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MEMORIA DESCRITIVA

Resumo

0 presente invento diz respeito
ao método e equipamento ("Kit") de ensaio para medigdo de
titulos de anticorpos anti-DNA em fluidos bioldgicos por um
método imunoldgico usando uma marca de dsDNA sem fragmentos
de ssDNA contaminantes, caracterizado por a marca de dsDNA

ser preparada por técnicas de DNA recombinante e possuir um
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tamanho constante de kpb bem definidas e uma determinada
actividade especifica e por tal dsDNA marcado ser usado

como tracador no referido método imunoldgico.
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Os soros de pacientes que so-
frem de lupus eritematoso sistémico (SLE) contém auto-
-anticorpos que podem reagir com uma variedade de componen-
tes nucleares incluindo acidos nucleicos, proteinas nuclea-
res e varias combinacBes de DNA de cadeia dupla(dsDNA) e de
DNA de cadeia simples (ssDNA). Alguns reagem com bases ou
nucleotideos individuais, com guanina e com sequéncias oligo
(dt) e mesmo com polinucleotideos sintéticos. Schwartz,
R.S. e Stollar, D.J. Clin. Invest. 75:321(1985). Isen-
berg, D.A., Madaio, M.P., Reichlin, M., Schoenfeld, Y.,

Ranch, J.,Stollar, D. e Schwartz, R.S., Lancet, 25 de Agosto
1984. Ainda, estes auto-anticorpos reagem com antigénios
do tipo lipido complexo como sejam cardiolipina e outros

fosfolipidos das membranas de plaquetas, antipoli (ADP-ribo

se), histonas e com proteoglicanos; nomeadamente, adcido bria

jurdnico e sulfato de condroitina. No entanto, a reacgdo
de anticorpos com dsDNA ou DNA nativo (nDNA) € a principal
marca seroldgica desta doenga e a capacidade para medir
dsDNA mostrou-se particularmente util no diagndstico e con-

trole da actividade da doenga.

Tém sido idealizados muitos
métodos de ensaio para detectar e semi-quantificar dsDNA
em pacientes com SLE. Estes métodos usados para identifi-
car estes auto-anticorpos tém incluido difusdo em gel, Seli-

gmann, M., C.R.Acad.Sci (Paris) , 245:243 (1957); fixagdo

do complemento; Robbins, W.C., Holman, H.R., Deicher, H. e
kunkel, H.G., Proc. Soc. Exp.Biol. (NY), 96:575 (1957);

anafilaxia cuténea passiva; Deicher, H.R.G. Holmann, H.R.,
Kunkel, H.G. e Ovarg, Z., J.Immunol 84:106(1960); agluti-
nacdo com bentonite,; Bozicavich, J. Nason, J.P. e Kayhoe,
D.E., ProcSoc.Exp.BIol.(N.Y.), 103:636 (1960); hemaglutina-
c3o: Jokinen, E.J. e Julkunen, H., Ann. Rlseum.Dis. 24:477
(1965): radioelectroforese; Bickel, Y.B., Barnett, E.V. e
Pearson C. M, Clin. Exp.Immunol 3:641(1968);radioensaios
usando 3H ou 1251; Wold, R.T., Yonng, F.E., Tan, E.M.

e Farr, R.S. Science 161:806 (1968); e imunoensaios com
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enzimas; Rubin, R.L. Joslin, F.G. e Tan, E.M. J.Immunol.
Methods 63:359 (1983). A maior parte, sendo todos, os
métodos atrds referidos carecem de especificidade e de sen-
sibilidade. Em muitos casos sdo relatados falsos positivos
devido & falta de especificidade diagndstico que ndo permite

diferenciar SLE de outras doengas do tecido conjuntivo.

Verificou-se que os radioen-
saios e imunoensaios com enzimas tém dado uma correlagdo
aceitdvel com o grau e gravidade dos estados de SLE. No
entanto, estes métodos imunoldégicos isam todos preparag¢des
marcadas de nDNA derivado do timo de vitela que esta alta-
mente polimerizado com fragmentos de DNA de peso molecular
elevado e comprimento varidvel, em média cerca de 20 gquilo-
pares de bases. Estas preparacgles contém igualmente quanti-

dades varidveis de ssDNA,

Estas moléculas de DNA de 20
kpb muitas vezes ligam-se inespecificamente a proteinas cir-
culantes do plasma, enquanto que o ssDNA contaminante nestas

prepara¢des se liga ao Csq do complemento.

Assim, estes métodos imunold-
gicos convencionais para medigdo de anticorpos contra dsDNA
(nDNA) geralmente requerem pré-tratamento da amostra de soro

ou de plasma a 56C durante 30 minutos para inactivar o Csq
do complemento antes da reacgdo imunoldgica entre o DNA

tracador e os anticorpos anti-DNA circulantes.

Nas condigbes ideais, prefe-
rencialmente uma molécula de IgG circulante anti-DNA liga-se
apenas a uma ou a duas moléculas de dsDNA marcado de um dado

comprimento e sem contaminantes, particularmente ssDNA.

Com esta finalidade foram pro-

jectadas técnicas in vivo para preparar dsDNA marcado (es-

125, 125,

pecialmente marcado com ) através da introdugdo de




—desoxicitidina em células HeLa. No entanto, estes métodos
de marcacgdo in vivo ndo produzem dsDNA marcado com um grau
de pureza elevado devido aos contaminantes de ssDNA normal-

mente encontrados em tais preparagdes como sub-produtos.

De acordo com este invento,
os anticorpos circulantes anti-DNA presentes em fluidos bio-
18gicos s3o medidos, por exemplo, por radioensaio usando um
tracador bem definido de 125I—-ds DNA com um determinado nid-
mero de quilopares de bases, preparado por técnicas de DNA-
recombinante e sem quaisquer contaminantes de ssDNA. 0
plasmideo para a preparagdo in vitro de tal tracgador, para-
metros de ensaios e o "kit" para medic¢io dos anticorpos anti- |

-DNA s3o aqui descritos seguidamente.

Sumdrio do invento

Resumidamente o presente in-
vento compreende um método para medig8o de titulos de anti-
corpos anti-DNA em fluidos bioldgicos por um método imunold-
gico usando uma marca de dsDNA sem fragmentos de ssDNA, em
que a marca de dsDNA é preparada por técnicas de DNA recom-
binante, tendo um comprimento constante de kpb bem definidas
e uma determinada actividade especifica, e tal do DNA marca-

do sendo usado como tracador no referido método imunoldégico.
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O invento também compreende
um "kit" de ensaios para medic8o de titulos de anticorpos
anti-DNA em fluidos bioldgicos por um método imunoldgico
usando uma marca de dsDNA sem fragmentos de ssDNA, em que
a marca de dsDNA é preparada por técnicas de DNA recombinan-
te, tendo um comprimento constante de kpb bem definidas e uma
determinada actividade especifica, e tal dsDNA marcado sendo

usado como tracador no referido método imunoldgico.

Constitui um objectivo do pre-
sente invento ultrapassar as desvantagens referidas atras nos
métodos imunoldgicos e em particular radioensaios com dsDNA

125I

marcado em e outros ensaios com dsDNA marcado.

Em geral, constitui um objecti-
vo deste invento, proporcionar um novo método para medigdo

de titulos anti-DNA em fluidos bioldgicos.

E também um objectivo geral
deste invento proporcionar um novo "kit" de ensaio para efec-

tuar as medicdes em fluidos bioldgicos préviamente discutidos.

Estes e outros objectivos e
vantagens deste invento ser8o aparentes a partir da discusao

mais detalhada que se segue, acompanhada dos desenhos juntos.




Descricdo detalhada do invento

O objectivo do presente inven-
to é projectar uma molécula de dsDNA de pares de bases bem
definidos, com um determinado comprimento e de modo a que
tal preparacdo ndo tenha ssDNA contaminante. Tal prepara-
cdo quando marcada com uma sonda produtora de um sinal (iodo
125, marca enzimdtica, marca fluorescente ou marca quimio-
luminescente ou bioluminescente) terd uma actividade especi-
fica bem definida, serd estdvel e ligar-se-4 especificamente

a anticorpos circulantes anti-DNA em soro ou plasma SLE.

Para se conseguir tal objecti-
vo construiu-se um DNA de plasmideo que foi preparado a par-

tir de Escherichia coli sem conter ssDNA. Este plasmideo

foi cortado com uma enzima de restricdo adequada para pro-
duzir dsDNA de um determinado comprimento que ndo exceda
1,5 kpb a ser usado como material tracgador. O presente
plasmideo usado no presente invento divulgado é preparado a
partir de E.coli sendo no entanto possivel usar qualquer
outro organismos adequados contendo plasmideos, tais como

Bacillus subtilis, Pseudomonas putida e Saccharomyces

cerevisial. Outros organismos contendo plasmideos serdo
obvios para os familiarizados com a matéria, Ainda, dsDNA
obtido por sintese quimica pode também ser usado para atingir

os objectivos do presente invento.

Este invento serd descrito
detalhadamente com referéncia aos exemplos que se seguem oS

quais s3o apresentados apenas com fins ilustrativos.




Exemplo 1

Preparacdo de DNA de plasmideo, pNDPC 1

A Figura 1 mostra um mapa de
enzimas de restric8o do DNA de plasmideo, pNDPC 1 que é usa-

do nos exemplos deste invento.

0 plasmideo pNDPC 1 foi cons-
triudo como se segue: pUCl8 (Yarnisch-Perron, C. et:al,
Gene 33:103(1985) foi parcialmente digerido com Cfr I ou
Ban I e depois autoligado por DNA ligase de T4 como se mos-
‘tra na Figura 1. As marcas selectivas foram Ap e lac.
PNDPC com 2431 pares de bases foi inserido em E.coli Ki2
Jm 109 por processos convencionais e a bactéria cultivada
num meio LB (1% de triptona, 0,5% de extracto de levedura,
2,5% NaCl). O plasmideo foi entdo purificado por processos

regulares.

O pNDPCl foi entdo cortado
com a enzima de restricl8o Cfr I ou Bam I numa solugdo aquosa
contendo tampdo 10mM Tris-HC1l pH8,5 e contendo 7mM MgClZ,
20mM NaCl e 7mM 2-mercaptoetanol. O dsDNA obtido usado
Cfr I continha fragmentos de 0,9 e 1,4 kpb enquanto que o
dsDNA obtido usando Ban I continha fragmentos de 1,1 e 1,2
kpb.




Exemplo 2

Todinac8o do dsDNA do Exemplo 1

Os métodos de iodinagdo in vitro
para marcagdo de moléculas de DNA recombinante incluem "nick-
-translation", polinucleotideo cinase, DNA polimerase frag-
mento grande (enzima klenow), DNA polimerase de T4 e desoxi-

transferase terminal (TdT).

0 método de "nick-translation"
dd a actividade especifica mais elevada mas algum do dsDNA
marcado parece dar origem a ssDNA e portanto é inadequado
para os presentes fins. Por outro lado, os métodos de iodi-
nagcdo usando polinucleotideo cinase, enzima klenow, DNA
polimerase de T4 ou TAT em que os terminais do DNA sdo marca—i
dos, produzem tragadores de actividade moderada comparado
com o método de "nick-translation", mas ndo originam frag-
mentos de ssDNA. Estes métodos de iodinacdo ou marcagdo sao
portanto os preferidos para este invento mas ndo devem ser
considerados restrictivos. Outros métodos de marcagdo se-

r8o obvios para os familiarizados com a matéria.

O dsDNA (1,1-1,2 kpb) obtido
no Exemplo 1, supra, foi dissolvido numa solug¢do aquosa con-
tendo tampdo 50 mM Tris-HCl, pH 7,2 e contendo MgSO4, 1 mM
ditiotreitol, 500 ug/ml de albumina de soro bovina. Adicio-
nou-se dGTP, dATP e 4dTTP, 1mM de cada e 1 mCi de 1251—
-dCTP e 25 unidades de DNA polimerase de T4, fragmento gran
de (enzima Kelenow) e deixou-se decorrer a reaccgdo, a tempe-

ratura ambiente durante 30 minutos.
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O DNA iodinado foi ainda puri
ficado por precipitagdio em 3,1 ml de acetato de sdédio 3M
pH 5,2 em etanol a 99,5 (0,1:3) a 80°C durante 30 minutos,
depois centrifugado a 15.000 rpm. Rejeitou-se o sobrenadante
e dissolveu-se o precipitado em 1 ml de tampdo 10 mM Tris,
1mM EDTA e 10 mM NaCl pH 7,5, tornou-se a precipitar com
acetato de sédio 3M pH 5,2 e etanol a 99,5% como atras.
Rejeitou-se novamente o sobrenadante e lavou-se o precipita-

do com etanol a 70% e secou-se.

O DNA iodinado foi ressuspenso
em solucdo aquosa de borato de sédio 50 mM, 15 mM EDTA e
0,01% de azida de sdédio de modo a ter-se uma concentragdo
final de 0,1 Fli/ml. A solugdo resultante foi usada como

tracadora com uma actividade especifica de 0,3 pli/pmole.
P




Exemplo 3

Processo para testar anticorpos circulantes anti-DNA

Tendo preparado uma marca bem
definida de 125I—ds DNA com determinados kpb e actividade
especifica, capaz de se ligar especificamente a imunoglobu-
linas circulantes anti-DNA pcssuiamos a base de um método
para medig¢8o de titulos de anticorpos anti-DNA em amostras

de soro.

0 método de radioensaio que
se segue é a execugdo preferida do presente invento mas nédo

é no entanto, restrictivo:

Prepararam-se calibradores
anti-DNA a partir de um soro de um paciente que sofria de
SLE e diluiram-se seriadamente em soro humano sem anticorpos
anti-DNA. Os calibradores foram referenciados relativamente
a um outro radioensaio produzido pela Amersham Corporation,
Amersham England. Os calibradores foram expressos arbitra-

riamente em unidades/ml (u/ml).

) O dsDNA marcado com 1251 foi
diluido como se mcstrou atrds para dar 75000 cpm por 200 Vl

de volume.

25 ul de cada calibrador e a
amostra foram pipetados para tubos de ensaio de 12 x 75 mm
aos quais se adicionou 200 ul de 1257 _4s DNA. Apds incuba-
¢do durante 2 horas a 37OC, adicionou-se 1,0 ml de solugao
a 50% de sulfato de amdénio aquoso para separar o tracador
ligado a imunoglobulina do tragador livre ndo ligado. Apds
centrifugacdo a 2000 x g durante 15 minutos a fraccido ligada

foi separada da fracgdo livre por decantac¢do dos tubos. Con-
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tou-se o precipitado e leram-se as concentragdes das amos-
tras dos pacientes, relativamente a curva de calibragdo onde
as contagens ligadas presentes na amostra do paciente sdo
directamente proporcionais as unidades de actividade dos ti-

tulos anti-DNA

Exemplo 4

Efeito de Csg do complemento

Testaram-se dez amostras nor-
mais pelo método deste invento antes e depois do tratamento

pelo calor a 56°C durante 30 minutos para inactivar o com-

plemento, Csq, usando dois tragadores. 0 tracador 1 foi o
125I—ds DNA do Exemplo 2, supra, e é a execugdo preferida
deste invento. 0 tracador 2 foi um 1251—55 DNA preparado

como se segue: o ds DNA recombinante (1,1 a 1,2 kpb) con-
centrado do Exemplo 1, supra, foi aquecido a 95°C durante
um minuto, arrefecido em gelo e deixado reagir 3 temperatura
ambiente antes da iodinacdo, com 1251 como descrito no Exem-
plo 2, supra. O DNA resultante de cadeia simples e iodi-

125

nado ( T-ss DNA) foi entfo diluido no tampdo tracgador e

usado no ensaio.

O resultado desta experiéncia

estd resumido abaixo:
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Tragador: 1. 1251-dsDNA 2. 1251-ssDNA
B/T
Média + SD
Amostras (N=10)
N3o tratado 4,5 + 0,3 36,7 + 2,2
Tratado, 56C 30 min 4,4 + 0,3 21,2 + 6,7

Os resultados mostram clara-
mente que o tragador de DNA de cadeia dupla, tracador 1,
125I—dsDNA,néo é afectado pela presenga do complemento no
soro de pacientes. Por outro lado, o tragador DNA de cadeia

simples, tragador 2, 125I—ssDNA é bastante afectado.

Todos os g/individuos normais
testados tinham resultados anti-DNA abaixo de 6U/ml, conforme
medido pelo método deste invento, enquanto todos, excepto um,
os 28 pacientes com SLE activo (96,4%) tinham resultados de
20 U/ml ou superiores. O paciente excepg¢do com SLE activo
tinha um nivel anti-DNA de 5,7 U/ml. Em adicdo, 30 dos 48
pacientes com SLE inactivo (62,5%) tinham resultados acima
de 6U/ml.

Dos 46 pacientes com perturba-
¢Ses do tecido conjuntivo que ndo SLE, apenas dois (4,4%)

tinham niveis anti-DNA acima de 6U/ml.




Um nivel de decisdo estabeleci-
do aproximadamente no limite superior do normal tornaria as-
sim maxima a sensibilidade para SLE activo nesta populagdo
minimizando ao mesmo tempo o numero de resultados positivos

em pacientes com perturbagdes diferentes de SLE.

Tendo descrito totalmente o
invento pretende-se que ele seja limitado apenas pelo ambito

legal das reivindicagdes apensas.
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REIVINDICACOES

la. - Método e equipamento
("kit") de ensaio para medig80 de titulos de anticorpos
anti-DNA em fluidos bioldgicos por um método imunoldgico
usando uma marca de dsDNA sem fragmentos de ssDNA contami-
nantes, caracterizado por a marca de dsDNA ser preparada por
técnicas de DNA recombinante e possuir um tamanho constante
de kpb bem definidas e uma determinada actividade especifica
e por tal dsDNA marcado ser usado como tragador no referido

método imunoldgico.

22, - Método para medigdo
de titulos de anticorpos anti-DNA em fluidos bioldgicos de
acordo com a reivindicagdo 1 caracterizado por o referido
dsDNA marcado ter um comprimento constante de 1,1 a 1,2 kpb

mas que pode variar entre cerca de 0,2 e 3,0 kpb.

3a, - M&todo para medigdo de
titulos de anticorpos anti-DNA em fluidos bioldgicos de
acordo com a reivindicacdo 1 caracterizado por o referido
dsDNA marcado ser marcado apenas nos seus terminais usando
uma enzima tal como DNA polimerase fragmento grande (enzima
klenow), polinucleotideo cinase, DNA polimerase de T4 ou

desoxitransferase terminal.

4a, - Método para medigdo de
titulos de anticorpos anti-DNA em fluidos bioldgicos de
acordo com a reivindicacdo 1 caracterizado por o referido
dsDNA ser marcado com uma substancia rédioactiva, uma enzima,
uma substancia fluorescente, uma substancia quimiolumines-

cente ou bioluminescente.




k———v“'

—
16—

5a, - "kit" de ensaio para
medicdo de titulos de anticorpos anti-DNA ém fluidos biold-
gicos por um método imunoldgico usando marca de dsDNA sem
fragmentos de ssDNA contaminantes, caracterizado por a marca

de dsDNA ser preparada por técnicas de DNA recombinantes e

possuir um comprimento constante de kpb bem definidas e uma

determinada actividade especifica e por tal dsDNA marcado ser
. , . - i

usado como tracador no referido método imunologico.

6a, - "kit" de ensaio para me-
dicdo de titulos de anticorpos anti-DNA em fluidos bioldgicos
de acordo com a reivindicac8o 5 caracterizado por o referido
dsDNA marcado ter um comprimento constante de 1,1 a 1,2 kpb

mas podendo variar entre cerca de 0,2 e 3,0 kpb.

7a, - "kit" de ensaio para me-
dic3o de titulos de anticorpos anti-DNA em fluidos bioldgicos
de acordo com a reivindicacdo 5 caracterizado por a referida
marca de dsLCNA ser marcada apenas nos seus terminais usando
uma enzima tal como fragmentos grandes da DNA polimerase
(enzima klenow), polinucleotideo cinase, DNA-polimerase de

T4 ou desoxitransferase terminal.

8a, - "kit" de ensaio para me-
dic30 de titulos de anticorpos anti-DNA em fluidos bioldgi-
cos de acordo com a reivindicagdo 5 caracterizado por a marca
ser uma substancia radioactiva, uma enzima, uma substancia
fluorescente, uma substancia quimioluminescente ou biolumines

cente.

Lisboa, 28 de Janeiro de 1988

e,

J. PrALIRA DA CRUZ

Agants Orgial . Prenvistade Ineustrial

RUA ViCTOR CORMDON, 10-A, 1.°
1200 LISBOA
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