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-RESUMO -

WPROCESSO DE MODIFICAGAO DE CELULAS EUCARIOTICAS INFECTADAS
COM VIRUS DE CLONACAO OU DE EXPRESSAO DE UM GENE ESTRANHO,
COMPREENDENDO O GENOMA DA ERITRBIASTOSE AVIARIA *

Descreve-se um processo de modificagdo de células
eucaribéticas, segundo o qual, as cflulas s¥o infectadas com
virus de clonacZo ou de expressdo de um gene estranho, cons-
tituido por.todo ou parte do genoma-de um retrovirus, designa
damente, de um genoma do virus da eiitroblastose aviéria, e
que compreende, pelo menos, un gene estranho situado entre
duas sequéncias LTR ( REPETIGAO TERMINAL COMPRIDA ).
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Descric¥o do objecto do invento

que
INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE
AGRONOMIQUE (INRA), instituto de in-
vestigac®o franc8s, com sede em 149,
rue de Grenelle - 75015 Paris, Franga,
pretende obter em Portugal para " PRO-
CESSO DE MODIFICACAO DE CELULAS EUCA-
RIOTICAS INFECTADAS COM VIRUS DE CLO-
NACEO OU DE EXPRESSAO DE UM GENE ESTRA
NHO, COMPREENDENDO O GENOMA DA ERITRO-
BLASTOSE AVIARIA"

0 presente invento refere-se a um processo para
modificacso de células eucaribdticas infectadas com virus de
clonac%o ou de expressdo de um gene estranho, compreendendo o
genoma da eritrobastrose aviéria.

A introducdo estével de material genético em oOr-
ganismos implica, em geral, que esta transferéncia seja efec-
tuada em células precursoras cujas potencialidades de multi-
plicacdo e diferenciacdo sdo grandes.

Estas células precursoras podem ser representa-
tivas de uma via de diferenciac®o muito particular, como por
exemplo as células estirpes hematopoéticas ou totipotentes co-

mo as células germinais.

Em todos os casos, a populagd@o das células alvos
da transferdncia & muito minoritéria nos tecidos considerados

A introducdo estével de sequéncia genéticas nest
tas células obriga, portanto, a utilizar técnicas de transfe-
réncia com grande rendimento. Os métodos cléssicos de introdut
cdo de fragmentos de ADN purificado nas células em cultura
proporcionam proporgdes de incorporagdo pequenas.

0 emprego de vectores compostos que compreendem
genomas virais permitiu uma clara melhoria da incorporagdo de
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una sequéncia exbdgena numa célula em cultura.

0 presente invento diz respeito a novos vectores deste
tipo e em particular a vectores de transferéncia de genes de-
rivados de retrovirus, designadamente de retrovirus da eritro
blastose aviéaria.

Os retrovirus devem & sua estrutura particular a aptiddo
para se integrarem facilmente na forma de provirus no ADN de-
némico das células que eles infectam. Os elementos estruturais
que promovem esta integragdo encontram-se nas duas extremida-
des do provirus e denominam-se "Repetig@o Terminal Comprida "
(Long Terminal Repeat ) ou LTR. Esta facilidade de insergdo
dos retrovirus no interior do genoma das células que eles in-
fectam conduziu & ideia da sua utilizagdo como vector poten-
cial para a transferéncia de material genético.

0 genoma do retrovirus da eritroblastose aviéria (AEV)
contem dois genes onc denominados v-erbA e v-erbB e cujas ex-
pressBes s¥o responséaveis pelo potencial oncogénio deste re-
trovirus.

Numa primeira forma de realizagZo do presente invento, o
potencial oncogéneo do virus da AEV foi utilizado como marca-
dor de selecc®o e a sua aptiddo de insergdo para a transferén
cia nas células em cultura de um gene exbdgeno inserido neste
retrovirus. '

Numa segunda forma de realizag¥o do presente invento, o
potencial oncogéneo do virus da AEV & suprimido e o gene mar-
cador & un gene estranho, por exemplo de resisténcia a um an-
tibiético como o G418.

Um estudo répido das caracteristicas dos retrovirus per-
mitir& compreender melhor o presente invento.

0 genoma de um retrovirus n#o defectivo para replicagdo
(figura 1) & formado por uma molécula de ARN que tem no sen-
tido da tramscrigdo ( 5' -3 3' ) uma sequéncia curta igual a
cada uma das extremidades e denominada R ( entre 21 e 80 ba-
ses ). A esta sequéncia seguem-se, por ordem, uma sequéncia
fmica denominada U5 ( com 70 a 80 bases ), um local de fixa-
c#%o de um ARNt ( TBS, aproximadamente 20 bases ), e uma se-
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quéncia ndo codificadora ( sequéncia "guia"). A molécula de
ARN prossegue por uma regido codificadora para trés genes cu-
jos produtos de tradugdo s#o indispenséveis para a replicagdo
do virus e que s%o gag ( proteinas estruturais dos viriBes),
pol ( polimerase inversa ), env ( invélucro ). O genoma ter-
mina, por ordem, por uma sequéncia ndo codificadora, uma se-
quéncia rica em purinas (PU), uma sequéncia fmica denominada
U3 ( com 200 a 450 bases ), e, finalmente, a sequéncia R, As
sequéncias extremas repetidas (R) ou fmicas (U5 e U3) parti-
culares dos retrovirus parecem bastante bem conservadas neste
grupo de virus e cont&m os sinais implicados no controlo da
expressdo do genoma viral.

Alguns retrovirus como a AEV, responséveis por transfor-
macBes neoplésicas que d¥o origem a leucemias ou tumores, de-
vem 0 seu potencial transformador & presenga de sequéncias
particulares "onc" nos seus genomas. As sequéncias onc tém
origem celular e foram integradas no genoma viral depois de
recombinacBes com o genoma das células hospedeiras do virus.
Na maior parte destes virus, esta integracdo & acompanhada
pela perda total ou parcial dos genes gag, pol e env, Estes
virus, por consequéncia, s¥o defectivos para a replicagdo.
Para se replicarem, estes virus necessitam da presenga de um
virus assistente funcional na mesma célula hospedeira.

0s virus assistentes ( helper) ( ajudantes ) podem repli-
car-se.

0 seu genomas apenas contém os genes funcionais gag, pol
e env,

0 ciclo de infecc3o de um retrovirus comega pela adsor-
cdo dos viri®es a superficie das células, seguida pela pene-
trac3o no citoplasma. As fases que representam a replicagdo
e o0 ciclo viral de um retrovirus est3o resumidas na figura 1.
No citoplasma da célula, o ARN viral de fibra tnica (a) &
transcrito pela polimerase inversa, presente no virido, numa
cébpia linear de ADN fibra dupla (b).

A cbpia de ADN resultante desta transcrigdo inversa é
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un pouco mais extensa que a molécula de ARN viral que lhe sers
viu de matriz. Esta diferenja & o resultado da adicdo de uma
sequéncia U3 na extremidade 5' e de uma sequéncia U5 na extres
midade 3'.

A combinac¥o por ordem das sequédncias U3-R-US5 constitui
uma sequéncia nas duas extremidades da molécula de ARN denimi
nada LTR (Long Terminal Repeat ) ( Repetig@o Terminal Compri-
da). As cobpiasde ADN viral que contém uma ou duas sequéncias
LTR s3¥o encaminhadas até ao nficleo onde sZo transformadas em
moléculas de formas circulares (c). Algumas moléculas circu-
lares j& s6 t&m uma fGnica LTR. Estas moléculas s#o seguidamen
te integradas no ADN genémico celular (d). O ADN viral é in-
tegrado'no ADN celular de maneira que Ffica enquadrado por uma
LTR em cada extremidade e denomina-se ent#o ADN proviral ou
provirus. Daqui por diante chamaremos " LTR esquerda " de um
provirus a LTR situada a montante do gene gag e "LTR direita"
a LTR situada a jusante do gene env.

E o provirus que serve de matriz para a transcrigdo de
moléculas de ADN virais. A transcricd@o inicia-se ao nivel da
sequéncia R da LTR esquerda e termina para além do sinal de
poliadenilac¥o deslocado pela sequéncia U3 ou R da LTR direi-~
ta. Os ARN obtidos apbs transcriz@o do provirus s@o iguais ao$
ARNm das células eucaribticas, revestidos por um residuo 7mG
terminal na extremidade 5', e com uma sequéncia poliadeniladaj
nas suas extremidades 3' terminais.

As moléculas de ARN associam-se em dimeros por meio de
ligag®es de hidrogénio nas suas extremidades 5' e estdo encers
rados no invélucro proteico viral. As particulas virais formen
un conjunto que sedimenta em 70S. S3o rejeitadas no exterior
da célula produtora e v¥o infectar as células prdximas. Esta
libertacd@o de particulas virais n3o & acompanhada pela morte

da célula.

A utilizacdo do retrovirus AEV como vector de clonagdo
ou de expressdo de um gene estranho ( a seguir AEV vector )
pode revestir-se de diversas formas, tendo em conta o seu

processo de desenvolvimento.
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A descricZo que se segue diz respeito mais particular-
mente aos virus AEV, mas o presente invento refere-se de ma-
neira geral aos retrovirus, e mais particularmente aos retro-
virus avi%rios. Entre os retrovirus, o invento & mais particu
larmente interessante para os retrovirus nos quais dois genes
podem ser expressos simultaneamente a partir do mesmo promo-
tor, em particular do promotor contido nas LTR e que dependenm
de dois ARN genbmico e subgenbmico.

Quando o AEV vector & aplicado em condigBes que permi-
tem a sua replicacdo e a formagdo de viriBes. isto &, com um
virus auxiliar a infecc@o de cultura de células in vitro pode
ré4 fazer-se com uma eficacia consideravel. tendo em conta a
multiplica:éo dos viriBes infecciosos.

Mas por outro lado a integracd@o na forma de provirus
permite considerar o caso da modificajdo permanente do genoma
de um conjunto de células sem que o carécter infeccioso se
mantenha na auséncia de virus auxiliar.

0 presente invento diz respeito, portanto, a utilizé;éo
de retrovirus aviérios, em particular do AEV, como vectores
de clonac3o ou de expressdo de um gene estranho.

E evidente que quando o AEV & utilizado como vector pa-
ra as necessidades da realizago do vector ou por razdes préa-
ticas de utilizac#o, una parte do genoma poderé ter sido su-
primida ou modificada.

Contudo, continuaré& a falar-se de AEV na medida em que
o virus obtido continuar& a manter as caracteristicas essen-
ciais do virus do AEV selvagem, isto &, a existéncia de sequ-
dncias LTR que asseguram a sua integragdo.

Os termos " vector de clonaj#o ou de expressdo" sdo co-
nhecidos no campo da engenharia genética.

Além disso, tendo em conta o facto de o AEV ser um vi-
rus de ARN. a terminologia " virus " poderé& designar por ve-
zes 0 genoma viral na forma de ADN, assim como em certos ca-
sos 0 " gene " estranho poderéd estar na forma de ARN, em par-
ticular quando est& inserido no genoma de um virido.
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As técnicas que proporcionam a passagem de uma forma ADN pary
a forma ARN e reciprocamente s#o conhecidas e s@o a transcri-
c%o e a transcrigdo inversa.

A express¥o " gene estranho-" significa um gene que ndo
est& no genoma do AEV natural e de preferéncia que ndo se en-
contra no genoma de um virus.

0 virus recombinante pode ser utilizado sem alteragdo
na forma de viriZo em ARN, mas o genoma viral na forma de ADN
que compreende a insergdo de um gene estranho, ele prdprio
+amb&m na forma de ADN e correspondente & transcrigdo inversa
do ARN do virus, pode ser integrado num vector de ADN como,
por exemplo, um plasmideo, um cosmideo ou um fago.

A caracteristica essencial destes vectores & que O ge-
ne estranho esta inserido entre as duas sequéncias LTR do re-
trovirus, em particular do AEV.

Os retrovirus em causa s#o, a maior parte das vezes,
defectivos, e & por isso que quando o vector em questdo deve
ser replicado, serd utilizado em presenca de um virus auxili-
ar funcional que incluira pelo menos 0s genes funcionais que
faltam para a replicac¥o do/EV, isto &, em geral os genes gag
pol e env.

De maneira geral, o dene ou genes estranhos devem ser
inseridos, portanto, de maneira a preservar O inicio e a sus-
pensZo da transcrigdo, o local da adic3o de poliA na LTR e
os sinais de entrangamento.

Conforme se disse anteriormente, este tipo de vector
poderé ser utilizado em duas formas essenciais, conforme o
carécter do gene marcador utilizado.

De facto, o gene marcador pode aproveitar as proprie-
dades oncogéneas do AEV, ter-se-#o entd@o vectores oncogéneos
mais particularmente utilizaveis para as culturas celulares,
ou a actividade oncbgenea teré sido suprimida e substituida
por um gene marcador de resisténcia a uma droga an4loga a um
antibibtico como o G418, ter-se-& entdo um vector ndo oncogé-
neo utilizavel por exemplo para certas transferéncias de ge-

nes " in vivo ".
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Os vectores oncogéneos

0 genoma do AEV, esquematizado na figura 2, b, & cons-
tituido por wna sequéncia "guia“ situada imediatamente a ju-
sante da regido U5. Esta sequéncia é sequida por um gene gag
truncado na sua metade 3'., O gene pol esté ausente.

Os genes onc v-erbA e v-erbB cobrem aproximadamente 3
kb, Estes dois genes est#o separados por uma sequéncia de uni
30 que contém um local aceitante de entrangamento.

0 genoma do AEV, portanto, & completamente desprovido
do gene pol e parcialmente dos genes env e gdag. A replicacgdo
do virus obriga, por isso, & infeccdo simultamea por um virus
auxiliar. Neste trabalho, o virus auxiliar & RAV-2 cujo geno-
ma esté representado na figura 3.

Por meio de recombinac@o genética "in vitro", foi possi
vel criar supressOes respectivamente nos genes v-erbA e v-er
bB. Da analise do potencial transformador dos virus mutantes
assim criados resulta que:

. 0 gene v-erbB promove por Si s6 a transformagao dos
fibroblastos "in vitro" e a indugdo de sarcomas "in vivo";

. 0 gene v-erbA isolado parece incapaz de induzir qual-
quer transformagdo "in vitro", e Os resultados das anélises
"in vivo" relativamente ao gene v-erbA mantém-se ambiguos;

< a supressZo do gene v-erbA isolado provoca uma dimi-
nuic#io do potencial transformador sobre OS precursores eritro
citicos " in vitro ".

Este potencial oncogéneo do ALV, localizado essencial
mente sobre erbB, pode ser utilizado como meio de controlo
da transformac3o de células expostas a este virus., Deste pon-
to de vista, o carécter transformador dos retrovirus em geral
e do AEV em particular pode ser comparado com O que resulta
dos genes que codificam para a axpress#o de marcadores domi-
nantes ( gene xgprt ou gene Neo®) que s#o aplicados na segun-
da forma de realizagZo do presente invento. A vantagem desta
transformacdo oncogénea induzida por um retrovirus & provocay]
alteracBes fisiolégicas que conferem as células transformadas
un poder multiplicador maior., Designadamente a aptiddo espe-
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cial dos fibroblastos transformados para se desenvolverem no
4gar mole proporciona um processo de selecgdo das células ten-
do incorporado exprimindo o genoma viral.

Com o fim de preservar a fungdo do gene-v-erbB indispen-
savel para o desenvolvimento do potencial oncogéneo, 0s genes
estranhos s3o inseridos quer no gene v-erbA quer a jusante do
gene v-erbB e antes da sequéncia LTR direita.

A escolha destes locais de insergZ@o deve ter em conta,
além da preservacdo do gene v-erbB, a de outras zonas "sensi-
veis" do virus ( inicio e interrupc¥o da transcrigdo, local
de adic#o de poliA na LTR, sinais de entrancamento).

As experiéncias realizadas mostraram que O gene estranho

podia ser orientado num ou noutro sentido em relag@o ao sen-
tido de leitura do genoma viral.

A inserc3o do gene estranho no local EcoRI(2) do AEV con-
duziu a dois vectores activos, AEVdelta(28) e AEVdelta(17) in-
corporando o gene da globina delta humana, que podem ser utilil
sados se se substituir o gene da globina por outro gene.

Nas experi8ncias realizadas, os elementos de expressdo
do gene estranho ndo foram estudados sistematicamente, mas &
evidente que o gene estranho pode ser precedido por elementos
de expressdo que lhe sdo proprios, independentemente dos ele-
mentos de express3o que jé& gxistem no virus.

Por razdes de comodidade, as construgdes foram realizadas
primeiro sobre plasmideos que compreendem uma sequéncia compb-
sita de ADN correspondente ao transcrito inverso de um virus
conforme descrito anteriormente.

£ evidente que este plasmideo pode compreender uma parte
de plasmideo bacteriano, que tem, por exemplo, uma origem de
replicagdo nos procariotas, e, por exemplo, um carécter de re-
sisténcia a um antibiético, conforme se sabe, mas também se
pode tratar de um fago ou um cosmideo.

Fibroblastos de frango em cultura transfectados pelos
virus recombinantes na forma de clones de ADN deram origem a
uma produgdo de particulas virais infecciosas com titulos mui-
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to grandes.
As an&lises dos ADN dos provirus e dos ARN resultantes

das particulas virais mostraram que os virus recombinantes
conservam e transmitem o fragmento de ADN do gene humano de
globina delta.

Escolha de gene humano de globina delta

Como exemplo de gene estranho, utilizaram-se os genes
de globina, em particular da globina delta humana, porque po-
de imaginar-se que poderé& ser facilmente posto em evidéncia
depois da sua incorporacd@o no genoma de células de frango. A
escolha particular do gene de globina desta assenta em diver-
sos critérios: ‘

.a cartografia e a sequéncia foram estabelidas e existe
um clone deltaPst ( figura 7);

.2 dimensdo do fragmento deltaPst ndo excede 2,3xb; um
fragmento com dimens¥o muito maior provocaria um aumento da
dimens3o do genoma viral, que poderia inibir a sua encapsida-~
¢do nas particulas virais;

.esta sequéncia tem, finalmente, uma cartografia de res-
tricdo que facilita a sua insergdo no genoma do AEV,

0s vectores ndo oncogéneos

Neste segundo tipo de vector, o gene v-erbB ja ndo se
exprime, de preferéncia porque foi suprimido pelo menos par-
cialmente. Assim, nos vectores que serd@o estudados pormenori-
zadamente, os 1,6 kb de sequéncias nuclebtidas de origem do
gene erbB s3do eliminados e substituidos pelo gene estrutural
Neo® do transportador procaribdtico Tn5, Daqui resultam trés
ADN recombinantes pXJl, pXJ2 e pXJ3. '

E evidente que a utilizag¥o do gene estrutural Neo® &
descrita apenas como exemplo, e & claro que & possivel utili-
zar outros genes de resisténcia como gene marcador.

O clone pXJl compreende uma sb6 cbpia do gene Neo® que
est& orientada no mesmo sentido transcricional que o do AEV,
As sequéncias heterbélogas introduzidas t&m o comprimento de
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1,2kb. S3o compostas por uma sequéncia resultante de "poly-
linker" de clonacdo do fago mpll, nuclebtidos derivados de

um " linker" BglII, de um fragmento BglII-HincII do transpor-
tador bacteriano Tn5 no qual esté situado o gene Neor, e de
uma sequéncia curta do gene tk de HSV que tem designadamente
0 local de adigdo de sequéncia poliA,

No clone pXJ3, s¥o introduzidas duas cbpias do gene
Neo® na localizac%o do gene erbB suprimido. Estes dois genes
iguais colocam-se em tandem na mesma orientac#o transcricio-
nal que a do gene erbB suprimido. Neste recombinante, as se-
quéncias heterblogas introduzidas sdo de 2,4 kb. As jungBes
entre as sequéncias heterblogas e o vector retroviral sdo as
mesmas que no caso de pwJl.

Em resumo, a finica diferenga entre o AEV selvagem e OS
vectores retrovirais construidos & que o oncogéneo viral v-
-erbR & substituido pelo gene procaribtico Neo®.

Quando as bactérias s#o transformadas pelos vectores
portadores do gene Neo® (pXJl, pXJ2 e pXJ3 ), adquirem uma
wsisténcia & canamicina.

Quando a concentragdo de canamicina excede 50 pg/ml de
cultura, as células bacterianas transformadas pXJl e pXJ3
mostram um crescimento 10 vezes maior que o das células trans
formadas por pXJ2.

O clone pXJ5 destituido de gene Neo® nZo induz nenhuma
resisténcia & canamicina das bactérias transformadas.

Assim, & possivel que a LTR do AEV contenha sequéncia
que desempenham um papel de promotor procaribtico. No entanto
n3o se pode por de parte a possibilidade de o gene Neo® ser
activado por promotores potenciais presentes nas sequéncias

conservadas de pBR322.
Estes vectores foram introduzidos nas células L de ra-

tinho e nas células QT6 de codorniz por transfecgdo. Apenas
os vectorespXJl e pXJ3 induzem a resisténcia das células tres
fectadas com doses de G418 maiores que 300 pg/ml. Estes resul
tados mostram que a transcrigZo do gene Neo® & iniciada ao
nivel do promotor suportado pela LTR esquerda.

- 10 -
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b ey
0 vector que suporta dois genes Neo® em tandem induz
a resisténcia das células transfectadas com uma frequéncia
muito menor que o vector pXJl, Esta propriedade poderia provix
quer da dimens¥o superior do vector pXJ3 que reduziria a sua
capacidade de integrag¥o no genoma celular, quer da existéncia
de recombinacBes entre as duas sequéncias Neo® repetidas que
conduzem a supressBes mais ou menos extensas destas sequénciag
A interacc¥o entre a terminac¥o da traducdo do primeiro gene
e a iniciac3o da do segundo poderia exercer também efeito so-
bre a express#o destes dois genes.

E evidente que o0 gene Neor, além da sua utilizagdo
como marcador, deve ser considerado um exemplo da expressdo
de um gene extranho num vector de acordo com o presente inven-
to. No entanto, neste tipo de vector, o gene Neo® seré& utili-
zado como marcador e no vector ser& incorporado outro gene esg

tranho,
Outros vectores n¥o oncogéneos provém do AEV no qual

os dois oncogéneos v-erbA e v-erbB sdo inactivados por supress
sdo parcial ou total.

Neste caso, & possivel inserir dois genes estranhos
que poderdo ser expressos simultaneamente, em particular se
un destes genes estiver situado entre as sequéncias de entran
camento e se o outro gene estiver situado no exterior das zo-
nas de entrancamento a jusante destas. Estes dois genes serao
entZo traduzidos a partir do ARN genémico para wm e a partir
do ARN subgenbédmico para o outro. '

As experiéncias mostraram que era possivel fazer va-
riar a quantidade de ARN gendmico em relagdo & quantidade de
ARN subgenbmico.

Assim, a insergdo do gene Neo® foi efectuada primeir¢
numa sequédncia que deixa subsistir vérios codBes de inicia-
c%0 em fases de leitura diferentes, em seguida numa construcdp
que j& sb tinha coddes de iniciagdo numa mesma fase de leitu-
ra. Verifica-se que esta fGiltima construgdo influéncia a rela-
cdo de produgdo ARN gendbmico/ARN subgenbémico num sentido fa-

- 11 -
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vorével & produgdo de ARN genbmico, isto &, a express#o do ge-
ne situado no local colocado em 5', A utilizagdo deste vector
compreendeu a elaboracdo de um método de titulagdo especifico
para os virus aviérios que contém o gene Neo.

0s vectores particularmente interessantes de acordo
com o presente invento s3o aqueles em que se inseriu um local
de restricZo finico entre os dois locais aceit antes e dadores
de entrancamento e um local de restrigdo Gnica a jusante des-
tes locais de entrancamento; nestas condigBes, & possivel in-
serir nestes locais genes estranhos que correspondem a um ARN
genémico e um ARN subgenbémico durante a transcrigdo.

De preferéncia, estes locais serdo colocados para que
0os genes inseridos possam estar em fase no quadro de leitura,
diz-se que 0S genes estdo sincronizados.,

Estes genes serdo colocados de preferéncia para esta-
rem na dependéncia do promotor da LTR 5°',

Um dos genes em questdo poderé& ser, por exemplo, um
gene de selecgdo como Neo® ou outro.

Conforme resulta da descriczo precedente, visto que oS
genes estranhos inseridos nos vectores de acordo com O presen-—
te invento foram expressos frequentemente por meio de elementog
de express¥o que se encontram no genoma do virus, & obviamente
possivel inserir a montante do gene estranho elementos de ex-
pressdo especificos que promovem uma expresszo acrescida da
proteina estranha; estes elementos de expressdo poderdo ser,
por exemplo, promotores de virus, em particular de virus avia-
rios.

Obviamente, quando o vector & um plasmideo, um cosmidep
ou un fago, compreender& também os elementos necessarios para
a replicacZo destes nas células procaribéticas, assim como os
elementos caracteristicos deste tipo de vector, cosmo as ex-
tremidades cos no cosmideo,

0 presente invento diz respeito, além disso, a célulasg
transfectadas pelos vectores de acordo com o invento, quer es-
tejam na forma de virus quer na de plasmideos. E evidente que
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a transfecc3o priméria seré efectuada geralmente com vectores
de tipo plasmideo, quer dizer que o AEV estaré na forma do
ADN do seu genoma; mas, em presenga do ADN do virus assisten-
te células avi&rias transfectadas v#o, neste caso, transfor-
mar-se e libertar virus recombinantes que v3o poder transfec-
tar outras células.

Este processo permite que se tenha um rendimento de
transformacdo de células muito grande, que sera pérticularmeg
te precioso nas culturas celulares y in vitro ", Este tipo de
processo permite também constituir " stocks " de virus vec-
tores utilizaveis depois no lugar dos vectores plasmidicos.

No caso de as células serem transfectadas por vecto-
res oncogéneos, a sua selecc3o & natural sem que seja necessa
rio juntar um agente de selecgdo; em contrapartida, no segun-

do tipo de vector n¥o oncogéneo que compreende um gene codifi4

cador para a resisténcia a um antibidtico, a cultura deveré
ser efectuada em presenca do referido antibibtico.

As células em questZo podem ser diversas, mas, de pret

feréncia, s¥o células aviérias, em particular células hemato-
poéticas, germinais ou de tipo fibrobléastico.

As células preferidas para a aplicagdo dos vectores
de acordo com o presente invento s3o os fibroblastos de embri

2o de frango.

Finalmente, o presente invento diz respeito ao procest

so para a preparagdo de uma proteina determinada, processo no
qual se cultivam células modificadas por um vector AEV de
acordo com o presente invento no qual o gene estranho codifici
para a referida proteina e em que se recupera a proteina da

cultura celular.
Convém observar que as células nas quais o virus se

integrou na forma de provirus podem constituir categorias ce-
lulares, pode tratar-se, aliés, de células aviarias ou ndo
aviérias,

Quando a infecc3o & efectuada ao nivel das células
germinais, designadamente ao nivel do ovo, podem obter-se ani;
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mais transformados.
Os exemplos que se seguem permitirdo pdr em destaque
outras caracteristicas e vantagens do presente invento.
Estes exemplos s¥o descritos com referéncia aos dese-

nhos nos quais:

2 WD s sequéneia viral de RAV2

& um esquema de diversas fases de desenvolvimento
de um retrovirus,

representa a estrutura do genoma de AEVwt e de
AEVPst124,

representa o genoma do virus assistente RAV2 na
forma de ADN fibra dupla,

representa a formagdo " in vitro " de genoma vi-
rais com ADN portador de uma LTR em cada extremi-
dade; o ADN do clone pRAV2 & aberto por Sall e em
seguida submetido & acg¥o da ligase, em condigBes
que favorecem a formagdo de concatémeros entre as
moléculas; na mistura assim realizada, algumas mo-
léculas est3o rodeadas por uma LTR em cada extre-
midade; poderZo integrar-se no ADN do genoma da
célula hospedeira e dar origem a viriBes; repre-
sentou-se aqui apenas os arranjos em dimeros;

¢ sequéncia do plasmideo pBR322

o0 sentido das setas indica o sentido da transcri-
gao,

represeﬁta a construcdo de um genoma de ADN de
AEV que compreende sequéncias LTR em cada extremi+
dade ( pAEV2LTR ),

representa a carta do plasmideo recombinante pBR-
deltaPst e dos diversos fragmentos do gene humano
de globina delta utilizados nas experiéncias de
construcdo de vectores de transferéncia,
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a figura

a figura
a figura

a figura

a figura

a figura

a figura

a figura

a figura

a  figura

a figura

a figura

9 representa fragmentos de ADN clonados utilizados

10

11
12
13
14
15

16

17

- ===t nuclebtidos idénticos,

18

representa a construcdo de vectores recombinantes
do tipo pAEV2LTRdelta,
representa a estrutura de AEVdelta (28),

como sondas,

representa as cartas tebricas de restrigdo dos
genomas provirais de tipo selvagem (a), mutante
AEVdelta(28) (b), mutante AEVdelta(17) (c),
representa a clonag#o dos fragmentos Bal3l em
mpll,

representa a construg@o do mutante do AEVPAEV/
erbR ( pxJ4 ),

representa a introdugdo do gene Neo® do transpor+
tador Tn5 no vector retroviral pXJ5,

representa as estruturas dos clones pAEV)erbB
(pXJ4, pXJ5) e a construgso de pXJ5,

representa a estrutura do genoma do AEV clonado
em pBR313,

representa a clonagdo do fragmento HincII-BamHI
(1,2 kb) que contém a jung#o entre v-erbA e v-
erbB nos bacteribfagos mp8 e mpll na forma de
ADN bicatenério,

(1,2 kb ) nos bacteribéfagos mp8 e mpll na forma
de ADN bicatenério,

& uma comparac3o das sequéncias nucleotidicas en+
tre o gene v-erbB do AEV e o do AEV-H (YAMAMOTO

et al., 1983),

0s nuclebtidos diferentes estdo indicados na se-
quéncia do AEV o local BamHI na regido 5' de
v-erbB esté& sublinhado,

representa a sequéncia nucleotidica dos Fragmen-

tos Bal3l seleccionados,
a sequéncia n#o codificadora intercalada entre o

gene erbA e o gene erbB est& numerada;
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a figura

a figura

a figura

a figura

figura
figura
figura
figura
figura
figura

(LU G R R B

figura

a figura
a figura

¢do,

guinte:

22

23
24
25
26
27
28
29

30
31

os limites das sequéncias dos genes v-erbA e

v-erbB e a do vector de clonacdo mpll est#o indi-
cados por linhas verticais; as linhas horizontais
representam as sequéncias do gene v-erbB conser-
vadas depois da digestdo por Bal3l; os locais de
restric%o nas sequéncias de mpll estdo sublinha-

dos; pl5-16, pl5-21, pl5-25,pl5-28; nomes dos clo

nes, CAG: local receptor de entrangamento presu~-
mido;

representa a estrutura do clone pXJl e a carta
dos locais de restrigdo;

representa a carta dos locais de restrigdo e a
estrutura de pXJ2;

representa a carta dos locais de restrigdo e a
estrutura de pXJ3;

representa as sequéncias de jungBes entre o gene

Neor e 0s vectores retrovirais nos clones pXJl e
PXJ3;
representa a preparagdo do clone mjSz2l erb;
representa a preparagdo do clone mpll-gag;
representa a preparagdo do clona mplO-J;
representa a preparagdo do clona bBRgag—Q,?Y;
representa a preparagdo do clone pBRgag-J;
representa a preparagdo do clone pBRgag-J-env LTRj
a

preparacdo do clone pBRgag-J-env
2LTR;

representa a preparagdo do clone pXxJll
esquematiza a estrutura de pXJl2.

representa

Estas figuras e as sequéncias de nuclebtidos corres-
pondentes fazem parte explicitamente da presente descricdo,
mas n#o foram repetidas para evitar adensar a referida descri

Os

locais de restric3o s¥o abreviados da maneira se-
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B H BamHI

BII : BglII

E : ECORI

F : Fkol

P 4 PstI

C s Scal

Sm : Smal

S : Sall

X :+  Xho ) .

. . HinelII g figuras 1 & 22
X : Xbal figuras 23 a 31
H : HindIII)

I - TECNICAS GERAIS

A) CULTURA DE CELULAS EUCARIOTICAS

1) As células L ( ratinho ) s#o mantidas em cultu-
ra a 372C e a 5% de Co,. As células s¥o substituidas de manei
ra regular de 3 em 3 ou de 4 em 4 dias. O meio de cultura é
composto por DMEM ( Gibco ) complementado com 10% de soro de
vitelo fetal, 2mM de glutamina, 2,2 mg/ml de bicarbonato de
s6dio, 100 pg/ml de estreptomicina, 100 ui/ml de penicilina.

2) Os fibroblastos de frango obté&m-se depois da
substituicso das culturas primérias preparadas a partir de
embrides de 10 a 11 dias e mantidos em cultura em meio HAM
F10 ( Gibco) complementado com lo% de caldo de fosfato de trij
ptose (Gibco), e pg/ml de polibreno, 5% de soro de vitelo, 1%
de soro de galinha inactivado, 2 mg/ml de bicarbonato de sb~-
dio, 100 pg/ml de estreptomicina, 100 ui/ml de penicilina e
60 mg/ml de fungizona.

B) PREPARACXO DOS ACIDOS NUCLEICOCS

1) Preparacdo dos ADN
a) Preparacdo dos plasmideos
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As fontes bacterianas de E., coli HB101l ou C600RS que
contdm os plasmideos utilizados s#o cultivadas sobre meio de
caldo L. ( bactotriptona 10 g/1, extractos de levedura 5 g/1,
NaCl 5 g/1) complementado com 5 ml/1 de uma solugdo de glucose
a 20% e pelos antibibticos apropriados.,

Os plasmideos s3o isolados pela técnica do lisato cla-
rificado de acordo com EL-GEWELY e HELLING ( 1980), e purifi-
cados sobre gradiente de cloreto de césio. Os ADN plasmidianog
purificados sdo novamente postos em suspensdo em &dgua bidesti
lada e conservados a + 42 C.

b) Preparac@o de ADN de fibroblastos_de_ frango

0 ADN dos fibroblastos de frango & obtido depois de
homogeneizag¥o das células em Tris-HC1 100 mM pH 7,4,EdtaNa,
10mM, NaCl 100 mM, SDS 0,5%. Acrescenta-se pronase a 0,5% mg/
ml e incuba-se a mistura a 37°C durante 8 a 12 horas. O ADN &
extraido com fenol-cloroférmiac e com clorofbérmio-&lcool isoa-
mbdlico. A solucso & ajustada para 200 mM de NaCl e precipitads
una primeira vez com isopropanol e em seguida duas vezes com
atanol. O residuo suspenso de novo em tampdo T-E ( Tris 10 mM
pH 7,4, Edta 1mM), é tratado com RNase ( 50 pg/ml) durante 1
nora a 379C, em seguida com pronase ( 100 pg/ml) durante 1 ho-
ra a 379C.

A solucZo de ADN & extraida uma vez com fenol duas
vezes com cloroférmio-&lcool isocamilico, e, finalmente, o ADN
& precipitado por dois volumes de etanol. O residuo de ADN
assim purificado & novamente suspenso em tampéo T-E e guarda-
do a + 42 C,

2) Digest®o da parte das enzimas de restrigdo

As enzimas de restricdo provém de Roehringer e s@o
utilizadas nas condicBes de incubac3o dadas pelo fabricante.
Em geral, utilizam-se 1 a 4 unidades de enzima para digerir
1 pg de ADN durante 2 noras a 37°C. A reaccdo enzimética é
por incubac¥o a 65°C durante 5 a 10 minutos.

3) Preparacd@o dos ARN

-~ 18 -
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Os objectos de vidro utilizados para a extracgdo dos
ARN s3o previamente esterilizados por meio de aquecimento no
forno Pasteur durante 2 horas, pelo menos. Os tubos que serven
para a extracgdo s¥o tratados, além disso, com pirocarbonato
de dietilo a 1% ( Sigma). Os tampBes s¥o esterilizados a 1202
C durante 30 a 40 minutos.
a) ARN celular total

O ARN celular total & extraido das células eucaribti-|
cas segundo técnica de AUFFRAY e ROUGEON ( 1980) a partir de
20.106 a 50,106 fibroblastos de frango infectados por retro-
virus.

Depois de centrifugacso das células a 800 rpm, Os re-
siduos celulares s3o congelados em azoto liquido durante 10
a 15 minutos e voltam a ser postos em suspensd@o num tampdo
desnaturante (LiCl 3 M, ureia 6 M, acetato de sédio 0,01 M pH
5, complexo de vanadil - ribonucleico (BRL) 0,01 M). A solu~-
cdo & ajustada para 0,01% SDS e conservada durante uma noite
a + 492C. O ARN & recuperado depois de centrifugagZo a 10.000
rpm durante 20 minutos a 4¢C. O residuo & lavado com uma SO-
lucZo de ureia 8 M, LiCl 4 M, em seguida suspenso de novo em
4gua bidestilada. A soluc@o de ARN é extraida uma vez com fe-
nol, uma vez com fenol-cloroférmio, e, finalmente, o0 ARN &
precipitado com 2 volumes de etanol em presenca de acetato de
sbdio 0,2 M pH 5.

b) Preparacdo dos_ARN EoliA+

Os ARN poliA+ s3o preparados segundo a técnica descri
ta por LONCAGRE e RUTTER ( 1977), por filtragdo sobre coluna.

Depositam-se 200 a 500 pg de ARN total sobre uma colu
na que contém 200 a 300 mg de 0ligodTl celulose de tipo 3 (Col
laborative Research ). A filtracZo de ARN é efectuada num tam
p3o que contém Tris 10 mM pH 7,4 e XKC1 500 mM. 0 eluato é re-
ciclado duas vezes sobre a coluna, O ARN pOllA é desligado
pelo tamp¥o de eluicdo ( Tris 10 mM pE 7,4). As solugBes de
ARN poliA+ sdo ajustadas para 200 mM de acetato de sbdio pH
5 e 0s ARN poliA+ s#o precipitados por dois volumes de etanol
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0s residuos s3o postos novamente em suspensZo em agua bides-
tilada e conservados a -202C.
c) Preparag@o dos ARN virides

Os viriBes s¥o recuperados nos sobrenadantes de cultu
ra de fibroblastos de frango infectados pelo virus., Na préati-
ca, quando as culturas infectadas pelo virus contém uma maio-
ria de células transformadas, o meio de cultura é substituido
por meio acabado de preparar. Os viriBes s#o seguidamente co-
1hidos 24 horas depois. Os sobrenadantes s¥o entdo centrifu~
gados uma primeira vez a 2.000 rpm durante 10 minutos para
eliminar os restos celulares. Os viriBes s@o seguidamente por
ultracentrifugacdo num rotor sedimentados 50,2 Ti a 16,000 -
18,000 rpm durante 2 horas a 4eC. Os residuos que contém os
virides sdo postos novamente em suspensdo em Tris 10 mM pH
7,4 contendo Edta 10 mM, NaCl 100 mM e o complexo vanadil-ri-
bonucleico 10 mM. Juntam-se SDS a 0,1% e proteinase K (0,5 mg
ml) e incuba-se a suspensdo durante 1 hora a 38°C e em segui-
da extrai-se duas vezes com fenol, duas vezes com cloroférmio
e 0 ARN & precipitado com 2 volumes de etanol.

C) ELECTROFORESE E TRANSFERENCIA DOS ACIDOS NUCLEICOS SOBRE
FILTRO DE NITROCELULOSE

1) Electroforese e transfer@ncia de ADN

Depositaram-se 15 a 20 pg de ADN total previamente
digerido com enzimas de restric3o sobre gel horizontal com 1%
de agarose, Efectuou-se 2 electroforese em tampédo E-T (Tris
40 mM pH 7,5, acetato de sbdio 20 mM, Edta 2 mM ) contendo
0,5 pg de brometo de etidio, durante 12 a 16 horas. O gel &
desnaturado por imerso numa solugdo de NaOH 0,5 N e NaC1 1,5
M durante 2 a 3 horas, em seguida neutralizado por Tris-HCl
500 mM pH 5,6, NaCl 300 mM durante 3 horas, a temperatura am-—
biente. A transferenc1a do ADN & efectuada aplicando uma mem-
brana de nitrocelulose ( Sartorius ou Schleicher e Schill )
sobre o gel de agarose durante uma noite de acordo com a téc-
nica de SOUTHERN ( 1975).
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o) Electroforese e transfer@ncia de ARN

15 a 20 pg de ARN total ou ARN poliA® ou 2 a 5 pg de
ARN poliA+ s%o desnaturados com formaldeido de acordo com LEH-
RACH et al., (1977). Os ARN sdo equilibrados por tampdo MOPS
( &cido morfolinopropano sulfénico 20 mM pH 7, acetato de sb-
dio 5 mM, Edta 1 mM ) e desnaturados em presenca de 6% de for-
maldeido e 50% de formamida a 659C, durante 5 a 10 minutos,em
seguida arrefecidas rapidamente em gelo. O fraccionamento dos
ARN desnaturados é efectuado sobre gel horizontal de 1% a 1,5]
% de agarose, contendo 6% de formaldeido, em tampdo MOPS, A
migrac3o efectua-se durante 16 a 20 horas a 30-40 vbltios, a
temperatura ambiente com reciclagem do tamp3o, A transferén-
cia dos ARN do gel sobre filtros de nitrocelulose realiza-se
de acordo com a técnica de SOUTHERN ( 1975) modificada por
THOMAS ( 1980). O filtro de nitrocelulose lavado em agua bi-
destilada & equilibrado durante 5 a 10 minutos em SSCx 20 an-
tes de ser aplicado sobre o gel. A transferéncia dura uma noi4
te a + 42 C. O filtro & seguidamente recuperado, seco sob uma
l1a8mpada durante 5-10 minutos.

D) PREPARACAO DE SONDAS RADIOACTIVAS

0,4 pg a 0,5 pg de diversos fragmentos de ADN utili-
zados como sondas s8o marcados " in vitro " por translagdo de
corte ( RIGBY et al ., 1977 ). A reacc¥o efectua-se num volu-
me de 100 pl final contendo Tris-HC1 50 mM pH 7,8 MgCl, Smi,
BSA pg/ml, betamercaptoetanol 10 mM, dGTP 3,5wM, dATP 3,5 pM,
40 pCi de dCTPalfa p32 e 40 pCi de TTPalfa p32 ( actividade
especifica 400 Ci/m mole - Amersham ), 2 pg de DNaseI ( Wor-
tington ) e 4 a 5 unidades de ADN polimerase ( Boehringer ).
A mistura & incubada durante 2 horas a 152C. A reacgdo é sus-
pensa por meio da adigdo de 50 pl de Edta 250 mM, e o ADN
marcado & separado dos nuclebtidos ndo incorporados sobre co-
1una de Séphadex G.50 ou de biogel (Bio-Rad A, 1,5 m ).

E) HIPRIDAGKO DOS FILTROS
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Depois da transfer@ncia quer de ADN quer de ARN, secam-
-se os filtros a 70-80¢C durante 2 horas, tratam-se com um
tampHo de hibridac¥o prévia ( Tris-HC1 50 mM pH 7, S5Cx 3,ARN
20 pg/ml, ADN de esperma de salméo 20 pg/ml, Denhardts 1x,
formamida 50% durante 8 a 20 horas a 42°C. A hibridagdo faz-
—-se no mesmo tampdo que contém 5—10.106 cpm da sonda radioac-
tiva durante 24 a 48 horas a 429C,

No fim da hibridagdo, lavam-se os filtros uma vez em
3SC 2x durante uma hora a 429C e em seguida duas vezes em SSC
0,1x, SDS 0,1% durante 45 minutos a 50¢C, e, por fim s¥o lava
dos 4 vezes em SSC 0,1x durante 5 minutos. Depois de secagem,
os Ffiltros s3o expostos para auto-radiografia em pelicula
( Xodak royal X Omat AR ) a -809C com resguardos reforcadores

A exposicZo dura desde 5 horas até alguns dias.

F) DESIRRIDACXO DOS FILTROS

0s filtros hibridados uma primeira vez com uma sonda
marcada com 32p s%o desibrikdos em SSC 70-75eC, durante 10 a
15 minutos. S%o secos e expostos durante 48 horas em auto-ra-
diografia. Os filtros s¥o tratados pelo tamp&o de hibridagdo
prévia e utilizados com uma nova sonda.

II - TECNICAS UTILIZADAS PARA A
RECOMRINAGAO GENETICA "IN VITRO"

A) ISOLAMENTO DE FRAGMENTOS CLONADOS EM PLASMIDE 0S

1) Isolamento depois de éectroforese sobre gel de ago-

rose

50 pg a 100 pg de ADN de plasmideo contendo o frag-
mento a isolar sdo digeridos pelas enzimas de restricdo, per-
mitindo libertar o fragmento. Os fragmentos de ADN sdo segui-
damente separados por electroforese sobre gel horizontal de
agarose durante uma noite a 30-40 véltios., A regido do gel
que contém o fragmento a isolar & seguidamente cortada. Ex-
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trai-se o ADN da agarose por meio da aplicagdo de uma ou outra

das duas técnicas seguintes:
a) Técnicas de electroeluig#o

A regi¥o cortada do gel, e que contém o fragmento a
isolar, & colocada num saco de di&lise contendo tampdo E-T
( Trio 40 mM pH 7,5, acetato de sédio 20 mM, Edta 2mM ). O
saco & submetido a um campo eléctrico ( 30-40 vbltios ) numa
tina que contém tamp3o E-T, A eluig¥o do ADN & seguida por
iluminac3o breve com luz ultravioleta. No fim da eluigdo, o
ADN & extraddo 3 a 4 vezes com &lcool isoamilico e em seguida
precipitado com dois volumes de etanol.

b) Técnica denominada " freeze squeeze "
( TAUTZ e RENZ, 1983 )

0 pedagco do gel que contém o fragmento a isolar é
equilibrado em 10 vezes O seu volume de uma solucdo que con-
+ém acetato de sbébdio 300 mM pH 7, e EDTA 1 mM, com agitagdo
durante 30 a 45 minutos ao abrigo da luz. O pedago de gel é
colocado num tubo Eppendorf de 0,6 ml, perfurado no fundo e
rolhado com 13 de vidro, e o conjunto & congelado em azoto
liquido. O tubo que contém o pedago de gel é colocado num tu-
bo Eppendorf de 1,5 ml e em seguida centrifugado a 12,000 rpm
durante 10 minutos a temperatura ambiente. A solugd@o recupera
da que contém o fragmento a isolar & ajustada com uma solugdo
gue contém MgCl, 1mM e 4cido acético 10%, em seguida & preci-
pitada com 2,5 volumes de etanol., O residuo & lavado sucessi-
vamente com uma mistura que contém etanol a 70%. O residuo &
seco rapidamente, e em Seguida volta a ser posto em suspenséo
nun tampdo T-E.

2) Gradiente de sacarose

Depositam-se 50 pg a 100 pg de ADN de plasmideos
previamente digerido pelas enzimas de restricdo sobre um gra-
diente de sacarose 5-20%. O gradiente & centrifugado durante
14 a 16 horas, entre 30,000 e 36.000 rpm, num rotor SW4l a
000C., As faixas observadas com luz ultravioleta s&do recupe-
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radas por meio de uma pipeta,

Os ADN s3o dialisados em tamp¥o T-E durante uma noite
e em seguida purificados com fenol e com cloroférmio,e, por
fim, precipitados com etamnol.

B) DESFOSFORILACXO DAS EXTREMIDADES 3' DO ADN

C) LIGACEO

O ADN & incubado na presenca de fosfatase alcalina
bacteriana ou BAP (BRRL) durante uma hora a 652C, Geralmente,
utilizam-se 10 unidades de BAP por mole de extremidade 3' de
ADN a desfosforilar. Em seguida elimina-se a enzima por meio
de duas extraccBes sucessivas com fenol-cloroférmio e recupe-
ra-se o ADN por precipitag@o com etanol.

A ligac¥%o de fragmentos de ADN efectua-se num tampdo
composto por TRIO 600 mM pH 7,6 MgCl, 66 mM, DDT 100 mM,ATP 4
mM, em presenca de ligase do fago T4 ( Boehringer ) com a con-
centracdo de 2 u/pg de ADN. Os ADN a ligar s%o adicionados em
gquantidades equimolar com a concentrag@o final de 5 a 10 Pg/m}
A mistura final que nZ¥o excede 60 ul & incubada durante uma
noite a 652C,

D) ADICAXO DE "LINKERS "

O0s "lin<ers" PstI foram utilizados para a construgdo
dos recombinantes pAEVdeltaAHpa. Neste caso particular, os
nlinkers" s¥o adicionados no local Hpal do gene humano de
globina delta.

0,5 pg de "linkers" PstI (BRL) s%o fosforilados numa
mistura que contém Tris HC1 mM pH 7,8 MgCiQ, 10 mM, beta-mer-
captoetanol 15 mM, 4 unidades de polinuclebtido quinase (Boe-
hringer), de ATP 50 pM e 10 pci de ATP gama 32p 2 reaccdo é
incubada a 37°C durante 30 minutos. A mistura de "linkers"
PstI fosforilados & acrescentada a 5 pg de plasmideo pBRdelta
Pst aberto previamente no local Hpal e desfos forilado. A mis-
tura & submetida & accZo de ligase T4 durante uma noite a 15¢

C.
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E) IDENTIFICACAO DE BACTERIAS

Os ADN de plasmideos recombinantes sé&o introduzidos
em bactérias C-600 RS tornadas competentes de acordo com a
técnica de MANIATIS et al., ( 1982 ). As bactérias transfor-
madas sdo seguidamente espalhadas sobre caixa de agar que con
tém os antibiéticos apropriados.

F) IDENTIFICAGKO DOS PLASMIDEQS NOS CLONES BACTERIANOS

1) Transferéncia de colénias bacterianas sobre filtro

Esta técnica aplica-se no caso em que Os plasmideos
recombinantes pretendidos representam uma proporgdo pequena
entre os diferentes plasmideos recombinantes possiveis, e per
mite uma crivac3o r&pida num grande nfimero de colénias bacte-
rianas. Um papel filtro ( Whatman ) esterilizado por aqueci-
mento a 150¢C durante 2 horas & aplicado durante 10 a 15 se-
qundos sobre a caixa de agar que contém colénias bacterianas
bem individualizadas. Depois da transferéncia, os filtros sZo
secos ao ar durante 5 a 10 minutos, em seguida tratados em
NaOH 0,5 M durante 5 minutos e colocados numa estufa a 37°C
durante 1 hora. Os filtros s3o seguidamente tratados duas ve-
zes durante 5 minutos em cada un dos tr8s banhos seguintes,
com agitagdo:

NaQE 0,5 M - Tris 0,5 M pH 8 - §SC2x, e, finalmente, lavados
em etanol e secos ao ar,

As colénias que contém os recombinantes pretendidos
s3o identificadas por meio de hibridag3o do filtro com uma
sonda de ADN marcada com dCTPalfa 32P por translacdo de corte

0s filtros s#o hibridados previamente numa mistura
de formamida 50% e SSC5x durante 2 horas a 37-42°C. A hibri-
dac%o efectua-se na mesma mistura em presenca de sondas espe-
cificas apropriadas durante 24 a 48 horas a 422C. Os filtros
s¥%0 lavados respectivamente 30 minutos em formamida 50% e
SSC5x a 37-42°C e 4 vezes 30 minutos em SSC2x & temperatura
ambiente. Os filtros, finalmente, sdo lavados em etanol e em
segquida secos ao ar e expostos para auto-radiografia durante
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2 a 4 horas. As colbnias que contém o fragmento de ADN pre-
tendido sZo identificadas apbs revelacdo da auto-radiografia,
em seguida isoladas e analisadas por preparagdo répida dos
plasmideos.

2) PreparacZo répida dos ADN de plasmideos

Os plasmideos s#o preparados a partir de 1,5 ml de
cultura de acordo com o método de lise alcalina de BIRNBOIM e
DOLY ( 1979) modificado por MANIATIS et al. ( 1982 ).

Os ADN plasmidianos s&@o analisados por digestdo por
meio de enzimas de restric3o e fraccionamento sobre geles de

agarose.

III - PRODUCAO DE PARTICULAS VIRAIS DE
TRANSFECGAXO DE FIBROBLASTOS DE FRANGO

A técnica de transfecc3o utilizada & a técnica do
fosfato de célcio descrita por GRAHAM e VAN DER EE ( 1973 ),
modificada por WIGLER et al. ( 1977 ).

A) PREPARACEQO DO ADN

A guantidade de ADN transfectada por caixa de cultu
ra de di2metro 60 mm & de 10 a 15 ug. Este ADN comple-se de
ADN de esperma de salm¥o ( 3 2 4 ug ) e de ADN viral. O ADN
viral & constituido, por sua vez, pelo plasmideo que contém
o genoma AZV modificado e pelo plasmideo que contém o ADN do
virus assistente RAV-2 numa relac#io molar de 5/1 a 10/1.

A mistura de ADN & posta em suspensdo num volume de
tamp2o A ( HEPES 25 mM, CaCl, 250 mM, pH 7,15 ). A precipita-
c3o fosfocalcica faz-se por meio de adicZo de um volume de
tamp#o B (EEPES 25 mM, NaCl 280 mM, Na, HPO, 1,5 mM 7,15) com
agitac#o répida ( 10 a 15 segundos ). Okerva-se um precipita~
do muito fino na mistura ao fim de 20 a 30 minutos a tempera-

tura ambiente.

R) PREPARACAO DAS CELULAS RETRANSFECGAO

6.105 fibroblastos secundérios de embriBes de frangd
s3o semeados em caixas de Pétri de 60 mm de di2metro, 16 horas
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antes da transfecgdo.
Para a transfeccd@o, a mistura de ADN precipitado &

depositada em cada caixa de cultura e as células sdo incuba-
das durante 5 a 6 horas a 379C, O meio de transfecgdo & segui-
damente substituido por meio acabado de preparar e as células
s3o substituidas numa caixa de Pétri de 100 mm de diametro.
De 3 em 3 ou 4 em 4 dias, cada caixa de cultura é depois re-
partida em trd@s caixas de 100 mm de diametro.

EXEMPLO 1

CLONE DO ADN DO VIRUS ASSISTENTE

0 genoma do virus assistente RAV-2 foi obtido de
BOONE e SKALKA ( 1981 ). O genoma & constituido por uma sequ-
8ncia de 8 kb inserido no local Sall do ADN do fago lambda.
Esta sequéncia foi subclonada no plasmideo pBR322 para forne-
cer o clone pRAV2, O genoma RAV2 apresenta um s6 local Sall
situado no gene env. Em virtude disto, no plasmideo, as sequ-
8ncias do genoma s¥o em parte permutadas ( figura 3 ).

A f£im de produzir viriBes RAV-2, o ADN pRAVZ2 deve
ser transfecctado sobre fibroblastos de frango. O ADN viral
deve ser introduzido nas células receptoras na forma de um ges
noma enquadrado de LTR e no qual a disposigdo dos genes cor-
responde & existente no ARN viral.

Esta disposic¥o pode ser realizada "in vitro" depois
de digest3o do plasmideo pRAV2 por Sall e reunido entre si dosg
fragmentos obtidos a fim de criar concatémeros ( figura 4).

A concatemerizac#o por ligagdo permite gerar algu-
mas moléculas que poderdo ser integradas no genoma das célulag
hospedeiras e transcrever ARN genbmicos que podem gerar viri-
Bes infecciosos. Dever& notar-se que s& uma proporgao dos con
catémeros pode dar nascimento a virides.

Assim, se se considerar apenas O arranjo em dimeros
indispensé&vel para assegurar o funcionamento do sistema, cal-
cula-se que apenas 1/3 das moléculas apresentardo a estrutura

de um genoma proviral reconstituido.
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EXEMPLO 2

CLONE DO ADN DO AEV SELVAGEM

a) Clone pAEV1l

0 clone de partida é constituido pelo plasmideo
PAEV1l isolado por VENNSTROM et al. (1980) e que esté& repre-
sentado na figura 2,a.

Este clone & constituido por plasmideo pBR313 no qu-
al o genoma de AEV com aproximadamente 5,4kb foi inserido no
local fmico EcoRI., Neste clone, o genoma viral apresenta uma
permutac3o devida & presenca do local EcoRI situado a 37 pb
a montante .do codfio de terminagdo de v-erbB. Convém salientan
que este clone encerra uma estrutura LTR dupla,

Como no caso de pRAV2, a produgdo de Qiriﬁes a par-
tir de pAEV1l implica a transfecgdo, sobre fibroblastos de
frango, de concatémeros que reconstituem um genoma integral.
Neste caso também, a proporcdo de concatémeros que apresenta
o arranjo favorével & pequena. A fim de aumentar a eficacia
de producdo viral por transfeccgdo, recriou-se por recombina-
cd3o genética "in vitro" um clone no qual o genoma viral &
reconstituido numa forma idéntica ao provirus.

b) Construcdo do clone pAEV2LTR

A redisposicHo efectuada consiste em isolar o frag-
mento viral EcoRI-BamHI de 1,8 kb ( figura 5) cobrindo o fim
do v-erbB, o residuo 3' terminal do gene env (/) env ), as
sequéncias LTR e o comego do gene gag. Este fragmento foi in-
serido e clonado em pBR322, com o seu fragmento menor EcoRI-
-RamHI suprimido. O plasmideo obtido denomina-se pJS2l.

0 genoma inteiro do AEV & isolado de pBR313 depois
de digest®o do plasmideo pAEV11l por EcoRI. O fragmento que
suporta o genoma AEV & ligado ao plasmideo pJS21 previamente
aberto no local fnico EcoRI. Um dos recombinantes obtidos,
denominado pAEV2LTR, apresenta a estrutura de um virus com
uma cépia LTR em cada extremidade.
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O ADN pAEV2LTR pode ser transfectado sobre fibroblas-
tos de frango sem digest¥o prévia. Depois de cotransfecgdo con
o ADN que suporta as sequéncias do virus auxiliar RAV2, os £id
broblastros produzem viriBes de tipo AEV e sofrem uma trans-
formac3o oncogénea que se pode notar aproximadamente 15 dias
depois da transfeccdo., Nota-se que a transfecgdo com pAEV2LTR
aumenta muito claramente a eficécia da produgdo viral em re-
lacgo 2 transfecgdo com pAEV1l concatemerizado,

Assim, para induzir a transformagéo oncogénea de uma
cultura de fibroblasto, s#o necessérios aproximadamente 25 pug
de pAEV1l concatemerizado, ao passo que se obtém o mesmo re-
sultado com 10 pg de pAEV2LTR. Além disso, a transformagdo on-
cogénea dos fibroblastos transfectados com pAEV2LTR surge mui-
to mais rapidamente do que com AEV1l concatemerizado.

EXEMPLO 3

INSERGAO DO GENE KUMANO DE GLOBINA delta NO GENOMA DO AEV

a) Natureza do fragmento inserido

0 fragmento de globina delta & obtido depois de diges+
t#o do plasmideo pBRdelta Pst ( figura 6 ) por EcoRI e isola-
mento sobre gradiente de sacarose. Este fragmento de ADN comeg¢
a montante por uma sequéncia derivada do plasmideo pBR322 (Eco
RI-PstI de aproximadamente 0,750 kb). O fragmento pBR & mantis
do essencialmente com o fim de conservar um local ECORI na exXs
tremidade 5' do fragmento delta.

A estrutura especifica da regido delta prolonga-se
desde o local PstI até ao local EcoRI., Nesta sequéncia, o ge-
ne delta propriamente dito comega a 460 pb a jusante do local
PstI. Este local, denominado "cap", & o ponto de iniciagdo da
transcricZo dos ARN mensageiros delta. 30 pb a montante do 1o
cal "cap" esté a sequéncia CATAAAAG, que & a homdbloga da se-
quéncia "TATA", Ao passo que a nombloga da segunda sequéncia
consenso "CAT'" encontrada na maioria dos genes de eucaridti-
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cas entre 70 e 80 pb a montante do local cap parece modifica-
da no caso do gene delta (AACCAAC). As duas sequéncias consen
so TATA e CAT est¥o implicadas na regulagdo da transcrigdo
dos genes eucaribticos transcritos pelo ARN polimerase II.

A regido transcrita compreende respectivamente indo do local
cap de 5' para 3':

- uma sequéncia guia ( "leader") cobrindo 50 pb,

- o primeiro exon ( 93 pb),

- o primeiro intron ( 128 pb),

- o segundo exon (221 pb),

- o segundo intron ( 889 pb),

- os cinquenta primeiros pares de bases do terceiro exon.

Em virtude disto, a extremidade 3' do gene é& encur-
tada a partir do local EcoRI. A consequéncia desta supressdo
& a eliminacX%o de 75 pb do 32 exon e toda a regi#o 3' ndo co-
dificadora que suporta entre outros o sinal de poliadenilagd@o
(AAUAAA) situado a 18 pb antes do local de terminacdo da trarg

crici3o,
b) Clonac#o do fragmento pERdeltafcoRI em
EAEVZLTR

0 conjunto das sequéncias pBR e delta forma um fra-
gmento EcoRi-EcoRI com 2,6Kb que & inserido num dos locais
EcoRI de PAEV2LTR. A identificagdo dos clones PAEV2LTR que sO
freram esta insercd@o foi realizada pela técnica de transferén
cia das colénias bacterianas sobre filtro. S6 as coldénias que
apresentam hibridagdo positiva duma vez sb com a sonda de ADN
de globina delta e com a sonda de ADN gag-erbA s3o retidas.
Em 800 colbnias analisadas, 24 satisfaziam estes critérios.

0 local de insercdo e a orientacdo do fragmento delta sdo em
seguida determinados por cartografia de restricdo dos plasmi-
deos contidos nestas bactérias positivas.

Entre as numerosas combinagBes possiveis, apenas
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os plasmideos recombinantes que tinham inserido o gene de glo
bina no local EcoRI situado na extremidade do gene v-erbR,nas
duas orientac®es possiveis, foram retidos ( figura 7). Estes
recombinantes denominam-se pAEV2LTRdelta(28) no caso em que o
sentido de transcricd@o do gene é orientado na mesma direcgdo
gque a do virus, e pAEV2LTRdelta(l7) no caso da orientagdo in-
versa.

Dos 24 clones que tinham incorporado o fragmento,do-
is eram do tipo pAEV2LTRdelta(28) e 4 eram do tipo pAEV2LTR
delta(17). Os clones pAEV2LTRdelta apresentam, portanto, 3
locais EcoRI que identificaremos da esquerda para a direita
respectivamente com os nomes: EcoRI(1), EcoRI(2), EcoRI(3).

c) Estrutura do plasmideo pAEV2LTRdelta(28)

A insercdo do fragmento portador do gene delta no log
cal EcoRI fmico do AEV interrompe a estrutura normal do gene
v-erbB ( figura 8,2 ). O resultado desta inserg¥o traduz-se
na criac3o de um novo cod¥o de terminac¥o (UGA) para a protei
na ErbB, situado a 1 pb a jusante do local EcoRI(2). Consequ-
entemente, a proteina erbBE do mutante AEVdelta(28) deve apre-
sentar 12 &cidos aminados a menos na regiZo C terminal.

Estando os sinais de suspensdo de transcrigdo e de
poliadenilagdo suprimidos no fragmento PstI-EcoRI inserido,
s%o provavelmente as estruturas virais localizadas na sequén-
cia LTR da direita que deverdo verdadeiramente desempenhar es-

tas funces.

d) Estrutura do plasmideo pAEV2LTRdelta (17)

A inserc¥o do fragmento delta em sentido contréario
ao da transcricdo do virus d& também origem a uma deslocag@o
da fase de leitura do gene v-erbB,., Cria-se um novo coddo de
terminac#o a 75 pb a jusante do local EcoRI ( figura 8,b ).
Daqui resulta que a proteina erbB deste mutante deve conter
teoricamente na regi%o C terminal, 72 &cidos aminados mais qus
a proteina erbB do virus selvagem. Neste genoma viral recombi-
nante, a fibra viral que transcreve o ARN genbmico (fibra +)
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transporta a fibra anticodificadora do gene delta. Nesta dis+
posicdo, a fibra anticodificadora do gene delta faz surgir
duas sequédncias que lembram sinais de poliadenilagdo (AAUAAA)
a 93 pb e 800 pb a jusante do local EcoRI(2) ( figura 9b).

Nesta construcZo, o promotor proprio do gene situado a mon-
tante do local cap j& n#o & suportado pela fibra viral transH

crita.

EXEMPLO 4

CARACTERIZACXO DOS DIFERENTES VECTORES

Todos os plasmideos recombinantes obtidos por recom-
binacdo " in vitro " s3o caracterizados por cartografia de
restricso e hibridag8c com uma sonda especifica do gene de
globina delta. Os ADN plasmidianos dos diferentes clones re-
tidos, pAEV2LTR, PAEV2LTRdelta(28), PAEV2LTRdelt a(17), s&o
preparados pela técnica de lise alcalina (MANIATIS et al.
1982), digeridos respectivamente pelas 4 enzimas de restri-
cdo seguintes:

EcoRI, BamHI, PstI e SalL. O fragmento de di-
gest¥o sdo separados sobre um gel de agarose e observados a
luz U.V.. O ADN & seguidamente desnaturado no gel e em segui-
da transferido para um filtro. O filtro & hibridado com uma
sonda deltaPst marcada com 3QP por translagdo de corte. As
faixas correspondentes aos fragmentos portadores do gene s@o
reveladas por exposic#o em auto-radiografia. Para cada recom
binante, as dimensBes dos fragmentos resultantes das 4 diges<
t3es (EcoRI, BamHI,PstI e Sall ) sdo deduzidas das dimensdes
dos fragmentos do marcador de peso molecular utilizado (ADN
do fago lambda digerido por HindIII).
No fim destas an&lises, observa-se o seguinte:
12 ) as dimensBes dos fragmentos que resultam das diversas
assimilac®es concordam para cada recombinante com as
dimens®es esperadas;
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2¢) a hibridac@o pela sonda delta Pst apenas revela o0s frag-
mentos portadores da sequéncia delta, apresentando tam-
bém as dimensBes esperadas.

Destas duas obervagdes, pode concluir-se que oS Clo-
nes recombinantes retidos sZo conformes com as construgdes

procuradas.

EXEMPLO 5

TRANSFERENCTA DO GENE DE GLORINA delta PELAS PARTICULAS VI~

RATS AEVdelta(28) e AEVdelta(l7)

A) PRODUCEO DE VIRUS

1) Transfecc3o dos ADN provirais nos fibroblastos de

frango
Para determinar se os vectores recombinantes construi-
dos produzem virus transmissiveis, o plasmideo recombinante
PAEV2LTR e os seus derivados PAEV2LTRdelta(28) e pAEV2LTRdel-
ta(17) foram transfectados separadamente em presenca de ADN
do virus auxiliar (pRAV2) em culturas secundérias de fibro-

blastos embrionérios de frango.
As células foram mantidas em meio liquido e substitui-

das regularmente. A modificagdo morfolbgica caracteristica
da transformac3o dos fibroblastos pelo AEV surgiu a partir
da 42 passagem ( 22 semana) para os trds virus. Depois de
sementeira em gelose mole, estas células produzem colbénias
de fibroblastos transformados. Os sobrenadantes das culturas
tpans formadas foram recuperados para se constituirem "stocks'
de virus e utilizados para infectar fibroblastos secundarios
acabados de preparar cuja transformagdo oncogénea visivel ind
duzem ao fim de uma semana aproximadamente. Isto demonstra
que as células transfectadas pelos ADN de virus recombinan-
tes produziram partialas virais, particulas que s¥o infeccio-
sas e conservaram a sua potdncia oncogénea. Denominaremos
AEVdelta(17) e AEVdelta(28) os virus produzidos respectiva—
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mente a partir dos plasmideos PAEV2LTRdelta(1l7) e pAEV2LTRdeld
ta(28).

2) Titulac®o dos virus recuperados

0s "stocks " de virus AEVdelta(1l7) e AEVdelta(28) foran
titulados quanto ao seu potencial transformador, de acordo con
a técnica de enumeracsio de focos de transformagdo. Para isso,
inoculou-se 1 ml de suspens3o viral diluida sobre culturas de
fibroblastos acabados de preparar. As culturas foram seguida-
mente cobertas com agar, a fim de permitir o desenvolvimento
de focos de transformacZo. O titulo do virus & dado pelo nume
ro de focos de transformagdo por caixa multiplicado pela di-
luicdo da suspens#o do virus inoculado. O titulo & expresso
em F.F.U. (Focus Forming Unit ) por ml.

0 virus AEVdelta(28) recuperado a partir das células
transfectadas apresentava um titulo de 5,104 FFU/ml, superior
s0 do virus AEVdelta(17) (2.107 FFU/ml).

0 virus selvagem AEVwt, produzido em condigBes analo-
gas, tem geralmente um titulo proximo de 5.10° FFU/ml.

A fim de verificar a estabilidade dos virus recombi-
nantes, os virus sdo mantidos sobre culturas de fibroblastos
de frango durante peridos de tempos diversos. Para isso, 0sS
nstocks" originais, derivados das culturas transfectadas, fo-
ram inoculados de fibroblastos acabados de preparar que sofre-
ram em seguida duas substituigdes depois das quais se colheraj
os sobrenadantes de cultura para constituir os "stocks " vi-
rais II. Os virus dos " stocks" II foram depois propagados not
vamente sobre fibroblastos acabados de preparar durante duas
substituicBes, depois das quais se colheu o “"stock" viral II.

Os titulos dos virus nos "stocks" II e III foram de-

=t

terminados e s¥o apresentados no quadro I
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QUADRO I

STOCK VIRAL NUMERO DE PARTICULAS VIRAIS
TRANSFORMADORAS POR ml
AEVdelta(28) AEVdelta (17)

Original I 5.10% 2,10
1 2.10% 1.10%

4 4

111 2.10 0,7.10

Observa-se de maneira geral uma redug@o do titulo do
virus durante passagens sucessivas. Embora o AEVwt ndo tenha
sido experimentado em paralelo, a experiéncia da uwtilizagdo
deste virus mostra que o seu titulo se mantém aproximadamente
estavel depois de diversas passagens sobre cultura celular.

B) ANALISE DOS ARN VIRAIS TRANSCRITOS NAS CELULAS INFECTADAS
E ENCAPSIDADOS NOS VIRIOES

Infectaram-se fibroblastos embrioné&rios de frango pe-
10s virus AEVwt, AEVdelta(17) e AEVdelta(28). Quando as cul-
turas apresentaram uma maioria de células transformadas, recu
peraram-se separadamente 0OS sobrenadantes das culturas e as
células.

A partir dos sobrenadantes, colhem-se virides por cen-
trifugacZo. Os ARN foram extraidos respectivamente dos virides
e das células. Os ARN celulares foram separados sobre oligodT
celulose em ARN poliA+ e poliA™ . Os ARN poliA® celulares e os
ARN totais dos viriBes foram fraccionados em eletroforese so-
bre agarose e transferidos sobre filtro de nitrocelulose. Os
Filtros foram hibridados sucessivamente com diversas sondas
representadas na figura 9. Depois de exposicd3o em auto-radio-
grafia e revelagdo, as dimensBes das faixas observadas foram

resumidas no quadro II.
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QUADRO II
SONDAS | erbA erbB deltaPst |[intron PER
'vIRUS 7 delta
*
AEVWE 5,3% 5,3 - - -
- 3,2 - - -
AEVdelta 8 8 8 8 8
§17) 6,3 | 6,3 6,% 6,3 | 6,3
insercdo
inversa) - 5,9 5’9 5,9 -
- 4 4 4 4
- 3,7 3,7 3,7 -
AEVdelta 7* 7* 4 7* - 7*
(28) 5,0-4,8% 5,2-4,87 5-4,8 - 5-4,8
(insergdo | _ 3 _ _ _
directa)
- 0,8 - - -

0 quadro indica as dimensSes das faixas identificadas
pelas diversas sondas, nos fibroblastos infectados por AEVwt,
AEVdelta(l7) & AEVdelta(28).0s valores assinalados com um as-
terisco (%) correspondem aos transcritos presentes nos ARN
poliA+ celulares e nos ARN dos viriBes duma vez s8.

Este quadro demonstra a obtenc®o de viriBes portadores
do ARN do gene humano globina delta, assim como uma parte do
ARN correspondente ao vector plasmideo pBR.

C) ANALISE DOS PROVIRUS NOS FIRRORLASTOS INFECTADOS PELOS VI-
RUS RECOMBINANTES

1) Objectivo da investigac®o do ARN proviral

O ADN proviral representa, com excepgdo das LTR, uma
cébpia perfeita do ARN genbémico a partir do qual é sintetizado,
A an&lise do provitus deve proporcionar, portanto, informacdes
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sobre a estrutura do genoma viral transferido para estas cé-
1ulas. Esta an&lise aplicada aos mutantes AEVdelta(l7) e AEV
delta(28) deve permitir verificar se estes virus sdo capazes
de transferir, para o ADN das células infectadas, 0s genes
que foram enxertados nos seus genomas. Permite também saber
se estes genes s¥o transmitidos integralmente ou se se produ~
ziram modificac®es estruturais no decurso dos diversos ciclos

de desenvolvimento dos virus.

2) Identificaco das sequéncias de ADN proviral

A existéncia no ADN de fibroblastos de frango de se-
quéncias c-erb aparentadas com as sequéncias oncogéneas virak
& revelada depois de hibridagdo com as sondas de origem viral
Estas sequéncias c-erb distinguem-se das sequéncias v-erb pe-~
las suas cartografias de restrigdo.

3) An&lise dos provirus

Infectaram-se culturas de fibroblastos embrionérios
de frango separadamente com AEVwt, AEVdelta(l7) e AEVdelta
(28). Depois do aparecimento do fenotipo transformado, as cé-
lulas s¥o tripsinadas e lisadas para se extrair delas o ADN
total. O ADN & purificado e digerido pelas enzimas de restri
c%o EcoRI ou BamHI. Os produtos de digestdo foram separados
sobre gel de agarose, desnaturados e em seguida transferidos
para filtros. Os filtros foram hibridados sucessivamente pe-
1as sondas erbB e deltaPst. As faixas foram reveladas depois
de exposigdo em auto—radiografia de 5 a 10 dias. As faixas
relativas aos genomas provirais AEVdelta(l7) e AEVdelta(28)
s¥o identificadas por comparagdo com diagramas de ADN prove-
niente de células infectadas por AEVwt.

D) INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS: ESTRUTURA DOS PROVIRUS E
TRANSCRICAQ DOS ARN VIRAIS

As dimens®es das faixas caracteristicas de cada pro-
virus foram resumidas no quadro IV. A interpretagd@o destas
faixas pode ser efectuada considerando a cartografia de res-
tricZo dos provirus representada na figura 10. No quadro ITI
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indicou-se a dimens#o tebrica das faixas esperadas a partir
dos genomas virais que foram construidos. Para o virus AEVdel-
ta(28), considerou-se que o intron2 do gene delta foi elimina-
do.

QUADRO III

DIMENSBES (kb) TEORICAS DOS FRAGMENTQS OBTIDOS DEPOIS DE DI-
GESTAO DOS PROVIRUS AEVdelta(17) E AEVdelta(28) QUER POR Bam

HI, QUER POR EcoRI E RECONHECIDOS PELAS SONDAS VIRAIS erbB

OU DE GLOBINA deltaPst

( Estas dimensdes foram calculadas a partir dos plasmideos
pPAEV2LTRdelta(28) e pPAEV2LTRdelta(l7). Considerou-se que O
provirus perdeu o intron2 e eventualmente o intron 1 do ge-

ne delta ). »
VIRUS SONDAS eYbR deltaPst
ENZIMA -
%?g?elta EcoRI - 2,6
BamHTI 1,5 1,5
AEVdelta ECORI - 1,5-1,6
(28) BamHT 2,2 2,2

QUADRO IV

DIMENSGES (kb) DOS ADN DOS PROVIRUS AEVdelta(l7) E AEVdelta
(28) APOS CARTOGRAFIA DE RESTRIGAO ( figura 10)

( 0s valores assinalados com um asterisco (%) correspondem
35 dimens®es dos fragmentos esperados apbs digest@o por
EcoRI e por BamHI ).
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PROVIRUS ENZIMAS DIMENSUES (kb)
- SONDAS
erbA erbB
AEVdelta(17) | EcoRI - 0,6% 1,4
B amHI 1,5% 1,5%

AEVdelta(28) | EcoRI - -
BamHI 2,2% 2,1% 2, 2% 2,1%

As correlacles entre estes dois quadros demonstram a
presenca dos segmentos de ADN dos provirus que contém sequén-
cias de globina delta humana. ’

A partir do genoma do AEV clonado num plasmideo, cons-
truiu-se, portanto, por recombinac¥o genética "in vitro", um
genoma de AEV que contém sequéncias do gene humano de globina
delta. Depois de transfecgdo do ADN viral recombinante em fi-
broblastos de frango em cultura, obt&m-se viriBes infecciosos
que contém um genoma viral portador das sequéncias humanas
delta. Depois de infecg@o de fibroblastos de frango acabados
de preparar, por estes viriBes, observa-se que as células in-
tegram nos seus genomas uma informacgdo genética nova represen
tada pelo gene humano de globinadelta.

EXEMPLO 6

ESTARILIDADE DOS GENES TRANSFERIDOS

1) Eliminacdo dos introns dos genes transferidos

Quando o gene delta & inserido no ADN viral, numa ori
entacdo em que a fibra codificadora do gene delta coincide
com a fibra codificadora viral, observa-se uma perda mais ou

menos répida dos introns do gene delta que conduz & estabi-
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lizac%o de genomas virais que ja s6 sdo portadores das sequén-

cias codificadoras de delta.
NZo se observa a perda dos introns quando o gene delta

& inserido com orientagdo inversa no genoma de AEV. Temos de
concluir dai que os introns sdo provavelmente eliminados por
fenbmenos cléssicos de entrancamento nos ARN virais que sdo
transcritos durante os ciclos sucessivos de infecg¥o viral,

2) Dimensdo dos genomas encapsidados

Os viriBes AEVdelta(28) podem encapsidar um genoma de
7kb, ao passo que o genoma de AEVwt apenas representa 5,4kb.,
Esta experi8ncia demonstra que se podem transferir por meio
deste vector sequéncias com pelo menos 1,6 kb. Verifica-se
que nos viri®es AEVdelta(l7), o ARN genémico de 8 kb ndo se
nota. Este defeito de encapsidacZo pode resultar, quer de uma
dimens®o grande demais do genoma viral, quer de uma modifica-
cdo da estrutura secundéria do genoma viral, quer de uma mo-
dificacdo da estrutura secundéria do genoma viral devida a
presenca do gene delta.

3) Estabilidade dos genes transferidos

Quando o gene delta & inserido em sentido directo,
ndo se notam rearranjos importantes aonivel das sequéncias
codificadoras deste gene nos provirus integrados nas células

infectadas.
Depois de infeccZo por AEVdelta(l7), oterva-se a in-

tegragdo de provirus que apresentam rearranjos mais ou menos
importantes na regiZo 5' do gene delta e nas sequéncias pBRR

flanqueadoras.

SELECCXO DOS VIRUS QUANDO AC SEU PODER TRANSFORMADOR-DOMINIO
FUNCIONAL DA PROTEINA CODIFICADA POR v—erbB

Os virus gerados a partir dos plasmideos pAEV2LTRdel
ta(17) e pAEV2LTRdelta(28) induzem a transformagdo oncogénea
dos fibroblastos de frango " in vitro ", No "stock" viral
AEVdelta(17), os fnicos genomas detectados contém pelo menos
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uma parte, das sequéncias pBR e delta inseridas. Estes virus
d%o origem a uma proteina erbR que contém na regido C-termi-
nal 24 4cidos aminados mais que a proteina selvagem. Esta mu-
tacZo n¥o influencia, portanto, o poder transformador do pro-
duto do gene erbB.

No "stock" viral AEVdelta(28), encontra-se com abundan-
cia um genoma viral recombinante que manteve as sequéncias
PBR e as sequéncias codificadoras do gene delta. NZo se pode
excluir a presenga de genomas que tenham suprimido estas se-
quéncias e cujas estruturas se aproximaria da do genoma selva-
gem. A persisténcia do genoma recombinante nalguns virides su-
gere queestes virides tenham uma vantagem selectiva de produ-
c3o que poderia estar ligada com O seu potencial oncogéneo.

Nestes genomas recombinantes, O gene v-erbE apresenta, em re-
lac3o ao gene selvagem, uma modificagdo estrutural que pProvoCe
una paragem prematura da tradug¥o da proteina ( figura 8').
A proteina erbE produzida por AEVdelta(28) nZo contem os 12
4cidos aminados C-terminais, normalmente observados na protei
na selvagem. Se AEVdelta(28) & capaz de trans formar os fibro-
blastos "in vitro", temos de concluir dai que estes 12 éacidos
aminados C-terminais n3o desempenham um papel essencial no po-
der transformador da proteina ErbE.

mstas observagBes demonstram que se podem inserir se-
qudncias nucleotidicas estranhas no local ECORI do géne v-erb
r sem deixar de manter o poder oncogéneo e selectivo do virus

Nos genomas de AEVdelta(l7) e AEVdelta(28), o gene del+4
ta esta associado s suas proprias sequéncias, contendo desi-
gnadamente os sinais de controle de transcric3o, Nos dois ti-
pos de provirus, ndo se abserva iniciac%o de transcrigdo ao
nivel do promotor do gene. Todos 0S transcritos parecem ini-
ciados ao nivel do promotor viral situado na LTR da esquerda.

Para explicar estes resultados, podem apresentar-se di+
versas hipoteses, entre os quais se reter@o essencialmente as
tras seguintes:

1) 0 gene de globina delta é pouco expresso
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nas células eritrociticas humanas e pode imaginar-se que 0
seu promotor é pouco activo.

2) A transcric¥o a partir dos provirus foi analisada em
fibroblastos nos quais os genes endogénos de globina ndo sdo
normalmente transcritos.

3) Estudos recentes de CULLEN et al. ( 1984) mostram qus
que a LTR da esquerda funcional de um provirus exerce um efel
to inibidor sobre a iniciacZo de transcrigdo a partir de um
promotor situado na proximidade a jusante, Pode pensar-se qug
este fenbmeno & identico ao que observamos no provirus AEV

delta(28).
0s exemplos que se seguem dizem respeito a virus vec-

tores ndo oncogéneos; os materiais e os métodos utilizados
sfo um pouco diferentes dos utilizados nos exemplos preceden-

tes.

MATERIAIS E METODOS

I) SURCLONES DOS ADN DO AEV

Um fragmento Sall-BamHI ( 1,2 kb) que cobre a regido
situada entre os genes v-erbA e v-erbP é inserido entre os
locais SalTl e PamHI do plasmideo pER322. A estrutura deste
clone (perbl) esté& apresentada na figura 11.

0 clone pJS21 resulta da clonagd@o de um fragmento
TcoRI-PamHI (1,8 kb) que cobre a regidio 5' viral de pAEV1l,
entre os locais ECORI e BamHI de pPR322(figura 12)

0 recombinante pAGS50 foi construido por COLBERE-GARA+
PIN et al. (1981). Contém um fragmento BglII-HincII (1,1 kb)
derivado do transportador procaribtico Tn5 no qual se encontxa
o gene estrutural de resisténcia & neomicina, Neor, destitui4
do do seu proprio promotor ( figura 13) (BECK et al., 1982 )
2) ASSIMILACKO DOS ADN POR ENZIMAS DE RESTRICZO

A digest¥o dos ADN pelas enzimas de restrigdo efectis
-se conforme atras descrito. Nalguns casos, 0s ADN assimila-
dos s#o purificados por extragdo com fenol-cloroformio e em
segquida com una mistura cloroformio-&lcool isoamilico e de-
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pois precipitados com etanol.

3) TECNICA DA DIGESTAO DOS-ADN PELA NUCLEASE Balill

A nuclease Bal3l degrada progressivamente o ADN bicate-
n&rio linear a partir das extremidades 5' e 3' de cada fibra.
Dada uma quantidade definida de ADN, a velocidade de digest@od
pode ser controlada em fungdo da concentragdo de Bal3l, da
temperatura de reaccdo e do tempo de incubagZo. A espicifici—
dade de Pal3l permite-nos eliminar, de maneira sucessiva, a
sequéncia nucleotidica num interior da qual os metais da res-
tricdo utilizaveis estdo ausentes.

12 pg de ADN de perbl linearizado por BamHEI sZo in-cuba-
dos a 30°C, em presenca de um tamp3o de incubag@o que contém
l1omM CaCl,, 12 mM MgCl,, 600 mM Nacl, 20 mM Tris-EC1 ( pE 8)
11 mM Edta, e de 2,2unidades de Bal3l, As aliquotas ( 2 Pg )
s¥o retiradas ao fim de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos res-
pectivamente. A enzima é inactivada por adigdo de uma solugdg
que contém 0,5% SDS e 25 mM Edta. Seguidamente, os ADN dige-
ridos s#o tratados com fenol, precipitados com alcool absolu-
to frio e em seguida submetidos a uma digestdo da parte de
Sall, e, finalmente, analisados por electroforese sobre o gel
de agarose a 1,6%. Segundo a cimética desta reaccdo obtida,

a velocidade de degradac#o de uma molecula & aprcximadamente
30 nucleotidos por minuto,

Com base na experiéncia preliminar, submeten-se 25 yg
de ADN perbl a uma digestdo da parte de Bal3l nas condigBes
atras descritas durante 15 minutos. Os ADN digeridos séo se-
guidamente purificados e depois as suas extremidades sdo re-
paradas pelo fragmento de "Klenow" derivados da DNA polimera-
se I de E.coli em presenga dos 4 nucleotidos trifosfatos (
aaTp, TTP, dCTP, 4GTP ).

4) ISOLAMENTO DOS FRAGMENTOS DE ADN DE DIFERENTES DIMENSOES

A mistura dos fragmentos de ADN de dimensdes variéveis
& primeiramente dissolvida de novo em &gua bidestilada de
maneira a obter uma concentragdo de 100 Pg de ADN por ml.
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A separacdo electroforética é realizada em seguida a 30 vbltig
os durante uma noite ( 16 horas ) sobre gel de agarose prepa-
ratfoio horizontal, cuja concentragdo varia desde 0,8 até 1,6
% conforme as dimens®es dos fragmentos a separar. Marcadores
de pesos moleculares, em geral quer de ADN do bacteribfago
l1ambda digerido pela endonuclease de restricdo HindIII, quer
de ADN do plasmideo pER322 digerido pela endonuclease de res-
tricZo Alul, s%o submetidos a electroforese paralelamente as
amostras. A cloragdo do gel por brometo de etidio permite
observar as faixas de ADN com iluminagdo ultra violeta. A re-
giZo do gel que contém a faixa dos fragmentos de ADN com di-
mensdes determinadas & cortada. Os ADN s&do seguidamente elui-
dos pelo método de "Fresze Squeeze". Esta operagdo conduz a
obtencZo dos ADN prontos para serem submetidos & ligagd@o ou
digestZo pelas enzimas de restrigdo.

5) LIGACXO DE FRAGMENTOS DE ADN E DOS VECTORES DE CLONACAO

A ligac¥o dos fragmentos de ADN isolados e dos ADN
de vectores efectua-se de acordo com a técnica descrita

precedentemente.

6) CLONAGEO DE SELECZAO DOS PLASMIDEOS RECOMB INANTES

A transformac®o das bactérias, a selecgdo das bacté-
rias e a anblise rapida dos plasmideos efectuam-se de acordo
com as técnicas descritas precedentemente.

7) PREPARACAO DOS ADN PLASMIDIANOS

Os ADN de plasmideos s&@o isolados sobre gradiente de

cloreto de césio conforme descrito precedentemente.
Nalguns casos, estes ADN s@o purificados ulteriormen

te sobre camada de NaCl a fim de eliminar os oligoribonucleb-
tidos contaminantes (MANIATIS, 1982 ).

&) SEQUENCIAZAO

Os fragmentos sequénciais s¥o clonados nas variantes
mp8 e mpll do fago M13. A sequénciag®o dos fragmentos efectud
-se segundo o método de SANGER et al., 1977.
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9) LIGACKO DE OLIGONUCLEOTIDOS SINTETICOS " LINKERS"

No caso de aus@ncia de locais de restrigdo compativel
com as extremidades coesivas do fragmento de ADN a clonar, a
utilizacdo dos oligonuclebtidos sintéticos " linkers" que con
tém a sequéncia do local de restrigdo permite criar novos lo-
cais de clonacdo nos vectores.

9.1) Fosforilacdo dos " linkers"

Para introduzir um local de restrigdo EglII no vector
pXJ4 ( Figura 14 ), escolhem-se os " linkers” BglII5'-d(CAGA-
TCTG)-3' (BRL).

3 pg de "linkers" Bglll s#o fosforilados a 379C durante
30 minutos em presenga de uma solug@o de. 100 Vl composta por
1 pM ATP frio, 30 pCuriesX-32P-ATP ( 5.000 pCuries/mole), um
tampdo que contém 60 mM Tris-ECl (p# 7,8 ), 10 mM MgCl, e 15
mM 2-mercaptoetanol e 80 unidades de polinucleotido quinase
de fago T4 (BRL). Os "Linkers" fosforilados s3o seguidamente
submetidos a diversos controles destinados a verificar as su-
as capacidades para se ligarem em presencga de ligase do fago
T4 e para serem digeridos pela enzima de restrigdo BglII.

9.2) Modificac@io das extremidades coesivas 5' de saida

A digestZo dos ADN por alguméé endonucleases de restri-
cdo conduz & obtencdo de moléculas portadoras de extremidades
coesivas 5' de saida. Para ligar os bragos do vector portado-
res das extremidades coesivas 5' de saida com os "linkers"
cujas extremidades sdo francas, & indispensével, portanto,
transformar as extremidades coesivas em extremidades francas.

17,5 pg de pXJ4 linearizado pela enzima de restrigdo
EcoRI s3o incubados a 259°C durante 10 minutos em presenga de
39 unidades do fragmento de "Klenow" derivado da DNA polime-
rase e de E.coli (BRL), de um tampdo de incubagZo que contém
50 mM Tris-HCl ( pH7,4), 10 mM MgsO,, 0,1 mM DTT e 50 pg de
albumina de soro de bovino por ml, de 3,9.10"2 mM de nucleo-
tidos trifosfatos frios ( dATP, dCTP, dGAP) e de 40 yCuries

32p_ 7P,
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Deéorridos 10 minutos, adicionam-se 10 pl1 de 2 mM TTP frios
em 515 pul de meio de reaccdo e a incubagdo continua a efectu-
ar-se durante 10 minutos, Os ADN modificados s#o depois puri-
ficados por extraccdo com fenol e precipitados com etanol
frio.

9.3) Insercdo de "linkers" nos vectores

A proporgdo molecular entre os " linkers" e os vectore
a ligar & em geral superior a 50/1.750 pg de ADN de pXJ4 e
570 pg de " linkers" BglII s&@o incubados a 152C durante 20
horas em presengca de 5 unidades de ligase do fago T4 e de um
tamp3o de ligacZo identico ao descrito no parégrafo 6), num
volume final de 60 pl. ,

Para eliminar " linkers" excessivos, o meio de reacgdo
de ligacdo & seguidamente incubado em presenca da enzima de
restricso BglII. Os ADN linearizados s¥o seguidamente subme-
tidos a duas precipitac®es a-80°C durante 30 minutos em pre-
senca de uma mistura de etanol e 1,5 M de acetato de aménio.
Estas duas precipitagBes permitem recuperar os ADN com gran-
des pesos moleculares ( vectores ) por meio de centrifugacdo,
enquanto que os " linkers" livres e digeridos continuam no
sobrenadante. 0s vectores assim modificados s3od@pois reunidos
e clonados nas bacterias C600, A introdugdo de um local BglIl
& identificada por cartografia de restricdo.

10) TRANSFECCXO DAS CELULAS AUCARIOTICAS

10.1) Cultura das Células

As células utilizadas para a transfecgdo sdo as se-
guintes: células L de ratinho ( descendéncia continua ), cé-
1ulas de codorniz QT6 ( descendéncia continua ), e fibroblas-
tos de ambriBes de frango CEF.

As culturas das células L de ratinho e dos fibroblas-
tos de embriZo de frango s#o realizadas de acordo com as téc-
nicas descritas precedentemente.

As células QT6 de codorniz s&o cultivadas a 379C em
meio MEM ( Gibco) que contém 2,5 mg/ml TPB ( "tryptose phos-
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phate broth) ( caldo de fosfato de triptose), 10% de soro de
vitelo fetal, 1% de soro de frango, 0,19% de bicarbonato de
s6dio, 100 unidades de penicilina por ml, 100 ug de estrepto-
micina por ml, &cidos aminados n#o essenciais, vitaminas, 4mM
glutamina, e 1% DMSO ( dimetil sulféxido).

Estas células s3o cultivadas a 379C em atmosfera himi-

da que contém 5% de COo,.

10.2) Transfeccdo das células pelo método
de fosfato de célcio

A técnica é idéntica a descrita precedentemente.

10.3) Transfeccdo das células pelo método
"~ de polibreno-DMSO

0 principio deste método baseia-se no facto de a pre-
senca dos policatides ( polibreno) conduzir & ligagdo dos ADN
sobre as membranas celulares. A penetracdo dos ADN nas célu-
las & facilitada por tratamento das células com DMSO ( dime-
til sulféxido ) que aumenta a permeabilidade das membranas
celulares ( KAWAI et al , 1984 ).

5.105 células L de ratinho so semeadas numa caixa de
Pétri cujo didmetro & de 60 mm, Depois de uma incubagdo de 16
horas, as células s¥o postas em contacto com 4 ug de ADN tras
formador e incubadas a 379C em presenca de um ml de meio de
cultura acabado de preparar que contém 25 pg de polibreno.
Ao fim de 6 horas, as células s¥o tratadas com 2 ml de meio
de cultura acabado de preparar que contém 25% de DMSO a 37¢C
durante 4 minutos.

10.4) Selecc¥o das células transformadas em presenca
de G418

2 a 4 dias depois da transfecgdo, as células sdo sub-
metidas & seleccdo em presenca do antibibtico G418 cuja con-
centracdo & de 800 Pg/ml de cultura para as células L de ra-
tinho, de 400 pg/ml de cultura para as células QT6, e de 300
pg/ml para os fibroblastos de frango.
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PORTUGE] R

3

EXEMPLO 8

LOCALIZACAO DA REGIAO 5' DO GENE erbB DO AEV-R

No genoma do AEV do tipo selvagem, os dois oncogeneos
virais v-erbA e v-erbB ocupam a parte maior das regides codi-
ficadoras ( figura 15). Um fragmento HincII--BamHI ( 1,2 kb)
contém a regiZio 3' do gene ErbA, uma sequéncia n¥o codifica-
dora intercalada entre o gene v-erbA e o gene v-erbB, e a re-
gi%o 5' do gene v-erbB, A fim de determinar a posig3o exacta
do cod¥o iniciador do gene v-erbB e do local aceitante de en-
trancamento situado entre v-erbA e v-erbB, determinou-se a se
quéncia nucleotidica desta regido. 0 fragmento HincII-BamHI &
primeiramente clonado nos vectores derivados do bacteribfago
M13, mp8 e mpll ( figura 16 ). Em estado monocatenério, a fi-
bra " mais " do fragmento estudado esté presente no clone p42
derivado de mp8, enquanto que a fibra " menos" se encontra no
clone p314 derivado de mpll.

A sequénciacdo efectuada sobre o clone p42 permite de-
terminar uma parte de sequéncia da regiZo 5' do gene v-erbB
a partir do local BamHI ( figura 17).

A comparac®o da sequéncia do gene v-erbB do AEV com a
do gene v-erbB do variante AEV-H forn-ecida por YAMAMOTO et

al,, 1983 revela uma homologia de 276 nuclebtidos em 279, Es-

ta homologia importante permite deduzir que no genoma de AEV
a dist&ncia entre o local RamHI e o coddo iniciador "AUG" do
gene v-erbB mede 400 a 500 nucleotidos, supondo que os dois
genes v-erbR sdo identicos nas suas sequéncias 5'.

EXEMPLO 9

ELIMINACEO DA SEQUENCIA NUCLEOTIDICA DA REGIZO 5' DO GENE

v—erbR

Considerando a auséncia de local de restrigdo utiliza-
vel a montante do local BamHI na regifio 5' do gene v-erbB,
empregou-se a nuclease Bal3l para a eliminac3o desta regido
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a partir do local BamHI.

0 clone perbl gque contém as sequéncias de unido entre
v—erbA e v-erbB ( figura 11) & .digerido pela enzima de res-
tricdo RamHI e em seguida pela nuclease Bal3l que opera uma
degradacdo progressiva da regido 5' do gene v-erbB a partir
do local BamHI. A digest3o & controlada de maneira que uma
sequéncia nucleotidica com cerca de 0,45 kb seja eliminada a
montante do local BamHI, A separac3o dos fragmentos virais
importados do vector pBR322 é realizada por digestdo pela en-
zima de restricZo Sall, seguida por uma electroforese sobre

gel de agarose preparatédrio.
Uma familia de fragmentos virais cujas dimenses sdo

préximas de 0,8 kb & isolada do gel. Estes fragmentos apresen
tam uma supressfo mais ou menos ampla na regido 5' do gene

v-erbR .

EXEMPLO 10

ESTUDO ESTRUTURAL DA REGIAO NAO CODIFICADORA ENTRE OS GENES

v~-erbA e v-erbEB

Para determinar a supressZo introduzida na regido 5'
do gene v-erb®, os fragmentos encurtados Bal3l s3o primeira-
mente clonados entre os locais Sall e Smal de mpll ( figura
11).

4 clones sequenciados mostram residuos mais ou menos
compridos de sequéncia v-erbB ( figura 18),

Entre todos estes clones, o clone pl5-16 apenas man-
tém os 13 primeiros nucleotidos do gene v-erbB.

A an&lise das sequéncias a montante do coddo "ATG" dc
gene v-erbk indica que existe um local de consenso aceitante
de entrancamento "CAG" na posigdo 171 precedido por uma sequ-
&ncia de 15 nucleotidos "TTTCTTTCCTTTTTG" ( figura 18 ) (SH-

ARP, 1981 ).
0 codfio de determinacZo " TAG" do gene v-erbA encon-
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tra-se a 188 nuclebtidos a montante do coddo "ATG" do gene v-
erbB. Por outro lado, a sequéncia n#o codificadora & caracte-
rizada por uma frequéncia elevada de pares e tripletos dos
nucledtidos A e dos nuclebtidos T respectivamente.,

0 estudo comparativo com a sequéncia do AEV-H forneci-
do por YAMAMOTO et al., 1983 mostra que as sequéncias imedia-
tamente a jusante do coddo "ATG" do gene v-erbB sdo pratica-
mente iguais entre o AEV e o AEV-H,

EXEMPLO 11

CONSTRUZAO DO MUTANTE pAEV-ferbB

Com o fim de substituir o gene v-erbB por um gene "
marcador ", O gene Neo® derivado do tramsportador bacteriano
Tn5 foi inserido no genoma modificado do AEV,.

A estratégia adoptada nesta construcdo estéd esquemati-
zada na figura 12,

0 clone pl5-16 & primeiramente assimilado pelas enzimal
de restricZo EcoRI e Sall. Um fragmento SalI-EcoRI ( 0,75 kb)
que cobre a regifio 5' do gene v-erbA, a sequéncia ndo codifi-
cadora que contém o local aceitante de entrangamento, oS 13
primeiros nucleotidos do gene v-erbB e 11 nucleotidos deriva-
dos do polilinker de mpll, é isolado por electroforese sobre
gel de agarose, A dupla digestdo do clone PAEV124Ba por Sall
e EcoRI permite isolar um fragmento de 3,1kb que contém entre
outras as LTR, as sequéncias residuais gag e a metade 5' do
gene v-erbB do AEV,

Estes dois fragmentos estdo ligados em tandem e s@o
clonados no local EcoRI do plasmideo pJS21 que fornece as se-
quéncias virais 3'. O plasmideo final que contém um genoma
viral reconstituido, destituido do gene v-erbB, denomina-se
pXJ4. A estrutura do plasmideo pXJ4 & confirmada pelos resul=-
tados da digestZo por Sall, SacI, Pstl, BamHI e Sall + EcoRI,

EXEMPLO 12
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INTRODUCAO DO GENE ESTRUTURAL Neo®™ DE Tn5 NO VECTOR RETROVI-
RAL pXJ4 _

A obtencdo do vector retroviral pXJ4 oferece a possi-
bilidade de inserir um gene de selecgdo na localizagdo do ge-
ne v-erbB suprimido sem aumento da dimensdo total do vector
em relacdo ao AEV do tipo selvagem.

0 plasmideo pAG50, apresentado na figura 13 compreen-—
de o gene estrutural de resisténcia ao antibibético neomicina
(gene Neo®) limitado pelos locais BglII ( COLBERE-GARAPIN et
al,, 1981).

A digest3o de pAG50 por BglII permite isolar um frag-
mento de 1,2 kb contendo o gene Neo® .

Para introduzir este fragmento no plasmideo pXJ4 na
localizac3o do gene v-erb suprimido, foi preciso criar um lo-
cal de restricZo BglII no plasmideo pXJ4 ao nivel do local
EcoRI situado a jusante do local aceitante de entrangamento.
0 plasmideo pXJ4 foi submetido a uma digest¥o parcial por
EcoRI, em seguida isolaram-se, sob gel de agarose praparatori
as moléculas linearizadas de 9,7 kb resultantes de um s6 cor-
te por EcoRI. As extremidades dos fragmentos isolados foram
em seguida reparadas em extremidades rectas e em seguida liga
das a " linkers" BglII.

Esta maneira de proceder d& origem a dois locais
EcoRI que rodeiam o local BglII criado ( figura 14). O genoma
assim produzido & representado pelo plasmideo pXJ5 (figura 14

A digest3o de pXJ5 por BglII prova & insergdo de um
local BglII. As duplas digestB®es por BglII e Sacl, ou BglIl e
sall, confirmam a posig3o deste local a jusante do cod¥o ini-
ciador " AUG " residual do gene v-erbB, A restituigd@o do loca
EcoRI & confirmada por digestdo de EcoRI.

A inserc@o do gene Neo® no vector pXJ5 & realizada
pela operac3o seguinte: O plasmideo pXJ5 & primeiramente 1li-
nearizado no local BglII e em seguida ligado com o fragmento
BRglII-BglII contendo o gene Neo® isolado de pAGS50.

A an&lise dos clones recombinantes mostra que o clo-
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ne pXJ1l compreende uma sbé cbpia do gene Neo® inserida na mes-
ma orientac¥o transcricional que a do vector retroviral ( fi~
gura 19 ). O clone pXJ2 ( figura 20) tem uma s6 cbpia do gene
Neo® cuja orientac¥o & oposta & do vector. O clone pXJ3 (£i-
gura 21) tem duas cépias do gene Neo® associadas em tendam,

ambas orientadas no sentido de transcrig@o do genoma viral,

Os locais de insercdo, o nfmero e a orientagdo dos genes Neo®™
nos plasmideos pXJl, pXJ2 e pXJ3, foram determinados por di-
gest®o dos plasmideos com cada uma das enzimas Bglll, ECoRI,

HincII e PstI.
As sequéncias de jungdo entre o dgene Neo® e os vecto-

res retrovirais nos clones pXJl e pXJ3 estdo apresentados na
figura 22.

EXEMPLO 13

EXPRESSAO DO GENE Neo® NAS CBLULAS PROCARIOTICAS

As bactérias do tipo Xan® ( sensivel & canamicina )
transformadas por pXJl, pXJ2 e pXJ3 s¥o cultivadas a 372C du~
rante 16 horas em presenca de um meio liquido nutritivo con-
tendo canamicina cuja concentragdo varia de O a 600 Vg/ml de
cultura. As bactérias transformadas pelo clone pXJ> sem gene
Neo® s3o também experimentadas como prova.

Em presenga de 50 pg de canamicina por ml de cultura
apenas as bactérias transformadas pelos recombinantes que sag
portadores do gene Neo¥ mostram um crescimento normal. NO en-
tanto, quando a concentragdo de canamicina & maior que 50 Fg/
ml de cultura, as bactérias que alojam os clones pXJl e pXJ3
apresentam umn crescimento 10 vezes maior, pelo menos, que O
das bactérias que cont&m o plasmideo pXJ2. N#o se observa ne-
nhuma diferenca de sensibilidade & canamicina entre as bacté4
rias que contém pXJl e as que contém pXJ3.

EXEMPLO 14
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EXPRESSAO DO GENE Neo® NAS CELULAS EUCARIOTICAS

1) Transfecc¥o em presenca de fosfato de célcio

1.1) Transfecgdo das_células L_de ratinho ( gquadro V)

Submeten-se 5. 10° células L de ratinho a uma transfecgo
de 15 pg de ADN de cada um dos vectores pXJl, pXJ2 ou pXJ3.
0 plasmideo pAG50 no qual o gene Neo® r esta sob comando dos elg
mentos do control de transcrigdo do gene tk do virus Herpes
simplex & escolhido como prova ( COLBERE-GARAPIN et al.,

1981),
24 horas depois da transfecg®o, as células s&o selecio-

nadas em meio liquido em presenga de 800 pg de H418 por ml de
cultura. Ao f£im de 14 dias de seleccZo, as células que ndo So-
freram transfeccdo assim como as células transfectadas com o
plasmideo pXJ2 estdo todas mortas. Em contrapartida, as célu-
las transfectadas com pXJl e pXJ3 sobrevivem e comegam a for-
mar as colbnias. Os numeros de coldnias resistentes sdo con-
tados ao fim de 19 dias de seleccdo. A eficécia de transforma-
c3o manifestada pelo clone pXJ3 portador de duas cbpias de ge-
ne Neo® & menor que a do clone pXJ1l que compreende apenas uma
cépia,. '

1.2) Transfeccd@o das_células de codorniz QT6 (Quadro V)

5.105 células de codorniz QT6 sZo transfectadas com 5
ng dos vectores retrovirais pXJl, pXJ2 e pXJ3 respectivamente
Paralelamente, 15 pg de PAG50 s&o utilizados como prova. 25
horas depois da transfecgdo, as células s3o submetidas a sele]
c%0 em meio liquido em presenga de 400 pg de G418 por ml de
cultura,
Ao fim de 7 dias de seleccZo, as células normais ndo

transfectadas estdo todas mortas devido & pressdo de uma se-
leccdo como esta. Para fPacilitar o desenvolvimento de colbni-

Depois de uma selecgdo continua de 4 dias, est®o formadas 33
colénias resistentes no caso de pXJl, ao passo que 0S outros
clones n#o manifestam nenhuma actividade de transformagdo,
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1.3) Transfeccsio dos fibroblastos de embrifio_de_ frango

(quadro V)

5.105 fibroblastos de embriZo de frango secundérios
sdo transfectados com 5 g dos vectores pXJl, pXJ2 e pXJ3 res
pectivamente. Ao mesmo tempo, empregam-—se 15 pg de PpAG50 como
prova, 6 dias depois da transfecg¥o, as células transfectadas
s¥o selecionadas em meio liquido que cont&m 300 pg de G418
por ml de cultura. Ao fim de 2 semanas de selecgdo, os fibro-
blastos normais n¥o transfectadas, assim como os fibroblastos
transfectados por pXJ2 e PAGS50 estdo todos mortos. Em contra-
partida, as células transfectadas com pXJl e pXJ3 comegcam a

Fformar colbébnias., Os nlmeros de colbnias resistentes sdo con-

tados depois de uma selecg@o continua de 3 dias. O clone

pXJ1l contendo uma cbpia do gene Neo® fornece aproximadamente
duas vezes mais colénias resistentes que o clone pXJ3., Os fi-
broblastcs transformados pelos vectores pXJl e pXJ3 apresenta

uma morfologia idéntica a das células normais,

2) Transfecc#o das células L de ratinhos em presenca
de polibreno ( quadro V)

5.105 células I de ratinho s¥o transfectadas com 4pg
de cada un dos ADN transformadores pXJl, pXJ2 , pXJ3 e PAGS50.
48 horas depois da transfecgdo, as células s¥do cultivadas em
meio liquido que contém 800 pg de G418 por ml de cultura. Ao
fim de 12 dias de seleccdo, as células normais ndo transfec-
tadas, assim como as células transfectadas com 0s plasmideos
pXJ2 e PAGS50 estdo todas mortas. Em contrapartida, os clones
pXJl e pXJ3 in-duzem o desenvolvimento de colbdnias resisten~
tes,

A eficécia do método de transfecgdo pelo polibreno-
DMSO mostra-se muito maior que a do método do fosfato de cal-

cio,
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QUADRO V
TRANSFECGAO DAS CELULAS EUCARIOTICAS PELOS VECTORES
RETROVIRAIS
Clone|  Bstrutura N sae. | tronsormacto
(pg_) transfor-
madas
Namero de células L de ratinho:5 105 Seleccdo em presenga de
G418
800pg/ml
- P .
XJ1 | TR neo”  LTR 15 19
px]e | T e TR 15 0 CaPo,
X713 | ITR  neo” neo” LT 15 17
bG5S0 | T¥Pr ndo” TKpolya 15 9
pxJ1 | L neo. LR 4 32:36
pxJ2 | BTR  néo.  LIR 4 0;0 POLIBRENO-
pX]3 | IR neor Aeb LiR| 4 20; 24 DMSO
pAG50| B Ael Tkpolya 4 35;32
5 100 células de codorniz QT6 G418:400pg/ml
pXxJ1 | LT neo LT 5 33
oxJ2 | TTR Teo. LY 5 0 capo
bx]3 | DT neo uel: LIR| 5 0 4
650 | FXTEY el Prpolya 5 0
5 10° fibroblastos de frango embrionério (CEF)G418:300pg/ml]
pXJl | LT neo LT 5 7
pXJ2 | LIR nao LTR 5 0 CaPO4
%33 | ITR__neonel IR 5 3
bac50| t%ph negr TkpolyA 5 0
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A organizac3o transcricional dos ADN transformadores esté
indicada neste quadro. A orientagdo transcricional de cada
componente é indicada por uma seta horizontal.

. tkpr : promotor do gene tk de ESV

tkpoliA : sinal de poliadenilacZo do gene tk de HSV.

EXEMPLO 15

1) Preparac3io do clone mJS21 erb” (figura 24)

Este clone foi preparado a partir do clone pJS2l (exemp
lo 2, figura 23) que comtém, além das sequéncias ja descritas),
40 nuclebtidos pertencentes ao oncogéneo erbB que est¥o situa
dos em 5' do gene env. Bsta sequéncia residual foi eliminada
por linearizag¥o EcoRI e digestdo com Bal3l. -

Os fragmentos obtidos s@o reparados pela DNA polimerase
T. A inserc#o & solta no local BamHI por assimilag@o enzimati-
ca e purificada por electroeluigdo depois de separagdo sobre

gel de agarose.
Os fragmentos purificados s&o seguidamente clonados na

forma replicativa do fago M13 previamente preparado. Depois
de ligacdo e transformagdo de uma cultura bacteriana JM103
competente, os fagos monocatenérios recombinantes sdo analisa
dos por hibridacdo com um clone que contém o fragmento JS21
integrado em sentido inverso. Os clones pressupostos sdo entdd
verificados por sequenciagdo.

0 clone mJS21 erb” retido comega no gene env 9 nucleb-
tidos em 3' do cod¥o terminal do gene erbB.

'2) Preparacdio do clone mpllgag

mplOgag erbA contém os Gltimos 4C0 nuclebtidos do gene
gag assim como os 400 primeiros nucledtidos do gene erbA, Da
mesma maneira que para o clone mJS21 erb , a sequéncia erbA
do clone mplOgag erbA foi eliminado por digest@o com a exonuc
lease Bal3l (figura 24).

No clone mpllgag retido, depois de analise por sequencis
c#o clones pressupostos, o gene erbA & completamente elimina-
do, assim como 12 nuclebtidos 3' terminais do gene gag.

- 56 -

<




10

15

20

25

30

35

56.705
Ref: 10912/332813

3) Preparacso do clone mpl0-J (figura 25)

0 fragmento J foi preparado a partir do clone mpll pl5-
16 (exemplo 10)(denominado 15-16). Este contém, além da sequéj
cia J, os 550 Gltimos nuclebtidos do gene erbA. Depois de ana

lise da sequéncia publicada por DEBUIRE e col. (1984) a respe}

to desta regido do AEV, identificou~se um local de restrigdo
FoXI fnico situado na proximidade da jungdo das duas sequénci
as erbA e J. Assim, a digest3o do ADN do clone mpll pl5-16
por esta endonuclease liberta o fragmento J. Em 5' de J, ape-
nas se mantém 10 nuclebticos da sequéncia codificadora do ge-|

ne erbA.

EXEMPLO 16

RECONSTRUCAO DO VECTOR DESTITUIDO DE SEQUENCIAS ONCOGENEAS

A reuniZo dos diferentes clones obtidos no exemplo.15
efectua-se no plasmideo bacteriano pBR328 (BOLIVAR e col.,
1977). Este pode inserir, de facto, fragmentos de grande di-
menszo e ser seleccionado quanto a sua resisténcia a ampicili

na,

1) Clonacdo da sequéncia gag do mpllgag
no pRR328 (figura 26)

0 primeiro fragmento introduzido no plasmideo & o que
contém o gene presente sobre o clone mpllgag. O clone pBRgag
assim obtido & analisado por cartografia nas endonucleasses

de restrigdo,

2) PreparacZo do clone pBRgag-J (figura 27)

a) Preparacdo_do_vector pBRgag

A preparag¥o do vector pBRgag para a insergdo do frag-
mento J necessitou de uma série de fases destinadas a conser-
var o local EcoRI situado em 3' da sequéncia gag. Este local
BcoRI deve, de facto, na construg¥o final, servir de local
fnico de clonac#o para os genes a inserir no retroviral.
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Para preparar o vector pBRgag, utiliza-se a T4 DNA poli
merase, a fim de obter extremidades francas depois de diges-
tdo pela endonuclease SacI. A actividade desta T4 DNA polime-
rase ndo & rigorosamente controlavel, e, tendo em conta que
os dois locais enzim&ticos utilizados para esta subclonagdo
(SacI e ECORI) pertencem ao polilinker dofago M13, e estdo
muito préximos um do outro, corre-se o risco de perder o local
EcoRI, E por esta razdo que se introduz no vector pBRgag, a
fim de afastar o local EcoRI do local SacI, um fragmento de
ADN com 2,7 kb pertencente ao gene de gama globina Humana. Es-
ta astficia técina permite, depois de diversas fases, conservay

o local EcoRI,

b) Preparacdo do clone mplO-J

0 fragmento J, tal como foi preparado, esté contido no
vector mplO entre os locais SamI e EcoRI do polilinker. Isto
provoca o apareceimnto, em 5' do fragmento J, de 5 locais de
restricZo( BamHI, XbaI, Sall, PstI e HindIII). Ora, para o
proseguimento da construg@o,o local BamHI deve ser suprimido,.
Isto faz-se por digestZo com a endonuclease BamHI, em seguida
enchimento pela DNA polimerase I e ligag&o. Depois de anélise
por cartografia das formas replicativas do fago M13, os clones
pressupostos sZo analisados por sequenciagdo.,

0 clone mplO assim preparado é entdo clonado no p3Rgag
Depois de transformagdo de uma cultura bactériana C600 R/S
competente, 0s clones recombinantes pBRgag-J s#o analisados
por cartografia; A clonac3o do fragmento J no pERgag cria um
local Gnico Xbal situado em 5' de J que seré& utilizado para
clonac3o dos genes a inserir no vector.

3) Clonacdo do fragmento JS21 erb em 3' de J no vector
pRRgag-J ( figura 28 )

0 vector pBRgag-J e o fragmento JS21 erb” sdo separa4
dos conforme indicado na figura. A clonacd@o do fragmento JS21
erb” em 3' de J proporciona ao vector a sequéncia do gene env
e a LTR 3'. Cria também um local unico ECORI que sera utilizad

- 58 -




10

15

20

25

30

35

56 .705
Ref: 10912/332813

do para a subclonagdo dos genes a inserir‘no vector, Os clo-
nes pBRgag-J env LTR assim obtidos sdo analisados por carto-
grafia,
4) Clonacdo do vector pBRgag-J env LTR no pJS2l
( figura 29 )

0 fragmento pBRgag-J env LTR e o pJS21 s¥o preparados
conforme indicado na figura. Esta subclonagdo proporciona ao
vector a LTR 5', a sequéncia guia, e permite reconstituir o
gene gag tal como existe no AEV selvagem. O clone pBRgag-J-
env 2LTR assim 6btido & analisado por cartografia,

Deve notar-se que esta fase conduz ao aparecimento de
um local EcoRI suplementar situado na jungdo das sequéncias
AEV e pBR322. Este dever& ser eliminado ulteriormente por di-
gest¥o parcial a fim de n¥o se ter sendo um local EcoRI situa
do em 3' do fragmento ] e que serviré para a clonagdo dos ge-
nes a inserir,

Este clone pBRgag-J-env 2 LTR contém entre os 2LTR o
genoma do AEV sem sequéncia oncogénea, e tem também um local
de clonacd@o finico XabI situado em 5' do fragmento J.

Um fragmento de restrigdo XabI do transportador Tn5
incluindo o gene Neo® & introduzido no local Xbal de pBRgag-
J-env 2LTR, o plasmideo resultante & pAEV TSN que induziu a
resisténcia ao G418 para as células aviérias transformadas.

EXEMPLO 17

TRANSFERENCIA DE GENES NA DEPENDENCIA DO PROMOTOR VIRAL

Numa primeira série de construgBes, o gene Neo¥ do
transportador bactériano Tn5 foi inserido em vez do gene v-
erbB ( exemplo 12 e seguintes ). Os virus produzidos podiam
induzir a resisténcia das células infectadas & droga G418 de-
monstrando assim a transcric¥o e a tradug¥o correctasdos ge-
ne inserido. Esta construcdo deixava subsistir, no entanto,
varios coddes de iniciagdo potenciais de tradugdo, em quadros
de leituras diversas, a montante da sequéncia codificadora do
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gene Neor. A fim de aumentar a eficécia de tradugdo do gene e
com o objectivo de produzir um vector universal de transferén
cia, a sequéncia do vector foi modificada para deixar subsis-
tir apenas os codBes iniciadores normalmente utilizados para
a traducdo dos genes virais.

a) Construc¥o de um vector universal portador de um
local de clonac3o NdelI ao nivel de um coddo ini-
ciador ATG (figura 30)

A regiZo codificadora do gene v-erbB apresenta em 5' a
sequéncia seguinte:

- - - 5' 'GGC CCA TTAC TAC TGC ATE AAG 'TGT 3' - - -

Depois de entrangamento do ARN genbmico em ARN subgenb-
mico, esta sequéncia ordena-se depois da sequéncia guia do
ARN subgenémico que & portador.do coddo iniciador de tradugdo
Esta disposigdo fornece a trama codificadora indicada acima
(/.

Criou-se um local NdeI recobrindo o cod¥o ATG pelo méto
do de mutagénese pontual dirigida, de acordo com ZOLLER e col]
(1983), utilizando um oligonuclebtido sintético de sequéncia:

5 CACTTCAEATGGTGGTCTGG
Ndﬁl

A modificadora de ssaquéncia foi realizada sobre o clone
pl5-16 (figura 12) para fornecer o clone pXJ7 no qual a sequg
cia em 5' do gene v-erb é agora a seguinte:

qh
— - - 5' GGC CCA 'GAC' TAC TAT 'ATG AAG TGT 3' - - -
Ndel

Esta sequéncia foi inserida no vector de acordo com a
construcdo apresentada na figura 30 para fornecer finalmente
o genoma viral vector suportado pelo plasmideo pXJ1ll a partinm
de pJS21 e PAEV124 obtido por supressdo PstI-PstI no gene
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v-erbA de pAEV11,

Este clone proporciona, portanto, um sistema universal
de construcdo de genomas vectores nos quais qualquer sequéncia
inserida no local de clonacdo Ndel estaré automaticamente em
fase com a trama de traducdo proteica iniciada na regido guia
dos ADN virais transcritos. Os genes que deverdo ser integra-
dos nestes vectores deverdo compreender, por conseguinte, um
local de restric#o NdeI ao nivel do seu coddo ATG iniciador.

b) Construc3o de um gene Neo® portador de um local
de restricdo Ndel ao nivel do coddo iniciador

A sequéncia nucleotidica ac nivel da regiZo 5' do gene

Neor é a seguinte:

51 GATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGC ATG ATT TAR'-~ - - 3!

Esta sequéncia foi modificada por mutagénese pontual diA
rigida por meio de um oligonuclebtido de sintese de sequéncia:

5% GATCGTTTCATATGATTGAAC 3!
Ndel

Construiu-se assim o plasmideo pXJ10 que contém o gene
Neo® modificado no qual um local NdeI se encontra ao nivel do
coddo iniciador., A parte codificadora do gene pode ser isoladg
deste plasmideo depois de digestdo por Ndel e Bglll,

¢) Construcdo de um vector retroviral portador do gene

Neo¥ modificado

A parte codificadora do gene Neo¥ modificado foi inseri-
da no plasmideo pXJ1l ao nivel do local Ndel de maneira que a
sequéncia Neo® esteja no sentido de transcrigdo normal do ge-
noma viral. Obteve-se assim o plasmideo pXJ1l2. A estrutura fi-
nal do plasmideo e do genoma viral foi verificada por cartogrg
fia de restricZo, designadamente para confirmar a presenga do
local NdeI, e, por conseguinte, a validade da sequéncia proxi-
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ma do cod3o iniciador do gene. A estrutura deste plasmideo

est& indicada na figura 31.

Quando & transferido para as bactérias, este plasmi-
deo induz as suas resisténcias & canamicina para a concentra-
cdo de SOpg/ ml. Este plasmideoconstitui assim uma espécie de
vector naveta podendo ser seleccionado tanto entre bactérias
sob a forma de plasmideos como entre células aviérias sob a
forma de provirus,

d) ProducZo de virus derivados do plasmideo pXJ21

Por co-transformac3o do ADN do plasmideo pXJ12 e do
ADN que contém os genomas de virus auxiliar RAV-1 ou. RAV-2
sobre fibroblastos de frango, foi possivel recuperar viriBes
AEV-XJ1 (RAV-1) e AEV-XJ12 (RAV-2). Estes viriBes podem infec
tar fibroblastos de frango " in vitro" e induzir a sua resis-

téncia a droga G518,
0 virus AEV-XJ12 constitui, portanto, um vector viral

seleccionéavel. Os genes a transferir poderZo ser inseridos
na regido ainda ocupada pelas sequéncias v-erbA,

e) Expressdo dos genes virais nos fibroblastos
de frango infectados pelos vectores AEV-XJ1 e AE V-
XJ1l2

A fim de verificar se a insergdo do gene Neo® no ge-
noma viral nZio altera os mecanismos de transcrigdo, analisa-
ram-se os ARN produzidos nos fibroblastos de frango infecta-
dos pelos vectores AEV-XJ1 ( vector que contém vérios ATG) e
AEV-XJ12.

Encontram-se de novo nas células dois tipos de ARN
gue correspondem ao ARN genbmicos e subgenbmicos, o que de-
monstra que a maturacdo dos ARN & correcta. No entanto, nas
células infectadas por AEV-XJ1l, observa-se uma predomin&ncia
dos ARN subgenémico que codifica para a proteina Neo®. As ex-
pressBes relativas dos ARN genémicos e subgenémicos ndo sdo
sensivelmente diferentes nas células cultivadas em presenga
ou na ausdncia de 5418, Em contrapartida, nos fibroblastos
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infectados por AEV-XJ12, oberva-se sensivelmente mais ARN ge-
némico que ARN subgenémico, numa proporgdo igual a observada
no AEV selvagem.
£) Método de titulacHo de virus aviarios
portadores do gene Neo®

A titulac3o bioldgica de virus portador de um gene
Neo® baseia-se na induc3o da resisténcia ao G418 das células
infectadas. N#o foi proposto até agora nenhum método padrdo
para os virus aviérios. Elaborou-se um método baseado na uti-
lizac%o de fibroblastos de embriZo de frango de estirpe Legh-
orn Spafas C/O. Estas células s¥o sensiveis a todos os subgru
pos retrovirais aviérios.

Na pratica, infectam-se fibroblastos secundarios
em cultura com diluigdes crescentes de suspens3o de virus,
em seguida cultivam-se em presenca de 5418, O titulo do virus
er r-f£fu/ml ( resistant focus forming unit ) representa o pro
duto do nfimero de focos resistentes por cultura pela diluigdo
da suspensdo viral utilizada para a infecg@o,

Um ponto critico desta experiéncia é o momento da
adic3o da droga em relacZ@o ao momento da infecgdo. A adicgdo
da droga nZo deve ser tardia de mais, para evitar as infec-

cBes secundérias, o que conduziria a sobrestimar o titulo do
virus, nem precoce de mais, a fim de permitir a expressdo da
proteina Neo® em quantidade suficiente nas células infectadas
a fim de torné-las resistentes.

Uma an&lise cinética mostra que a estimativa do
titulo por meio desta experidncia & igual quando a droga é
adicionada dentro das 24 horas que se seguem a infecgdo, A
dose de G418 utilizada para os fibroblastos de frango Spafas
& de 200ug/ml.

Os vectores de acordo com o presente invento per-
mitem preparar células resistentes ao G418 e permitiram clo-
nar e exprimir a globina humana, em particular a delta globi-
na humana, tendo as experiéncias com as outras globinas dado

resultados equivalentes.,
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DEPOSITO DE ESTIRPES

Depositaram-se as estirpes seguintes na Colecgdo Naciod

nal de Culturas de Microrganismos do Instituto Pasteur, 28,
rua do Doutor Roux, 75724 Paris Cedex 15, com ©OS numeros Se-
guintes:
Estirpe E. coli 600 pAEV TSN no,I-492
Estirpe E. coli 600RS PpAEVA28 no,I-493

Estirpe E.coli 600RS PpAEVXJ12 no,I-494

EXEMPLO 18

DESENVOLVIMENTO DE CHLULAS AUXILIARES AVIARIAS

Este exemplo diz respeito a culturas de células auxilis

ares aviérias nas quais os 3 genes gag, pol e env exprimen-se
mas n3o se podem introduzir nos viriBes produzidos.

0 conjunto dos genes gag-pol-env foi isolado num frag-
mento fmico de ADN a partir de um plasmideo contendo o genoma
do virus auxiliar RAV-1 fornecido por J.M. Bishop (UCSF). Es-
te fragmento esté limitado em 5' por um local Sacl sitado a
146 nucleotidos a montante do coda® iniciador de gene gdag, e
em 3' por um local AccI situado a 120 nuclebtidos a jusante
do cod¥o de terminaczo do gene env. As sequéncias responséavei
pela encapsidag®o dos genomas virais aviarios ndo estdo pre-
sentes no fragmento considerado. Este fragmento foi inserido
nos plasmideos permitindo a express#@o dos genes nas células

eucaribticas,
No plasmidio HP1l, o conjunto gag-pol-env foi clonado

entre o promotor do gene TK do virus HSV1 e o sinal de polia-
denilac%o do mesmo virus ambos isolados do plasmideo PAG60 de
CO1BERE-GARAPIN e al, ( 1981),

No plasmideo HP2, 0s genes gag-pol-env foram inserids
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entre o promotor - aumento do gene precoce do virus SV40 e
uma sequéncia contendo o intron do gene T e o sinal de polia-
denilac#o do virus SV40, isolados do plasmidec pSV2gpt de MUL
LIGAN E BERG ( 1981).
Estes plasmideos foram transfectados sobre células de
codorniz, estirpe QT6, e fibroblastos de frango. Tendo em vig
ta seleccionar as células transfectadas, os ADN destes plas-
mideos foram co-transfectados com o ADN de plasmideos tendo
o marcador de seleccdo, quer seja o plasmideo pAG6D, quer se-
ja o plasmideo pXJ12. Os focus de células resistentes depois
de seleccdo de G418 foram recolhidos previamente e cultivados
isoladamente. Outros foram reagrupados e cultivados em conjun
to. A producdo de particulas virais por estas células foi tes
tada ao procurar a presenga de transcriptase inversa sob a
forma particular nos sobrenadantes das culturas. Esta activi-
dade foi comparada a dos sobrenadantes das células eritxleu -
cémicas 6C2 de frango altamente produtoras de virus AEV. En-
tre 9 culturas de células QT6 transfectadas com EPl e HPZ2,
7 apresentam uma actividade inversa de transcriptase signifi-
cativa em que 5 mostram uma actividade superior & das células

6C2.
Estes resultados demonstram:

- por um lado, que a expressdo dos genes gag,pol e env é
possivel a partir de um promotor diferente do contido

nas LTR virais,

- por outro lado, que se pode produzir virides extra-celu-
lares a partir de genomas virais auxiliares desprovidos
de LTR e de sequéncias de encapsulagdo.

0 depbsito do primeiro pedido para o invento acima
descrito foi efectuado em Franca em 15 de Cutubro de 1984 sob
o ne, 84 15764,
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-REIVINDICAGCOUTE S~

12 - Processo de modificag¥o de células eucaribticas,
caracterizado pelo facto de se efectuar uma infecgdo das cé-
1ulas com um virus de clonacdo ou de expressdo de um gene es-
tranho constituido por todo ou parte do genoma de um retrovi-
rus e que compreende um gene estranho, pelo menos, situado
entre as duas sequéncias LTR ( REPETICAO TERMINAL COMPRIDA ).

na - Processo de acordo com a reivindicag¢do 1, carac-
terizado pelo facto de o retrovirus ali referido ser um virus
aviério.

32 - Processo de acordo com as reivindicagBes 1 ou 2,
caracterizado pelo facto de o retrovirus ser o virus da eri-
trobastose aviaria.

42 - Processo de acordo com as reivindicagBes 1 a 3,
caracterizado pelo facto de o virus apresentar um caracter
oncogéneo,

52 - Processo de acordo com a reivindicagdo 4, carac-
terizado pelo facto de ter sido conservada a sequéncia v-erbB

62 - Processo de acordo com qualquer das reivindica-
cBes 1 a 5, caracterizado pelo facto de o gene estranho ter
sido inserido entre o fim do gene v-erb e a sequéncia LTR a
jusante,

72 - Processo de acordo com qualquer das reivindica-
cBes 1 a 6, caracterizado pelo Pacto de o gene estranho estar
orientado no sentido da leitura do genoma viral.

ga - Processo de acordo com qualquer das reivindica-
cBes 1 a 7, caracterizado pelo facto de o gene estranho estar
orientado no sentido contrério ao sentido da leitura do geno-
ma viral.

92 - Processo de acordo com qualquer das reivindica~
cBes 1 a &, caracterizado pelo facto de o gene estranho estar
na dependédncia de um promotor do retrovirus.
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102 - Processo de acordo com a reivindicagdo 9, ca-
racterizado pelo facto de o virus vector ser o virus AEV2LTR.

112 - Processo de acordo com qualquer das reivindi-
cacBes 1 a 3, caracterizado pelo facto de o virus ser despro-
vido de caracter oncogéneo.

122 - Processo de acordo com a reivindicagdo 11, ca
racterizado pelo facto de o gene v-erbB ter sido, pelo menos
parcialmente suprimido.

132 - Processo de acordo com qualquer das reivindi-
cacgBes 11 e 12, caracterizado pelo facto de um gene estranho,
pelo menos, estar inserido a jusante do gene v-erbA,

142 -~ Processo de acordo com a reivindicag&o 11,
caracterizado pelo facto de os genes v-erbE e v-erbA terem

o

sido suprimidos.
152 - Processo de acordo com a reivindicagdo 14,

caracterizado pelo facto de dois genes estranhos estarem in-
seridos entre as duas sequéncias LTR.

162 - Processo de acordo com a reivindicagdo 14,
caracterizado pelo facto de um dos genes estranhos estar in-
serido entre os dois situs de entrangamento e o outro gene
estranho estar inserido no exterior dos situs de entrancamen-
to e a jusante destes.

172 — Processo de acordo com qualquer das reivindi-
cacBes 15 e 16, caracterizado pelo facto de os dois genes es-
tranhos inseridos estarem, cada um, de maneira independente
e numa relaco determinada, sob o controlo de um mesmo pro-

motor.
182 - Processo de acordo com a reivindicagdo 17,

caracterizado pelo facto de entre os dois genes estranhos
inseridos, um proporcionar um caracter seleccionével,

192 - Processo de acordo com as reivindicagfes 1l 3
18, caracterizado pelo facto de © virus compreender um gene
marcador, pelo menos, em particular um gene de resisténcia a

un antibiético, que se exprime nas células.
002 - Processo de acordo com as reivindicagBes 11 §
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19, caracterizado pelo facto de um gene estranho inserido,pe-
10 menos, ser escolhido entre 0s genes humanos de globina
delta, globina beta, globina alfa e o gene de origem bacterig
na Neo®.

212 - Processo de acordo com as reivindicagBes 1 a
20, caracterizado pelo facto de o dene ou genes estranhos in-
seridos compreenderem a montante os seus proprios elementos
de express¥o nas células eucaribticas.

002 - Processo de acordo com qualquer das reivindica
cBes 1 a 20, caracterizado pelo facto de os genes estranhos
inseridos estarem na dependéncia de um elemento de expressdo

viral,
532 - Processo de acordo com qualquer das reivindica-

¢Bes 14 a 22, caracterizado pelo facto de o virus de clonagdd
e de expressdo em si prbprio compreender um locus de restri-
cZo, pelo menos, ftnico entre oS dois locus de entrangamento
e um locus de restrigdo fmico no exterior e a jusante dos

locus de entrangamento,.
n42 - Processo de acordo com a reivindicagdo 23, ca-

racterizado pelo facto de o locus de restricd@o Gnico no ex-
terior dos locus de entrangamento ser um locus Ndel situado
ao nivel do cod3o de iniciag®0 do gene v-erbB.

252 .~ Processo de acordo com a reivindicagdo 23, ca-
racterizado pelo facto de os genes inseridos estarem na de-
pendéncia do promotor da sequéncia condutora.

262 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1, ca-
racterizado pelo facto de se efectuar uma co-infecgdo com um
" yvirus assistente " que compreende os dgenes que asseguram a
replicagdo do virus de clonag3o ou de expressdo. '

072 - processo de modificag@o de células eucariBticas
de acordo com as reivindicagBes anteriores, caracterizado pe-
1o facto de se efectuar uma transfeccdo das células com um
plasmideo vector de clonac3o ou de expressio de um gene €S-
tranho, que compreende uma sequéncia compbsita de ADN trans-
crito inverso de um virus obtido de acordo com qualguer das
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reivindicagles 1 a 25.

282 — Processo de acordo com a reivindicagdo 27,
caracterizado pelo facto de o plasmideo compreender uma sequ-
dncia de ADN de un plasmideo bacteriano, um fago ou um cos-
mideo.

292 - Processo de acordo com a reivindicagdo 28,
caracterizado pelo facto de a sequéncia de ADN de plasmideo
bacteriano compreender,pelo menos, uma origem de replicagéo,
nas bactérias e um gene marcador de selecg3o nas bactérias.

302 - Processo de acordo com a reivindicagdo 27,
caracterizado pelo facto de ser efectuada uma co-transfeccgdo
das células com um " plasmideo assistente " cujos genes asse-
guram a replicag@io do vector de clonag#o ou de express@o.

312 -~ Processo de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo facto de as células modificadas serem cé-
lulas aviérias.

322 - Processo de acordo com a reivindicagdo 31,
caracterizado pelo facto de as células modificadas serem cé-
l1ulas hematopoéticas ou células germinais.

332 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo facto de as células modificadas serem fi-
broblastos embrionéris de frango.

342 — Processo de acordo com qualquer das reivin-
dicacBes 1 e 31 a 33, caracterizado pelo facto de O gene es-
tranho estar integrado no genoma da célula na forma de provi-
rus.,

352 - Processo de acordo com a reivindicagdo 34,
caracterizado pelo facto de se tratar de uma célula ndo avié-
ria.

362 - Processo de preparagdo, de pelo menos, uma
proteina determinada, por meio de cultura de células de acor-
do com qualquer das reivindicagBes 33 a 38, com O gene estra-
nho a codificar para a referida proteina e sendo a proteina

recuperada apbs a cultura,
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Lisboa,

Por INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE ( INRA )
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