerella também produzemn
fases assexuadas conidiais (anamorfos); oz conidiosz podem  ssr
transportados dentro de picnidios, acérvulos ou em oconidiéforosz
livres. Em muitos casos a fase de conidios & muitas

trada na natureza. A fase de conidiozs é geralmente classificada
saparadamente da fase sexuada com base na morfologia. Assim, as
espscies no género Mycosphasrella tém fazes conidiais classifica-
dag classificadas como uma séris de diferentes géneros dos Fungos

Imperfeitos. Por exemplo, & fass conidizl de . inicc &
Septoria tritici, enguanto aque a fase conidial de umzs outrs

espécie de Mycosvhasrella, M.  fijiensis, & Paracercospora fi3i-
gnsis. Varios outros exemplos incluem: M, musicols (Pereudocar-

pora sag); M. fragarise (Ramularia brunnsa)y; M. pinodss

{Ascochyta pinodes); M. tabifica (Phoma  betae): M. assiana
a oo herbarumd.
o ztema de claszificacloe daz fases asssxuadas dos

Tungos ascomicetss & geralmente consziderada como artificial mas

e

continua por rasdes préticas, uma ves que as fases =Zsaxuadas =280
mitas veses dificeis de induzir em culturs pura. Ho entanto, o
rau de relacionamento das espécies umas aom a3 outras asha

E&f eotldo na classificacdo sexuada; i.=, & mals provavel que
duas espécies de Hycosphaerella estejam mals astreitamsnte

it
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relacionadas geneticamente uma com & outra do que duas espéolss
de Septoria, as quais se baselam nas semelhancas morfolédgicas  da
faza assexuada.

Az saspécies patogénicas de Mycosphaerella provocam
dosnca nas partes das plantas situadas acima do so0lo, a maior

-

parte das vezes nas folhas. 05 sintomas s3o  lesdes gque podem
snglobar uma grande fraccfo da &rea da folha em padrdes irregula~
res ou regulares, dependendo do cultivar. Algumas das doencas
meiz graves & sconomicamente mais importantes a nivel mundial s3o

zusadas por =spécies de Mycosphaerella e requere a utilizacio de

o]

varisdades resistentes e/ou fungicidas para o controle. sivls] -
erella fijiensis e M. fijiensis var. ifformis, o5 agentes

cauzadores da doenga Black Sigatoka (Listagem Preta das Folhas)
e5t8o espalhados por Areas de plantacdes de banana e de oresci-
mento de tanchagem da América Central, provocando consequéncias
scondmicas significativas como resultado da perda de rendimento
ou gastos devido ao controle com fungicidas. ozphaerel
graminicola, mals vulgarmente conhecida pela sua fase assexuada,
geptoria tritici, provoca perdas de rendimento significativas no
trigo a nivel mundial a menos que seja controlada por fungicidas
ol variedades resistentes.

As espécies de Mycophaerella podem apresentar um
periodo de laténcia de varios dias a varias Zamanas  apds &
infecclo, durante as quais ¢ patogénio cresce no tecido mas nHo
ge produzsem oz gintomas., 05 fungicidas s3o mais eficazes no
controle destas doencas se aplicados durante o periodoe da  lstén-
cle, antes de ocorrer predjuizos significativos s3o produzidos
infoules que permitirZc que a doenga s =spalhe. Ho sntanto, o=
tratamentos fungicidas preventivos de rotina ndo z8o geralmente
Justificados sconomicamente ou em termos ambisnta 2 um sistema

qus permitisse uma deteccolc multo precoce daztes pat&gézias, de
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preferéneia durante a fase de laténeis do desenvolvimento da
doenca, seria muito Gtil para assegurar gue os fungicidas seijam
usados adequadamente e proporcionar beneficios econdmicos maxi-
mos. O presente invento permite que tal sistema seja colocado em
pratica ao proporcionar anticorpos monoclonais que sio capazes de
detectar a presenca de antigénios MNycosphasrella, permitindo
assim o diagnéstico precoce da doenga & a preévencio possivel das

pardas desvastadoras na cultura afectads,

Uma série de anticorpos monoclonais foi agora produszida
que sdo capazes de identificar varios patogénios de plantazs. Por
axemplo, a Patente U.3. NO 4,845,197 descreve anticorpos monoclo-
naig que s¥o capazes de diagnostificar infeccfes causadas jalaky
fungos na familia Pythiacese. A Patente U.5. He 4,883,155 descre-
ve o8 anbicorpos monoclonals gque sHeo especificos para funges
membros do género Sclerotinia Patents U.5. NC 4,879,217 descrave
anticorpos monoclonals que s8@o espscificos pars  espéciss  do

génaro Rhizoctonis,

Até ngora n3o foram descritos anticorpos tendo especi-
ficidade para espécies de Mycosphaerella. No entanto, s3oc aqui
divulgados anticorpos monoclonais que reagem especificamente com
M. fijiengiz ou M. graminicola ou que reagem com mais de uma
espécie de  HMycosvhaerella, mas ndo com oubros g&neros; astes
mwonoclonals 8o particularmente Gteis para a detecclo sspacifics

de Mvoosphasrella em banana e trigo nas fases iniciais da  infeo-

antes dos sintomas da dosnca aparecerem.

R0

i

Asgim, ¢ oprasente invento proporciona hibridomas  qus
a

m

sem antlcorpos monoclonals que reagem especificamente SO
membros do  génsro  Hyoosphaerella, Huma realisacdc praferida,
23tes anticorpos reagem com membros da ezpécie Hycosphasrells
fidiensis e/ou Hycosphasrells graminicola. Deverd também notar-se
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que os anticorpos monoclonals gue resagem con ogphasrells =Ho
também capazes de reaglr com antigénics das fases assexuadas das
respectivas espécles, e.z., Septoria tritici (M. sraminicols) ou
ngaggxggapgxa_ﬁillgngi; (M._fijien=iz); & o3 nomes das FTases =io

usados indiferentemsnte ao longo do texto e das reivindicacties,

o]

invento também engloba hibridomas especificos, os quaiz tém as
caracteristicas de HB 18413 e 10414, os quals reagem com mais de
uma s3pécie de Mycosphaerella & de HB 16186 gue rezsge especifica-
mente com wmembros do génneroc Mycosphaerells., Numa  realiz: AOHG

preferida, estes anticorpos reagem com membros  das espécias
20 cella fijlensis e/ou Mycosvhaerella sraminicola. Deve-s
notar que os anticorpos monoclonais que reagem com Mvcosphasrells
sdo também capazes de reagir com antigénios da fase ass xuada das
respectivas espécles,e.g., Septoria trici (M. graminicola) ou
Paracercospora fijiensis (M. fijiensis); e oz nomesdas fases a0
usados indoferentemente através do texto e reivindicagd
invento também engloba hibridomas ggpecificos, o3 quals t€m as
caracteristicas especificas de HB 10413 e 16414, os guals rezsgsm
com mais de uma espécie de de Mycosphaerells, = de HB 18188 aqus
reags espeolflcamente GO cospha

i

fanta

icola, aszim  como
clonss e subclones seus.

Por clones = suboclonss de linhas cslulares de hibrido-
mas pretende-se significar thibridomas que resultam da clonagem
repatida do clone inicial e gue ainda Pozsusm as  garacteristicas
do clone inicial que s¥c essenciais para o invento.

280 igualmente englobados pelo presente invente mutan~

ot

25 & varlantes de oada uma destas  1linhas calulares gqus  surgem
azpontansamente ou ainda que podem sar preparadas artificialments
por métodos conhecidos e gque t&m ainda as rropriedades asracte-
rizticas do material de partida, ou seja ainda 530 capazes de
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produzir e, de preferéncia, secretar para o meio os anticorpos ds
acordo com o invento ou seus derivados.

Sdo também incluidesz no presente invento anticorpos
monoclonais e seus derivados, gaus  reagem egpecificaments ocon

membros do género Mycosphaerslla. Huma realizacio preferids estes
anticorpos =/ou seus derivados reagem com membroz da  es spécis

Mycogpvhaerella fijiensis e/ou Mycosphasrells sraminicols. Deve-ze

notar também que os anticorpos monoclonais que reagem conm Myoos—

2

aerells s8c também capazszs de reaglr com antigénios das fases
assezuadas especificas de espécie, e,z ggg&g:ia_;zzbgi (M,
graminicola) ou Para spora £3ij] iz (M. fijiensi=s

Por derivados de anticorpos monoclonais deve-se enten-
der dentro do &mbite do presente invento, por exemplo, fragmentos
de anticorpos que ainda tém uma elevada especificidade & afinida-
de para membros do génere Mycosphaerells, também anticorpos
monoclonals que s#o marcados, por exemplo com iodo  radicastivo
(1851, 1311), carbono radicactivo (140), enxofre radicactivo
(358), tricio (SH) ou similares, os conjugados dos anticorpos
monoclonais com biotina ou avidina, com enzimas tais como peroxi-
dase de rédbano silvestre, fosfatase alcalina, B-~D-galactosidase,
glucose-oxidase, gluccamilase, anidrase ca arbénica, acetiloolines-
terase, lisczima, malato-desidrogenase ou glucose-6-fosfato-
dezidrogenase, ainda conjugados de anticorpos monoclonais agsntes
bloluminescentes (por exsmplo luciferase), guimicluminescente
{por ax&mpl& tstezeﬂ de acridinio) ou fluorescentes (por axamnplo

). Também est8o incluidos no presente padide o=

=

ntiﬁ@rp@s bi-especificos & oz chamados anticor rpos ligados ds
forms crusada. Esta lista de examplos de possiveis derivados de

i

anticorpos ssrve apenas para ilustrar o Brezante invenio & ndo ==

destina & limitar de forma algsuma o invento.



A disponibilidade destes anticorpos monoclonais propor-
ciona um meio para o diagndéstico de infeccdes por Mycosphaerells
em material vegetal., Assim, € proporcionado um método de diagnés-
tico de infeccfes que =e caracteriza por pdr uma amestra de
planta suspeita de conter antigénios do patogénio com interesse
em contacto com um anticorpo tendo especificidade para o patogé-
nio & observaco da presenga ou auséncia de ums reacclo entre o
anticorpo ¢ o antigénic opresente na amostra. Numa realizacBo
preferida, o ensalc é realizado como uma sanduichs ou em ensaio
com dois  anticorpos: um primeiro anticorpo gque reags com O
patogénio de intsresse £ colocads enm contacto com & amostrs
vegetal e depolz o segundo anticorpo gue tambénm reage com o
patogénio de  interesse £ adiQiDlndG para formar um complaxo
anticorpo-antigénio-anticorpo, se o antigénio estiver presents na
ancatra.

S&0 também proporcionadas composicles para a deteccHo
e Mycosphasrella na forma de um kit de diagndstico que compreen-
de um anticorpo, de prefer@neia imobilizads , o qual reage com =&
espéclie de interesse ¢ um anticorpo marcado de forma detectavel
que reage com a e5pécie de interesse. Pelo menos um dos anticor-
pos deverd ser um anticorpo monoclonal do presente invento e em
neris
prassnte invento.

vy

realizagdes, ambps oz anticorpos podem ser monoclonais  do

,d:x
os]
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U invento propeorciona ainda um método para a obtencio
de uma linha celular de hibridoma gque produz anticorpos monoclo-
1818 0F quals reagem especificamente com pelo menos uma == péEcie
de Myoosphaerella e um método para a obtencdo de  anti COrpos
monoclonais a partir dela.

Os anticorpos monoclonais de acordo com o invento sEo
preparados usando métodos conhecidos per se, o= guais baseiam-ze



essenclalmente nos métodoz desenvolvidos por Kohler e Milstein
(1875). 0s referides métodos para & producic de anticorpos
monoclonais de acordo com o invento também estio incluidos no
pragsnte invento.

Us anticorpos produzidos sZc muito diferentes dos
recuperados a partir do anti-soro derivado de animais imunizados
convencionalmente. Cada uma das linhas celulares hibridas sinte-
tiza uma imuncoglobulina homogénea que representa apenas um da
miriada de tipos de anticorpos que um animal pode sintetizar como
25posta a um antigénio in vive. Uma vez que cada um dos clones
produtores de imunoglobulina & caracetrizado por um Gnico tipo de
anticorpo que produz, fol adoptado ¢ termo anticorpo monoclonal.

|--'1
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As vantagens dos anticorpos monoclonais s3o numerosas:
a) anticorpos monoclonais podem ser obtidos em grands quantidade
e com elevada pureza;

b} & preparacdo de anticorpos moncclonais & homogénea relativa-
m=nte & reactividade do antigénio & pearmanece assim ao longo do

2} o2 hibridomas produtores de anticorpos monoclenais podem  ser
guardados durante anos e décadas sem perderem as suas proprieda-

dez  ezgpacificaz, i.e. a produgdo de anticorpos monocclonais

r:,

iticorpos monoclonais s¥o mais adequados para usar oomo
reagentes padrdo do que og anti-soros policlonals, pois sstes
tltimos =830 adversamente afectados por uma larga gama de aria-
paes relativamente, por sxemplo a:



«} & colheita de sangue dos animais imunizados para obtencio do
anti-soro,

B} uma disponibilidade constante do material para Iimunizacdes
sdicionais,

I} o tempo de vida limitado do animal dador,

O principic da tecnologia de  hibridoma/monoclonal
bazela-se na observaclo de que quande duas células somiticas s3o
dag o hibrido resultante apresenta caracteristicasz de ambos

s} células parentals. Ho caso da producdo de anticorpos
monoclonais, a capacidade para sintetizar o anticorpoe particular
deriva de uma célula imunccompstente (geralmente uma célula do
bago ou um linfécito do sangue periférico) retirada de um animal
dador imunizado, enguantc que a capacidade para se dividir
continuamente em cultura de tecidos & contribuida pelo outro
parceliro de fus3o, uma linha de células tumorais (muitas veses um
misloma). As primeiras fusdss foram complicadas p=lo facto da
linha celular de misloma também produzir um anticorpo monoclonal;
assim o hibrido muitas vezes produzia dois tipos de anticorpo
moneclonal, um derivado de misloma e outro dirigido pela informa-
cio genética da  oflula imunocompetente. Subss quentemente, foram
usadas linhas de células tumorais incapazes de produzir o seun
propric monocleonal, s.g., 3P2/0-Agld ou X63-Ag8.653, zimplifican-

do sssinm & andlise dos produtos de fusso rasultantes,

Uma outra consideracfio téconica envelve =& gelaecgio ds
cag0g de fusdo frutuosos (células hibridas) s partir dos dois
tipos de océlulas parentais. De rotina um milhBo ou mais de

g de cada tipo s#o usados no protocolo de fusdo e uma vep
gus a fusdo ndo ocorre com uma fregqudneia de 188%, o trabalho de

tentar recupsrar os produtos ds fusdo s partir de fundo slte de



células parentais nfo fundidas ou auto-fundidas pode ser enorme.
Conforme referido os hibridomas s3o formados pela fTusdo de
c&élulas produtoras de anticorpos de vida curta (baco) & células
de mieloma de vida longa. 0 resultado pretendide & uma linha
celular de vida longa que produz anticorpo. Uma  ves qus 88
c&lulas do baco té€m um tempo de vida limitado em culturs pode-za
simplesmente esperar um pericdo de tempo adequado até que todas
as células do bago n3¥o fundidaz e auto-fundidas MOYrram; no
entanto deve-sze recupsrar as células imortalizadas produtoras de
anticorpos de entre a populacfc resultante contendo células
imortais n#o produtoras de anticorpos. Um meic trivial para a
selecgdo de células hibridas & o chamado sistens de seleccio com
HAT. Este sistema envolve a utilizacHso da enzims hipoxantina-gus-
nina-fosforribosil-transferase (HGPRT). Esta enzima funciona na
via alternativa das purinas nas células de mamiferc. Estas
células s8o  também capazes de zintetizar purinas de  nove. Ha
maior parte das condio®es ambas as vias operam provavelmente saté
certo ponto. Se uma célula n¥c tiver HGPRT, & via alternativa &
blequeada & as purinas devem ser produzidas a partir de materiais

dus nd0 sejam purinas.

0 composto 8-asaguanina € um antimetabolito gue & ¢capaz
de zimular a purina guanina & substitui-la nalgumas das suas

reaoodes normais. Azasguanina & incorporada no DHA, interferindo
com o padrdo de grezcimento nermal e condusindo 3 morte ocalular,

Uma vez que a asaguanina deve zer salvada, gualquer célula gue
nEo possua actividade de HEPRT  ndo pode utilizar azsguanina =
crescerd na sua presenca.

Un ziztenma selectivo gqus opera na mesma ensima mas  no
ntido opesto em que o0é&lulas HEPRT positivas slo ssleccionadas
514 descrite por J.W. Littlefield (1864). E chamado HAT & conten

ipoxantina, aminopeterina e timidina {meic HAT)., A aminopterina

i
i
s
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& um antimetabolito que evita a sintese de  novo de purinas & a
metilacio de desoxiurilato para formar timidilato. A hipoxantina
pode servir como uma purina de salvamento no caso da aminopterina
blequear a blossintese de nove de purinas enquanto 3  timidina
ultrapassa a necessidade da metilacBo do  timidilato. Assim, na
presenca de aminopterina, qualauer célula com actividade positiva
de HGPRT proliferard enquante as células com actividade negativa
de HGPRT morrero.

Uma alternativa ac sistema HAT & a utilizacdo de nmeio
HMT em vez de HAT. HMT usa ametopterina (metotrexato) em vez de
aminopterina. Este mé&todo funciona com base nos mesmos principi-
o5, no entanto o meioc HMT é menos +6xico para o crescimento de
hibridomas e portanto as células podem ser deixadas no meio
durnante mais tempo.

Ho sistema hibrido usade para a selecclo de acordo com
o2 presentes exsemplos, as células de nieloma sfo resistentes &
azsguanina e susceptiveis 3 ametopterina, ou seja, elas s3o HEGPRT

o]
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wgativas, Assim, elas morrer¥o na presenca de ametopterina. A=
:lulas produtoras de anticorpos s3c HGPRT positivas. Ao fundir-
-3¢ a8 ¢&lulas e fazendo-as orszcer em meio HMT sen

0
T

azaguanins
{meic HT), as células fundidas s#Ho seleccionadas pois as  células
de mieloma que constituem a linha proliferativa podem crescer
apenas guando a actividade de HGPRT estd presente e esta activi-
dade deve zer fornecida pela linha de células HGPRT pozitivas. &
linhs celular HGPRT positiva produtora de anticorpos ndo & morta
neste melo. Elas viver3o mais tempo mas ndo ge replicam nsst

12
.
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Azsim ao fundir-se as células =m melo  HAT ou em meio

ir
T, =30 produsidos zistemas em qus a5 células de mieloma & as

]
e

2élulas produtoras de anicorpos odem crescer tenmpos suficiente
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para produzir células hibridas mas em que apenas as células
hibridas podem sobreviver e proliferar. Apés seleccdo cada um dos
clones de hibridomas é testado relativamente & sua capacidads
para produzir o anticorpo particular com interesse.

Numa realizacio preferids do pressnise invento < him—

£ usada para & preparacic de extractos de
fungositels na produgic de anticorpos monoclonais, Em particular
ney

pods ser enpregus come antigénio micélio finamente cortads {ou um
mistura de micélic e conidics cortados) de uma egpécis de hia -
grella. Os métodos de preparacic de tails extractos estio discuhi-

dos detalhadamente no Exemplo 1.1.

Us sxtractos de esporos sHo também capazez de  dar
antigénios que induzem anticorpos que reagem com una ou mals
espécles de Mycosphasrella., Tais extractos podem ser Teitozs &
partir de Myvcosphaerella graminicola, esporos germinados ou nlo
germinados, se hem gue sejam preferidos esporos germinados. Os
detalhes do processo de extraccio s%o dados no Exemplo 1.2.

A distingdo entre o5 anticorpos assim  produzidos &
feita através de um método de rastreio adequado conforme descrito
detalhadamente abalxzo. Para complstsr & formulan¥s pars  inoouls-
280 , o extracto de antigénio é preferencialmente combinado com
um adjuvante adequado. Qs adiuvantes podem ser quailsguer uns dos
ncrmalmente usados para esta finalidade; o entanto, foram
conseguidos bons resultados usando o adjuvante complets de Fraund
para a primeira indjeccHo e adjuvante incompleto pars gqualzgusy
inhdeccdes subsequentes,

Uz anticorpos desoritos nog  presentes sxe mplos  foram
feitos usando um organismo hospedeiro adequado como seja ratinho
come fonte de anticorpo. No entanto, = identidade do animal
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sxparimental nfo & critica e pode ser seleccionado a partir des
qualquer um dos animais experimentaiz normalmente usados com ests
fim, tais como rates, coelhos ou cabras.

0 programa paraz & inooculacdico n¥o € critioo e pode ser
qualquer um normalmente usade com esta finalidade no campo. Tais
processo estio descritos. por exemple, em Goding, polons

Antibodies: Principles and Practice, Academic Press, New York,

1883,

Um programa Gtil é aquele em que & dada uma primeira
lmunizacio intraperitonealmente, do antigénio combinado com um

p

diuvante adequado. S3oc dadas indeccdes de reforgo com intervalos

[wA

& duas semanas. Podem ser administradas duas ou mais indecodes

P

de reforgo. Oz animais =30 =zangrados na cauda para determinar ==

Boda

Ilw'

garo contem anticorpos especificos para o antigénio com interss-
ze. 0 animal & subsequentemente morto e o bago removido para
proporcoionar uma fonte de linféeitos.

Os processco de fus8o para a criac8o de hibridomas s3o
bem conhacidos e gualquer um dos processos conhecidos & Gtil para
& producdo de hibridomas produtores de monoclonais szpecificos de
Hyoosvhasrella., O processo basice usado nos presantes cxemplos &
ums modificacBo do desenvolvido por Kohler & Milstein (1875) =
Hammerling (1977).

Para resumir rapidamente um Proossso dqus 88 moStrou

i
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icaz, células do bago (ou como alternativa linféoitos do =angus
periférico) s8o iscladas a partir do animal imunizade & contado o

-

nimero de células. As o8lulas T usadas come ocamada de sustentacio
numa concentracgdo de 10 milhdes de célula=z/10 ml de melio foram

uzadas com 8xito. Uma linha celular imortal adegquada, de prefe-

rencla & seleccionada uma linha celular da mieloma & adicionada



acs linfécitos numa proporcio de cerca de 4:1 linfécitos:mieloms.
Uma linha cellular Gtil é uma linha celular =eleocionada da Zrupo
constituido por HS8-1, SPZ2/0-Agl4 (Shulman _et al.. 1978) ou a
linha celular de mieloma X63-AgB.653.

{];n

Um meio de fus3o preferido & uma solucio tampio g
contem um dos promotores de fusio normalmente ussado para a fusdc

'.‘

de células, tals como, por exemple, viruz Sendal ou outros Dar

o

1]

mixovirus, semprs que adequado na Torma insctivads por UV, ifes

cdleio, lipidos tensio-activos talzs como por exemplo, lisolscit

na ou polietilenoglicol. Dentro do &mbito deste invenhto & part

cularmente preferido o uso de polietilenoglicol (PEG), de prefs-

réncia polietilenoglicol (PER) com um peso molecular wédio de 600
2

a 6000, especialmente de 1568 & numa concentr cBo de 38% a 6

A temperatura de fusfo O6ptima esté entre 18°C e 399F E preferida
a tenperatura ambientes.

Apdz  adicdo de polietilencglicol para combinar a=s
2, a mistura de reacedo foi diluida lentamente com DMEM.
Apdz centrifugacHo, meio HMT previamente aquecido foi adicionads
&0 zadimento que & ressuspenso., A amostra foi ainda diluida com
meic HMT (ver Exemplo 1 para a composicdo) e pequenas  amostras
distribuidas pelas cavidades de uma placa de microtitulacio., As
rlacas foram entfo colocadas numa incubadora de COZ’ praferen-
cialmente numa incubadora de 9% CDz com pelo menos 95% de humida

=)

de. Az células foram novamente alimentadas  com meic  HMT apds

®

cerca de 5-T7 dias. Conduntos de célulss d hibridoma comecam s

aparecer apds cerca de 5-7 dia=. Foi teriormente adicionado

o
Pkl
i

mais meico HT.

O proceszo atrds resumido brevemente para & preparacio
de ums linha celular de hibridoma de acorde com o invento pode



representa apenas uma realizacHo preferida do presente invento
mas ndo deve ser pensado como limitante.

s clones de células de  hibridoma de acorde com o
invento preparados como descrito foram testados quanto & producio
de anticorpos monoclonais adequados de preferéncia usands um  dos
imunoensaios convencionalmente usados com este fim, tais COmo,
por exemplo, um imuncensalc acoplads a enzima ou  radio-imunoen-

zaio.

Em particular, os hibridomas produtores de anticorpos
contra Mycosphaerella foram identificados usando material de
funges da espécie particular com interesse, por exemplo, micélio,
conidios ou esporos germinados num formato de ELISA. Em particu-
lar, o material de micélio & uma fonte Gtil de M. fijiensis,
enguanto que os conidios germinados s3o material Gtil de M.
graminicola. As cavidades apresentando respostas positivas na
ELISA foram subclonados para seleccionar sgtirpes puras de
células de hibridoma. As linhas subclonadas foram novamente
testadas relativamente & actividade especifica de anticorpos
contra o5 componentes fingicos.

Para determinar ¢ grau de ezpecificidade dos anticorpos
seleccionados, & desejavel +testé-los ainda contra um painel de
gungos patogénicos gque pode estar relacionado ou ndo com Myvoospha~
grella, Por exemplo, para obter unm anticorpo especifico de

'3

Hyoozoha . i a o3 anticorpos sslecciocnados daverio
ser testados contra outras espécies de Mycosphasrella, szsim com

contra espécies mais distantes ou mesmo ndo relacionadas.

L%

L&)

Exemplos de painéis primirios ateis para o

bir]

fins do
prezente invento est¥o apresentados nas Tabelas 14, B geral-
nente recomendado fazer o rastreio ne  formate de anticorpo
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simples e duple, pois certos anticorpos podem ser 0Ot num

formato mas n¥o noutro.

Una outra realizac8o do presente invento compreande
a58im um método para a preparacfo de uma linha celular de Thibri-
doma que produz um anticorpe monoclonal gue reage especificanmente

com pelo menos uma espécie do género Mycospaherella, método esse
due se caracteriza por:

() imunizacfo de um animal dador com um sxtracto de Mycosphae-
rells;

{b) isolamento de células imunocompetentes a partir do animal
dador imunizado;

{o) fusdo das células B com células de uma linha celular imortal;
{d) rastreio dos produtos de fus3o e identificac8o dos que
produzem anticorpos tendo sspecificidade para Myvcosphaerells;

{e) clonagem do produto de fus¥o isolado no passo (d) para obter
ume linha celular de hibridoma pura que produz  um anticorpo
monoclonal tendo especificidade para Mycosphaerella.

Também estdoc englobados no presente invento métodos
bara & preparacdo de anticorpos nmonoclonais. Em particular, estes
métodos de preparacio ds anticorpos monoclonais s3o caracteriza-

fh

o3 por as  linhas celulares de acordo com o  invento gue foram

.

aracterizadas detalhadamente antes, ou ocubros clones ou subclo-
ne8, que sintetizam & preferencialmente =ecretam para o nmelo
circundante oz anticorpos de acorde com o invento 5830 ocultivados

in vitro ou in vivo por meioc de métodos conhscidos.

A cultura in vitro das c&lulas de hibridoma de acordo
oom ¢ Invento & preferencialmente realizade em maio de cultura
adequado, eagpecialmente nos meios de cultura  convencionais
normalmente usados tais como, por sxemplo, meioc ds Eagle

=
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modificado por Dulbecco (DMEM) ou meilo RPMI 1848, cada um dels
pede ser suplementado sempre que adequado pela adicio de zoro ds
mamifero tal come, por exemplo, sore fetal de  vitels on pels

it

adigdo de aditivos promotores do crescimento e micronutrientes.

0 isolamento dos anticorpos monoclonaiz preferencial-
mente comeca com a precipitacgiio da fraccio de imunoglobulina =
partir dos sobrenadantes particularss das culturas de hibridoms,
por exemplo usando sulfate de aménio. Iste &€ seguido de posterior
manipulacio ¢ passos de purificacic que s3oc  conhecidos dos
familiarizados com a matéria e que incluem, por exemplo, a
utilizacfic de métodos cromatograficos tals como, por exemplo,
filtraglo em gel, cromatografia de permuta idénica, cromatografia
em DEAE-celulose, cromatografia em proteina A ou cromatografia de
imunoafinidade.

Ho entanto, & também possivel obter grandes guantidades
doz anticorpos monoclonais de acordo com o invento usando métodos
in wivo,

Assim, por exemplo é possivel injectar clones de
células de hibridoma produtoras de anticorpos, que induzem o
degenvolvimento de tumores produtores de anticorpoz nos  animais
ratados. Apds um pericodo de 1 a 3 semanas, og anticorpos podem
ger isolados a partir dos fluidos de animais tratados desta

TOYMR.,

ot

Huma realizac8o particular do presente invento, murga-
nhos Balb/c fé8meas gque foram pré-tratados, sempre qus  adeguado,
com um hidrocarboneto tal como, por sxemplo, pristanc racehey
indescolo peritoneal de um clone celular de hibridoma de acorde
com o invento. Uma a  trds semanas apds a injdeccde o clone de
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2&lulas de hibridoma do fluido ascitico foi colhido & guardado
até zer utilizado.

0z  anticorpos monoclonais foram isolados de forms
exactamente andloga ao isolamento descrito a partir dos sobrena-

r

dantes de hibridomas cultivadosg in vitro.

Una série de anticorpos que casm dentro do Ambito de
uma ou outra das reivindicagles fol produzida pelo processe aqui
deserito, Mais de um anticorpo dos inicialmente seleccionados
bpode ser produzide em cada fus¥o e rastreio; no entanto, certos
antlcorpos foram mereceram especial atenc3o pelo seu alto nivel
de ezpecificidade e/cu pela sua sensibilidade em certos formatos

- de ensaio. Entre os anticorpos preferidos para a identificacio de

Mycosvhaerella est8o os produzidos pelos hibridomas HMf1l 4C68 =
Mfdl 8E6. O hibridoma Mfi 4C6 produz um anticorpo tendo um nivel

glevado de ezpecificidade para espécies de Myvcosvhaerella, ocom
reactividade cruzada observada apenas com a espécie muito distan-
temente relacionada Bhizopus stolonifer. Esta propriedade ndo

interfere com a utilidade dos anticorpos na detecgdo de Mycosphae-
rella; ainda, HMF14C6 & muito sensivel num formato duplo de
anticorpos. O anticorpc Mfdl B8E6 apresenta uma boa reactividade
20T pécies de Mvcosphaerella e nenhuma reactividade
cruzada com espécles de outros géneros. Estes antic oorpos s8Ho  da
zubclazee de imunoglobulina IgGl.

"a

Farias a=

-
l-"

Relativamente a M. graminicola, espscificamente o
hibridoma Mg37B5 secreta anticorpos da gubclasse 1563 que =30
altamente especificos e sensiveis para M. graminicola. Ho santan-
o, como se pode ver na Tabela 1, outros

caracteristicas também foram produzidos.
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Exemplos de hibridomas produtores de cada um destes
tipos de anticorpos foram depositadez, nos termos do tratadoe de
Budapeste, na American Type Culture Collection (ATGC), Rockville,
Maryland, USA e foi-lhes dado o3 nlmeros de acesso:

Hibridoma Especificidads (] Acess
Mf14C6-E8 espécies de Mycosphasrells HE 18413
MEfd18E6 espécies de Mycosphaerells HB 18414
Ms37HS Mvcosphaers 3 HE 15188

Deve-ze entender que o5 depdsitoz acima foram fTelto=z
apenas com a finalidade de exemplificacio & as presentez reivi

L e

ot

dicagles n¥o devem ser pensadas come sendo limitantes,

Os familiarizados com a matéria reconhecerdc facilmente que
anticorpos semelhantes podem ser produzidos por repeticio dos
processos atrds descritos.

Q presente invento estd ainda relacionado com a utili-
zagio dos anticorpos de acordo com o invento num dos imuncensaios
convencionals para deteccdo de espécies dos fungos patogénicos do

género Mycosphaerella.

Como se mostra acima, os patogénios em 'questéo S&G
capazes de provocar danos graves as plantas gue 580  infectadas
por eles e o diagndstico precoce & pois altamente dessjavel. Os
prezentes anticorpos proporcionam agora um método pelo qual o=
ratogénios podem ser detectados no material vagetal antes de

Os anticorpos dsscritos atréds podem ser uzados oonc
resgentes bizicos de uma zérie de imunocensaios diferentes para

determinar a presenca de uma espécle partioular no material
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vegetal. De um modo geral falande, os anticorpos podem ser
empregues em qualquer tipe de imuncensaic, quer qualitatives gquay
guantitatives. Isto inclul ensaios de um vnico sitio e de dois
sitios, ou sanduiche, do tipc nio competitivo, assim como ensaios
de ligac8o competitivos tradicionais.

E particularmente preferido, por Ffacilidade de detecodo
& sua natureza quantitativa, o ensalo em sanduiche ou de dois
anticorpos, do qual existe uma série de variacdes, todas elas
destinando-se a serem englobadas pelo presente inventn,

Por exemplo num ensaio tipico, anticorpo n¥o marcads &
imobilizado num suporte sélideo & a amostra a ser testads colocada
em contacto com a molécula ligada. Apés um periodo de tempo
adequado suficiente para permitir a formacic de um complexo
binadrio de anticorpo-antigénic, um seguindo anticorps, marcado
com uma molécula repériter capaz de induzir um sinal detectavel, &
entdo adicionado e incubado, deixando tempo suficiente rara a
formagHo de um complexo ternéric de anticorpo-anti lgénio-anticorpo
marcade. Qualquer material que n¥c  tenha reagido & removido Doy
lavagem e a presenca do antigénio determinada pela observacio de
um sinal ou pode ser quantificada por Comparacio COm uma amcstra
testemunha contendo quantidadss conhecidas de antigénioc., Varia-
¢es deste ensalo incluem o ensalo simulténes, em gue a amostra e
o anticorpo sdo adicionades simulténeamente ao anticorpo ligado
ou um ensalo reverzo em gque o antlcorpo marcado & & a
testada sBo primeiro combinades, incubadss e adiclonados  ao
anticorpo n¥o marcado ligado & superficie. Estas técnicas sdc bem
conhecidas dos familiarizados com a matéria e & possibilidade ds
paguenas alteragdes serd facilmente aparente. Tal como agu
usac "ensalo sanduiche” destina-se a englobar todas sz variac

n’.\l—~"

da técnica de dois =itios ba=ica



Para os imuncensaios do presente invento, o Anico
factor limitante & que pelo menos um anticorpo tenha = especifi-
cidade necessaria. Assim, um nimere de combinacdes sio posziveis.
Por exemplo, um anticorpo pode ser policlonal & o outro monoclo-
nal. Como alternativa, um anticorpo pode ser um anticorpo geral,
que se liga ac patogénlo com interssse & & outros fungos, enguan-
to que o segundo anticorpo &€ especifico para o pato génio com
interesse. Também ambos os anticorpos podem ser especificos para

o patogénio com interesse.

Como um exenplo mais especifico, num ensaio sanduiche
tipico, um anticorpo geral que se liga a Mycosphaerella é ligado
covalentemente ou passivamente a uma superficie =&lida.

Exemplos de material de suporte sélido adequados para
ligacdo do antigénio ou do anticorpo sio superficies de plastice
de uma placa de microtitulac#o ou de um tubo de ensaio, a super-
ficie de esferas de polistireno, pelipropileno, cloreto de
polivinilo, vidro ou pléastico ou ainda a superficie de tiras de
rapel de filtro, dextrano, celulose ou nitrocelulose ou materiais
semelhantes, HEstes Gltimos s&o revestidos com um dos anticorpos
monoclonails de acordo com o invento ou com um antigénio, sendo
possivel para a ligacdo ac material do suporte apsnas a simples
adsorcdo ou ainda, sempre que adequado, apds activaclo do mate-
rial do suporte como, por exemplo, glutaraldeido ou brometo de
iznogénio.

‘....h

'14

A superficie sélida preferida & geralmente vidro ou um
pelimero, os polimeros mais normalmente usados sendo a celulose,
peliacrilamida, nylen, polistireno, cloreto da palivinilo ou
polipropilenc.
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Uz materiais de suporte especificos atrés referidos
podam ter uma variedade de modelos e dependendo do fim particular
a que se destina, tipos diferentes de formas. Estas podende ser
por exemplo, placasz, esferas, varetas, células, ampolas, tubos,
fibras, redes, esferas, discos ou microplacas, ou qualquer outra
suparficie adequada para a realizacio de um imuncensaio.

Os processos de ligacfio s#o bem conhecidos. Apdés a
ligagdo, o complexo fase sélida-anticorpe & lavado na preparacic
para a amostra a testar. Uma amostra do extracto vegetal a ser
testado € ent¥o adiclonada ao complexo na fase 26lida = incubado
a uma temperatura adeguada, de opreferéneis a 25°C, durante um
pariodo de tempo suficiente para permitir a ligacio de aqualausr
Myoosphaerella presente ao  anticorpo. O periodo de incubacic
poderd variar mas gerd em geral cerca de 2 minutos a 18  horas.
Apds o periodo de incubagBo, o anticorpo-Mycosphaerella-fase
sdlida é lavado e seco, incubado com um segundo anticorpo especi-
fico para Mycosphaerella. O segunde anticorpo é& ligado a um
molécula repérier, o sinal visivel da qual é usade para indicar &
ligacdo do segundo anticorpo a qualgusr antigénio na amostra. Por
"molécula reporter”, como usade na presente especificacic e
reivindicagles, pretende-se significar uma molécula dque pela sua
natureza quimica, proporciona um sinal detectével analiticamente
que permlte a detecgdo do anticorpo ligade ao antigénio., A
deteccdo deve ser pelo mencs relativamente quantificavel, para
permitir a determinaclo da quantidade de antigénio na amostra,
isto pode ser calculado em termos absclutos ou pode mer felts por

comparacido com um padriEo (ou série de padrBss) contends um nivel
noermal conhecido de antigénio.

Az meléculas repdrier mals vulgarmente usadas neste
tipo de ensalo s3o mléculaz contendo enzimas, fluordforos oL

radionuclidos. No caso de um imunoensaio com enzima, uma enzims &
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conjugada com o segundo anticorpo, multas vezes por meio ds
glutaraldeido ou pericdato. Como seréd facilmente reconhecido, no
antanto, existe uma grands variedads de diferentes técnicas de
conjugacio, as quals s8¢ bem conhecidas dos familiarizados com a
matéria. Enzimas normalments usadss incluem peroxidase de  rébanc
silvestre, glucose-oxidase, B-D-galactosidase & fosfatase alcali-
na, entre outraz. Os substratos a sersm usados com as enzimas
aspacificas s3o geralmente escolhidos. pela producio, guando da
hidrélise pela correspondente enzima, de uma mudanca de cor
detectéavel. Por exemplo, p-nitrofenilfosfato é adequado para usar
com conjugados de fosfatase alcalina; para conjugados de peroxi-
dasa, normalmente usa-se 1,2-fenllenodiamina ou tolidina., B
também possivel empregar substratos  fluorogénicos, oz quals d3o
um produto fluorescente a0 contririo dos substratos cromogénico

i}

rafaridos atrés. Em todos os casos, o anticorpe especifico de
antigénio marcado com enzima & adicionado a0 complexo primeiro
anticorpo-Mycosphaerella, deixadn ligar ao complexo, depols o

P

2xta850 de reagente é removido por lavagem. Uma soluclc contendo
o substrato adeguado € entdo adicionada ao complexo tercifric de
anticorpo-antigénio-anticorpo marcade. O subsirato reage com a
enzima ligada ao segundo anticorpo, dando um sinal visual quali-
tativo, o qual pode ser ainda quantificado, geralmente espectro-
fotometricamente,para dar uma avaliacio da gquantidade de  antigé-

nio que estid presente na amostra de soro.

Come alternativa, os compostos fluorescentes, tais como
fluoresceina ¢ vrodamina, podem ser acoplados auimicaments =
anticorpos sem alterar a sua capacidade de ligacis., Quando
activadoz por iluminacio com luz de um comprimente de onds
particular, o anticorpo marcado com fluorocromo absorve a energia
luminosa, induzindo um estado de excitacfc na molécula, segui
da emissdo da  luz num comprimente de ondas caracteristi
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com um microscéplo de luz. Tal como em EIA, o anticorpo especifi-
co marcado com a marca fluorecente PLF liga-se ao complexo
primeiro anticorpo-ferritina. Apdés lavagem do reagente  nio
ligado, o restante complexo terniric € entio exposte & luz do

:

comprimento de onda adequado & a fluorescéncis observada indics =

&
pragsncs com interesse,

4z técnicas de imunofluorescéncia e EIA e=3t8o ambas
maito bem estabelecidas e s8o particularmente preferidas para o
presente método. No entanto, outras moléculas repériter, tais como
radioisétopos, quimioluminescéncia de moléculas bioluminescentes
poden igualmente ser empregues. Serid facilmente aparsente para o=
que estio dentro da drea como variar o processo para o adaptar 2
utilizacdo que se pretende.

0 presente invento estd ainda relacionado com meios
para a determinacfio gualitativa e quantitativa de Mycosphaerella
na forma de um kit de teste que pode, para além dos anticorpoes
monoclonais de acordo com o invento e/ou seus derivados, conter,
zempre que adequado, outros anticorpos monoclonais ou policlo-
nais, mas especialmente anticorpos ou policlonais e outros
aditivos,

Dentro do &mbito deste invento sZo particularmente
preferidos kits de testes baseados nos imunoensaios normalmente
uzados seleccionados do grupo constituido por radicimuncensaio,
imuncensalo acoplado a enzima e ensalo de quimioluminescénoia.

&

Dy}

o muito particularmente preferidos kits de testes am 4u
ieteccio de Mycosvhaerella se baseia num imuncensaio competitive,
m&s e3pecialmente numimunoensaio directo ou indirecto acoplado a
enzima (ELISA).

ke



Os kits de testes para a detecglo radioimunolégica de

Mycosphaerella, pode conter, por exemplo, os seguintes conshi-
tuintes:

{a) um material de zuporte adequade que pode estar revestido o
nio com um dos anticorpos de acordo com ¢ invento ou com  um
conjugado de antigénic;

(b} =empre que adequado solugdes liofilizadas ou concentradas de
um dos anticorpos de acordo com o invento e/ou um seu derivado
marcade radicactivamente ou antigénio marcado radicactivamente ou
solucdes normalizadas do antigénio;

{0} solugdes tampio &

{d) zempre que adequado polipeptideos, detergentes e outros
aditivos que, por exemplo, evitam adsorc3o inespecifica ¢ Fforma-
cEo de agregadoz =

{e) pipetas, vasos de reacclo, graficos de calibracdo, divisdérias
da embalagem ete.

O kits de +testes para a dsteccio immnolégica 4de
ﬁzggﬁghggxgllg_ baseados num imuncensaio acoplado a enzimas
{ELISA) pode conter, por exemplo, os zeguintes constituintes:

{a) um material de suporte adequado que pode revestida ou n3o com
um dos anticorpos de acordo com ¢ invento ou com um conjugado de
antigénio;

(b} =zempre que adequado solucdes liofilizadas ou concentradas de
um dos anticorpos de acordo com o invento e/ou de um =sgundo
anticorpo monoclonal ou policlonal marecado com snzima gque &
dirigido contra o antigénio a ser determinade ou acontra um
anticorpo que reconhece o antigénio;

{c} substratos de enzimas na forma =élida ou dizzolvida;

{e) o antigénio ou solucdes normalizadas do antizénio;



{£) solucdes tamplo;

{g) wgempre que adequade pelipsptidecs, detergentss & ainda
aditivoz qus, por sxsmplo, t

gdo de agregados e

() pipetas, vass de reacclio, graficos de calibracdio, tabelas de
cor, divisérias da embalagem ete.

Um kit de testes para a deteccdo de Mycosphaerella que
se baseia num teste de quimioluminescéncia pode conter, por
axsnmplo, o5 seguintes constituintes:

fa) um material de suporte adequado que pode ser ou n3o revestido
com um dos anticorpos de acordo com ¢ invento ou com um conjugado
de antigénio;

{b) sempre que adequado solucdes liofilizadas ou concentradas de
um dos anticorpos de acordo com o invento e de um segundo anti-
corpe policlonal que € capaz de reconhecer o primeiro anticorpac
de acordo com o invento & estd ligado a uma marca quimiclumines-
oshe;

{c} solugles contendo um componente gque induz a emissdo de luz,
come seja, por exemplo, HEOE & NaOH;

{d) solucfes tampdo;

{e) sempre que adequado polipeptideos, detergentes e ainda
aditivos que evitam a adsor¢do inespecifica e a formacio de
agregados e

{f} pipetas, vasos de reacedo, divisdrias ds enbalagem sto.

Oz materiais de =suporte qus podem 2er usados dentro  do

X3

dmbito do presente invento essencialmente compreendem materiais
eliméricos insolaveis seleccionados do grupo constituide por
rolistireno, polietileno, polipropilenc, polifésterss, poliascrilo-
nitrilo, cloreto de polivinilo, poliacrilamida, nitrocelulose,
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dextrano inter-ligado, resinas fluoradas, agarose, agaross
interligada, polissacaridoz ete. Mo entante, para além degtes
podem ser conceblidos-outros materiais tais como por exemplo,
vidro, metal, rede baseada em nylon, eho.

Os materiais de suporite especificos atrés referidos
poden ter uma larga variedade de modelos & dependendo do  uso
particular a que se destina, muitos tipos diferentes de formas.
Estas Gltimas compreendem por exemplo, placas, esferas, folhas,
varatas, células, ampolas, tubos, fibras, redes, etc.

580 frequentemente usados para a produciio de kits de
testes, por exemple, placas de microtitulacio feitas de materizis
plasticos transparentes tais como, por exempls, clorets de
polivinile ou polistirenc, que podem ser revestidos ou nio com um
dos anticorpos de acordo com o invento, com antigénio livre ou
com um conjugado de antigénio. SHo também usadas esferaz, tubos
ou varetas de polistireno e polistireno latex, neste caso o
material latex resultante pode ser separado das particulas de
polistireno por centrifugacio.

Um outro componente do kit de

testez de acordso conm
invento compreende marcas ou  indicadore:

o
g 4qus  Gborne possivel
detectar a presenca de uma reaccHo de formacio de complexos, mas
especialmente de uma reacolo imunolégics, gue preferencialments
resulta num complexo antigénic-anticorpo ou ainda num compleyo
ligando-receptor, neste caso sempre que adequads informeoio
quantitativa, para além da qualitativa, pode ser obtida relativa-
mente ao antigénio a ser detectado. Marcas ou indicadores adegus-
das podem ser &tomos isoladoz e moléculas, as guais podem eztar
envolvidas directa ou indirectamente na geracio de wum sinal
detectével. Estas marcaz ou indicadores podem estar ligados
directaments a¢ antigénic a ser detectado ou a um dos anticorpos



monoclonais do invento, ou ainda incorporados nestes Gltimos. Ho
entanto, eles podem também estar na forma de substinclas simples
ou de um componente de um composto separado 9ue ndo € ele prépric
o antigénio a ser detectado nem um dos anticorpos monoclonais de
acordo com o invento mas due por sua ves € capaz de reagir com a
molécula receptora, por exemplo na forma de uma formaciao de
complexo.

Eztes compostosz separados preferencialmente tomam =
forma de uma segunda molécula de anticorpoe que pode ser de origem
monoclonal e policlonal, de uma proteina do complemento ou seus
fragmentos, de proteina A de 3.  aureus, etc. Estes compostos

eparados reconhecem ¢ ligam-se sgpecificamente a uma moléculs

ecaeptor tal como, por exemplo, ¢ antigénio a ser detectado ou um
doz anticorpos monoclonals de acorde com o invento, mas preferen-
cialmente a uma molécula receptor qus estéd presente na forma de
um complexo. Em muitos casos existe a necessidade de outros
reagentes que conduzam a um sinal detectével apenas em cooperacio
com & marca. Isto aplica-se particularmente quando estio envolvi-
das enzsimas.

Marcas ou indicadoresque podem ser usados dentro do

Ambito do presente invento s8¢ bem conhecidos dos familiarizados

ool & drea da imunclogia e imunoguimica. Eles compreendem por
&

- &xemplo, elementos ou substdncias marcados radicactivamente,

engimas ou substfncias quimicluminescentes. A lista gue se Zegus
de poszivels marcas ou  indicadores destina-se meramsn a ==tas
o
e }

te
ilustrarem a grande variedade de substincias e reagsntes que

l't-

poden sery  ugados come  exempleo mas Sem que haja  restricio  do
zzunto do invento.

'.Zt'

]

Exemplos de marcas ou indicadores adeguados poden
gncontrados dentro do grupo de elesmentos radicactivaes,

1
POLIN
s

...
it
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particularmente preferidoz elementos que emitem elez préprics
1241 125I 1ZBI 1BZI Sicr

110, 18

raios gama, tais como, por exemplo,
ou induzem a emiss3o destes raios, como por exemplo, F,

13N‘ 580 igulamente adequados os chamados emissores B tais como

Outras marcas adeguadas compreendem substi3ncias quimio-
luminescentes, mas especialmente substincias fluorescentes, as
quals podem ser ligadas muito simplesmente por meios quimicos ao
antigénio ou a um anticorpo sem desnaturar este Gltimo. O fluoro-
cromoe resultante pode ser facilmente detectado usando métodos
fluorométricos. Deve-se mencionar nesta altura os fluorccromos
gue sHo seleccionados do  grupo constituido por isocianato de
Elunoregeeina, isotiocianato de fluoresceina, cloreto de 5-dime-—
tilamino-l-naftalencssulfonilo, isoticcisnato de tetrametilroda-
gto de zulfonilo ete.

h
In]

mina, lizzamina, rodamina BZ88 clo

Outros agsntes fluorescentes & uma descricio de téeoni-
o8 analiticas podem ser encontrados em Deluca, "Immunoflucrecen—
o &nalysis“, em Antibody As a Tool, Marchalonis &t al., John
ille Ltd., ppl89-231 (1882).

=
l-.-h
l-n«l
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Dentre do &mbite dsste invento & particularments

preferido ¢ uso de ensimas como substincias de marcacio ou
indicadoras, tals como, por sxsmplo, peroxidase de rébano silves-
tre, fosfatase alcalina, B-D-galactosidase, glucoze-oxidase,
gluccamllase, anidrase carbdnica, acetilecolinssterase, lizozima,

malato-desidrogenase, glucose-6-fosfato-desidrogenase eto. Buando

i
i

uga ensimas ¢

|J

come substincias de marcac8o & nscessério sadicio-
1ar outroz reagentes que permitem a forma 10830 de um complexo imune

ot

gue & seguldo pelas actividade enzimétics e, zempre gus  adeguado,
ul reagente de paragem com ¢ gual a reacodo enzsimdtica pode  mar

DEads,
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G880 particularmente preferidos reagentes que  resultem
numa reacodo corada. Ho casoe da paroxidasze de rébano sllvestirs,
um exemplo gue pode ser referide nesta altura & o perdxide de
hidrogénio que resulta, em combinagdc com um precurscr de corants

oxidado como seja, por exemplo, diaminobenzidins ou o-fenilenodi-
amina, numa cor castanha ou amarela. Quande se usa glucose-oxida-
se como substincia de marcacfo & possivel usar, por exemplo,
Z2,2"'-azino-di- (dcido 3-etil-benzotiazolina-6-sulfédnico) [ABTS]
come substrata,

Assim o presente invento estd ainda relacionado com &
utilizacdc de kits de testes que contém pelo menos um dos anti-
20Ypos monoclonais do presente invente como reagente, para =&
detecgdo répida e eficaz, gqualitativa e/ou quantitativa de
sapécies de fungos patogénicos do género Mycosphasrella.

Os exemplos que se seguem ilustram os métodos de
preparacio dos hibridomas e anbicorpos do presente invento.

Ezewplo 1: Prepsracio do antigénio

1.1 Hyocosphae 11 Fiii .

Izolados de Mycosphaerella  fijiensis foram cultivados

emn placas de agar V-8. 0 agar V-8 & preparado como s Eaguss



Sumo V-8 [sumo vegetal: tomathe, 158 ml
cenouras, beterraba, espinafre, aipo, =zalsa,

alface, (ndo clarificado}; Campbell Soup Oo. ,

Camden, NJ 08163-17011

carbonato de cidlecio 1,5 g
agar 18,8 =
agua destilada 1.6 1

Be o isolado J& estlver numa placa de agar V-8, placas
coft 7T-14 dias sfo inundadas com fguz destilada sstéril & retira-
dos o2 conidlos usands um raspader de células estéril ou ums
vareta. Retira-se assepticamente uma pequens aquantidade de
suspansfo de conidios e observa-se ao microscdépilo relativamente &
presenca de conidios tipicos longos & estreitos tipo
8,1 ml desta suspensdo & colocado em placss de agar V-8 e eSna—-

E

lhado sobre & superficie usande um espalhador de vidro estéri

[t

As placas s#Ho incubadas {(com parafilme) com luz continua [GE FaG;
201 White Fluorescent Light Bulbs, fotoperiodo de 24 horazl &
temperatura ambiente. Transferéncias continuas dos isolados podan
afectar a patogenicidade ac longo do tempo. Isolados fFresoos

devem ser retirados do azoto liguido de trés em trés meses.

U5 isolados de Myvcosphaerslla fijiensis podamn  sSar

cresclidos depols de  retirados do asoto liauido descongelands a
ampola & temperatura ambiente e colocandos pedacos de AgAYy em
placas de agar V-8 concentrade. As placas sEn incubadas & tenp
ratura ambilente com luz continua. Apés o aparecimento decrasac
mento visivel no pedaco de agar (5-T7 dias), este & removide
azsépticamente usando plngas estérsiz & o pedaco de agar &

eapalhado sobre s superficie de placas de agar V-8,



O antigénio pode ser produzido usande conidiso ou
micélio cortado finamente como indculo de culituras em caldo:

0 indculo de conidics prepara-se como descritoe atras
usando placas de agar V-8 semeadas com uma suspensio de conidios.
As placas com indculo sHo incubadas & temperatura ambiente com
luz continua durante 7-14 dias (18 dias é 6ptimo segundo descrito
na literatura). As placas s8o inundadas com 18 ml de Agus  desti-
lada estéril e os conidios retirados como descrito atras. 8,1 ml
da suspensic & removido assepticaments & usande um hemocitémetro,
contado o nimero de conidios & a concentracio de conidics ajusta-
da assepticamente a 100088/ml de &gzua., Se for realizado assephi-
camente, 8,1 ml da suspensio pods ser usado para Semear mals
placas de V-8. Anteriormente, nlmeros de conidics variandoc entre
500000 ¢ 900088 foram colhidoz & partir de uma Unica placa de
agar.

0 indculo de micélio fol preparade por inoculacio d=
frascos de cultura de tecidos de 250 ml (Falcon-3024) contendo 58
ml de caldo Phytone-Dextrose sztéril com suspensio de conidics
(166800 a 200000 conidios) ou padacos de micélio removidos de uma
rlaca de agar. O caldo de Phytone-Dextrose prepara-se como se

Ssguss

Bacto-Soytone [Phybone; Difeo Laboratories, i g
I=troit, MIZ

Dextrose a2 g
dgua destilada 11

Oz frascos foram incubados na posicio vertical durante
tré&s dias, depols agitados fortemente = daitados dursnte sproxi-
madamente 5-7 dias., Apéds incubaclo, s=ta auzspenzido fol tratads



)

fisicamente para rebentar o micélio, por exemple através da
transferéncia para uma clmarzs estéril de 52 ml de um Omnimizer
[c8mara de ago inoxidével (capacidade 586 ml) de um homogenizador
Omnimixer; Omnl International, Waterbury., Conn., USAI. Esta
suspensio fol tritursds no méximo durante 30 segundos para picar

finamente o micélin,

tzzepticamente, 20808000 conidios ou 8,5 ml da =suspensioc
de micélio finamente cortado foram adicicnados a 58 ml de caldo
Fhytone-Dextrose num frasco de 250 ml e incubado com agitacdo num
banho-maria a 26°C e 80 rpm. Os frascos s3o preferencialmente
incubados durante 8 dias.

0 micélio é colhido usando filtros de café (6,4 x 8,3
ci) num funil Buchner sob vacuo uma vez gque Mycosphaerella cresce
e e5feras compactas em culturas em caldo que podem passar
através de gase,

1.2: Hycosvhaerells sraminicols

Os extractos de antigénio podem ser preparados a partir
de esporos germinados ou ndo germinados, como se mague:

i.2.1: Esporos ndc sermi nados

Us conidios de um isolado de 5. tritici s¥c semeados nums
placa CDV8 (Caldo Czapek-Dox, Difco Cat #8338-81-2, =zuplementads
oom sumoe "V-87, da Campbell) usande ums ansza  de inooulacdo,

an

ca fol colocada em  incubacd3o a 18°9C sob  luz UV. Uma culturs
idade foi inundada com &zua destiladas estéril e
o8 conidios retirados =zuavemente ragpando ocom uma ansa  de



inoculacdo estéril a superficie do agar. O ntmero de conidios/m
na suspensfo resultante fol determinado usands um ham@aitém&trs
{ag concentraclses de esporos podem Ser muite altasz, uma dilulgdo
de 1:50 & recomendada para uma suspensio turva). A suspensEc 4

=
espores fol dilulda assepticaments para ums concentracdo final

g

s
x¥l

¢ milhdesz de conidios/ml com fgus destilada estéril.

Em segulda frascos Erlenmeyer contendo 580 ml de meilo
para leveduraz com sucrome (YSM) [18 g de extracto de levedura
(Difco Laborateries); 18 g de sucrose; 1 1 de &gual com 1 1 de
indculo cada (s¥o necessirios mais frascos para a pr Q}u;:o en
bloce) foram inoculados assspticamente. Os frasoos de YSH  inocu-
lados foram colocados num agitador [alta velocidads; cerca de 148
rpml a 18°C com luz ambiente [iluminacio da sala com luz fluores-
cente, fotoperiodo de aproximadamente 10 horas e c¢inco dos
frascos foram colhidos apés 96 horas. 05 restantes frascos Toram
usados para preparar esporos germinados, infra. O contetdo dos
frascos fol vertids para dentro de um frasco de centrifuga de 250
ml & centrifugade a 3088 rpm durante 5 minutoes. QO sobrenadante
fol retirade por decantaclo & o sedimento lavado uma ver conm &gus
destilada e recentrifugada. O sedimento foi ressuspenso em 50 ml
PBSe extraido no moinho Dyno [mwoinho Dyno tipo KDL, destruidor de
células: Impandes, Ino., Maywood, NJ B7867]1 durante 15 minutos.

1.2.2: Esporos germinados

g cincoe frascoz restantes do processo dezorito  atras
foram colhidos apds 898 horas & deixadeos a garminary am dgua ds

acordo com O DProcessc due S& @sgue.

0 conteudo de cada um dos  frascos foi transferido
azzepticamente para um tubo Falcon estéril =& centrifugado a 3668



rpm durante 5 minutes. O sobrenadante fol vertido, lavado uma ves
com &gua destilada estéril e recantrifugado. 0 sedimento foi
totalmente ressuspenso em 50 ml de &gus destilada estéril., A
suspensio de cada tubo Falcon fol transferida para um frasco
Erlenmeyer de 200 ml. Os <frascos inoculados foram colocados num
agitador [alta velocidads, cerca de 140 rpml a 18°C com lus
ambiente durante 72 horas, o8 esporos foram colhidos vertendo o
conteudo de & frascos para um frasco de centrifuga de 250 ml
(retirada uma amostra de 1 ml = determinada 5 % de germinacio
usando um hemocitémetro). A amostira fol centrifugads a 366D rom
[rotor G5-3, centrifuga Sorvall; 1521 gldurante 5 minutez, o
sobrenadante fol vertido, lavade uma ves com &dgua estilada =
recentrifugade. O sedimento fol ressuspense em 5@ ml de PBS =
extralido no moinho Dyno [destruidor de células moinho Dyno  tipo
KDL: Impandex, Inc., Maywood, NJ 876871 durants 15 minutos.

a: izac

)
i

A descrigdo que se segue é para imunizac3o com Mycospha-
erella sraminicola, mas a imunizac3o com Mycosphaerella, usando
um extracto de M, fijiensis, é realizado de forma idéntica.

A primeira imunizacdo & feita intraperitonsalmente num
mirganho Balb/C com 9,25 ml de extracto fungico Mg3 [Mycosphae-
rella graminicola isclado 3, preparado como descrito na seccio
+2.11 emulzionado em 8,25 ml de Adjuvante Completo de Freund. As
nieccdes de reforgo foram dadas ugando o mesmo imunogénio em

3

e

lu.h

Adduvante Incompleto de Freund com intervalos de duas semanas. A
guarta indecclo, terceiro reforgo, fol dada com extracto fungico

0]

K

g3 em adjuvante incompleto seguido, apds duas =emsnas, de ol
reforco da mesma  preparacdo. O murganho fol sacrificado por

deglocamento cervieal noe décimo dia & o bago removide opars
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extraccio dos linfécltos. Antes da morte, o murganhs foi zsangrado
na veia da cauda & o =moro testado guanto & pressnca ds anticorpos
especificos para o imunogénio.

0 murganho fol sacrificado por deslocamento cervical e
o bago retirade cirurgicaments. 0 bago foi colocads num &oran
eatéril de 80 mesh dentro de uma calxa de Petri rejeitaval
estéril, cortade com um bisztiri e massajado com o embolo estéril
de uma seringa de 3 ml. Durante este processzc, o baco & lavado
varias vezes com DMEM & as lavagens juntas num tubo. A suspensio

e

celular fol centrifugada a 2082 ropm a 8580 g [Beckman Table Too
Centrifuge rotor TH-41 durante 18 ninutes (as centrifugaches
foram todas feitas & temperatura ambiente). O sobrenadante foi
decantado & o sedimento lavado com 4 ml de soluclo de lise des
glébulos vermelhos (6,83% NH4C1, 8,81 KHCQB, @, 1mM EDTA) durante
88 segundoz & temperatura ambiente. A reacciio de lise fol parad
por diluicdo do conteudo do tubc para 45 ml com DMEM. O contend
foli novamente centrifugado a 2088 rpm a 850 g [Beckmsn Table To
Centrifuge rotor TH-41 durante 10 minutos. 0O sobrenadante fo
decantado & o sedimento ressuspensc em 10 ml de DMEM. Uma amostrs
da suspensdo celular fol guardada para contagme das oé&lulas. O
nimero total de células viadveis na suspensHo foi de 2,985 x 1@"5’g
cé&lulas,

P

1]

i

om0

Gélulas de mieloma [P3NS1/1-Az4-1 (NS1) adauiridas &
American Type Culture Collection, ATCC #TIB-181 foram removidas
do melo de cultura por centrifugacdc num tube de ocantrifugs
235éril de 50 ml a 2000 rpm para 850 g [Beckman Table Top Centri-
fuge rotor TH-41 durante 18 minutos. O sobrenadante fol dscantado
£ o zadimento ressuspenso em 10 ml de DMEM para & conta agem de
c&lulas. 7,46 x 187 células de mieloma foram necessérias para dar
uma proporedo de 4:1 de células do bago para células de mieloma.
A guantidade adequada de células de mieloma fol adicionada &
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suspensdo de células do bhaco. As células combinadas foram centri-
fugadss a 2088 rpm para 858 g [Beckman Table Top Centrifuge rotor
TH4-4]1 durante 10 minutos. Apds centrifugaclo, o sobrenadante foi
dacantadeo,

1 ml de PEG 15880 (Boehringer HWannheim Eiochemicals,
cat, #783-641) & temperatura ambiente fol adicionado ao ssadimen-
to. Az células foram ressuspensas suavemente com uma pipeta de 2
ml & um pipstador automitico. A suspensfo de células fol diluida
maite lentamente pela adiclo de 18 ml de DHMEM gota & gota durante
18 minutos com agitacdo suave do tubo para manter as células em
sugpensdo. A suspensdo  fol entfo lentamente diluida para 45 ml
com DMEM e centrifugado 186 minutos a 1500 rpm para 580 g. 0O
sobrenadante fol decantado, o sedimento lavado suavemente com 18
ml de DMEM e racentrifugado a 1500 rpm para 500 g durante 18
minutes. O sobrenadante fol decantado e HMT previamente aguecido
fo1 adicionado ac tubo. O ssdimento fol ressuspenso, +transferido
para um frasco de cultura rejeitével estéril e diluido ainda para
88 ml com meio HMT. A diluicg8oc final foi adicionada as 88 cavida-
des internas de nove placas de microtitulacd8oc de 96 cavidades
{Falcon, cat. #3870) usando uma pipeta de 10 ml, duas gotas por
cavidade. As placas de microtitulacd3o foram colocadas numa
incubadora de 8% de COZ com pelo menos 95% de humidade.

Az c&lulsz foram novamente alimentadas com meio HMT com

B oomposicio qu

%0

: Ze gagus apds B-T7 dias.

e



Heip HMT Composicia
DHEM 78,8 ml
L-glutamina 1.0 ml
Fenicilina-Estrepbomicina 1.8 nl
Hetotrexato [22,73 mgl 1,0 ml
Hipoczantina/Timidina 2,8 ml
Soroe Fetal Bovino 29,0 ml
Origen-HCER™ 5,0 ml

¥ Origen-HCF & 0 noms da'marca registads pars um suplsmento ds
cultura de tecidos para aumentar ¢ crescimento de células da
hibridoma [IGEN Inc. Maryland, 2868521

Grupos de cé€lulazs de hibridoms comecam a aparscser apos
5-7 dias=. Ainda nova adicdo de melo HT, 8 mesma conposinio 4

bl

meio HMT sem metotrexato & Origen-HCFE.

1.4: Rastreio de hibrid

nicols

Os hibridomas produtores de anticorpos contra fungos
patogénicos foram identificados usands extracte preparado de
Myveogphaerella graminicola com 38% de ssporos germinades {(concsn-
trag8o proteica 5 pg/ml em ‘tampic carbonats) num  formato  ds
ELISA. As cavidades apresentando resposta positive em ELISA foram
subclonadas de forma que estirpss puras de células de hibridoms
foram seleccionadas. O método de subclonagem snvolve diluicHo das
oélulas de uma cavidade para <160 células em 12 ml de meloc HT com



-

-

5% Origen-HCF. Esta suspensdo de células diluidas fol adicionads
a uma plea de nmicrotitulacic &,
&

5

[l

duas gotas por cavidad Az cavida-

des da placa de subclonagem foram novamente ‘testadas quanto A

actividade de anticorpo especifico contra componentes fiangicos.

Az cavidadez da placa de subclonagem foram novamenhbe testadas

relativamente & actlvidade de anticorpo especifico contra compo-

nentes fungicos. As cavidades poszitivas foram entdoc transferidas
]

para frascos de culbura malores s culbura nums escala malor.

I3
it
)

ELI5A--Processoe do Carbinato——

J68 ug de tampdo carbonsto contendo & pg/ml de antigé-
nic fol colocado em cada uma das cavidades de uma placa ds
microtitulaciio (Nunc, cat #468667) & incubado durante 3 horas &
temperatura ambiente. As placas foram lavadas 3 vezes com tampdc
carbonato. As cavidades foram cheias com solucgdo de blogquelis =
incubadas 30 minutoz & tempsraturas ambisnte. A soluclo residusl
fol retiradsa, as placas. enxutas com toalhss de papsl & secas
durante a nolte a 37°C numa incubadors de convecodo mecdnica., As
placas foram ent¥o fechadsas em sacos de aluminio contends sacos
axoicadores e guardadas a 4°C.

As placas foram retlirsdas do armasenamento

[
e

4]

delxse
& temperatura amblents. 188 ul ds amostra de sobran

e

!:1:!

t

danta fol clocade em cada uma daz cavidadss & incubads 18 minutos
num agitador de microplacas & btemperabura ambients. & solugdo

regidual fol rejeitads & a placa lavada cinco vezes com tampdo de
lavagem [20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,5% Tween-88, 0,01% Thimerozal
{(gtil-mercuritio-salicilate de sédio; Fluka, Biochemiks, #
71230), pH 7.8). Adicionou-se a cada uma das cavidades 160 pl d=
gord de  cabra anti-Igl de murganhe condugsdoe com  peroxidase
[Kikegaard e Perry Laboratories Inc. (KPL), HWaryland 28879, cat.

pla

$#14-16-021 diluido a 1: 1089 em 9,1% BSA em PBS. As oas Toram



incubadas durante 10 minutos num agitador 4 temperatura ambiente.
A solugBo residual fol retirada e as pleas lavadas cinco vezes
com bampio de lavagem. 100 pl  de substrato ABTE fol colocade am
cada uma das cavidades & as placas foram incubadas 10 minutos
come anteriormente. A reaccdo enzima/substrate fol parada pels
adicdo de 58 ul de 1,5% Ha

F a & rapldamsn-
te misturado no agitador. A absorvEncis Toil lida & 405 nm.

1. Tamp8c Carbenato: 8,1 M carbonate, pH 9.6, consiste em 1,58
g/1 de Nazco3 e 2,83 g/1 ﬂaHCO3 em DI HEQ.

2. PBS: 2,19 g/l NayHPO,, 0,56 g/1 NaH,PO,, 8,76 g/1 NaCl em DI
H,0, oH 7,2.

3. Stock ABTS: 15 mg/ml 2,2*-Azinobis(dcido 3-etilbenztiazolios-
zulfdnicoe) em DI HES.

4. Tampdo Citrato: 23 g/l de 4&cido citrico, pH 4,5, depois
adicionado 0,5ml 30% HZO?‘

5. Substrato ABTS: Solucdo stock ABTS foi diluida 1 ml com 24 ml
de tampio clitrato.

Todas as  solucdes teampd foram feitas com  resgentes
anidroz quande dizponivels e DI H,Q.
2

Oz resultados de um rastreic primirio de uma série de
anticorpos contra um painel de fungos patogénicos =3t8c  apresen-
1

IR 3
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Rastreio de anticorpos isolados contra o painel de

Tungos primério Mycosphaerella graminicola contra os anticorpos
monoclonais Mg37B5, Mg35D10, Mg39G8, Mg3bD6. As placas de micro-
titulacdo foram revestidas com o antigénio a 5 ug/ml.

Isclado  Hz37BS He35Di@ Mz39GS Mg35D6

M., graminicols 3G 2,880+ 2,80+ 1,74 1,81
i aminico AG 2,80+ 1,75 1,51 @.28
eptosphaeria nodorum 1 2,081 8,02 @#,03 8,27
Pyrenovhora tritici

rrepentis e 1a %,01 ,00 a,02 0,21
Ezpéoles de Alternaria 2 2,02 0,02 2,03 1,13
Azpergillus funigatus 1 @,01 @,00 #,081 8,24
Ezpécies de (Raels] 1 0,82 @,a2 G,02 1,55
Ezspécies de Phoma 1 @,02 @,07 @,00 1,14
Ezpécises de Penicillium 15 2,01 @,01 @,03 0,37
Ezpécies de Cladosporium 1 2,01 B,01 2,01 @, 17
Branco (@,1% 4 BSA em

PR3} 8,01 #,081 &,83 @,18

Us rastrelos de anticorpes isolados foram realizados
uzande o anticorpo Mg37B5 contra um painsl sxpandide de izclados
de Tungos patogénicos ralacionados, assim como contra vérios

= & HMyvcosp & aminicola. Gz resultados s=ztio
apressntados respectivamente nas Tabelas 2 e 3.
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Eastreio de anticorpos isclados do painel secundéric de

fungos Mycosphaerella graminicola de sspécies relacionadas e nZo
W relacionadas contra o anticorpe monoclonal Mg37B5. Flacas de
microtitulacdo revestidas com antigénio a BHug/ml. HT = HNic

testado.,

\’ HO de
N ' izoiados
ola testados : Mg37B5

SRR T2 e Gl R e L TR

Mycosphaerella fijiensis 3 0.015
Mycosphaerella graminicola 5 2.00+
Mycosphaerella graminicola 1 1.125
Mycosphaerella musicola 3 0.014

M. fijiensis var. difformis 3 0.016
Alternaria alternata 1 0.000

N ’ Alternaria spp. 1 0.056
(D Aspergillus spp. 3 0.000
\ Aspergillus fumigatus 1 0.000
Aspergillus terreus 1 0.000
Aspergillus candidis 1 0.007

~ Aspergillus varians 1 0.034
~ Botrytis alli 1 0.000
Botrytis cinerea 2 0.037



Bipolaris oryzae

Bipolaris sorokiniana
Cladosporium cladosporioides
Cladosporium herbarum
Cladosporium macrocarpum
Cladosporium musae
Cladosporium spp.
Cladosporium spp.
Colletotirichum graminicola
Colletotrichum s pp.
Colletotrichum spp.
Curvularia lunara
Chloridium musae

Cordana musae

Dreschlera gigantea
Diplodia gossypina
Deightoniella torulosa
Deightoniella spp.
Epicoccum nigrum
Epicoccum spp.

Fusarium oxysporum
Fusarium nivale

Fusarium spp.
Helminthosporium sativum
Leptosphaeria korrae
Leprtosphaeria nodorum
Lambertella subrenispora
Monilinia spp.

0.016
0.000
0.048
0.000
0.000
0.023
0.058
0.001
0.038
0.089
0.000
0.080
0.000
0.028
0.000
0.001
0.000
0.000
0.049
0.000
0.004
0.028
0.000
0.051
0.000
0.001
0.000
0.004



Mortierella spinosa
Mpyriosclerotinia dennisii
Penicillium spp.
Pyrenophora tritici-repentis
Pythium aphanidermatum
Phoma spp.
Pseudocercosporella
herpotrichoides

Rhizopus stolonifer
Rhizoctonia solani
Sclerotinia sclerotiorum
Stemphylium vesicarium

1
1
5
2
3
1
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0.112
0.017
0.000
0.002
0.000

0.000

- 46 -

0.006

0.034
0.026
0.019
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Tabela 3

Bastreio de anticorpos isclados de Hycosphaerelln
graminicola contra ¢ anticorpo monoclonal Mz37B5. As placas de
microtitulacio foram revestidas com o antigénio a & ug/ml.

Anticorpo Monoclonal
Antigénio Lote Mg37BH

Ahzorvincia (485 nmd

Mg3 012G 2.000+
Mg 4 011G 2.000+
Mg5 010G 2.000+
Mg7 010G 2.000+
Mg 8 010G 0.559

Mg 10 010G 2.000+
Mg 15 ' 010G 1.125

Mg 28 010G 2.000+
Mg 40 010G , 2.000+
Mg 41 010G 2.000+
Mg 42 010G 2.000+
Mg 43 : 010G 2.000+
Mg 44 : 010G 2.000+
Mg 45 010G 2.000+

Trés linhas celulares da fusio de. Hyoo as 3

icola foram testadas contra oz izolados de fungos do painel

x.

de reactividade cruzada primaria para Hycosvhasrellas fijisngis




num formato de um Gnico anticorpo. Como se mostra na Tabela 4,
cada um destes anticorpoz (todos IgBl) apresentam uma forte

reactividade cruzada com espécies de Mycosphaerella graminicola.
Tabala 4
Bastreio de anticorpos isclados do painel primario des
fungos Mycosphaerella fijiensis contra os anticorpos monoclonais

Hg38G8, Mg35D10 e HMg35D3. As placas de microtitulac8c foram
revestidas com o antigénio a Bug/ml.

lsolado H239G8 Hz35D1@ HMz35D3

Mycosphaerella fijiensis 1 1.30 0.74 0.80
M. fijiensis var. difformis 1 0.07 0.27 0.37
M. fijiensis var. difformis 3 1.66 1.83 1.89
Mycosphaerella musicola 1 1.30 1.56 1.80
Mycosphaerella graminicola 3G 1.55 1.33 1.61
Deightoniella torulosa 1 0.00 0.02 0.08
Cladosporium herbarum 1 0.00 0.03 0.06
Dreschlera gigantea 1 0.00 0.00 0.03
Cladosporium :
cladosporioides 1 0.00 0.00 0.03
Cladosporium musae 1 0.01 0.03 0.08
Rhizopus stolonifer 2 0.00 0.00 0.03

0 antlicorpo moncclonal do  hibridoms Hz3d7BE & outros
=3

i
monoclonais, foram ainda testados num formato de dois anticorpos



A4

contra um trige infectado e outro amtrial comparativo como se
sague:

Oz anticorpos monoclonais foram purificados, a partir
de amostras de sobrenadantes de hibridoma por cromatografia de
sfinidade em Proteina A. O sluente da =ocluna de cromatografia foi
dializado contra duas mudas de PBS, 188 volumes por ciclo de
dislise. A concentrac3oc de proteina da solucio de anticorpo foi
caloulada dividindo a  absorvancia da soluclo a 280 nm poe 1.4
para dar a concentrac3o em miligramas de proteina por mililitro.

Az placas de microtitulacdo foram sensibilizadas
diluindo primeiro a scluclo de anticorpo purificado no tampdo de
gensibllizacdo adequadoe depois colocando 100 ul em cada cavida-
de. A concentrac8o do anticorpo apés a diluic8o foi de Bug/ml em
cada um dos trés tamples de sensibilizac3o; Tamp3o Carbonato, pH
9.6, PBS, pH 7.2 e @,1M Glicina-HC1l, pH 4,5. As placas de micro-
titulagdo foram incubadas 3 horas & temperatura ambiente. A
solugdo residual fol rejeitada e as cavidades lvadas 3 veses COom
o mesme tampdo usado na senzibilizac¥o. As cavidades foram cheias
com slucdo de bloqueamento € incubadas 30 minutos 3 temperatura
amblente. A soluclo residual fol rejeitada, as placas foram secas
zobre toalhas de papel & depols secas a 37°C durante a noite numa
incubadora de convecclo mecAnica. As placas foram ent3o fechadas
e 2acos de  folha de sluminio contendo uma bolsa sxcicadora e
guardadaz a 4°C,

Az placas foram retiradas do local ds armassnamento =

5
¥adaz a squilibrar & temperatura ambiente. Az solucdez d=

i
antigénio foram preparadas diluindo extractos de oulturas ds=
ungoz em @,1% BEA/PBS  ou triturando no mesmo tanpdc folhas de

bl

rige infectadss. 180 yl ds solucdo de antigénio fol adicionado =
xada uma das cavidades e as  placas foram incubadas 16 minutos &



N’

temperatura ambiente num agitador de placas de microtitulacio.
Adicionou-se a cada uma das cavidades 188 pl de soro de carneire
anti-Mg3G conjugado com peroxidase (8,5 ug/ml em ©,1% BSA/PES).
As placas foram incubadas como atréds. A soluclo de conjugado
residual fol retirada & as placas lavadas 5 vezmes com tampdo de
lavagem. Adicionou-se a cada uma das cavidades 188 pl de substra-
to ABTS [2,2°-Azinobis (&cido 3-etil-benzetiazolinnssulfénico)] e
28 placas foram incubadas como atrds. A reaccglo corada foi parada
apds 10 minutos pela adicZo de 50 upl de 1,5% naF a cada uma das
cavidades e rapidamente misturado num agitador de placas. Leu-se
& abscorva@ncia de cada uma das placas a 485 nm.

Oz rezultados, oz quals esti3o apresentados na Tabela 5,
indicam que os moncclonais de Mg37B5 =3p eficases na detececldo de
cosph & raminic no material vegetal infectado.

Tabela &

0 teste de dois anticorposusando o sobrenadante da
linha celular Mg37B5 come anticorpo de aaptura (concentraciio de
anticorpo 5 ug/ml, diluente tampfo carbonato pH 9.,6). O conjusgado

uzado fol de carneiro aﬁtﬁ—Ezgggﬁ__sx_llﬁ_gz_m;glggla U5 antigé-

nizoe testadoz foram de trigoe infectadocom Mycozaphaerella gramini-
oola, trigo ndo infectado e o isolado Mg3G.



Antigénio TEH

Trigo infectade com

3 .

ABEAn] = 5
diluicdo 1:18 8.78
Trigo ndo infectado 0,62

Isclado 3G de
roos ninice
18 pg/ml 2.0+

@,1% de Albumina Sérica Bovin

X}

@,21

o0 asre fijiensi=

O rastrelio de thibridomas resultantes das fusdes de
Hycosphaerella fijiensis foi realizade essencialmente COMG
descrito para Mycosphaerella graminicola, supra. 0s resultados do

painel de rastrelo primério est3o apresentados ma Tabela 8.

ITabela &

Rastreio de anticorpos isclados do painel primirio de
fungos Mvcosvhasrella fijiensis contra os anticorpos monoclonais
Mf14C6, Mf18E6, MfA12C3, MFA13F9, WNFfd116D8, Mfd11B9, Mfdi18Cl1 e
MEd17D10. As placas de microtitulacio foram ravestidas com o
antigénio a & pg/ml.

HT = H8o testado.




Mycosphaerella
fijiensis

M. fijiensis

var. difformis
M. fijiensis

var. difformis
Mycosphaerella
musicola
Mycosphaerella
graminicola
Deightoniella
torulosa
Cladosporium
herbarum
Dreschlera
gigantea
Cladosporium
musae
Fusarium
oxysporium
Rhizopus
stolonifer

Blank

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.02
0.00

Mfd1
8E6

2.00+

2.00+

2.00+

2.00+

0.00

0.00

0.00

0.00

0.05
0.00

Mfdl Mfdl Mfdl Mfdl Mfdl Mfdl
2C3  3F9 6D8 1B9  8Cli 7DI0Q
20+ 008 002 069 079 1.64
20+ 049 082 165 061 183
20+ 009 0.06 000 036 095
20+ 009 004 021 055 174
082 009 005 001 028 0.11
0.18 008 0.0 000 064 0.00
002 000 001 000 0.12 027
001 004 000 0.00 0.07 0.00
008 006 002 000 0.03 0.00
004 008 000 000 0.05 0.00
012 007 NT 000 0.60 0.00
006 009 NT 000 0.00 0.00



Os resultados de um ensaic com um =6 anticorpo para
testar a reactividads cruzada de vérios anticorpoz de Mycosphas-
rella contra  um painel large de isolados relacionados e nao
relacionados estdo apresentados nas Tabelas 7 e 7Ta. A reacti-
vidade destes anticorpos monoclonais com miltiplos isolados de M.
fijiensis estd apresentads nas Tabelazs 8 & Ba.

Iabela 7

Eastreio de anticorpos isclados de um painel secundario
de fungos de Mycosphaerella fijiensis contra os anticorposz
monocleonais ME 11406, MFPI18E6, MFfd12C3 e MFA17D10. As placas de
microtitulacdo foram revestidas com antigénio a 5 ug/ml. HT = Nao
testado,

HOmero de

Isolados Anticorpos HMonoclonais
Isglados testados 4C6 QE6 2C3 7Dis
Mycosphaerella
fijiensis 3 0.008 2.00+ 2.00+ 1.443
M. fijiensis var.
difformis 3 0.041 2.00+ 2.00+ 0.959
Mycosphaerella gramincola 5 0.080 0.259 0.167 0.062
Mycosphaerella musicola 3 0.021 2.00+ 1.768 0.940
Alternaria alternata 1 0.000 0.006 0.000 0.000
Alternaria spp. 1 0.044 0.023 0.000 0.018
Aspergillus spp. 3 0.002 0.022 0.000 0.015
Aspergillus terreus 1 0.000 0.048 0.009 0.000
Aspergillus candidis 1 0.017 0.100 0.000 0.000
Aspergillus varians 1 0.007 0.028 0.000 0.000
Botrytis allii 1 0.000 0.039 0.011 0.000
Botrytis cinerea 2 0.014 0.023 0.004 0.016
Bipolaris oryzae 2 0.071 0.033 0.031 0.054
Bipolaris sorokiniana 3 0.000 0.004 0.000 0.008

Cladosporium -



cladosporioides
Cladosporium herbarum

Cladosporium macrocarpum

Cladosporium musae
Cladosporium spp.
Cladosporium spp.
Colletotrichum graminicola
Colletotrichum spp.
Colletotrichum spp.
Curvularia lunata
Chloridium musae
Cordana musae
Dreschlera gigantea
Diplodia gossypina
Deightoniella torulosa
Deightoniella spp.
Epicoccum nigrum
Epicoccum spp.

Fusarium oxysporum
Fusarium nivale

Fusarium spp.
Helminthosporium sativum
Leptospheria korrae
Leptospheria nodorum ‘
Lambertella subrenispora
Monilinia spp.
Mortierella spinosa
Mortierella epigama
Mpyriosclerotinia dennisii
Penicillium spp.
Pyrenophora triticirepentis
Pythium aphanidermatum
Phoma spp.

Rhizopus stolonifer
Rhizoctonia solani
Sclerotinia sclerotiorum

NM.&.HU&N(AHHHN»—:N@A»—A—-HH»—A.—)--r—-p--b—-t»—ap—ar—ab--mn—lt\),_.,._;.....—a

0.000
0.000
0.000
0.021

0.027
0.000
0.030
0.000
0.000
0.015
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.036
0.000
0.016
0.016
0.000
0.004
0.000
0.002
0.022
0.000
NT

0.000
0.000
0.017
0.004
0.000
0.000
0.007
0.007
0.000
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Tabela Ta

Hastreio de anticorpos isclados de um painel secundaric
de fungos ds Myvcosphaerella fijiensis contra os anticorpos
monoclonais ME£A13F9, MEA16D8, Mfd11B9 e MFfA18C1l1. As placas de
microtitulagdo foram revestidas com antigénio a 5 ug/ml. NT = N3o

Lestado,

Himero de
Izcliados
alado fteatados 4F8 &8D8 iB3 BC11

Mycosphaerella

fijiensis 3 0.014 0.000 0.022 0.893
M. fijiensis var.

difformis 3 0.088 0.134 0.091 0.688
Mycosphaerella

graminicola 5 0.012 0.057 0.030 0.153
Mycosphaerella musicola 3 0.043 0.027 0.047 0:999
Alternaria alternata 1 0.018 0.026 0.003 0.088
Alternaria spp. 1 0.000 0.000 0.000 0.058
Aspergillus spp. 3 0.013 0.006 0.000 0.104
Aspergillus fumigatus 1 0.009 0.013 0.000 0.177
Aspergillus terreus 1 0.000 0.000 0.000 0.075
Aspergillus candidis 1 0.000 0.020 0.000 0.205
Aspergillus varians 1 0.000 0.000 0.000 0.098
Botrytis allii 1 0.000 0.000 0.000 0.156
Botrytis cinerea 2 0.000 0.040 0.033 0.072
Bipolaris oryzae 2 0.004 0.000 0.000 0.438
Bipolaris sorokiniana 3 0.035 0075 0.017 0.169



Cladosporium
cladosporioides
Cladosporium herbarum
Cladosporium macrocarpum
Cladosporium musae
Cladosporium spp.
Cladosporium spp.
Colletotrichum
graminicola
Colletotrichum spp.
Colletotrichum spp.
Curvularia lunata
Chloridium musae
Cordana musae
Dreschlera gigantea
Diplodia gossypina
Deightoniella torulosa
Deightoniella spp.
Epicoccum nigrum
Epicoccum spp.
Fusarium oxysporum
Fusarium nivale
Fusarium spp.
Helminthosporium sativum
Leptospheria korrae
Leptospheria nodorum
Lambertella subrenispora
Monilinia spp.
Mortierella spinosa
Mortierella epigama
Myriosclerotinia dennisii
Penicillium spp.
Pyrenophora triticirepentis
Pythium aphanidermatum
Phoma spp.
Rhizopus stolonifer
Rhizoctonia solani
Sclerotinia sclerotiorum

[ N I e e

W)
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0.009
0.032
0.009
0.027
0.053
0.057

0.008

0.021
0.003
0.014
0.012

. 0.000

0.000
0.043
0.013
0.000
0.076
0.089
0.007
0.007
0.000
0.005
0.079
0.022
0.023
0.470
0.000
0.015
0.000
0.010
0.390
0.067
0.057
0.076
0.030
0.006

0.003

0.000
0.003
0.000
0.000
0.009
0.000
0.002
0.000
0.000
0.000
0.170
0.000
0.000
0.000
0.000
0.017
0.019
0.000
0.009
0.000
0.021
0.000
0.004
0.015
0.002
0.129
0.006
0.034
0.003

0.000

0.013
0.004
0.000
0.000
0.000
0.000
0.002
0.000
0.000
0.000
0.142
0.221
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.007
0.024
0.000
0.002
0.000
0.000
0.007
0.006
0.025
0.047
0.004
0.000

0.078
0.004
0.139
0.148
0.014
0.188

0.197

0.129
0.101
0.082
0.062
0.068
0.076
0.059
0.330
0.316
0.272
0.183
0.120
0.219
0.317
0.082
0.160
0.109
0.239
0.053
0.816
0.195
0.793
0.261
0.149
0.387
0.232
0.362
0.453
0.068



Bastreio de anticorpos isolados de Mycosphaerella
fijiensis (Mf), M. fijiensis var. difformis (MFd) e M. musicola
(M) contra anticorpos monoclonais Mf14C6, MF18E6, MFd12C3 e
BEd17D10. Az placas de microtitulac8o Foram revestidas ocom
antigénio a Bug/ml.

Anticorpo Honoclonal
Antigénio Lote Mfi4ce MFi18Es MEd2i3 MEd7Dig

Absorvincia (485 nm)

Mf 1 012 0.016 2.00+ 2.00+ 1.654
Mf 2 011 0.011 2.00+ 2.00+ 2.00+
Mf 4 010 0.000 2.00+ 2.00+ NT

Mfd 1 010 0.002 2.00+ 2.00+ 1.217
MIfd 2 010 0.082 2.00+ 2.00+ 0.657
Mfd 3 010 0.039 2.00+ 2.00+ 1.006
Mm 1 010 0.026 2.00+ 2.00+ 1.396
Mm 2 010 0.015 2.00+ 2.00 1.040

Mm 3 010 0.023 2.00+ 1.305 0.384




T

Rastreioc de anticorpos isolados ds sphaerells
fidiensis (Mf), M. fijiensiz var. difformiz (MFfd) e M. musicola
{(Mm) contra anticorpos monoclonais MPA13F9, MEJA16D8, MFfd11BY e
Mifdi18C1li. As placas de microtitulaclio foram revestidas com
antigénio a Hug/ml.

Anticorpo Honoclonal
Antigénic Lote Mfd3Fs MFEAETE Mfd 1B MEdasi:
Abzorvancia (405 nm}

Mf 1 012 0.017 0.000 0.023 0.328
Mf2 011 0.000 0.000 0.048 0.350
Mf 4 010 0.025 0.009 0.000 2.000
Mfd 1 010 0.228 0.377 0.257 0.146
Mfd 2 010 0.004 0.000 0.000 0.253
Mfd 3 010 0.032 0.025 0.015 1.666
Mm 1 010 0.000 0.000 0.000 2.00+
Mm 2 010 0.021 0.007 0.000 0.370
Mm 3 010 0.109 0.074 0.141 0.627

Ha Tabela 9 estd apresentado um rastreic com dois
anticorpoz do anticorpos monoclonal de cospha a Tijiensis
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M£14C6 contra um painel largo de fungos patogénios relacionados e
ndc relacionados. Esta tabela ilustra o nivel elevade de especi-
ficidade do anticorpo Mf14C8 =& a malor sensibilidade do ME14CE
num rastreio de dois anticorpos versus um 56 anticorpo. A Tabels
18 mostra o resultado do rastreio com dols anticorpoz de MP1408
cgontra um painel de folhas de baanansira infectadas com Mycosphs-
gralla fijiensi=s e cultura pura de Mycosvhaerella Tijlensis assim

come folhas de bananeirs saudiveis,
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Iabela 9

Bastreio com dois anticorpos do painel secundario de
fungos Mycosphaerella fijiensis contra o anticorpo monoclonal
M£14C6. As placas de microtitulacgio foram revestidas com ME14C8
em & ug/ml. O ssgundo imuno-reagente & soro de carnsiro anti-Mf1
conjugado com  peroxidase de rébano silvestre. O conjugado de
carneiro fol usado a Bug/ml. NT = N¥o Testado.

Ramero de

izsolados Isclados testadog 408
Mycosphaerella graminicola 6 0.02
Mycosphaerella fijiensis 3 2.00+
Mycosphaerella musicola 3 2.00+
M. fijiensis var. difformis 3 2.00+
Alternaria alternata 1 0.00
Alternaria spp. 1 0.01
Aspergillus spp. 3 0.02
Aspergillus fumigatis 1 0.00
Aspergillus terreus 1 0.00
Aspergillus candidis 1 0.01
Aspergillus varians 1 0.01
Botrytis allii 1 0.04
Botrytis cinerea 3 0.03
Bipolaris oryzae 2 0.01
Bipolaris sorokiniana 3 0.01



Cladosporium cladosporioides 1 0.08

Cladosporium herbarum 1 0.13
Cladosporium macrocarpum 1 0.01
Cladosporium musae 1 NT
Cladosporium spp. 2 0.04
Cladosporium spp. 1 0.00
Colletotrichum graminicola 3 0.04
Colletotrichum spp. 1 0.00
Curvularia lunata 1 0.00
Chloridium musae 1 0.00
Cordana musae 1 0.00
Dreschlera gigantea 1 0.00
Diplodia gossypina 1 0.00
Deightoniella torulosa 1 0.00
Deightoniella spp. 1 0.01
Epicoccum nigrum 1 0.00
Epicoccum spp. 1 0.00
Fusarium oxysporum 1 0.03
Fusarium nivale 1 0.00
Fusarium spp. 1 0.00
Helminthosporium sativum 4 0.02
Leptospheria korrae 2 0.06
Leptospheria nodorum 2 0.00
Lambertella subrenispora 1 0.01
Monilinia spp. 2 0.09
Mortierella epigama 1 0.03
Mpyriosclerotinia dennisii 1 0.00
Penicillium spp. 6 0.04
Pyrenophora tritici-repentis 3 0.04
'Pythium aphanidermatum 2 0.02
Phoma spp. 1 0.00
Rhizopus stolonifer 2 1.43
Rhizoctonia solani 3 0.00
Sclerotinia sclerotiorum 2 0.01
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Tabela 10

Teates com dols anticorpos usando ¢ scobrenadante da
linha celular M14C6 como anticorpo de captura (concentracio de
anticorpo & ug/ml, diluente tamp3oc carbonato pH 9.6). 0 conjugado
uzado fol soro de carneiro anti-Mycosphaerella fijiensis (concen-
tracio b ug/ml, diluente 8,1% BSA/PBS). Os antigénios usados
foram cultura pura de Hvcospaherella fijienasis, folhas de bana-
neira infectadas com Hychosphaerella fijiensis e folhas de

benaneira saudéveis.

Antigénio HML14C8

Folhas de bananeira infectadas

aom Myoo 2 11 ijiensis

variegado (infeccdo ligeira) 8,845
manchado (altamente infectado) 1,288
Folhas de bananeira saudaveis 0,008

Izolado de Hycosphaerells

fijdisnzis 18 ug/ml 2,088+
8,1% de Albumina Sérica Bovina 0,006
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REIVINDICACOES:

12, - Linha celular de hibridoma, caracterizada Doy
produzir um anticorpo monoclonal que reage especificamente com
pelo menos uma espécie de Mycospharella.

28, - Linha celular de hibridoma de acorde aom a
relvindicac8o 1, caracterizada por o anticorpo reaglr com pelo

- z

menos uma  especie seleccionada do grupo constituide por M.

fidiensia, ijiensis var difformis, N caminicola e M.
masicola.

34, - Linha celular de hibridoma de acordo com qualguer
uma das reivindicagdes 1 ou 2, caracterizada por o anticorpe
reagir com apenas uma espécie de Mycosphasrella.

48, - Linha celular de hibridoma de acordo com gqualgquer
ums das  relvindicagdes 1 ou 2, caracterizada por o anticorpo
reagir com mais de uma espécie de Mycosphaerella.

8. - Linha ¢elular de hibridoma de acordo com &
reivindicaco 3, caracterizada por a sspécie ser M. graminicola.

B4, -~ Linha woelular de hibridoma de acordo ocom &
relvindicacio 5, caracterizada por fter as caracteristicas de

identificac8o da ATCC 16186 ou de um seu mutante ou variante.

78. - Linha celular de hibridoma de saocordo oom =
reivindicacio 4, caracterizada por ter as caracteristicas de
identificagdo da ATCC HB 10413 ou de um sau mutante ou variante.
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8a. - Linha celular de hibridoma de acordo com a
reivindicac8c 4, caracterizada por ter as caracteristicas de
identificac#o da ATCC HB 12414 ou de um seu mubante ou varia

i
b
i
“

84. - Anticorpo monoclonal, caracterizade por reagir
especificaments com pelo menos uma espécis de Mycosphaerella.

i9da. - Anticorpe de acordo com a reivindicacio 8,
caracterizado por reagir com pelo menos uma espéoie seleccionada
do grupo constituido por M. filiensis, M. fijiensis var. diffor-
mis, M. graminicola e M. musicola.

118, - Anticorpo de acorde com a reivindicacio 8 ou 1d,
caracterizade por reagir com apenss uma espénis de Mycosphas—

rella.

iZ8, - Anticorpe de acordo com a reivindicac8o § ou 16,

caracterizado por reagir com mais de uma espécie de Mycosphae—
rells.

13a. - Anticorpo de acordo com a reivindicagio 11,
caracterizado por a espéeie ser M. graminicola.
i44. - Anticorpo de acordo com a reivindicacio 13,

caracterizado por ssr produzido por uma linha celular de hibri-
doma dqus bem as caracteristicas de identificac8o de ATCC HE 18188
ou de um seu mutante ou variante.

158, - Anticorpo de acorde com & relvindicaglo 12,
saracterizado por ser produzido por uma linha celular de hibri~-
doma que tem as caracteristicas de identificac3c de ATCC HE 10413

ol de um seu mutante ou variante.



i6&. - Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 12,
caracterizado por ser produzido por uma linha celular de hibri-
doma que tem as caracteristicas de identificacio de ATCO HB 18414
ou de um seu mutante ou variants,

178, - Anticorpo de acorde com & reivindicacio 2,
caracterizado por ser produzide come resposta a um extracto de
icélio ou de conidios de Mycophaerells fijiensis.
18a. - Anticorpo de acordo com & reivindicacHo 13,
caracterizado por ser produzsido como resposta 2 um extracte de
esporos germinades de Mycosphaerella sraminicola.
188, - Método para & detecclo da presenca ou auséncoia
de Mvchosphaerella numa amostra suspeita de conter antigéning de

de Mycosphaerella, caracterizadc por compreender o contacto da
amogtra com um anticorpo monoclonal que reage sspecificamente com
pelo menos uma espécie de Mycosphaerella, e a observacio da
pragsenca ou auséncla de uma reacolo de ligacls antigénio-anti-
QOrpo.

288, - Método de acordo com a reivindicacHo 19, carac-
terizado por compreender o contacto da amostra com dois anticor-
pos monoclonais que reagem especificamente com pelo menos  uma

oie de cozpl ella, =m gue um dos anticorpos estd imobili-
gado & o outro anticorpo =3té marcado com uma moléeoula rapdrter.

218, - Método de acordo conm a reivindicacio 18, carac-

M—

rizado por ¢ anticorpo reagir com palo menos uma  sspécie
selecglonada do grupo constituido por M. Ffijiensis, M. iji iz
var. difformis, M. graminicola e M. musicola.
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228, - Método de acorde com a reivindicagdo 26, carac-
terizado por pelo menos um dos anticorpos reagir com pelo  menos
uma espécie seleccionada do oconstituide por M. fijiensis var.

difformis, M. graminicola e M. musicola.

238, - lMétodo de acordo com gualguer uma das  reivindi-
cagles 19 ou 21, caracterizade por o anticorpo reaglr com apenas

uma espécie de Mycosphaerells,

248, - Método de acordo com gualauer uma das reivindi-
cagdes 20 ou 22, carscterizade por pelo menos um dos anticorpos
reaglr com apenas uma espécie de Mycosphasrells,

B2Ra, - Método de acordo com e gualausr uma das  reivin-
dicacBes 19 ou 21, caracterizado por o anticorpo reagilyr com mais

de uma espécie de Mycosphaerella.

268, - Método de acordo com e qualgusr uma das reivin-
dicacgdes 20 ou 22, caracterizado por pelo menos um dos antloorpos
reagir com mals de uma espécile de Mycosphaerella.

278, - Método de acordo com a reivindicacdo 23, carac-
terizado por a espécie gser M. graminicols.

288, - Métodsn de acordo com = reivindicacio 24, carao-

terizado por a espécle ser M, graminicols.

2894, - Método de acordo com & reivindicacEs 18 CEFs0-
terizade por um anticorpo ser monoclonal e unm anticorpo zer
policlonsal,

= 388, - Hétodo de acordo com a raivindicac8c 27, carac-
terisade por o anticorpo ser produzido por uma linha celular de
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hibridoma que tem as caracteristicas de
18186 ou de um seu mutante ou variante.

3ia, - Método de aéardﬂ QO A
terizado por o anticorpo ser produzido
hibridoma gue tem az caracteristicas ds
16186 ou de um seu mutante ou variante.

_ 32a, - Método de acorde com a
terizado porr o anticorpe ser produzido
hibridoma que tem as caracteristicas de
16413 ou de um seu mutante ou variants.

33a,
terizado por o anticorpo ser
hibridoma que tem as car
10413 ou de um

Métods de acords com =
¥ produzido
acteristicas de

seu mutante ou variante.
348,

terizado por o anticorpo
tem as caracteristicas de identificacio

seu mutante ou variante.

3b8&. - Hétodo de acordo com &
terizade por o anticorpo ser produzide
hibridoma que tem as caracteristicas de
18414 ou de um seu mutante ou variante.

384, -~ Eguipamento ("Kit™)
detecodo imunolégica da
nums amostra suspsita de

Pressnga ou
conter

-

o

-~

racterizado por compreender um
Glide & um  anticorpo marcado com

£
:‘_I

[

DI

- Métode de acordn com s

auzdncia de
antigénios d=

S A
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identificacio

eivindicagéa
uma linha
ntificacio

y"":

reivindicacdo
por uma linha
identificscio

reivindicacio

b

vor umna linha
identificacic

!

relvindicacio

de ATCC HEBE

2L, carao-
celular de
de ATCC HE

25, carac-
celular ds
de ATCC HB

25, carao-

ger produzide por uma linha celular gus

de ATCC HE 18414 ou de um

raivindicacdo

[px]

6, carac-

por uma linha cslular =

identificacio

de diagndstico

ds ATCC HE

Para =&

Mvcosphasrells
Myoosphaerslls,
anticorpo ligado a

uma melécula repdrter,

um  suporite
sendo



ambos os  antlcorpos capazez de reagir com Mycosvhasrells e
reagindo pelo mencs um especificamente com Mycosphasrells.

372, - Equipamento de acordo com & reivindicacio 36,
caracterizado por o anticorpo contra Mycosphserella reagir com
pelo menos uma espfcls selecolonada do grupe constituide por M.
fijiensis, M. fijiensis var. difformis, M. graminicola e M.

sicola,.

382, - Hquipamento de acordo com qualquer uma das
relvindicagles 36 ou 37, caracterizado por o anticorpo especificeo
de Micoaphae reagir com mals de uma sspécie de Mycosphas—
i s

392. - FHquipamento de acordo com gualguer uma das

relvindicacBes 36 ou 37, caracterizado por o anticorpo especifico
e o3 hae 1 reagir com apenas uma espécie de Mycosphas-

4898, - Eguipamento de acordo com a reivindicacdo 39,

caracterizado por & sspécie ser M. _graminicola.

418, - Equipamento de acordo com a relvindicacdo 46,
caracterizado por conter o anticorpo produzido pela linha celular
de hibridoma que tem as caracteristicas de identificac8o de ATCC
HE i@138.

424. - Equipamento de acorde com a reivindicaclo 38,
caracterizade por conter o anticorpe oroduszido pela linha celular
de hibridoma qus tem as caracteristicas de identificacdo de ATCC
HE 16413,



434, - Equipamento de acordo com & reivindicacio 38,
caracterizado por conter o anticorpo produzide pela linha celular
de hibridoma que tem as caracteristicas de identificacio de ATCC
HE 10414,

448, - Equipamento de acordo com gqualquer uma das
reivindicacdes 36 ou 37, caraoterizado por a molécula rapbrier
ZEF uma snzsims.

4b8. - Equipasmento de acorde com a reivindicacdo 44,
acaracterizado por também compreender um substrate da enzima.

468. - Equipamento de acordo com a reivindicaclo 389,
caracterizado por pelo menos um anticorpo ser especifico de M.

D3 32

fidisnsis.

474. - Equipamento de acordo com a reivindicacHo 38,
caracterizado por pele menos um anticorpo ser especifico de M.

fidiensis var. difformis.

48a4. - Métedo para a preparacfo de uma linha celular de
hibridoma que produz um anticorpo monoclonal ge reage especifica-
ments com pelo menos uma espécie do  género Myocosvhaerella,
caracterizado por compreender:

{a) a Imunizacio de um animal dador com um extracto de Hyvcog~
phasrells;

-

(b} ¢ isclamento de células B imwnoconmpatentes & partir de um

animal dadeor imunizado;

o} 8 fusSo de océlulas B com oé&lulas de  uma linha o=lular
imortal;



_71_
{d} deteccfo dos produtos de fusio e identificacio dos qus
produzem anticorpos tendo especificidade para hes-

ralla;

{2} clonagem do produto de fusdo isclado no passo (d) para se
obter uma linha c¢elular de hibridoma pura que produza um
antloorpe monoclonal tendo especificidade para Mycosphae-

[t I R
494, - Método para a preparacdo de um anticorpo ‘mono-
clonal que reaja especificamente com pelo menos uma espécie de
Myocopsphaerella, caracterizado por compresnder a oultura de uma

linha celular de hibridoma capaz de produzir tais anticorpos em
condiodes que condusem & producdo de anticorpos e o isolamento
doz anticorpos asszim produzidos.

8824, - Método de acordo com & reivindicacBo 49, carac-
terizado por a cultura da linha celular de hibridoma ser reali-~
7ada in vivo ou in vitro.

Lizhoa, 27 de Junho de 1391

|
-

J. PEREIRA DA CRUZ

Agente Oficial da Propriedade Industrial

RUA VICTOR CORDON, 10-A 3%
1200 LISBOA



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

