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Formula IIIa
10 20 30 40
ATGCCGGTGGAACGGATGCGAATGCGCCCGTGGCTGGAGGAGCAG

50 60 70 80 90
ATAAATTCCAATACGATACCAGGGCTAAAGTGG CTGAACAAGGAG

: 100 110 120 130
AAGAAGATTTTCCAGATCCCCTGGATGCATGCGGCTCGGCACGGA

140 150 160 170 180
TGGGACGTGGAAAAGGATGCTC CGCTC TTCAGAAACTGGGCGATC

1350 200 210 220
CATACAGGAAAGCATCAAC CAGGAATAGATAAACCAGATCCAAAA

230 240 250 260 270

ACATGGAAAGCAAATTTTCGATGTGCCATGAATTCCCTGCCCGAC
280 290 300 310

ATTGAGGAAG TGAAGGACAGAAGCATAAAGAAAG GAAACAACGCC
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320 330 340 350 360
TTCAGAGTCTACCGGATGCTGCCCTTATCCGAACGACCTTCCAAG

370 380 -390 400
AAAGGAAAGAAACCAAAGACAGAAAAAGAAGAGAGAGTTAAGCAC

410 420 430 440 450
ATCAAGCAAGAACCAGTTGAGTCATCTTTGGGGCTTAGTAATGGA

460 470 480 490
GTAAGTGGCTTTTCTCCTGAGTATGCGGTCCTGACTTCAGCTATA

500 510 520 530 540
AAAAATGAAGTGGATAGTACGGTGAACATCATAGTTGTAGGACAG

550 560 570 580
TCCCATCTGGACAGCAACATTGAAGATCAAGAGATCGTCACTAAC

590 600 6X0 620 630
CCGCCAGACATCTGCCAGGTTGTAGAAGTGACCACTGAGAGTGAT

640 : 650 660 670
GACCAGCCAGTCAGCATGAGTGAGCTCTACCCTCTACAGATTTCT

680 690 700 710 720
CCTGTGTCTTCCTACGCAGAAAGCGAAACTACCGACAGTGTGGCC

730 740 750 760
AGTGATGAAGAGAACGCAGAGGGGAGACCACACTGGAGGAAGAGG

770 780 790 800 810
AGCATCGAAGGCAAGCAGTACCTCAGCAACATGGGGACACGGAAC

820 830 840 850
ACCTATCTGCTGCCCAGCATGGCGACCTTTGTCACCTCCAACAAG

860 870 880 890 900
CCAGATCTGCAGGTCACCATCAAAGAGGATAGCTGTCCGATGCCT

910 920 930 940
TACAACAGCTCCTGGCCCCCATTTACAGACCTTCCCCTTCCTGCC

950 960 970 980 990
CCAGTGACCCCCACGCCCAGCAGCAGTCGGCCAGACCGGGAGACT

1000 . 1010 1020 1030
CGGGCCAGTGTCATCAAGAAGACATCTGATATCACCCAGGCCCGT

1040
GTCAAGAGCTGT

ou um fragmento, ou uma variante degenerada da molecula ou do fragmen
to, que codifica para uma proteina que se liga i sequéncia oligoméri-—
ca repetida AAGTGA e aos elementos de regulagao a montante do gene de
IRF—@ humano, que compreende isolarem-se sequéncias de ADN que codifi
cam para uma protei'na com as propriedades referidas a partir de uma
origém eu_cariética, como por exemplo de origem humana ou com origem

em ratos,  -galinhas, ras ou em leveduras, e se seleccionar por hibrida
gao cruzada um clone positivo.
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DESCRICAO

“PROCESSO PARA A PREPARACAO DE UM FACTOR
DE REGULAGCAO DE EXPRESSAO GENETICA”

- A transcrigdo de genes em células de mamiferos é reqgulada
por mecanismos complexos nos quais as interacg¢des das
sequéncias de ADN de regulagido com proteinas de ligagédo de ADN
de acg¢do trans desempenham um papel principal. No contexto da
requlacao de transcrigdo, os genes que codificam para os
interferdes (IFNs) apresentam um aspecto comum a muitos genes
de citoquinas; a transcricao destes genes é induzida
transitoriamente seguindo diversos sinais extracelulares.

Encontra-se bem documentado o facto de que a transcricdo dos
genes para IFN-a e IFN-f é induzida de forma eficiente por
virus em varias células, enquanto que a do gene gque codifica
para IFN-y € induzido em linfécitos T (células T) a seguir a

estimulagdo mitogénica (para uma revisdo ver Weissmann e Weber,
1986; Taniguchi, 1988).

O IFN-B, uma citoquina que foi originalmente identificada
pela sua potente actividade antiviral, parece também
desempenhar um papel crucial na regulacdo do crescimento das
células e na‘diferéhciacéo; Nesﬁe aéﬁécto; para além de virus e
de poli(rT):poli(xrC) que sdo indutores bem conhecidos do gene
do IFN-B, muitas citoquinas, tais como o factor 1 de
estimulagdo de colénias (CSF-1) (Moore et al., 1984; Warren e

Ralf, 1986; Resnitzky et al., 1986), o factor de necrose de

tumores (TNF) (Onozaki et al., 1988), o factor de crescimento



derivado de plaquetas (PDGF) (Zullo et al., 1985) e 1IFNs
(Kohase et al., 1987) parecem também induzir o IFN-B em certas

células, sugerindo que podem transduzir sinais semelhantes ou

idénticos nas células visadas.

Demonstrou-se que a indugdo do gene do IEN-B por virus e
por poli(rI):poli(rC) ocorre ao nivel da transcrigao (Raji e
‘Pitha, 1983; Ohno e Taniguchi, 1983; Dinter et al., 1983; Zinn
et al., 1983). Deste modo as sequéncias de ADN que actuam em

cis funcionando como intensificadores indutiveis foram

identificadas dentro da regido 5’ de flanco do gene de IFN-J
humano (Fujita et al., 1985, 1987; Goobourn et al., 1985;
Dinter e Hauser, 1987). A regido intensificadora indutivel
(isto é, -65 a -105 com respeito ao local de remate “CAP”)
contém unidades hexanucleotidicas repetitivas; (AAGTGA),. Os
requerentes descobriram que o IRF-1 desempenha um papel
essencial na activagdo induzida por virus da transcricdo do
gene de IFN-f por interacgéo com os elementos cis

identificados.

No pedido de Patente Europeia original N°. 8911518.1,
publicado sob o n°. 0359998, os requerentes descreveram
determinadas moléculas-de ADN recombinante que codificam para
proteina que possuem a actividade de um factor I de regulacao
de interferdo (IRF-I).

A presente invengdo proporciona uma molécula de ADN

recombinante descrita pela féormula IIla abaixo indicada:

Férmula IIIa

10 20 30 40
ATGCCGGTGGAACGGATGCGAATGCGCCCGTGGCTGGAGGAGCAG

50 60 70 80 S0
ATAAATTCCAATACGATACCAGGGCTAAAGTGGCTGAACAAGGAG

2
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100 110 120 130
AAGAAGATTTTCCAGATCCCCTGGATGCATGCGGCTCGGCACGGA

140 150 160 170 180
TGGGACGTGGAAAAGGATGCTCCGCTCTTCAGAAACTGGGCGATC

130 200 210 220
CATACAGGAAAGCATCAACCAGGAATAGATAAACCAGATCCAAAA

230 240 250 260 270
ACATGGAAAGCAAATTTTCGATGTGCCATGAATTCCCTGCCCGAC

280 290 300 310
ATTGAGGAAGTGAAGGACAGAAGCATAAAGAAAGGAAACAACGCC

320 330 340 350 360
TTCAGAGTCTACCGGATGCTGCCCTTATCCGAACGACCTTCCAAG

370 380 390 400
ARAGGAAAGAAACCAAAGACAGAAAAAGAAGAGAGAGTTAAGCAC

410 420 430 440 450
ATCAAGCAAGAACCAGTTGAGTCATCTTTGGGGCTTAGTAATGGA

460 470 480 490
GTAAGTGGCTTTTCTCCTGAGTATGCGGTCCTGACTTCAGCTATA

500 510 520 530 540
AAAARTGAAGTGGATAGTACGGTGAACATCATAGTTGTAGGACAG

550 560 570 580
TCCCATCTGGACAGCAACATTGAAGATCAAGAGATCGTCACTAAC

590 600 610 620 630
CCGCCAGACATCTGCCAGGTTGTAGAAGTGACCACTGAGAGTGAT

640 650 660 670
GACCAGCCAGTCAGCATGAGTGAGCTCTACCCTCTACAGATTTCT

680 690 700 710 720
CCTGTGTCTTCCTACGCAGARAGCGAARCTACCGACAGTGTGGCC

730 740 750 760
AGTGATGAAGAGAACGCAGAGGGGAGACCACACTGGAGGAAGAGG

770 780 790 800 810
AGCATCGAAGGCAAGCAGTACCTCAGCAACATGGGGACACGGAAC

820 830 840 850
ACCTATCTGCTGCCCAGCATGGCGACCTTTGTCACCTCCAACAAG

3
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860 870 880 890 900
CCAGATCTGCAGGTCACCATCARAGAGGATAGCTGTCCGATGCCT

910 920 930 940
TACAACAGCTCCTGGCCCCCATTTACAGACCTTCCCCTTCCTGCC

950 960 970 980 9390
CCAGTGACCCCCACGCCCAGCAGCAGTCGGCCAGACCGGGAGACC

1000 1010 1020 1030
CGGGCCAGTGTCATCAAGAAGACATCTGATATCACCCAGGCCCGT

1040
GTCAAGAGCTGT

ou um fragmento, ou uma variante degenerada da molécula ou do

fragmento.

A molécula de ADN pode por exemplo ser caracterizada por um
gene estrutural que apresenta a Férmula definida anteriormente
€ sequéncias de flanco a montante e a jusante contidas na

Férmula Iva que se apresenta em seguida:

TCTCAGGCAAGCCGGGGA
CTAACTTTTAGTTTTGCTCCTGCGATTATTCAACTGACGGGCTTT
CATTTCCATTTTACACACCCTAACAACACTCACACCTTGCGGGAT
TGTATTGGTAGCGTGGAAARRARAAAAGCACATTGAGAGGGTACC

10 20 30 40

ATGCCGGTGGAACGGATGCGAATGCGCCCGTGGCTGGAGGAGCAG

50 60 70 80 80
ATAAATTCCAATACGATACCAGGGCTAAAGTGGCTGAACAAGGAG

100 110 120 130
AAGAAGATTTTCCAGATCCCCTGGATGCATGCGGCTCGGCACGGA

140 150 160 170 180
TGGGACGTGGAARAGGATGCTCCGCTCTTCAGAAACTGGGCGATC

4



190 200 210 220
CATACAGGAAAGCATCAACCAGGAATAGATAAACCAGATCCAAAA

230 240 250 260 270
ACATGGAAAGCAAATTTTCGATGTGCCATGAATTCCCTGCCCGAC

280 290 300 310
ATTGAGGAAGTGAAGGACAGAAGCATAAAGAAAGGAAACAACGCC

320 330 340 350 360
TTCAGAGTCTACCGGATGCTGCCCTTATCCGAACGACCTTCCAAG

370 380 390 400
AAAGGARAGAAACCAAAGACAGAAAAAGAAGAGAGAGTTAAGCAC

410 420 430 440 450
ATCAAGCAAGAACCAGTTGAGTCATCTTTGGGGCTTAGTAATGGA

460 470 480 490
GTAAGTGGCTTTTCTCCTGAGTATGCGGTCCTGACTTCAGCTATA

500 510 520 530 540
AAAAATGAAGTGGATAGTACGGTGAACATCATAGTTGTAGGACAG

550 560 570 580
TCCCATCTGGACAGCAACATTGAAGATCAAGAGATCGTCACTAAC

590 600 610 620 630
CCGCCAGACATCTGCCAGGTTGTAGAAGTGACCACTGAGAGTGAT

640 650 660 670
GACCAGCCAGTCAGCATGAGTGAGCTCTACCCTCTACAGATTTCT

680 690 700 710 720
CCTGTGTCTTCCTACGCAGAAAGCGAAACTACCGACAGTGTGGCC

730 740 750 760
AGTGATGAAGAGAACGCAGAGGGGAGACCACACTGGAGGAAGAGG

770 780 790 800 810
AGCATCGAAGGCAAGCAGTACCTCAGCAACATGGGGACACGGAAC

820 830 840 850
ACCTATCTGCTGCCCAGCATGGCGACCTTTGTCACCTCCAACAAG

860 870 880 890 900
CCAGATCTGCAGGTCACCATCARAGACCATAGCTGTCCGATGCCT

910 920 930 940
TACAACAGCTCCTGGCCCCCATTTACAGACCTTCCCCTTCCTGCC

~—



950 960 970 980 990
CCAGTGACCCCCACGCCCAGCAGCAGTCGGCCAGACCGGGAGACC

1000 1010 1020 1030
CGGGCCAGTGTCATCAAGAAGACATCTGATATCACCCAGGCCCGT

1040
GTCAAGAGCTGTTAAGCCTTTGACTCTCCCTGGTGGTTGTTGGGA

TTTCTTAGCTTTGTGTTGTITCTTTGTTTGTATTATATTATTTTTT
TTCTCTATGATACCTATCTTAGACACATCTAAGGGAGAAAGCCTT
GACGATAGATTATTGATTGCTGTGTCCAACTCCAGAGCTGGAGCT
TCTTCTTAACTCAGGACTCCAGCCCCCCCCCCCCCTCGGTAGATG
CGTATCTCTAGAACCTGCTGGATCTGCCAGGGCTACTCCCTCAAG
TTCAAGGACCAACAGCCACACGGGCAGTGGACCTGCTGCGTTGCC
TACGGTCAAGGCCAGCATGGTGGAGTGGATGCCTCAGAACGGAGG
AGAAAATGTGAACTAGCTGGAATTTTTTTATTCTTGTGARATATGT
ACATAGGGCAGTACGAGCAATGTCGCGGGCTGCTTCTGCACCTTA
TCTTGAAGCACTTACAATAGGCCTTCTTGTAATCTTGCTCTCCTT
CACAGCACACTCGGCGACCCCTTCTGTGTCCACTACCCCACTACC
CACCCCTCCCTCCTCAACCCCTCCATCCCGGTCCTCTATGCGCCC
CTTCCCCCCAACCAATCCCATCACAACCTCTTACCTATCCTTTCC
CTCCCAACCCCTTCTATCCCAGCCCACCACCTACCCCACTCCTCC
CCAACTCCTCCATTCTAGCCCATTACCCACGCCTCTCTCCTCAGC
CCAGCCTACCCCATCCCACCCTGTTCCTTTCCTCCAGTTTCCTCT
CCTCAAAGGCAAGGCTCTACATCTTGGAGGAGGAGGAGGAGAAGA
AAATGAGTTTCTTCACCGCTGTCCCATTTTAAGACTGCTTGAATA
ATAAAADAAAATCTTTCTAATCTGCTATGCTTGAATGGCACGCGG
TACAAAGGAAAACTGTCATGGAARATATTATGCARATTCCCAGATC
TGAAGACGGAARATACTCTAATTCTAACCAGAGCAAGCTTTTTTA

TTTTTTTATACAAGGGGAATATTTTATTCAAGGTAAAARAATTCT
6




AAATAAAATATAATTGTTTTTTATCTTTTCTACAGCAAATTTATA
ATTTTAAGATTCCTTTTCCTGTTCATCAGCAGTTGTTATTACATC
CCTTGTGGCACATTTTTTTTTTAATTTTGTAAAGGTGAARAAARAR
ACTTTTATGAGCTCATGTAGCAATCAAATTATCCTGTGGATTGAT

AATAAATGAATATGGTATATAGTTAAAGATTTTAAAAAAAAAAAA

ou um fragmento, ou uma variante degenerada da molécula ou do

fragmento.

A molécula de ADN da presente invencao é de preferéncia uma
molécula que codifica para uma proteina que se liga a sequéncia

oligomérica repetida AAGTGA e aos elementos de regulacdo a

jusante do gene do IFN-8 humano.

A molécula de ADN pode incluir uma regido promotora a qual
é constituida ou indutivel, por exemplo indutivel por virus,
por exemplo por virus da doenca de Newcastle, ou é indutivel
por estimulacgéo mitogénica, por exemplo utilizando

Concanavalina A.

A molécula de ADN recombinante da presente invengdo pode
também conter uma sequéncia promotora e de regulagdo contida na

férmula V que se apresenta seguidamente:
Férmula V

PstI
CTGCAGAAAGAGGGGGACGGTCTCGGCTTTCCAAGACAGGCAAGGGGG
-299
GC Box 1 GC Box 2

CAGGGGAGTGGAGTGGAGCAAGGGGCGHECCCGCGGTAGCCCHEGGGCGETGGCGCGG

=251

GCCCGAGGGGGTGGGGAGCACAGCTGCCTTGTACTTCCCCTTCGCCGCTTAGCTCTAC
-193



O

CAAT Box

AACAGCCTGATTTCCCCGAAATGATGAGGCCGAGTdEGCCAATGGGCGCGCAGGAGCG
~-135

Minor Cap site

1

GCGCGGCGGGGGCGTGGCCGAGTCCGGGCCGGGGAATCCCGCTAAGTGTTTAGATTTC

-77 -21
Major Cap site plRF-L
Ty
TTCGCGGCGCCGCGGACTCGCCAGTGCGCACCACTCCTTCGTCGAGGTAGGACGTGCT
-19 +1

TTCACAGTCTAAGCCGAACCGAACCGAACCGAACCGAACCGAACCGGGCCGAGTTGCS
+39

CCGAGGTCAGCCGAGGTGGCCAGAGGACCCCAGCATCTCGGGCATCTTTCGCTTCGTG
+97

CGCGCATCGCGTACCTACACCGCAACTCCGTGCCTCGCTCTCCGGCACCCTCTGCGAR
+155

PstI
TCGCTCCTGCAG
+213 +225

Ou uma sua variante degenerada.

A presente invencao compreende também uma célula
hospedeira, por exemplo uma célula bacteriana, por exemplo E.
coli, ou uma célula de levedura ou uma célula de mamifero, por
exemplo uma célula CHO, ou uma célula de rato, por exemplo
L929, transformada por uma molécula de ADN recombinante tal

como definida acima.

A proteina.. que. é .codificada. pela . sequéncia. .de ADN .da

férmula IIIa apresenta a férmula VIII.

Férmula VIII
MetProValGluArgMetArgMetArgProTrpLeuGluGluGln

IleAsnSerAsnThrIleProGlyLeuLysTrpLeuAsnLysGlu



LysLysIlePheGlnIleProTrpMetHisAlaAlaArgHisGly
TrpAspValGluLysAspAlaProLeuPheArgAsnTrpAlalle
HisThrGlyLysHisGlnProGlyIleAspLysProAspProLys
ThrTrpLysAlaAsnPheArgCysAlaMetAsnSerLeuProAsp
IleGluGluValLysAspArgSerIleLysLysGlyAsnAsnAla
PheArgValTyrArgMetLeuProLeuSerGluArgProSerLys
LysGlyLysLysProLysThrGluLysGluGluArgVallLysHis
IleLysGlnGluProValGluSerSerLeuGlyLeuSerAsnGly
ValSerGlyPheSerProGluTyrAlaValLeuThrSerAlalle
LysAsnGluValAspSerThrValAsnIleIleValValGlyGln
SerHisLeuAspSerAsnIleGluAspGlnGluIlleValThrAsn
ProProAsplleCysGlnValValGluValThrThrGluSerAsp
AspGlnProValSerMetSerGluLeuTyrProLeuGlnIleSer
ProValSerSerTyrAlaGluSerGluThrThrAspSerValAla
SerAspGluGluAsnAlaGluGlyArgProHisTrpArgLysArg
SerIleGluGlyLysGlnTyrLeuSerAsnMetGlyThrArgAsn
ThrTyrLeuLeuProSerMetAlaThrPheValThrSerAsnLys
ProAspLeuGlnValThrIleLysGluAspSerCysProMetPro
TyrAsnSerSerTrpProProPheThrAspLeuProlLeuProAla
ProValThrProThrProSerSerSerArgProAspArgGluThr
ArgAlaSerVallleLysLysThrSerAspIleThrGlnAlaArg

ValLysSerCys

A proteina acima pode ser obtida por cultura de uma célula
transformada e isolamento da proteina produzida de um modo

convencional.



O pedido de Patente Europeia original N°. 8911518.1
descreve a clonagem e a expressdo de determinadas proteinas

IRF-I da forma seguinte:

1. Clonagem e expressdo de ADN de IRF-1 em E. coli

A. Isolou-se ARN poli(A)" de células L929 de rato nio induzidas
e utilizou-se para sintetizar ADNc (segqundo o procedimento
de Aruffo e Seed, 1987). O ADNc foi em seguida clonado num

vector Agtll cindido com EcoRI e construiu-se um banco de
ADNc de acorde com o processo conhecido de Huynh et al.,

1985, utilizando E. coli Y1090 como estirpe hospedeira.

Efectuou-se em seguida uma busca no banco de Agtll com a
sequéncia AAGTGA multimerizada (4 vezes) (seguidamente
referida como oligdémero Cl; Fujita et al., 1987) como

sonda.

Neste proéesso de Dbusca, inoculou-se E. coli Y109d
infectado pelos fagos Agtll recombinantes em placas
rectangulares de 10x13 cm. As placas foram em seguida
incubadas a 12°C durante 4 a 5 horas, apés o que eram

visiveis cerca de 20 000 colénias/placa.

Os filtros de membrana para a busca eram membranas de nylon
(Nytran; Schleicher & Schnell) ou de nitrocelulose
-(Schleicﬁék s Séﬁnelifi -6;“Mfiitfés“mf6ram mérgulhados em
IPTG 10 mM (para a indugdo do gene de expressdo lacZ nas
colénias de fagos apropriados) e secos ao ar., em seguida
foram cobertos sobrepostos nas placas e incubados a 37°C
durante 2,5 horas. As coldénias apenas prodhziréo uma
proteina codificada por ADNc se o ADNc estiver em

concordancia de guadro com o gene lacZ.

10




Os filtros foram em sequida removidos e arrefecidos a 4°C
durante 20 minutos e, sem secar, foram submetidos a

seleccéo.

Os filtros de membrana foram em seguida preparados para

analise tal como se segue:

Preparou-se um extracto nuclear de células L929 de rato e

' depositou-se (numa quantidade correspondente a cerca de 10

1g de proteina) sobre as membranas.

Antes de se efectuar a ligacdo de ADN utilizou-se um tampao
de ligagdo constituido por Hepes 10 mM a pH 7,5, NaCl 5,0
mM, DTT 1 mM, EDTA 1 mM e 5% de glicerol. Adicionou-se 5%
de leite em pd magro (Yukijurishi Inc.) ao tampdo e
incubaram-se os filtros na mistura durante 1 hora a 4°C e
em éeguida enxaguaram-se durante 1 minuto no mesmo tampao

mas neste caso sem leite em pé.

Incubaram-se em sequida os filtros em tampdo de ligacgdo (1

ml) contendo 350 pg/ml de ADN de esperma de salméo'com um
comprimento médio | de aproximadamente 300 pb e ADN
oligomérico Cl sonda marcado com **p (10° cpm/ml; actividade
especifica 2 000 cpm/fmol) (ver Fujita et al., 1987). A

sonda de ADN foi marcada nas extremidades 5’ com [y-3?PJATP

utilizando quinase T4.

-Apés.ié “ii§$¢éb,' os-bfiltros fofém- iévados a temperatura
ambiente com o tamp3do de ligacdo durante 1 a 2 horas
(filtro de iO ml), mudando o tampdo de ligacdo varias vezes
durante esta operacdo. Os filtros foram em seguida secos ao
ar e submetidos a auto-radiografia. Nesta ahélise, as
membranas de nylon, ao contrario das membranas de

nitrocelulose, deram um sinal positivo que era inibido de

11
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forma especifica com a inclusdo do oligémero Cl ndo marcado

em excesso.

Seleccionaram-se desta forma cerca de 1,4x10° recombinantes.
Entre os 32 clones faAgicos positivos identificados na
primeira selecgdo, verificou-se que um clone (designado por
AL28-8) se ligava repetidamente com a sonda de ADN em

selec¢gles subsequentes.

2. Produgdo e purificacdo de proteina em E. coli transfectado

Prepararam-se clones bacterianos lisogénicos por
transfecgdo de E. coli Y1089 com AL28-8. Em seguida inocularam-

se os clones lisogénicos contendo AL28-8 obtidos de um dia para
o outro em 400 ml de meio L a 1%. Cultivaram-se as bactérias a
31°C até que a DOgy alcancou o valor de 1. A temperatura foi
entdo ajustada a 42°C durante 20 min. Em seguida adicionou-se
IPTG 10 mM e, apds incubagdo a 38°C durante mais 20 min, as
culturas foram rapidamente centrifugadas e o agregado foi
suspenso em 10 ml de tampdo de lise constituido por Hepes 20 mM
a pH 7,9, EDTA 0,2 mM, espermidina 0,5 mM, espermina 0,15 mM,
DTT 0,1 mM, 10% de glicerol, fluoreto de fenilmetionilsulfonilo
(PMSF) 0,5 mM, 1 pg/ml de pepstatina A, 1 ug/ml de leupeptina,

L-1-tosilamida-2-feniletilclorometilbenzamida 500 uM, molibdato
de sédio 10 mM, pirofosfato de sédio 2 mM e ortovanadato de
-.s0dio 2 mM.. .Submeteram-se . as suspensdes...das. células..a trés
ciclos rapidos de congelamento - descongelamento e em seguida
centrifugaram-se a 30 000 rpm durante uma hora a 4°C utilizando
um rotor Beckman 50 Ti. O sobrenadante foi utilizado
directamente para uma andlise de retardamento em gel (ver em

sequida) ou em alternativa foi ainda purificado.

12



A purificacdo adicional foi levada a efeito como se segue:

Aplicaram-se aproximadamente 4 ml do sobrenadante numa
coluna de poli(di—C):'poli(di—C) com um volume de leito de 2 ml
e equilibrada com um tampdo de lise. Aplicou-se em seguida o
material eluido (4 ml) a uma coluna DE 52 (Whatman) contendo um
volume de leito de 2 ml equilibrada com tampido Z (Hepes 25 mM a
pH 7,8, MgCl, 12,5 mM, DIT 1 mM, 20% de glicerol, 0,1% de Np-40
e PMSF 0,5 mM). Eluiu-se a actividade de ligagdo de ADN com
tampao Z contendo Kcl 0,1 mM. O eluido foi novamente
concentrado utilizando centricon-10 (Amicon). A concentracao

final da proteina era de 28 mg/ml.

3. Caracterizagdo do produto proteico do clone 1L28-8:

(1) Analise de retardamento em gel

Prepararam-se clones bacterianos lisogénicos contendo AL28-
8 por transfecgdo de E. coli Y1089 e induziram-se para
eXpressar o ADNc clonado a altos niveis utilizando o
procedimento de Huynh et al., 1985. Utilizaram-se para
comparagdo clones lisogénicos preparados e tratados do

mesmo modo com o fago ndo contendo inserido o ADNc

(designado por A6).
Prepararam-se extractos contendo cada um 3 ug de proteina
das culturas induzidas do lisogénio (quatro preparados

designados por AL28-8a, AL28-8b, A6a e A6b).

Fol também preparado extracto nuclear (3 pg de proteina) a

partir de células L1929 de rato.
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Os extractos foram incubados com um fmol de sonda
oligomérica Cl marcada tal como descrito acima com uma

actividade especifica de 8 000 cpm/fmol.

Cada extracto foi também submetido a anédlises ©por
competigdo, nas quais se adicionou um ADN competidor em

varias concentrag¢des a incubacéo.

' Os resultados da analise sdo apresentados na Fig. 1, em que

as diversas pistas possuem a sequinte correspondéncia:

Pista Extracto
1 nenhum
2 Aba
3 A6b
4 A6b com um excesso molar de 1000 vezes de
oligdémero Cl ndo marcado
5 A6b com um excesso molar de 1000 vezes de
oligémero C5A ndo marcado*
6 AL28-8a
7 AL28-8b
8 AL28~-8b com um excesso molar de 1000 vezes de
oligébmero Cl ndo marcado
9 AL28-8b com um excesso molar de 1000 vezes de
oligdémero C5A ndo marcado*
10 células L929
11 células L1929 com um excesso molar de 1000 vezes
de oligdémero Cl ndo marcado
12 células L929 com um excesso molar de 1000 vezes

de oligdmero C5A ndo marcado*

* O oligbmero CS5A encontra-se descrito em Fujita et al.
1985 e é uma sequéncia 6 vezes repetida de GAAA.

A partir da Fig. 1 é possivel verificar que as sondas de

ligagdo sdo detectaveis nas pistas 6, 7, 9, 10 e 12.
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Tal como se mostra na Fig. 1, os extractos proteicos dos

lisogénios de AL28-8 deram origem a bandas desviadas
(pistas 6 e 7), cujo aparecimento foi inibido por excesso
de ADN do oligémero Cl ndo marcado mas nao pela mesma

quantidade do oligdémero C5A (pistas 8 e 9).

Em contraste com as proteinas derivadas de AL28-8, as que

foram preparadas a partir do 1lisogénio derivado de A6
induzido ndo deram origem a essas bandas desviadas (pistas
2 a 5). Pode-se verificar que as bandas modificadas sio
muito semelhantes as do IRF-1 natural de células de rato
(pistas 10 e 12). Estas diferencas que existem nos dois
conjuntos de bandas desviadas ¢é considerado como uma
consequéncia das diferentes quantidades de proteina ligada
a sonda de ADN.

Além disso, verificou-se que as bandas desviadas foram

detectadas apenas com as proteinas induzidas por IPTG das

células Y1089 transfectadas com AL28-8.

(1i)Andlise do rasto de ADNase

Efectuou-se uma andlise de rasto a fim de verificar as

propriedades de ligagdo da proteina codificada por ADN de
AL28-8 a um ADN que codifica para a regido a montante do

gene do IFN-f.

A proteina codificada pelo ADN de AL28-8 foi extraida do

lisogénio induzido e parcialmente purificada por
cromatografia em coluna tal como descrito acima e ensaiada

para verificagao das suas propriedades em relagdo a um ADN

contendo a regido a montante do gene do IFN-B.
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Prepararam-se sondas de ADN sob a forma de fragmentos
SalI-HindIII 1isolados a partir de p-125cat (contendo o tipo
selvagem do gene de IFN-B) e de p-125DPcat (contendo um gene de
IFN-B mutante). O plasmideo p-125cat foi construido como o pP-
105cat (Fujita et al., 1987), excepto em que se utilizou o
fragmento BamHI (-125)-Tagl (+19) de pSE-125 (Fujita et al.,
Cell, Vol. 41, pégs. 489-496, 1985). O plasmideo p—-125DPcat,
contendo mutacdes pontuais no interior dos elementos
requladores do IFN-B, foi obtido por mutagénese dirigida de
oligonucledétidos sintéticos em P-125cat, tal como descrito em
Hatakeyama et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 83, pé&gs.
9640-9654, 1986). Ambos os ADNs foram marcados no local HindIII

por meio de (y-**P[ATP utilizando quinase T4.

Incubaram-se 4 fmol da sonda de ADN (actividade especifica
3 000 cpm/fmol) na mistura reaccional de 20 nul contendo Tris-
HCl 25 mM a pH 7,9, MgCl, 6,25 mM, Kcl 50 mM, EDTA 1 mM, DTT o,5

mM, 10% de glicerol e 2% de &lcool polivinilico na presenga ou

na auséncia de 280 pg de proteina purificada.

Na andlise adicionaram-se 5x10™% wunidades de ADNase I

(Worthington) e incubou-se durante 1 min a 25°C.

A Fig.2 mostra auto-radiogramas dos fragmentos de ADN
obtidos a partir de amostras obtidas realizando os
procedimentos seguintes. No lado esquerdo da Fig. 2 encontra-se
‘parte ‘da sequéncia de ADN da sonda de IFN-B de tipo selvagen e
do lado direito da Fig. 2 encontra-se parte da sequéncia de ADN

da sonda de IFN-f mutante.

1. A sonda de IFN-B de tipo selvagem foi cindida pbr reacgdes
de A+G (ver Methods in Enzymology, Vol. 65, pags. 499-560)
- 0 resultado é apresentado na pista 1.
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2. A sonda de IFN-B de tipo selvagem foi digerida parcialmente
por ADNase I sem protecgdo - o resultado é apresentado na

pista 2.

3. A sonda de IFN-f de tipo selvagem foi feita reagir com a
proteina e em seguida digerida com ADNase I - o resultado é

apresentado na pista 3.

4. A sonda de IFN-B de tipo selvagem.foi feita reagir com a
proteina na presenca de um excesso molar de 1000 vezes de
oligémero Cl ndo marcado e em seguida digerida com ADNase I

- o0 resultado é apresentado na pista 4.

5. A sonda de IFN-f mutante foi feita reagir com a'proteina e
em sequida digerida com ADNase I - o resultado é&

apresentado na pista 5.

6. A sonda de IFN-B mutante foi cindida por reacgdes A+G - o

resultado é apresentado na pista 6.

Na Fig. 2 as regides protegidas tal como sdo reveladas nas

pistas 3 e 5 s&do indicadas respectivamente nas sequéncias

apresentadas nos lados esquerdo e direito do auto-radiograma.

Os motivos hexaméricos estdo inscritos num rectangulo.

A partir dos resultados na Fig. 2 poder-se-& ver que as

regides protegidas correspondem aos nucledétidos -100 a -64,

sendo esta a regido que se descobriu ser protegida pelo IRF-1
obtido a partir das células L929. A protecgdo foi anulada pelo
uso do oligémero Cl nd3c marcado em excesso (pista 4).
Verificou-se também, utilizando concentragdes baixas - de
proteina, que ocorre protecgdo preferencial na regido que
contém o motivo AAGTGA (-80 a -70).
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Estes resultados indicam que a proteina possui uma alta
afinidade para a regido que contém o motivo AAGTGA e uma baixa

afinidade para a regido circundante.

O segmento de gene de IFN-B mutante transporta mutacdes T-
G nas posigbes -106, -100, -73 e -67. Na comparacdo das pistas
5 e 2 sob as mesmas condicdes de analise, a protecgdo ganha
pelas proteinas recombinantes parece restrita a regido nao
mufada (pista 2). Esta observacdo estd em conformidade com a
observagdo de que a introducdo destas mutagdes tem como
resultado uma drastica reducdo (20 vezes) da indutibilidade da

transcrigcdo por NDV em células L929 e que a ligacdo in vitro do
IRF-1 ao gene IFN-J mutante era notavel apenas na regido nio

mutada.

Para além disso, a utilizacdo do oligdémero Cl revela que a
proteina protege especificamente a regido que contém as
sequéncias oligoméricas. Esta proteccdo corresponde de forma

idéntica a obtida por IRF-1 nativo derivado de células L929.

3. Andlise de competicdo de ADN

Esta analise foi 1levada a efeito para se examinar a
afinidade da proteina recombinante em relacdo a varias
sequéncias de ADN incluindo algumas das sequéncias de ADN
de regulagdo de transcrigido conhecidas. Procedeu-se do

seguinte modo:

Isolou-se o fragmento HindIII-Sall da sonda de IFN-B a
partir de p-125 cat (ver Fujita et al., 1987); este

fragmento contém a sequéncia do gene de IFN-f humano de +19

a —-125. O ADN foi marcado nas extremidades 3’ terminais por
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preenchimento em ambas as extremidades com [o-*?P]dCTP

utilizando o fragmento de Klenow.

A actividade especifica da sonda de ADN era de 8 000

cpn/fmol.

As analises de retardacdo em gel foram levadas a efeito sob

- as condicdes acima descritas.

Na realizacdo das anadlises de competicdo, o ADN foi feito
reagir com a proteina na presenca de diversas concentracdes
de ADNs em competigdo nas misturas de ligacdo tal como

indicado na Fig. 3.

O nivel de formagdo do complexo foi quantificado por
analise densitométrica do auto-radiograma. A formacdo do

complexo na auséncia de ADN competidor foi tomada como 100%.
A estrutura dos ADNs competidores era a seguinte:
a} AP-1: um ADN sintético com a seguinte sequéncia:

5’ CTAGA (TGACTCA) G 3’
3" T(ACTGAGT) (CCTAG 5’ ;

b) TNF: 37 pb de ADN sintético que abrange desde +1162 a

+2116 (ver Nadwin et al.,1985) do primeiro intrdo de TNF-a;

c) H2-D* de murino: 37 pb de ADN sintético que abrange o
elemento IRS (-159 a -123) tal como descrito por Korber et
al., 1988;

d) IFN-a humano: 46 pb de ADN sintético que correspondem

ao Elemento de Resposta de virus, ver Ryals et al., 1985.
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e) Sequéncias hexaméricas Cl, C2, C3, C4 e Cba.
As sequéncias Cl e C5a encontram-se descritas acima. As
sequéncias C2, C3 e C4 sdo tal como publicado em Cell, 49,

352~-367 (1987); representam as sequéncias

AAATGA Cc2
AAGGGA C3 e
AAAGGA C4 respectivamente

f) A sequéncia do gene de IFN-B de +19 a -66.

Na Fig. 3 o painel do lado esquerdo mostra os resultados
obtidos quando as repeticdes do hexdmero foram utilizadas como
competidores. O painel do meio mostra os resultados quando os
segmentos do gene de IFN humano foram utilizados como
competidores e o painel do lado direito mostra os resultados
correspondentes utilizando diversos segmentos de ADN tal como

indicado dentro do painel.

A partir dos resultados apresentados na Fig. 3 ver-se-& que
0 aparecimento da banda desviada foi eliminado por competicdo
pelas sequéncias hexaméricas pela ordem de eficiéncia Cl- C2-
C3- C4, mas nado foi eliminado de forma significativa por

competigdo por Cb5a.

Também se pode observar que os segmentos de ADN sintético
que abrangem os elementos regulatérios de ambos os genes de
IFN-aI humano e de H-2D® de murino deram origem a uma actividade
competitiva. Este facto é particularmente interessante uma vez
que o segmento de ADN do gene de H-2D° contém a chamada
sequéncia de resposta IFN (IRS) que funciona como um
intensificador quando as células respondem ao IFN (Sujita et
al., 1987; Israel et al., 1986; Korber et al., 1988).
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De facto, encontram-se em muitas das sequéncias promotoras

dos genes indutiveis por IFN motivos sequenciais idénticos ou

semelhantes a estes encontrados no gene de IFN-B em que os
factores nucleares parecem ligar-se de modo especifico (Korber

et al., 1988; Lery et al., 1988).

Os resultados apresentados na Fig. 3 sido aproximadamente
semelhantes aos obtidos quando a anilise é repetida sob
condigdes idénticas utilizando proteina natural produzida a

‘partir de células L929.

Estrutura do ADNc que codifica para IRF-I de murino

A sequéncia de ADN dos ADNs clonados foi determinada por um
método didesoxi (SEQUENASE; United States Biochemical, Inc.) ou
pelo método normal Maxam—Gilbert (Maxam e Gilbert, 1980).

Isolou-se a insergdo de AL28-8 em E. coli Y1089 como se
Segue: preparou-se o ADN fagico por procedimentos normais e
digeriu-se o ADN por EcoRI, em seguida isolou-se o ADNc cindido
do ADN fagico e sequenciou-se pelo método didesoxi (Sequenase;
United States Biochemical, 1Inc.). Verificou-se que o ADNc
inserido em AL28-8 tinha 1,8 kb de comprimento. A analise de

sequéncia nucledétidica revelou um grande quadro de leitura

livre ligado em fase com o gene do B-galactédsido.

Para seleccionar os clones que continham as insercdes de
ADNc maiores, sintetizou-se ADNc de cadeia dupla com ARN poli
(A)" derivado de células L929 e clonado no vector CDMB de acordo
com O processo publicado de Aruffo e Seed (Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, Vol. 84, pag. 8573, 1987) e Seed (Nature, Vol. 329,
pags. 840-842, 1987).
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Os plasmideos recombinantes foram introduzidos na estirpe
de E. coli MC1061/p3 (de acordo com o processo de Aruffo e
Seed; tal como descrito acima), submeteram-se os clones de ADNc
a selecgdo wutilizando a sonda de ADNc derivada de AL28-8
(marcado com *?P) sob condigdes pouco rigidas para hibridacdo de
ADN-ADN (Kashima et al., Nature, Vol. 313, pags. 402-404, 1985)

e seleccionou-se um clone pIRF-L para estudo posterior.

-A insercdo de ADNc de pIRF-L pretendida foi obtida por
digestdo com HindIII e Xbal e foi sequenciada pelos métodos
descritos acima. A sequéncia é apresentada na férmula IV e né
Fig. 4.

Verificou-se que a sequéncia de ADNc de AL28-8 contém uma
sequéncia idéntica na regido de sobreposicdo com a excepgao de

que faltava um residuo de A entre os nuclebdtidos 1773 e 1781.

As extremidades terminais 5’ e 3’ do ADNc derivado de AL28-
8 estdo marcadas por flechas na Fig. 4. As sequéncias ATTTATTTA
e ATTTA que possivelmente conferem instabilidade ao ARNm estio

inscritas em recténgulos.

Tal como se verifica a partir da Fig. 4A, o ADNc de murino
derivado do pIRF-L era mais longo em 198 pb e 20 pb do que o

ADNc de AL28-8 nas regides 5’ e 3’ respectivamente.

Por analise da sequéncia de ADN gendémico que contém a
regido promotora deste gene verifica-se que no ADNc de pIRF-L
faltam cerca de 30 pb do local de remate principal, ver abaixo,

férmula V e Fig. 7.
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A sequéncia imediatamente a montante do primeiro coddo ATG,
GGACCATGC, concorda bem como a sequéncia de consenso de Kozak

GCC* GCATGG para o local de inicio de traducéo.

Ndo se encontrou qualquer sequéncia ATG em concordancia de

quadro na sequéncia a montante da sequéncia ATG acima

mencionada confirmando que esta é de facto o coddo de inicio

para o ARNm de IRF-I.

Tal como foi referido acima, ndo se detectou qualquer

diferenga na sequéncia de nucledtidos entre os ADNc’s de AL28-8
e pIRF-L dentro das regides sobrepostas, excepto um nucleédtido

na regiao nao codificadora 3’.

Verificou-se deste modo que o IRF-I de murino era
constituido por 329 4&cidos aminados com um P.M. calculado de
37,3 kD. Nao se encontraram locais de N-glicosilagcdo candnicos

no interior da sequéncia.

Ndo se detectou qualquer homologia significativa com outras
proteinas conhecidas por meio de busca na base de dados Protein
Sequence Database (Natl. Biomed. Res. Found., Washington, D.C.)

e em sequéncias mais recentemente publicadas.

Uma analise da hidropatia registada em grafico de acordo
com Kyte e Doolittle, 1982, indica que a proteina no seu

conjunto é altamente hidrofilica (Fig. 4B).

Por'inspecgéo da sequéncia primdria deduzida do IRF-I de

murino detectaram-se as seguintes caracteristicas:

A metade terminal amina que se prolonga até ao Aacido
aminado (a.a.) 140 é rica em lisina (Lys) e arginina (Arg). De

facto, 31 do total de 39 residuos Lys e Arg estado localizados
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nesta regido. No painel inferior da Fig. 4B representa-se um
sumario diagramatico da localizacgdo dos acidos aminados basicos
(Arg e Lys) (colunas ascendentes) e &cidos aminados acidicos

(Asp e Glu) (colunas descendentes).

Como se apresenta na Fig. 4B, esta regido mostra uma forte
hidrofilicidade e ¢é considerada como a regidoc responsavel em
primeiro lugar pela ligagdo de IRF-I as sequéncias de ADN

especificas.

Nestas circunstancias, os motivos caracteristicos para
muitas proteinas que se ligam a ADN, tais como dedos de zinco e
motivos de hélice-volta-hélice (Pabo e Sauer, 1984, Evans e

Hollenberqg, 1988) ndo foram detectaveis na proteina IRF-I.

Pelo contrario, o resto da molécula (isto &, a metade
terminal carboxilo) apresenta uma abundancia relativa de acido
aspartico (Asp), acido glutamico (Glu), serina (Ser) e treonina
(Thr). De 89 acidos aminados (do a.a. 140 ao 329), 33 (17%)
representam acidos aminados acidicos e 36 (19%) representam Ser
e Thr. E notével que se encontre um grupo de 5 acidos aminados
acidicos consecutivos nos a.a. 227 a 231. Com respeito a Ser e
Thr, muitos aparentam formar aglomerados (regido nos a.a. 153 a
156, 190 a 192, 206 a 208 e 220 a 222; aqui referidas como as
regides S-T). As regides S-T sdo representadas por pequenos

rectangulos abertos no painel inferior da Fig. 4B.

Estrutura do ADNc que codifica para o IRF-I humano

Seguindo um procedimento semelhante ao descrito acima para
o0 IRF-I de murino, clonou-se e sequenciou-se o ADNc de IRF-I

humano.
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Preparou-se um banco de ADNc humano por sintese de ADNc
utilizando poli(A) ARN de uma linha de células T humana Jurkat.
A sintese de ADN de cadeia dupla e a subsequente clonagem para
0 vector plasmidico CDM8 foram levadas a cabo de acordo com o
processo de Aruffo e Seed (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 84,
pags. 8573-8577, 1987) e Seed (Nature, Vol. 329, pags. 840-842,
1987).

Introduziram-se os plasmideos recombinantes numa estirpe de
"E. coli MC1061/p3 utilizando o procedimento de Aruffo e Seed

tal como mencionado acima.

Procedeu-se a uma busca dos clones de ADNc que hibridam por

reacgdo cruzada com ADNc de IRF-I de rato utilizando ADNc

(marcado com *P) de AL28-8 como sonda sob condigdes pouco
criticas para hibridagdo de ADN-ADN. As condicdes empregues
foram exactamente como descritas por Kashima et al. (Nature,
Vol. 313, pags. 402-404, 1985).

Dos clones positivos, seleccionou-se o clone pHIRF31

contendo a insergdo de ADNc mais longa.

A sequéncia de ADNc pretendida do clone pHIRF31 foi isolada
por digestdo do ADN plasmidico por Xhol a apds isolamento foi
submetida a sequenciagdao pelos métodos descritos acima. A
estrutura do gene de IRF-I humano é apresentada na férmula II e

na Fig. 8.

As sequéncias deduzidas para o IRF-I de murino e humano sao

apresentadas justapostas para comparagdo na Fig. 5.

Por analise do ADN humano verificou-se que este IRF-I é

maia curto que o IRF-I de murino em quatro acidos aminados.
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Pode verificar-se a ocorréncia de forte conservacado das
sequéncias de &cidos aminados entre as duas moléculas de IRF-I.
Em particular pode ver-se que 133 de entre 145 acidos aminados

(95%) das metades terminais de amina sdo idénticos.

Tomada no seu conjunto, a observacido anterior indica que o

IRF-I €& uma nova classe de proteina de ligacdo de ADN.

‘Também se deve notar que as sequéncias ATTTATTTA e ATTTA,
encontradas em muitas citoquinas e ARNm’s de proto-oncogenes,
estao presentes no interior da regido n&do traduzida 3’ do ADNc
de IRF-I de murino e, de forma idéntica, a sequéncia ATTTA
encontra-se no interior da regido correspondente ao ADNc de
IRF-I humano. Cré-se que estas sequéncias desémpenham um papel
na regulacao de pds-transcricao da expressao genética
conferindo instabilidade ao ARNm (Shaw e Kamen, 1986; Caput et
al., 1986). '

O plasmideo pIRF-L foi transfectado para E. coli MC1061/p3,
que foi depositado como E. coli MC1061/p3 (pIRF-L) na
Fermentation Research Institute Agency of Industrial Science
and Technology (FRI), 1-3, Higashi l-chome, Tsukubashi,
Ibaraki-ken 305, Japdo, sob os termos do Tratado de Budapeste
em 19 de Agosto de 1988 sob o n°. FERM BP-2005.

O plasmideo pIRF31 foi transfectado de forma semelhante
para E. coli MCl061/p3 que foi depositado como E. coli
MC1061/p3 (pIRF-31) na FRI sob os termos do Tratado de
Budapeste em 19 de Agosto de 1988 sob o n°. FERM BP-2006.

Regulagcdo do gene do IRF -

1. Expressdo do ARNm de IRF-I
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Tendo em vista o facto de que o IRF-I manifesta afinidades

com sequéncias de regulagdo de genes diferentes do gene do IFN-

B e que se encontra deste modo envolvido na reqgulagdo de um
conjunto de genes em diversos tipos de células, efectuou-se um
exame da expressdao do ARNm de IRF-I em células de rato
derivadas de diversos tecidos e érgdos utilizando ADNc de
murino como sonda. Para preparar esta sonda, utilizou-se ADN do
fago M13 mpl0 (ver abaixo) contendo a cadeia de sentido directo
do fragmento PstI do gene do IRF-I como matriz para sintetizar
o ADN de sentido inverso marcado com P, digeriu-se o produto
por EcoRI e isolou-se a sonda de ADN tal como descrito por
Fujita et al., (1985).

O ARN total foi 1isolado pelo processo estabelecido de
Aruffo e Seed, 1987.

Em seguida efectuocu-se uma andlise de mancha essencialmente
como descrito por Thomas (1980), sendo a pelicula de raios X
exposta durante 3 dias, e os resultados sdo apresentados na
Fig. 6A. As varias pistas representam os resultados de ensaios

efectuados utilizando ARN integral de células dos seguintes

tecidos:
Pista 1 cérebro
Pista 2 coragao
Pista 3 figado
Pista 4 pulméo
Pista 5 bag¢o (nédo estimulado)
Pista 6 timo
Pista 7 rim
Pista 8 musculo
Pista 9 intestino
Pista 10 baco (estimulado)
Pista 11 Con A - bago estimulado
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Para o ensaio em cada pista utilizaram-se 5 pg de ARN

integral das células, excepto na pista 8, para a qual se

utilizaram apenas 1,2 pg de ARN.

Pode verificar-se a partir da Fig. 6A que se detectou uma
banda correspondente a cerca de 2.0 kb na maioria das amostras
de ARN através desta andlise de mancha apesar do nivel de
expressdo do ARNm parecer baixo. E de notar que o nivel de
expressdao de ARNm nos linfécitos derivados de bacgo foi
aumentado drasticamente a seguir a estimulacdo por Con A (Pista
11).

Numa analise adicional induziram-se células L929 de rato
por NDV tal como descrito anteriormente (Fujita et al., 1985) e
extraiu-se o ARN citoplasmatico, pelo processo de Aruffo e

Seed, 1987, de trés em trés horas apés a infeccao.

Prepararam-se ADNs sonda a partir de varias sequéncias que
Se seguem e marcaram-se pela reacgdo de marcagdo de iniciador

miltiplo (Amersham), nomeadamente

(1) um fragmento EcoRI de 1,8 kb de AL28-8 (actividade
especifica 2x10° cpm/ug);
(11) um fragmento BamHI-BglII de 0,5 kb de um clone

gendémico de IFN-f (actividade especifica 5x10° cpm/pg) e

(iidi) um fragmento BamHI-PvuIl de 2,0 kb de um clone
contendo pseudogene de f-actina humana (actividade especifica

5x10% cpm/ug) .
Os resultados sdo apresentados na Fig. 6B. Realizaram-se

analises de mancha tal como descrito acima, utilizando o

procedimento de Thomas (1980).
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Em cada pista depositaram-se 10 pg do ARN citoplasmatico. A
pelicula de raios X foil exposta durante 3 horas. Verificou-se
por meio de anadlises densitométricas que o ARNm de IRF-I
aumentou cerca de 25 vezes 9 a 12 horas apdés a infeccdo por

NDV.

Se bem que o aumento de ARNm seja muito elevado, é também
transitdério, com um pico entre as 9 e as 12 horas e baixando
ceréa de 15 horas apds a indugdo. A acumulacdo de ARNm precede
a acumulagdo de ARNm de IFN-B; como se pode ver na Fig. 6B, a

indugdo de ARNm de IRF-I pode ser observada 3 horas apdés a
infecgdo de NDV enquanto que o ARNm de IFN-f sé é& detectavel

apbés 6 horas sob condigdes de andlise de mancha idénticas para

ambos os ARNs.

O promotor de IRF-I

Tal como demonstrado acima, a transcricdo do gene de IRF-I

€ regulada por varios agentes tais como virus e mitogenes.

Por analise de mancha de Southern do ADN cromossomal
verificou-se que o gene de IRF-I pode ser emendado e nao

transformado em membros miultiplos no rato.

Submeteu-se um banéo do fago A contendo ADN de rato recém-
nascido a uma busca para selecc1onar 0os clones que contém a
’sequenc1a promotora de IRF-I utlllzando a mesma sonda de ADNc
derivada de AL28-8 utilizada anteriormente. Identificaram-se
quatro clones positivos, tendo-se verificado que todos eles
contém o mesmo ADN gendémico e utilizou-se um deles, Agl4-2,

para analises adicionais. Sub-clonou-se um fragmento PstI no
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interior do local Pstl de pUCl9 para construir o vector
pl9IRFP.

Clonou-se em seguida o mesmo ADN no interior do local PstI
de M13mplO e M13mpll, que foram utilizados para gerar ADN para

analises de sequéncia.

A analise de sequéncia de nucledtidos do fragmento PstI dos
clones referidos foi efectuada tal como descrito anteriormente.
Identificaram-se locais de remate principal e secunddrio por

andlises de mapeagdo SI.

Na Fig. 7A apresenta-se a sequéncia determinada. Como se
pode verificar, a sequéncia a Jjusante do ADN emparelha

perfeitamente com a do ADNc derivado de pIRF-L.

A analise de nuclease Sl indica a presenca de dois locais
de remate para o ARNm de IRF-I, estando o local principal cerca
de 20 nuclebétidos a montante do 1local secundario. N&o se
encontram sequéncias caixa TATA tipicas presentes no interior
da regido a montante do gene. Em vista da abunddncia inusitada
de sequéncia CpG, esta regido constitui provavelmente uma “ilha

HTF” (Bird, 1986).

A regido promotora contém duas caixas GC e uma caixa CAAT
(ver Fig. 7A); as caixas referidas em primeiro lugar devem
ligar SpI (Kadogan et al., 1986) e a ultima CP-1 ou CP-2
(Chodosh et al., 1988).

O fragmento PstI que contém as sequéncias promotoras foi em
seguida ensaiado para determinac3o da sua reactividade em
resposta a sinais extracelulares, por exemplo indutibilidade

por virus, do seguinte modo:

30




Construiu-se um gene quimérico no qual se justapds um gene
relator, nomeadamente um gene de acetiltransferase de
cloranfenicol bacteriano (CAT), a jusante do segmento PstI.
Esta construgdo foi feita através da amputacdo de um fragmento
Pstl de P19IRPF (ver acima) por BamHI e HindIII e da clonagem
do fragmento resultante no interior do fragmento da estrutura
BglII-HindIII de pA;.cat, (Rosenthal et al., 1983) a fim de

construir o vector pIRFcat.

Prepararam-se varias outras construgdes do seguinte modo:

Preparou-se o vector pIRFAcat por digestéo do fragmento BamHI-
HindIII derivado de pl9IRFP com HaeIII cujo unico local de
reconhecimento se localiza a desde -30 até -35 do local de
remate principal (Fig. 5A). Ligou-se o fragmento HaeIII-HindIII
com o fragmento de estrutura BglIII-HindIII de pAj,cat, e o ADN

sintético seguinte

5’ GATCCTAGATTTCTTCGCGGCGC 3’
3" GATCTAAAGAAGCGC 57

Deste modo tanto o vector pIRFcat como o pIRFAcat continham
sequéncias até -320 e -48 respectivamente do local de remate

principal.

O vector p-125cat contém a sequéncia promotora do gene IFN-

B humano tal como descrito por Fujita et al., 1987.

O vector pSV2cat encontra-se descrito em Gorman et al.,
Science, Vol. 221, pags. 551-553.

Como gene de referéncia utilizou-se pRSVgtp (ver Gorman et

al., acima).
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Os varios genes foram transfectados para células L1929 de

rato utilizando o método de fosfato de calcio (Fujita et al.,
1985) . Transfectaram-se 5x10° células com 7,5 1Lg do plasmideo de

ensaio contendo o gene relator CAT e 2,5 pg de pRSVgtp. As
células foram induzidas por NDV ou por inducdo falsa e em
seguida foram submetidas & andlise enzimatica conforme descrito

por Fujita et al., 1985.

A0 calcular a actividade relativa de CAT, a actividade de
CAT das ceélulas induzidas falsamente transfectadas com pSV2cat
foi tomada como 100%. Cada actividade de CAT foi normalizada
pelo Ecogtp (Mulligan e Berg, Proc. Natl. Acad. Sci. USA., Vol.
78, pags. 2072-2076) das amostras respectivas. As amostras em
que o CAT se encontrava abaixo do nivel de fundo foram marcadas

b.b. (“below background”).
Os resultados sdo apresentados na Fig. 7B.

Verifica-se que a transfecgdo do vector pIRFcat em L929 de
rato deu origem & expressdo de baixo nivel de actividade de
CAT. O nivel de expressdo de CAT foi intensificado quando as
células transfectadas foram estimuladas por NDV. A supressdo da
sequéncia de 300 pb a Jjusante do gene IRF-I (pIRFAcat)
virtualmente aboliu as expressdes tanto constitutiva como
induzida do gene CAT. Este facto demonstra que a sequéncia
promotora se encontra no interior da regido de 300 pb a jusante

e é indutivel por virus.

Construgdc de plasmideos de expressao

1. Digeriu-se ADN fagico do clone AL28-8 por EcCoRI e

recolheu-se o ADNc da insercdo. Os locais EcoRI do ADNc
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foram alinhados por meio de polimerase de ADN T4 e em
sequida foram ligados com ADNs adaptadores sintéticos
possuindo as sequéncias pGATCCATTGTGCTGG e pCCAGCACAATG de

acordo com Aruffo e Seed, 1987.

Apds remogdo dos ADNs sintéticos por centrifugacdao com
um gradiente de 5 a 20% de acetato de potéssio (Aruffo e
Seed, 1987), ligou-se o ADNc de IRF-I com os ADNs
- adaptadores fixados a ambas as extremidades com ADN do
vector CDMB cindido por BstXI (Seed, B, Nature, Vol. 329,
pags. 840-842, 1987). Isolaram-se os plasmideos pIRF-S e
PIRF-A contendo o ADNc de IRF-I na orientacdo de sentido
directo e de sentido inverso com respeito ao promotor CMV

respectivamente.
Cada ADN plasmidico foi transfectado quer com p-55cat
quer com pS5C1B  (Fujita et al., 1987) em célula L929 e

determinou-se o nivel de expressdao de CAT.

Os resultados sao apresentados no Quadro 1 abaixo:

QUADRO 1
Plasmideos Inducgdo | Actividade de CAT

transfectados | por NDV (% de conversdo)
Exp. 1 [pIRF-S - <1%

p-55cat

PIRF-S - 50 %

p—-55CIB

pIRF-A - <1 %

p-55cat _

pPIRF-A - <1 %
Exp.2 |pIRF-S - 1,7 %

p-55CIB

p-IRF-S + 3,6 %

p-55CIB

pIRF-A - < 0,1 %

p—-55CIB

p-IRF-A + < 0,1 %

p—-55CIB
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A eficiéncia da transfecgdo do ADN varia em funcdo do
estado das células receptoras (neste caso células L929 de
rat). A eficiéncia foli muito mais baixa na Exp. 2 em
comparagdo com a Exp. 1. Deste modo, o nivel de expressao

de CAT é relativamente mais baixo na Exp. 2.

Como se pode varificar no quadro anterior, apenas foi
detectada actividade de CAT significativa em células
' transfectadas por p-55CIB e pIRF-S. Estes dados demonstram
que o IRF-I se liga com as sequéncias AAGTGA repetidas (8
vezes) presentes a montante do gene CAT em p-55CIB e por

isso promove a transcricdo do gene CAT distal.

Os resultados mostram ainda que o nivel de expressdo de
CAT ¢é aumentado (mais de duas vezes) por infeccdo das
células transfectadas com NDV (Quadro 1), demonstrando que
€ possivel controlar a expressdo dos genes por diversos

estimulos tais como virus.

2. Construiu-se do modo exposto seguidamente um plasmideo
de expressdo para a producdo de uma proteina constituido
pelo dominio de ligagdo de ADN de IRF-I e pelo dominio de

activacao de transcricdo da levedura GAL4:

Digeriu-se o plasmideo pIRF-S por HindIII e PstI e isolou-
se a insergdo do ADNc. Digeriu-se o ADNc por DralIIl e
recuperou-se o fragmento HindIII-DralIII (cerca de 500 pb),

tendo sido designado como fragmento A.
Digeriu-se o vector de expressdo CDM8 por HindIII e

Xbal e isolou-se o ADN estrutural, tendo sido designado

como fragmento B.
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Isclou-se o ADN que «codifica para o dominio de
activacdo de transcrigdo da levedura GAL4 a partir do

plasmideo pRB968 (Ma e Ptashne, 1987) como se segue:

Em primeiro lugar digeriu-se o ADN de pRB968 por HindIII e
alinharam-se as extremidades por polimerase de ADN T4.
Adicionou-se ADN ligante de Xbal sintético ao ADN e

subsequentemente digeriu-se o ADN por Pvull e Xbal.

Recuperou-se o fragmento resultante de ADN PvulI-Xbal

de cerca de 600 pb e designou-se como fragmento C.

Alénm disso, preparou-se um ADN sintético com a seguinte
sequéncia:
(5" ) GTGTCGTCCAG(3")
(3" ) GCACACAGCAGGTC (5")

designado como fragmento D.

Construiu-se um vector de expressdo pIRFGAL4 por
ligagdo dos fragmentos A, B, C e D. Como plasmideo de
regulagdo construiu-se o plasmideo pIRFAGAL4 por ligacgao
dos fragmentos A, B e C e de um ADN sintético com a

seguinte sequéncia:

(5" )GTGTCTGACAG(3”')
(3" ) GCACACAGACTGTC (5")

ﬁﬁ;mvez’Qﬁé-ésfé presente um tripleto terminador, TGA, em
concordancia de quadro entre as sequéncias de IRF-I e GAL4
no plasmideo pIRFA GAL4, na proteina expressa deve faltar o

dominio de activacdo GALA4.

A fim de verificar as propriedades funcionais dos
factores de transcricéo quiméricos codificados pelo
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P o depca-

et £

plasmideo, co-transfectou-se cada um  dos plasmideos
PIRFGAL4 e pIRFAGAL4 com p-55CIB em células e verificou-se

se ocorria a expressdao de CAT. Os resultados séo

apresentados no Quadro 2 que se segue:

QUADRQ 2
Plasmideo Actividade de CAT
transfectado (% de conversao)

pIRF-S 2,0 %
p-55CIB
pIRF-A < 0,2 %
p-55CIB

PIRFGAL4 1,4 %
p-55CIB

pIRFAGAL4 <0,2%
p-55CIB

Célula hospedeira, células L929 de rato. As células nao

foram induzidas por NDV.

Os resultados mostram que a expressio de um gene visado
(tais como os genes que codificam para uma interleuquina,
um interferdo (a, B e y), um activador de plasminogénio, a
eritropoietina, o factor de estimulacdo de colénias de
granuldcitos, a insulina, a hormona de crescimento humana
ou a dismutase de superdxido (ou mutantes dos genes

humanos)) pode ser aumentada por IRF-I.

Os genes visados como mencionado acima, tais como genes

de interferdo, por exemplo IFN-a, IFN-B, IFN-y, IFN-Omega, e

de activadores de plasminigénio, por exemplo t-PA, pro-

uroquinase ou urogquinase, etc., podem ser expressos mais
eficientemente também por inclusdo para esse fim de
promotores fundidos com diversos comprimentos de sequéncias

de reconhecimento para IRF-I, por exemplo AAGTGA!
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Por exemplo os genes visados podem ser introduzidos em
varias células hospedeiras, juntamente com IRF-I intacto ou
com genes de IRF-I quiméricos. Aumentando o comprimento do
ADN de local de reconhecimento do IRF-I, por exemplo por
aumento do numero de repetigdes AAGTGA e o nivel de
expressao do factor de transcrigdo, pode-se alcancar um

alto nivel de expressdo dos genes visados.

Por exemplo as sequéncias de repeticdo AAGTGA podem ser

postas em contacto com um promotor apropriado tal comc o

promotor de IFN-B ou o promotor precoce de virus SV40. Um

gene visado, por exemplo um gene de t-PA ou um gene de IFN-

B, pode ser 1ligado a jusante de um promotor como os
referidos; a estrutura de um gene construido deste modo
seria (AAGTGA). (Promotor) (gene visado, p. ex. gene do t-
PA) . "

Este gene poderia entdo ser introduzido e amplificado
em células CHO, por exemplo célula CHO DXBII (estirpe dhfr)
(Urlaub e Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 77,
pags. 4216-4220, 1980).

Idealmente, tal como discutido acima, uma célula
hospedeira serd escolhida a partir de uma célula que néao
possui qualquer actividade de IRF-I enddégena ou que nao
possui esta actividade a um nivel substancial. O gene de

IRF-I, de preferéncia com um promotor forte tal como um

‘promotor CMV ou um promotor indutivel tal como um promotor

de um gene de metalotioneno, pbde ser introduzido no
interior das diversas células hospedeiras de um modo

convencional.

O gene de IRF-I pode ser co-introduzido e amplificado

juntamente com o gene visado. Em alternativa, o gene de
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IRF-I e o gene visado podem ser introduzidos separadamente

no interior da célula hospedeira.

Em células transfectadas conforme descrito, o IRF-I
pode ser produzido quer constitutivamente (no caso por
exemplo do promotor de CMV) quer de modo induzido (no caso
por exemplo do promotor de metalotioneno é induzido por
metais divalentes tais como zinco). O IRF-I expresso liga-
‘se as repeti¢cdes AAGTGA e aumenta o gene visado distal, por

exemplo o gene de t-PA ou o gene de IFN.

Esta expressdo pode ser ainda aumentada por inducéo
viral, por exemplo por NDV, tal como se pode ver no Quadro
1, Experiéncia 2. Esta indugdo aumenta a actividade do IRF-

I.

Sequéncia de ADNc de rato que apresenta hibridacdo cruzada com

ADNc de IRF-I de murino da férmula III

Preparou-se um banco de ADNc de rato pelo processo descrito
acima. O ADNc foi sintetizado pelo processo normal

utilizando o ARNm derivado de células de rato L929 e

inseriu-se o ADNc no vector AgtII pelo processo normal. O

banco de AgtII resultante foi em seguida submetido a uma
busca para isolar os «clones de ADNc cujas insercdes
apresentam hibridagé&o cruzada com o ADNc de IRF-I de murino

descrito acima, tal como se segue:

Incubaram-se filtros de nitrocelulose contendo ADNs de

placas fagicas de acordo com as seguintes fases

(1) em 3xSCC a 65°C durante 30 minutos, seguidos por
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(2) 60 minutos de incubagdo em 3xSSC contendo solucéao
de Denhart (0,2% de albumina de soro de bovino, 0,2% de

Ficoll, 0,2% de polivinilpirrolidona 25), seguidos de

(3) uma fase de pré-hibridagdo constituida por uma
incubagdo durante 12 horas a 65°C numa solucdo contendo
NaCl 1 M, Tris-HCl1] 50 mM a pH 8,0, EDTA 10 mM, 0,1% de

SDS, 50 pg/ml de ADN suporte de cadeia simples (por
exemplo ADN de esperma de salmdo) e solucdo de Denhart
e

(4) repetiu-se a incubagdo da fase 3 mas incluindo
ADNc de IRF-I de murino marcado com *P como sonda. Esta

sonda de ADNc fol preparada sob a forma da insercao
cindidapor EcoRI de AL28-8 e foi traduzida pelo sistema

de marcagado Multiprime (ver acima). A incubacido foi

efectuada a 65°C durante 1\2 horas.

Os filtros foram em seguida lavados, enxaguados brevemente
em solugdo de 2xSCC e em seguida lavados em solucdo de 3xSCC
contendo 0,1% de SDS durante 30 minutos a 65°C. Este

procedimento foil repetido por duas vezes.

Seleccionou-se um dos clones positivos designado por PHH-45
e verificou-se que continha ADNc que cobria apenas uma parte da

sequéncia de codificacdo para um IRF.

A insergdo de ADNc em PHH-45 foi por conseguinte isolada e
‘utilizada para seleccionar clones contendo insercdes maiores
tal como descrito acima para a preparagao de pIRF-L sob o

titulo “Estrutura do ADNc que codifica para o IRF-I de murino”.

Dos clones positivos identificados, seleccionou-se o que é
designado por pIRF2-5 e caracterizou-se utilizando o processo

anteriormente descrito para IRF-I de murino. A sequéncia
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completa de ADNc que hibrida é apresentada na férmula Iva e a
sequéncia de acidos aminados da proteina de IRF correspondente

€ apresentada na férmula VIII.

Transfectou-se o plasmideo pIRF 2-5 em E. coli MC 1061/p3,
0 qual foi depositado como E. coli no FRI nos termos do Tratado
de Budapeste em 22 de Novembro de 1988 sob o n°. FERM BP-2157.

ADNc do genoma de levedura que hibrida com uma sequéncia de

ADNc de IRF-I humano

Preparou-se ADN de levedura pelo processo normal e digeriu-

se com EcoRI. Depositaram-se 5 pg do ADN digerido em gel de
agarose a 0,8% e submeteram-se a electroforese e a anadlise de

mancha de ADN por processos normais.

Tratou-se o filtro com as manchas exactamente como descrito
no exemplo precedente para isolamento do ADN de rato que

hibrida com IRF-I de murino excepto no que se segue:

Na fase (3), a temperatura de incubacido foi de 55°C e na fase
(4) a 1incubagdo foi também efectuada a 55°C e a sonda
radioactiva foi o ADNc de IRF-I humano isolado a partir de
PHIRF31l por digestdo do plasmideo com XhoI, sendo esta sonda
marcada conforme descrito no exemplo anterior para o IRF-I de
murino. O filtro foi 1lavado a 55°C em 2xSSC. Os clones

positivos foram “identificados pbf”autb4radiégrafia'(Ver Fig.9).
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FIG. 4A

Pdgina a

L GGACGTGCTTTCACAGTCTAAGCCGAACCGAACCGAACCGAACCGAACCGAACCGGGCC
60 GAGTTGCGCCGAGGTCAGCCGACGTGGCCAGAGGACCCCAGCATCTCGGGCATCTTTCG
119 CTTCGTGCGCGCATCGCGTACCTACACCGCAACTCCGTGCCTCGCTCTCCGGCACCCTC

AL28-8 1
Met Pro Ile Thr Arg Met Arg
178 TGCGAATCGCTCCTGEAG AN AGCCACC ATG CCA ATC ACT CGA ATG CGG

20
Met 415 Pro Trp Ley Giy Met Gln Ile Asn Ser Asn Gln Ile Pro
227 ATG AGA.CCC TGC «TA GAG ATG CAG ATT AAT TCC AAC CAA ATC CCA

Tep fle Asa Lys Glu Glu Met Ile %he Gin Ile

Cly Leu Ile P
ATC TGG ATC AAT AAA GAA GAG ATG ATC TTC CAG ATT CC

272 GGG C~5

b

¥S HIs Ala Alga LYs His Gly Tro Asp Ille Asna Lys Asp Ala
&5 CAC GCT GCT AAG CAC GGC TGG GAC ATC AAC AAG GAT GCC

13

an
Qg

60
Cys Leu Phe Arg Ser Tto Ale Ile His Thr Gly Arg Tyr Lys Ala

182 TGT CI¢ TTC CGG AGC TGG GCC ATT CAC ACA GGC CGA TAC Aax GCa

80
Gly Gl: Lys Glu pirq ASp P Lys Thr Tro Lys Ala Asn Phe Ar
407 GGA Gxx Axa Cag cea GAT CCC AAG ACA TGG AAG GCA AAC TTC CG

r
o

Cys 2l: Mel Asn Gor ray Pro Asp Ile Glu Glu val Lys AsD Gln
TGT GCI AT3I AAC TCC CTG CCA GAC ATC GAG GAaa GTG AAG GAT CaG

432
1¢3
Ser Ar:z Asa Lys Gly Ser Ser Ala val Arg Val Tyr Arg Met Leu
457 AGT 2ac:

GZ AAC AAG G AGC TCT GCT GTG CCG GTG TaC CGG ATG CTG

Pro P

r: The Mhzg Asn Gln Arg Lys Arg Lvs Sar Lvs Ser
542 CCA cc-

2 Glu
=2 ACC AGG AAC CAG AGG AAA GAG AGA AAG TCC AAG TCC

. 140 ... . .
. Ser Arz As> Thr Ly. Ser 'Lys Thr Lys Arg Lys Leu Cys Gly asp
537 AGC cG: SAZ ACT Aag AGC AAA ACC AAG AGG AAG CTG TGT GGA GAT

Val Se: 2t2 Asp Th: phe ser Asp Gly Leu Ser Ser Ser Thr Leu
632 GTT AGZ CCC GAC ACt TTC TCT GAT GGA CTC AGC AGC TCT ACC CTA
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Pdgina b

160
Pro Asp Asp Kis Ser
677 CCT GAT GAC CAC AGC

Tyr Thr Thr Gln Gly Tyr Leu Gly Gln
TAC ACC ACT CAG GGC TAC CTG GGT CAG

3 (n
Om
) oA

180
ASp Leu Asp Met Gluy AZ9 Asp Ile Thr Pro Ala Leu Ser Pro Cys
722 GAC TTG GAT ATG GAA AGG GAC ATA ACT CCA GCA CTG Tca CCG TGT

Val Val Ser Ser Ser Leau Ser Glu Trp His Met Gln Met AsSp Ile
767 GTC GTC AGC AGC AGT CTC TCT GAG TGG CAT ATG CAG ATG GAC ATT

Sec Thr Thr ASD Leu Tyr Asn Leu Gln Val Ser Pro
T AGC ACC ACT GAT CTG TAT AAC CTa CAG GTG TCA ccc

o 3
.
‘U

I
812 AT

229
Met Pro Ser Thr §
8§37 ATG cCT TCC acCc 7

Giu Ala Alz2 Thr Asp Glu Aso Glu Gly Gly
GAA GCC GCA ACA GAC GAG GAT GAG GaA GGG

N m
) 1y

240
2 212 Glu 2sp Leu M2t Lys Leu Phe Glu Gln ser giu Tro

Lys I ~S
GCC GAA GAC CTT ATG AAG CTC TTT GAA CAG 7CT GAG TGG

1
902 AAG AT:

Gln

P Thr His Ile Asp Gly Lys Gly Tyr Leu Leu Asn Glu pro
947 CAG cC

(o]
G ECA CAC ATC GAT GCC AAG GGA TAC TTG CTC AAT GAG Cca

val Tyr Gly Asp Phe Ser Cys Lys Glu

Gly Thr Gln er
TT GTC TAT GGA GAC TTC AGC TGC aAa GAG

Leu
S92 GGG acc CaG C7¢

*3 N
0w
= Hal

280
Pro Arg Gly Asp Ile Gly Ile G1

B 4 Y Ile
1037 Gaa CCA GAG ATT C AGC CCT CGA GGG GAC ATT GGG ATA GGC ATA

300
Gln His Val pPhe Thr Glu Met Lys Asn Met Asp Ser Iie Met Tro

1082 ACG GAG ATG AAG AAT ATG GAC TCC ATC ATG TGG

N
B
3
]
-

]
(o)
-
9]
&
-
(9

Met Asp Ser Leu iLeu Cliv Asn Ser Vval Arg Leu Pro Pro Ser Ile
1127 ATG GiC AGC CTG TG GGT 2AC TCT GTG AGG CTG cco CCC TCT aTT

329
Gln &la Ile Pro Cys 2la Pro. . .
1172 cacG Gee ATT-CCT TGT GCaA CCA TAG TTTGGGTCTCTGACCCGTTCTTGCCC
1222 TCCTGAGTGAGTTAGGCCTTGGCATCATGGTGGCTGTGATACAAAAAAAGCTAGACTCC

1281 TGTGGGéCCCTTGACACATGGCAAAGCATAGTCCCACTGCAAACAGGGGACCATCCTCC
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FIG 44
Pdglnq c

TTGGGTCAGTGGGCTC TCAGGGCTTAGGAGGCAGAGTCTGAGTTTTCTTG TGAGGTGAA
GCTGGCCCTGACTCCTAGGAAGATGGATTGGGGGGTCTGAGG TG TAAGGCAGAGGCCAT
ccACAGGAGTCATCTTCTAGCTTTTTAAAAGCCT&GTTGCATAGAGAGGGTCTTATCGC
TGGOCTGGCCCTGAGGGGAATAGACCAGCGCCCACAGAAGAGCATAGCACTGECCCTAG
AGCTGGcTCTGTACTAGGAGACAATTGCACTAAATGAGTCCTAfTCCCAAAGAACTGCT
GCCCTTCCCAACCGAGCCCTGGGATGGTTCCCAAGCCAGTGAAATGTGAAGGGAALAAA
AATGGGGTCCTGTGAAGGTTGGCTCCCTTAGCCTCAGAGGGAATCTGCCTCACTACCTG
CTCCAGCTGTGGGGCTCAGGAAARAAAAATGGCACTTTCTCTGTGGACTTTGCCACATT
TCTGATCAGAGGTGTACACTAACATTTCTCCCCAGTCTAGGCCTTTGqujjgfifghA
TAGTGCCTTGCCTGGTGCCTGC TG TCTCCTCAGGCCTTGGCAGTCCTCAGCAGGCCCAG
GGAAAAGGGGGGTTGTGAGCGCCTTGGCGTGACTCTTGACTATCTATTAGAAACGCCAC
CTAACTGCTAAATGGTGTTTGGTCATGTGGTGGACCTGTGTAAATATGTATATT TG TCT

RS <
TTTTATAAAdATTTAAGTTGTTTACAAAAAAAAAA 2082

\\
——————
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FIG 74

PstI :
CTGCAGAAAGAGGGGGACGGTCTCGGCTTTCCAAGACAGGCAAGGGGG
-299

Co_:xo GaC1? Caoixao GC2
CAGGGGAGTGGAGTGGAGCAA@GGGCG@GCCCGCGGTAGCCC
-251

GGGCGGTGGCGCGG

GCCCGAGGEGGTGGGGAGCACAGCTGCCTTGTACTTCCCCTTCGCCGCTTAGCTCTAC
-193 .

Carxo CAAT
AACAGCCTGATTTCCCCGAAATc,:.?GAGGCCGAGTQGGCCAA‘ TGGGCGCGCAGGAGCG
-135

Local de remare
secunddrio

' Il
GCGCGGCGGGGGCGTGGCCGAGTCCGGGCCGGGGI\ATCCCGCTMGTGTTTAGAT
-77 -

TTC
-21
Local de remate principal
P ¢lpa PlRF-L
i f
TTCGCGGCGCCGCGGACTCGCCAG'I‘GCGC.‘l.CCACTCCTTCGTCGAGGTAGGACG'I'GC’I‘
-19 +1

TTCACAGTCTAAGCCGAACCGAACCGAACCGAACCGAACCGAACCGGGCCGAGTTGCG
+39

CCGAGGTCAGCCGAGGTGGCCAGAGGACCCCAGCATCTCGGGCATCTTTCGCTTCGTG
+97

. CGCGCATCGCGTACCTACACCGCAACTCLG
+155

TGCCTCGCTCTCCGGCACCCTCTGCGAA
PstI
TCGCTCCTGCAG..

+213 TH2250 e m e s
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Pdgina b

Sla 520 530 340 550
AGGCTACATGCAGGACTTGGAGGTGGAGCAGGCCCTGACTCCAGCACTGT
GlyTeretGlnAspLeuGluValGluGlnAlaLeuThrProAlaLeuSer

$60 570 580 590 600
CGCCATGTGCTGTCAGCAGCACTCTCCCCGACTGGCACATCCCAGTGGAA
ProCysAlaValSerSerTh:LeuProAspT:pHisIleProValGlu

610 620 630 640 650
GTTGTGCCGGACAGCACCAGTGATCTGTACAACTTCCAGGTGTCACCCAT
ValValP:oAsp$erThrSerAspLeuTytAsnPheGanalSerProMet

660 670 680 690 700
GCCCTCCATCTCTGAAGCTACAACAGATGAGGATGAGGAAGGGAAATTAC
PtoSerILeSe:GluAlaThr?h:AspGluAspCluGluGlyLysLeuPro

710 720 730 740 750
CTGAGGACATCATGAAGCTCTTGGAGCRGTCGGAGTGGCAGCCAACAAAC
GluAsleeMet:ysLeuLeuGluGlnSerGluTrpGlnProThrAsn

760 770 780 790 800
GTGGATGGGAAGGGGTACCTACTCAATGAACCTGGAGTCCAGCCCACCTC
ValAspGlyLysGlyTy:LeuLeuAsnGlu?roGlyValGlnProThrSer

glo - 820 830 840 850
TGTCTATGGAGACTTTAGCTGTAAGGAGGAGCCAGAAATTGACAGCCCAG

ValTyrGlyAspPheSerCysLysGluGluProGluIleAspSerP:oGly

860 870 - 888 890 00

GGGGGGATATTGGGCTGAGTCTACAGCGTGTCTTCACAGATCTGAAGAAC
GlyAsleeGlyLeuSe:LeuGlnA:gVaIPheThrAspLeuLysAsn

g10 - 920 930 940 950
ATGGATGCCACCTGGCTGGACAGCCTGCTGACCCCAGTCCGGTTGCCCTC
MetAspAlaThrTrpLeuAspSe:LeuLeuTh:ProValArgLeuProSer

960 970
CATCCAGGCCATTCCCTGTGCACCGTACCAGGGCCCCTGGGCCCCTCTTA

IleGinAlaIleProCysAleP-o=**
TTCCTCTAGGCAAGCAGGACCTGGCATCATGGTGGATATGGTGCAGAGAA
GCTGGACTTCTGTGGGCCCCTCAACAGCCAAGTGTGACCCCACTGCCAAG B
TGGGGATGGGCCTCCCTCCTTGGGTCATTGACCTCTCAGGGCCTGGCAGG
CCAGTGTCTGGGTTTTTCTTGTGGTGTAKAGCTGGCCCTGCCTCCTGGGA

AGATGAGCTTCTGAGACCAGTGTETCAGGTCAGGGACTTGGACAGGAGTC

e

Ty
S
>

"



FIG.8

Pogina a

CGAGCCCCGCCGAACCGAGGCCACCCGCAGCCGTGCCCAGTCCACCC
CGGCCGTGCCCGGCGGCCTTAAGAACCAGGCAACCACTGCCTTCTTCCCT
CTTCCACTCGGAGTCGCGCTTCGCGCGCCCTCACTGCAGCCCCTGCGTCG

CCGGGACCCTCGCGCGCGACCAGCCGAATCGCTCCTGCAGCAGAGCCAAC

1o . 20 30 ‘ 40 50
ATGCCCATCACTTGGATGCGCATGAGACCCTGGCTAGAGATGCAGATTAA
Met?roIleThrTrpMetArgMetA:gP:oTrpLeuGluMetGlnIleAsn

60 70 80 90 100
TTCCAACCAAATCCCGGGGCTCATCTGGATTAATAAAGAGGAGATGATCT
SerAsnGlnIleProGlyLeuIleTrleeAsnLysGluGluMetIleLeu

110 120 130 140 150
TGGAGATCCCATQQAAGCATGCTGCCAAGCATGGCTGGGACATCAACAAG
GluIleP:oTrpLysHisAlaAlaLysHisGlyTrpAspILeAsnLys

160 170 180 190 290
GATGCCTGTTTGTTCCGGAGCTGGGCCATTCACACAGGCCGATACAAAGC
AspAlaCysLeuPheAréSerTrpAlaIleHisThrGlyA:gTerysAla

210 220 230 240 250
AGGGGAAAAGGAGCCAGATCCCAAGACGTGGAAGGCCAACTTTCGCTGTG

GlyGluLysGluProAsp?:oLysThrTrpLysAlaAsnPheArgCysAla

260 270 280 290 300
CCATGAACTCCCTGCCAGATATCGAGGAGGTGAAAGACCAGAGCAGGAAC

MetAsnSe:LeuProAspIleGluGluValLysAspGlnSerArgAsn

310 320 340 340 350
AAGGGCAGCTCAGCTGTGCGAGTGTACCGGATGCTTCCACCTCTCACCAA
LysGlySerSe:AlaValArgValTyrArgMetLeu?roProLeuThrLys

360 370 380 320 400
GA&CCAGAGAAAAGAAAGAAAGTCGAAGTCCAGCCGAGATGCTAEGAGCA

AsnGlnArgLysGluArgLysSerLysSerSerArgAspAlaLysSerLys

410 420 . 430 440 450
AGGCCAAGAGGAAGTCATGTGGGGATTCCAGCCCTGATACCTTCTCTGAT

AlaLysArgLysSerCysGlyAspSerSe:PtoAspThrPheSerAsp

460 : 470 480 490 500

GGACTCAGCAGCTCCACTCTCCCTGATGACCACAGCAGCTACACAGTTCC_
GlyLeuSerSerSerThrLeuProAspAspHisSerSerTerhrValPro
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REIVINDICACOES

Processo para a ©preparagcdo de uma molécula de ADN

recombinante que contém a sequinte sequéncia nucledtidica

Férmula IIIa

10 20 30 40
ATGCCGGTGGAACGGATGCGAATGCGCCCGTGGCTGGAGGAGCAG

50 ' 60 70 80 90
ATAAATTCCAATACGATACCAGGGCTAAAGTGGCTGAACAAGGAG

100 110 120 130
AAGAAGATTTTCCAGATCCCCTGGATGCATGCGGCTCGGCACGGA

140 150 160 170 180
TGGGACGTGGAARAAGGATGCTCCGCTCTTCAGARACTGGGCGATC

190 200 210 220
CATACAGGAAAGCATCAACCAGGAATAGATAAACCAGATCCAAAA

230 240 250 260 270
ACATGGAAAGCAAATTTTCGATGTGCCATGAATTCCCTGCCCGAC

280 290 300 310
ATTGAGGAAGTGAAGGACAGAAGCATAAAGAAAGGAAACAACGCC

320 330 340 350 360
TTCAGAGTCTACCGGATGCTGCCCTTATCCGAACGACCTTCCAAG

370 380 390 400
AARAGGAAAGAAACCAAAGACAGAARARAGAAGAGAGAGTTAAGCAC

410 420 430 440 450
ATCAAGCAAGAACCAGTTGAGTCATCTTTGGGGCTTAGTAATGGA

460 470 © 480 - 490 -
GTAAGTGGCTTTTCTCCTGAGTATGCGGTCCTGACTTCAGCTATA

500 510 520 530 540
AAAAATGAAGTGGATAGTACGGTGAACATCATAGTTGTAGGACAG

550 560 570 580
TCCCATCTGGACAGCAACATTGAAGATCAAGAGATCGTCACTAAC

590 600 610 620 630
CCGCCAGACATCTGCCAGGTTGTAGAAGTGACCACTGAGAGTGAT

1
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640 650 660 670
GACCAGCCAGTCAGCATGAGTGAGCTCTACCCTCTACAGATTTCT

680 690 700 710 720
CCTGTGTCTTCCTACGCAGAAAGCGAAACTACCGACAGTGTGGCC

730 740 750 760
AGTGATGAAGAGAACCCAGAGGGGAGACCACACTGGAGGAAGAGG

770 780 790 800 810
AGCATCGAAGGCAAGCAGTACCTCAGCAACATGGGGACACGGAAC

820 830 840 850
ACCTATCTGCTGCCCAGCATGGCGACCTTTGTCACCTCCAACRAG

860 870 880 890 900
CCAGATCTGCAGGTCACCATCAAAGAGGATAGCTGTCCGATGCCT

910 920 930 940
TACAACAGCTCCTGGCCCCCATTTACAGACCTTCCCCTTCCTGCC

950 960 970 980 990
CCAGTGACCCCCACGCCCAGCAGCAGTCGGCCAGACCGGGAGACC

1000 1010 1020 1030
CGGGCCAGTGTCATCAAGAAGACATCTGATATCACCCAGGCCCGT

1040

GTCAAGAGCTGT
ou um fragmento, ou uma variante degenerada da molécula ou
do fragmento, que codifica para uma proteina que se liga a

sequéncia oligomérica repetida AAGTGA e aos elementos de

regulagao a montante do gene de IRF-f humano, caracterizado
por se 1isolarem sequéncias de ADN que codificam para uma
proteina com as propriedades referidas a partir de uma
origem eucaridtica, como por exemplo de origem humana ou
com origem em ratos, galinhas, rds ou em leveduras, e se

seleccionar por hibridagdo cruzada um clone positivo.

Processo para a preparagdo de uma molécula de ADN
recombinante que hibrida com a versido de sentido inverso da

molécula definida de acordo com a reivindicagdo 1 e que
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codifica para uma proteina que se liga & sequéncia

oligomérica repetida AAGTGA e aos elementos de regulacdo a

montante do gene de IRF-B humano, caracterizado por se
utilizar como matriz uma cadeia de sentido directo obtida

pelo processo da reivindicacdo 1.

Processo de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado por
a2 molécula de ADN recombinante preparada conter sequéncias
de flanco a montante e a jusante conforme a seguinte

férmula:
Formula IVa
TCTCAGGCAAGCCGGGGA
CTAACTTTTAGTTTTGCTCCTGCGATTATTCAACTGACGGGCTTT
CATTTCCATTTTACACACCCTAACAACACTCACACCTTGCGGGAT
TGTATTGGTAGCGTGGAAAAAAARAAAGCACATTGAGAGGGTACC

10 20 30 40
ATGCCGGTGGAACGGATGCGAATGCGCCCGTGGCTGGAGGAGCAG

50 60 70 80 90
ATAAATTCCAATACGATACCAGGGCTAAAGTGGCTGAACAAGGAG

100 110 120 130
AAGAAGATTTTCCAGATCCCCTGGATGCATGCGGCTCGGCACGGA

140 150 160 170 180
TGGGACGTGGAAAAGGATGCTCCGCTCTTCAGAAACTGGGCGATC

130 200 210 220
CATACAGGAAAGCATCAACCAGGAATAGATAAACCAGATCCAAAA

230 240 250 260 270
ACATGGAAAGCAAATTTTCGATGTGCCATGAATTCCCTGCCCGAC

280 290 300 310
ATTGAGGAAGTGAAGGACAGAAGCATAAAGAAAGGAAACAACGCC

3
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320 330 340 3590 360
TTCAGAGTCTACCGGATGCTGCCCTTATCCGAACGACCTTCCAAG

370 380 390 400
AAAGGAAAGAAACCAAAGACAGAAAAAGAAGAGAGAGTTAAGCAC

410 420 430 440 450
ATCAAGCAAGAACCAGTTGAGTCATCTTTGGGGCTTAGTAATGGA

460 470 480 490
GTAAGTGGCTTTTCTCCTGAGTATGCGGTCCTGACTTCAGCTATA

500 510 520 530 5490
AAARATGAAGTGGATAGTACGGTGAACATCATAGTTGTAGGACAG

550 560 570 580
TCCCATCTGGACAGCAACATTGAAGATCAAGAGATCGTCACTAAC

590 600 610 620 630
CCGCCAGACATCTGCCAGGTTGTAGAAGTGACCACTGAGAGTGAT

640 650 660 670
GACCAGCCAGTCAGCATGAGTGAGCTCTACCCTCTACAGATTTCT

680 690 700 710 720
CCTGTGTCTTCCTACGCAGAAAGCGAAACTACCGACAGTGTGGCC

730 740 750 760
AGTGATGAAGAGAACGCAGAGGGGAGACCACACTGGAGGAAGAGG

770 780 790 800 810
AGCATCGAAGGCAAGCAGTACCTCAGCAACATGGGGACACGGAAC

820 830 840 850
ACCTATCTGCTGCCCAGCATGGCGACCTTTGTCACCTCCAACAAG

860 870 880 890 900
CCAGATCTGCAGGTCACCATCARAGACCATAGCTGTCCGATGCCT

910 920 930 940

TACAACAGCTCCTGGCCCCCATTTACAGACCTTCCCCTTCCTGCC -

950 960 970 980 9390
CCAGTGACCCCCACGCCCAGCAGCAGTCGGCCAGACCGGGAGACC

1000 1010 1020 1030
CGGGCCAGTGTCATCAAGAAGACATCTGATATCACCCAGGCCCGT

1040
GTCAAGAGCTGTTAAGCCTTTGACTCTCCCTGGTGGTTGTTGGGA

4
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TTTCTTAGCTTTGTGTTIGTTICTTTGTTTGTATTATATTATTTTTT
TTCTCTATGATACCTATCTTAGACACATCTAAGGGAGAAAGCCTT
GACGATAGATTATTGATTGCTGTGTCCAACTCCAGAGCTGGAGCT
TCTTCTTAACTCAGGACTCCAGCCCCCCCCCCCCCTCGGTAGATG
CGTATCTCTAGAACCTGCTGGATCTGCCAGGGCTACTCCCTCAAG
TTCAAGGACCAACAGCCACACGGGCAGTGGACCTGCTGCGTTGCC
TACGGTCAAGGCCAGCATGGTGGAGTGGATGCCTCAGAACGGAGG
AGAAAATGTGAACTAGCTGGAATTTTTTTATTCTTGTGAATATGT
ACATAGGGCAGTACGAGCAATGTCGCGGGCTGCTTCTGCACCTTA
TCTTGAAGCACTTACAATAGGCCTTCTTGTAATCTTGCTCTCCTT
CACAGCACACTCGGCGACCCCTTCTGTGTCCACTACCCCACTACC
CACCCCTCCCTCCTCAACCCCTCCATCCCGGTCCTCTATGCGCCC
CTTCCCCCCAACCAATCCCATCACAACCTCTTACCTATCCTITCC
CTCCCAACCCCTTCTATCCCAGCCCACCACCTACCCCACTCCTCC
CCAACTCCTCCATTCTAGCCCATTACCCACGCCTCTCTCCTCAGC
CCAGCCTACCCCATCCCACCCTGTTCCTTTCCTCCAGTTTCCTCT
CCTCAAAGGCAAGGCTCTACATCTTGGAGGAGGAGGAGGAGAAGA
AAATGAGTTTCTTCACCGCTGTCCCATTTTAAGACTGCTTGAATA
ATAAAAARRAATCTTTCTAATCTGCTATGCTTGAATGGCACGCGG
TACAAAGGAAAACTGTCATGGAAATATTATGCRAATTCCCAGATC
TGAAGACGGAAAATACTCTAATTCTAACCAGAGCAAGCTTTTTTA
TTTTTTTATACAAGGGGAATATTTTATTCAAGGTAAAAARATTCT
AAATAAAATATAATTGTTTTTTATCTTTTCTACAGCAAATTTATA
ATTTTAAGATTCCTTTTCCTGTTCATCAGCAGTTGTTATTACATC
CCTTGTGGCACATTTTTTTTTTAATTTTGTAAAGGTGARAAAAAA

ACTTTTATGAGCTCATGTAGCAATCAAATTATCCTGTGGATTGAT

5
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Processo para a ©preparagao de uma célula hospedeira
transformada, caracterizado por se utilizar ©para a
transformagao ume moiécula de ADN recombinante preparada de

acordo com qualquer das reivindicacgdes 1 a 3.

Processo de acordo com a reivindicacgdo 4, caracterizado pocr

"0 gene ou o fragmento ou a sua variante degenerada definido

na reivindicagdo 1 estar sob a regulagido de um promotor

constitutivo ou de um promotor indutivel.

Processo de acordo com a reivindicacdo 4 ou a reivindicacdo
S5, caracterizado por a célula hospedeira ser uma célula
bacteriana ou uma célula de uma levedura ou uma célula de

mamifero.

Processo para a preparacgdo de uma proteina com a estrutura

definida pela sequéncia de ADN definida na reivindicacdo 1

ou na reivindicagdo 3, caracterizado por compreender uma

fase de efectuar uma cultura de uma célula hospedeira
~

preparada de acordo com qualquer das reivindicacdes 4 a 6 e

se isolar a proteina expressa pela cultura.

-Lisboa, 7 de Agosto de 1995.
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