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HEMORIA DESCRITIVA

Resumo

0 presente invento diz respeito a poli-
peptideos relacionados com factores de ligacao a imunoglo-
bulina E {(IgE-BFs) humanos, mRiAs, DiNAs e vectores hibridos
codificadores dos referidos polipeptideos, hospedeiros pos-
suidores dos referidos vectores hibridos, processos para a

preparacao dos referidos polipeptideos, mRliAs, DNAs, vecto-
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res hibridos e hospedeiros. Os polipeptideos poden ser usa-
dos para a prevengao e/ou tratamento de doencas alergicas
e deste modo ¢ invento tambem se relaciona com preparvacoes

farmaceuticas que os incluem.

C processo para a preparacao
dos referidos polipeptideos consiste em se cultivar um hos-
pedeiro transformado contendo um vector hibrido compreenden-
do a sequéncia de DNA codificadora do referico polipeptideo
ou se traduzir num sistema de tradugéo adequado o mRNA codi-

ficador do referido polipeptideo.




0 invento diz respeito a polipep
tideos relacionados com factores de 1igag§o a imunoglobuli-
na E {(IgE-BFs) humanos, mRHis, e Dliks e vectores hibridos
codificadores dos referidos polipeptideos, hospedeiros pos-
suidores dos referidos vectores hibridos, processos para a
preparagéo dos referidos polipeptideos, mRiAs DiilAs, vectores
hibridos e hospedeiros. Os polipeptideos podem ser usados
para a prevengéo e/ou tratamento ce doencas alergicas e des-
te nodo o invento tambem se relaciona comn preparagaes farna-

ceuticas que os incluem.

Fundamento do invento

As doencas alergicas sao ainda
um importante problema de satide devido a sua alta insidéncia
(20 a 30% da populagao) e a falta de tratamento que as curem.
Geralmente a terapia esta restringida ao uso de anti-hista-
minas ou de processos de imunizacao mais ou menos eficazes.
As drogas anti-alérgicas classicas tém certas desvantagens,
especialmente por causarem varios efeitos secundarios no do-
ente tratado. O processo de inunizacao esta limitado a um ou
dois alergenios enguanto que a maior parte dos pacientes
sao sensiveis a uma larga gama de alergénios. Alénm disso,

o tratamento por hipossensibilizacao nao cura nem protege.

A vasta maioria das doengas alér-
cicas sao mediadas por anticorpos imunoglobulina E {IgE} di-
rigidos contra uma multidao de elergénios provenientes do ar,
e.g. polens, pélos de animais, acaros do po, antigénios ali-
mentares, agentes farmacoldgicos, e.g. penicilinas, ou vene-

no de himenopteros. 0s mecanisitos de regulacao da produgao
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de IgE foram extensivamente investigados em animais de labo-
ratorio é-K. Ishizaka, Ann. Rev., Immunol. 2, 159 (198427.
Tstes estudos indicaram claramente a existéncia de mecanis-
mos de controle da producao de IgZ nao especificos de anti-
génio mas especificos de isotipo de IgE em modelos animais.
As moléculas efectoras destes mecanismos reguladores foram
designadas factores de ligagcao a IgE {IgE-BFs) devido a sua
afinidade para IgE. Os IgE-BFs podem ser divididos em facto-
res supressores de IgEk (IgE-SFs) e factores potenciadores

de IgE (IgE (IgE-PFs). Estas moléculas diferem apenas no seu
teor em hidratos de carbono. Os IgE-PFs nao sao glicosilados
ou sao menos glicosilados que os correspondentes IgE-PFs. A
produgao real de IgE em modelos animais ¢ determinada pela

proporgéo entre estes dois tipos de IgE-BFs.

As mesmas células sao capazes de
secretar IgE-SFs ou IgE-PFs dependendo da influéncia de fac-
tores inibidores ou indutores da glicosilagao que sao secre-
tados por subpopulagaes distintas de linfocitos T regulado-

res.

M. Sarfati et al / Immunology 53,
197, 207, 783 (198427 documentaram a existéncia de linhas
de células B humanas secretoras de IgE-BFs dotadas de acti-
vidades biologicas semelhantes as descritas em roedores. Ou-
tros investigadores descreveram a producao de IgE-BFs por
células T humanas Z_T.F. Huff e K. Ishizaka, Proc. MHatl, Acad.
Sci. {(USA) 81, 1514 (198427 e por métodos de engenharia ge-
netica [—Pedido de Patente Europeia 155 1927. As relagoes
entre IgE-BFs com origem em células T e os que tém origem
em celulas B nao eram até agora conhecidas. Conforme sera
evidente a partir do presente invento o0s Igi8-BFs com origem
em células B tem menos do que homologia estatistica com os

IgE-BFs com origem em celulas T.
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Os IgE-BFs purificados sao impor-
tantes para o diagnostico e terapia de doengas alergicas e
doencgas de regulagéo imune relacionadas com elas. Em parti-
cular os IgE-BFs com actividade supressora de IgE devem ser
Uteis no tratamento de doengas alérgicas, enquanto que 0S
IgE-BFs com actividade potenciadora de Igh devem aumentar
a resisténcia a infecgoes, por exemplo resisténcia a infec-

¢oes por parasitas.

Os ensaios para a deteccao de
IgE-BFs de células B sao baseados num teste de inibicao de
rosetas em que células RPMI 8866 (numa linha linfoblastoide
de celulas B) expressando receptores para IgE (Fc R) sao ro-
setados com eritrocitos bovinos revestidos com IgE. Se os
{ltimos forem primeiro incubados com IgE-BFs eles nao seram
mais capazes de se ligarem as celulas RPMI 8866 e a propor-
cao de celulas formadoras de rosetas e portanto reduzida.
Este ensaio nao e quantitativo, e técnicamente delicado de-
vido a variabilidade no acoplamento de IgE a eritrocitos bo-
vinos e e macador porque as rosetas devem ser examinadas ao
microscopio, deve-se ter permanentemente a disposigéo linha
celulares, os eritrocitos revestidos com IgE devem ser pre-
parados regularmente, etc., de modo que apenas um pequeno
numero de testes (20-40) podem ser efectuados razoavelmente
por uma pessoa num dia. Num ensaio mais adequado, guantita-
tivo & facil de efectuar, utilizam-se anticorpos monoclonais
contra Fc R de linfocitos os quais dao reaccao cruzada com
Igi-BFs. Tais anticorpos monoclonais foram preparados por
G. Delaspasse et al., EP 86810244.3, e as linhas celulares
de hibridoma que os produzem estao depositadas na Collection
Nationale de Culturas de Microorganismes, Instituto Pasteur,
Paris e estao disponiveis com o numero de acesso I-425 (clo-
ne 208.25 A. 4,3/135), I-420 {(clone 208.25 D. 2,1/176), I-
~451 (clone 207.25 A. 4,4/30), I-420 {clone 207.25 A. 4,4/45)
e T-486 (clone 208.25 D. 2/94). Os anticorpos monoclonais
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correspondentes sao designados Mab-135, Mab-176, Mab-30,
Mab-45 e Mab-94, respectivamente. LEles permitem tambem uma

purificacao eficaz de IgE-BFs por cromatografia de afinidade.

Apesar do uso dos anticorpos mo-
noclonais referidos foi ate aqui impossivel determinar a se-
quéncia de aminoacidos de um unico IgE-BF isolado a partir
de uma linha natural de células B humanas. Para fins terapéu
ticos seria altamente desejavel possuir um tnico polipepti-
deo limpo com uma sequéncia de aminoacidos defenida tendo
a desejada propriedade de ligacao a IgE e que fosse facil-

mente preparada em grandes quantidades.

0 progresso rapido dos metodos

de DHA recombinante nos ultimos anos proporcionou os métodos
gerais para se atingir este objectivo. Nos casos em que se
desconhece a estrutura do polipeptideo, o sucesso da tecni-
ca de DNA recombinante depende da identificacao de um mRNA
ou de um DNA codificador do polipeptideo pretendido a partir
de uma fonte natural. Apds identificacao de um mRNA através
de un ensaio adequado, pode-se preparar um DNA complementar,
0 cD¥A pode ser incorporado num vector adequado, quando da
transformacao de um hospedeiro adequado com o vector hibrido
obtido, seleccao e cultura dos hospedeiros transformados per
mite a produgao e finalmente isolamenio do polipeptideo. O
isolamento do cDHA codificador do polipeptideo pretendido e
sequénciagéo permite determinar a sequéncia de aminoacidos
do polipeptideo. Pode-se usar o cDNA ou partes dele para o
despiste de mRNA ou do genoma de DNA da fonte natural para
outras sequéncias de nucleotideos codificadoras dos polipep-

tideos pretendidos.

Deste modo, no presente invento

a medida que eram conhecidas as estruturas dos IgE-EFs, o
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primeiro objectivo foi identificar um mRNA de celulas B hu-
manas codificadoras do polipeptideo por transformacao de ovos

L
de ¥enopus laevis com mRNA fraccionado das referidas celulas

B e determinacao dos clones que contém o mRNA pretendido por
um ensaio que utilizasse os anticorpos monoclonais., Outros
objectivos foram a preparagao de cDNAs e vectores hibridos,
a transformacao de hospedeiros adequados e finalmente cultu-
ra dos referidos hospedeiros e isolamento dos polipeptideos
pretendidos. Os altimos nao sao necessariamente idénticos
aos polipeptideos naturais porque pode haver modificacoes

pés—tradugao apos expressgo do polipeptideo.

Objectivos do invento

Os objectivos do invento sao po-
lipeptideos relacionados com IgE-BFs de células B humanas,
vectores hibridos compreendendo como insercao uma sequéncia
de DNA codificadora dos referidos polipeptideos, hospedeiros
transformados contendo os referidos vectores hibridos, mo-
leculas de RNA e DNA codificadoras dos referidos polipepti-
deos e preparagaes farmac&uticas contendo quantidades efica-

zes dos referidos polipeptideos.

Outros objectivos sao os méetodos
para a produgao dos referidos polipeptideos, vectores hibri-
dos, hospedeiros transformados, moleculas de RNA e DNA, pre-

paragoes farmaceuticas e o uso dos referidos polipeptideos.

Um outro objectivo do invento e

proporcionar um metodo para a prevencao e/ou tratamento de




alergias pela administracao de uma quantidade eficaz de um

presente polipeptideo relacionado com IgE-BFs.
Estes objectivos foram consegui-

dos pela preparaggo de um DNA codificador do polipeptideo

com a formula I e seus fragmentos.

Descricao do invento

Os polipeptideos do invento

0 invento diz respeito a um poli-

peptideo tendo a sequéncia de aminoacidos com a formula (I)

1 10 20 30
MEEGQYSEIEELPRRRCCRRGTQIVLLGLYV
40 50 60

TAALWAGLLTLLLLWHWDITQSLKQLEERA

70 80 90
ARNVSQVSKNLESHHGDQMAQKSQSTQISQ

100 110 120
ELEELRAEQQRLKSQDLELSWNLNGLQADL

130 ' 140 150
SSFKSQELNERNEASDLLERLREEVTKLRN




160 170 180
ELQVSSGFVCNTCPEKWINFQRKCY YFGKG

190 200 210
TRKQWVHARYACDDMEGQLVSIHSPEEQDFL

220 230 240
TKHASHTGSWIGLRNLDLKGEFIWVDGSHYV

250 260 270
DYSNWAPGEPTSRSQGEDCVMMRGSGRWND

280 290 3oc
AFCDRKLGAWVCDRLATCIPPASEGSAESH

310 320
GPDSRPDPDGRLPTITPSAPLHS , (D
321

um seu fragmento, mutante ou derivado.

As letras isoladas na formula (I)

representam os seguintes L-aminoacidos naturais:

{A)alanina, {(C)cisteina, (D)acido aspartico, (E)acido glu-
tdmico, (F)fenilalanina, (G)glicina, (H)histidina, (I)iso-
leucina, (K)lisina, (L)leucina, (M)metionina, (N)asparagina,
(P)prolina, (Q)glutamina, (R)arginina, (S)serina, (T)treoni-

na, (V)valina, {(Witriptofano, (Y)tirosina.

Os polipeptideos com a formula I,
seus fragmentos, mutantes e derivados sao aqui agrupados
conjuntamente sob a expressao "polipeptideos do invento".
Eles estao relacionados com os receptores para IgE nas céelu-
las B humanas e, se nao possuirem a sequéncia de ancoragem

a membrana, com os IgE-BFs de Sarfati et al., referido atras.

Os fragmentos dos polipeptideos
do invento sao partes do polipeptideo completo com a formula

(I) tendo pelo menos 10 e até 320 aminoacidos sucessivos nu-




ma sequéncia correspondente a formula (I). Tais fragmentos
sao por exemplo polipeptideos com a formula (I), em que o
primeiro aminoacido, ou até cerca de 133 aminoacidos comegan
do no extremo H foram eliminados. Este extremo com delecgao
e a sequéncia de ancoragem a membrana que liga o polipepti-
deo a membrana citoplasmatica das células B, Outros fragmen-
tos sao polipeptideos com a Férmula (I) em que os aminoaci-
dos entre o extremo N e C, por exemplo os aminoacidos entre
aproximadamente 110 e 130, ou os aminoacidos no extremo C,
por exemplo os aminoacidos entre aproximadamente 250 e 321,

estao eliminados.

0 invento relaciona-se em parti-
cular com um fragmento do polipeptideo com a formula (I),
caracterizado por estar eliminada a sequéncia de aminoacidos
106 a 127; ou por ser seleccionado do grupo consistindo nos
polipeptideos que comegam com qualquer um dos aminoacidos
120, 121, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132,
133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144,
145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156,
157, 158, 159 ou 160 e terminando com qualquer um dos amino-

acidos entre 281 e 321, de preferéncia 321.

Um fragmento preferido do polipep
. - - 3 3 3
tideo com a formula (I) e caracterizado por consistir na se-
. 0} - 3 . ol . . . 0
quéncia de aminoacidos entre o aminoacido 119 e o aminoacido

321,

Um outro fragmento preferido do
polipeptideo com a formula (I) é caracterizado por consistir
na sequéncia de aminodcidos entre os aminoacidos 148 ou 150
e o aminoacido 321. Estes dois fragmentos podem ser encontra
dos nos sobrenadantes de células RPMI 8866 e portanto correg

ponde ao IgE-BF natural.
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Os fragmentos podem ter uma meti-
onina ligada ao extremo N especialmente quando obtidos a par

tir de expressao em E.coli.

Os nutantes dos polipeptideos do
invento sao caracterizados pela troca de um {mutante pontu-
al) ou mais, até cerca de 10, dos seus aminoacidos contra um

. . s . T3 -~ A .
ou mais de outros aminoacidos. Eles sao a consequéncia das
correspondentes mutacoes ao nivel do DNA conduzindo a dife-

rentes codoes,

Derivados do polipeptideo do in-
vento sao aqueles em que grupos funcionais, tais como grupos
amino, hidroxilo, mercapto ou carboxilo, sao derivatizados,
e.g. glicosilados, acilados, amidados ou esterificados res-
pectivamente. Nos derivados glicosilados um oligossacarido
é geralmente ligado 4 aspamgina, serina, treonina e/ou lisi-
na. Os derivados acilados sao especialmente acilados por um
acido natural orglnico ou inorgénico, e.g. acido acético,
dcido fosforico ou acido sulfurico, o que normalmente ocor-
re no grupo amino do extremo N ou em grupos hidroxilo, espe-
cialmente de tirosina ou serina, respectivamente. Os esteres

sao de alcoois naturais, e.g. metanol ou etanol.

Ainda outros derivados podem ser
sais, especialmente sais farmaceuticamente aceitaveis, por
exemplo sais de metais, tals como sais de metais alcalinos

. 3 . - . - .
e de metais alcalino-terrosos, e.g. sais de sodio, potassio,
magnesio, calcio ou zinco, ou sais de amonio formados com
amonia ou com uma amina orgldnica adequada, como seja uma al-
quilamina inferior, e.g. trietilamina, hidroxi-alquil infe-

rior-amina, e.g. 2-hidroxietilamina e similares.

Os polipeptideos com a formula
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{I) tém actividade de ligacao a IgE como pode ser demonstra-
do pelo emnsaio de-inibicao de rosetas e a 1igag50 a anticor-
pos monoclonais, e.g. a Mab-135 e Mab-176, os quais sao es-
pecificos para IgE-BFs. Entre os fragmentos, mutantes e de-
rivados sao preferidos aqueles que possuem actividade de li-

gacao a Igf.

Os polipeptideos do invento sa0
preparados por técnicas de DNA recombinante compreendendo
a identificacao de um mRNA codificador de tal polipeptideo,
preparagao de um DNA ou cDNA, construcao de um vector hibri-
do com cDNA, tarnsformacao de uma célula hospedeira que per-
mita a expressgo do referido vector e isolamento dos referi-

dos polipeptideos.

Deste modo o invento diz respei-
to ainda a um metodo para a produgao de um polipeptideo com
a formula (I), um fragmento, um mutante ou um seu derivado,

caracterizado por

a) cultivar-se um hospedeiro transformado contendo um vec-
tor hibrido compreendendo uma sequéncia de DNA codificadora
de um polipeptideo com a formula (I), um seu fragmento ou

mutante, ou

b) traduzir-se num sistema de traducao adequado o mRNA co-
dificador de um polipeptideo com a formla (I), um seu frag-
mento ou mutante

e, quando necessario, transformacao de um polipeptideo com
a formula (I}, um seu fragmento ou mutante, num seu deriva-
do,




a) Os hospedeiros transformados sao seleccionados entre ce-
lulas procarioticas ou eucarioticas, e.g. bactérias, fungos,
e.g. leveduras ou células de organismos superiores, incluin-
do linhas de células humanas. Sao preferidas estirpes de E.

coli, e.g. HB 101, BZ 234, B1l472 ou estirpes disponiveis de

S.cerevisiae, e.g. RH 971, as quais sao transformadas com
um vector hibrido codificador de um polipeptideo do invento
e contendo promotores, estimuladores, marcas e sequéncias

sinal adequadas e similares.

As células hospedeiras adequadas
sao cultivadas por métodos conhecidos na especialidade, ge-
ralmente num meio liquido contendo fontes assimilaveis de
carbono, azoto e sais inorgldnicos e, se necessario factores

de crescimento adequados.

Para o crescimento de microorga-
nismos pro e eucarioticos transformados podem ser usadas va-
rias fontes de carbonmo. Sao exemplos de fontes de carbono
preferidas os acucares assimilaveis, tais como glucose, mal-
tose, manitol ou lactose, ou um acetato, os quais podem ser
usados por si so ou em misturas adequadas. Sao exemplos de
fontes de azoto adequadas os aminoacidos, proteinas, por exem
plo triptona, peptona ou extratos de carne, extratos de le-
vedura, extratos de malte e também sais de amonio, por exem-
plo cloreto ou nitrato de amonio, os quais podem ser usados

por si sos ou em misturas adequadas.

0 meio contem ainda micronutrien-
tes, por exemplo ioes gt Ca2+, Mg2+, Fe2+, Mn2+, Cu2+, NOg—,
2—- 2~ - - on 3-
SO4 , dPO3 , H?_PO4 , Cl , b03

adicionam-se substéncias que exerc¢am uma pressao selectiva

, € MOOAZ—. De preferéncia

3 . [ -
e que evitem o crescimento de celulas que tenham perdido o
vector de expressao. Assim, por exemplo, adiciona-se ampici-

lina ao meio se o vector de expressao hibrido possuir um ge-




ne ampR. A adicao de substancias antibioticas também tém o
efeito de nao deixar sobreviver microorganismos contaminan-
tes sensiveis ao antibiotico. Se se usar como microorganismo
hospedeiro uma estirpe de levedura que seja auxotrofica por
exemplo para um aminoacido essencial, o plasmideo contem

de preferéncia um gene codificador de uma enzima que comple-
mente o defeito do hospedeiro. A cultura da estirpe de leve-
dura e efectuada num meio minimo deficiente no referido ami-

L,
noacidco.

As células de vertebrados sao cul
tivadas em condicoes de cultura de tecidos usando meios co-
merciais {e.g.Gibco, Flow Laboratories) suplementados na
maioria dos casos com soro de um mamifero. As células sao
crescidas em larga escala ligadas a um suporte solido, como
sejam frascos rolantes {("roller botles"), microveiculos ou
fibras de vidro poroso ou podem crescer livres em suspensao

em recipientes adequados.

A cultura e efctuada por proces-
sos que sao conhecidos. As condicoes de cultura, tais como
temperatura, valor do pH do meio e tempo de fermentacgao, sao
escolhidos de modo a obter-se um titulo maximo do polipepti~-

deo do invento. Assim, numa estirpe de E. coli ou de levedu-

ra & de preferé&ncia cultivada em condicoes de aerobiose em
cultura submersa com agitacao a uma temperatura de cerca de
20 a 40°C, de preferéncia cerca de 30°C e um valor de pH de
4 a 8, de preferéncia a volta de pH7, durante cerca de 4 a
30 horas, de preferdncia até se atingirem producoes maximas

do polipeptideo do invento.

b) O mRHA codificador de polipeptideo do invento pode ser
traduzido e expresso num sistema de traducao adequado como

sejam oocitos de Xenopus laevis. O mR¥A codificador dos po-




lipeptideos do invento é microinjectado em oocitos de Xeno-
pus laevis. Os odcitos transformados sao incubados em solu-
¢ao de Barth, suplementada com FCS a cerca de 20°C durante
cerca de 45 horas. Apos remogao do meio de incubagao os ooci
tos foram homogeneizados em tampao de lise de oocitos e cen-
trifugados. O sobrenadante contem os polipeptideos do inven-
to como se pode mostrar por um ensaio de RIA usando anticor-
pos monoclonais. Este metodo para produggo dos polipeptideos

.

do invento e util principalmente para fins de identificacao.

Quando o nivel do polipeptideo
do invento atinge um maximo, a cultura & interrompida e po-
de-se isolar o polipeptideo. Se o polipeptideo £0r usado com
uma sequéncia de peptideo sinal adequada, ele e secretado
pela célula directamente para o sobrenadante. Se assim nao
£8r as celulas tén de ser destruidas, por exemplo por trata-
mento, com um detergente, como seja SDS ou triton ou lisadas
com lisozima ou uma enzima que actue de modo semelhante. Se
se usar a levedura como microorganismo hospedeiro a parede
celular pode ser removida por digestao enzimatica com uma
glucosidase. Como alternativa ou em adicao pode-se usar pa-
ra rebentar as celulas forgas mecanicas, por exemplo forgas
de acisalhamento (por exemplo prensa X, prensa Francesa, mo-
inho Dyno)} ou agitagéo com contas de vidro ou oxido de alu-
minio ou alternando congelagao, por exemplo em azoto liqui-
do, e descongelagao, assim como ultra-sons. As proteinas do
sobrenadante de celulas ou a mistura obtida quando do reben-
tamento de células, incluindo os polipeptideos do invento,
sao enriquecidos por métodos bem conhecidos na especialidade,
em particular o tratamento com polietileneimina, centrifuga~
cao e precipitaggo com sais, e.g. sulfato de amonio ou sais
de zinco. Outros passos de purificagéo sao por exemplo, ul_
tracentrifugagéo, diafiltracao, electroforese em gel, proce-

ssos cromatograficos como seja cromategrafia de permuta io-
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nica, cromatografia por exclusao de tamanho, cromatografia
liquida de alta presséo, (HPLC), HPLC em fase reversa, Cro-
matografia liquida de pressgo rapida (FPLC) e similares, a
separagao dos constituintes da mistura de acordo com 0 peso
molecular por meio de uma coluna de filtracao com gel adequa
do, dialise, cromatografia de afinidade, por exemplo croma-
tografia de afinidade usando anticorpos, especialmente anti-
corpos monoclonais, em particular Mab-135 e Mab-179 e outros

processos conhecidos.

Huma execugao preferida os poli-
peptideos do invento sao isolados a partir dos sobrenadantes
de celulas por filtragcao do sobrenadante atraveés de um "af-
figel™ com anticorpos monoclonais, e.g3. Mab-45-affigel, elui
cao do polipeptideo IgE-BF ligado, e.g. com um tampao 0,1 H
glicina-HC1 de pH2,6, aplicacgao das fraccoes contendo 0 po-
lipeptideo pretendido numa coluna de permuta afonicae.g Syn-
chropak A¥300, lavagem da coluna e.g. com um tampao Tris-lCL,
pH 7,4, eluicao da proteina, e.g. com uma solucao de clore-
to de sodio, como seja 1M NaCl, dialise e liofilizacao das
fraccoes contendo o polipeptideo pretendido, sujeicao das
fraccoes dializadas a uma cromatografia de fase reversa, e.g.
numa coluna Synchropak RP-4 e eluicao do polipeptideo preten
dido, e.g. com um gradiente de acetonitrilo/0,1% TFA. Este
método é particularmente adequado para a purificagao de IgE-
-3F natural a partir de sobrenadante de celulas RPMI 8866.

0 IgB-BF natural purificado por este método estava suficien-—
temente puro para um processo de sequédnciacao de aminoacidos

o qual revelou que ele consiste en duas proteinas, as sequén

cias de aminoacidos H-terminais sendo como se segue:

148 149 155 160 163
L X M E L ¢ VvV X S 66 F vV X N T X P

e
150 151 160 163
M X L @ vV s s ¢ F V X N T X P E K
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A numeracao corresponde a numera-
cao da formula (I). Os aminoacidos designados por I nao fo-
ran determinados, no entanto por comparacao com as sequéncias

~

de DA da formula II ou III podem-se fazer as seguintes de-

signacoes: X =R, X = E, % =S, X c, X% = C.
S *149 T #1151 ~" *155 * 7160 7163

A analise permite a conclusao de que IgE-BF natural consiste

em pelo menos dois polipeptideos com as sequéncias de amino-

acidos estendendo-se entre LlA“ e 8321 e entre dlSO e 8391

fformula I} e que ocorrem numa proporgao de cerca de 40 a 60

Finalmente, a actividade de liga-
cao a IgE da proteina isolada pode ser determinada por méto-
dos bem conhecidos, e.g. pelos ensaios de inibicao de rose-
tas, pelo bloqueamento da ligacao de IgE a anticorpos anti-
~-IgE, experiéncias de cromatografia de afinidade e experién-
cias que meganm a supresséo da sintese in vitro de IgE por

linfocitos de individuos aler01cos.

Polipeptideos do invento tendo a
sequédncia correcta, apesar do earolamento tridimensional er-
rado, sao uteis como intermediarios em experiéncias de rena-

turacao.

. ” bt 3
0 invento esta tambem relacciona-
do com um polipeptideo da formula (I}, um seu fragmento, mu-
tante ou derivado, sempre gue obtido de acordo com um proces

so do invento.

Preparacao de hospedeiros transformados

0 invento relaciona-se ainda com
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um metodo de passos multiplos para a preparacao de um hospe-
deiro transformado capaz de expressar um polipeptideo do in-

vento, caracterizado por

1. preparagao de um DHA codificador de um polipeptideo com

a formula {I), um seu fragmento, mutante ou derivado,

S /

2. incorporagao do DA obtido num vector adequado,

3., +transformacao de um hospedeiro adequado com o vector hi-

brido obtido,

4., seleccao dos hospedeiros transformados de entre os nao
transformados e, facultativamente, isolamento do vector hi-
brido a partir do hospedeiro transformado, modificacao da re
giao codificadora ou nao codificadora do vector hibrido e

realizacao dos passos 3 e & outra vez.

Os passos envolvidos na prepara-
cao dos hospedeiros estao discutidos mais detalhadamente abai

xo. O invento inclui também os passos isolados.

1. Preparacao de um DIJA codificador de um polipeptideo do

invento

0 invento diz respeito a um DIA

codificador de um polipeptideo da formula I, um seu fragmen-
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to, mutante ou derivado e metodos para a preparacao.

O DNA codificador de um polipep-
tideo do invento pode ser obtido a) por transcricao reversa
de mRNA isolado em cDNA, b) por isolamento a partir de DA

genomico ou c) por sintese quimica.

Wo presente invento, desde que
fosse desconhecida a estrutura do DHA, este tinha de ser ob-
tido a partir de DHA genomico ou de uma biblioteca de cDFA
atraves do mRNA. Uma biblioteca de cDHA contem a informagao
genética que ¢ complementar do mRNA isolado a partir de cé-

lulas.

aj Transcripcao reversa de mRHA isolado para cDNA

Para se obter uma biblioteca de
cDNA isola-se mRNA a partir de células que expressem activi-
dade de ligacao a IgE, especialmente células B humanas e 1li-
nhas celulares que delas derivem. Este mRNA e convertido em
cDNA de cadeia dupla. Uma linha de células B humana preferi-
da & RPHMI 8866. Outras linhas de células B uteis podem ser
preparadas por imortalizacao de células B naturais com o vi-
rus Epstein~Barr. la preparagao de mRNA aplicam-se metodos
convencionais bem conhecidos. A membrana celular & rebenta-
da e o conteudo da célula libertado e a partir dele isolado
o mRNA. A membrana celular é de preferéncia rebentada por
métodos fisicos ou por lise com detergentes tais como SDS,
tiocianato de guanidinio, condicoes salinas definite ou ho-
mogeneizacao, de preferéncia por mistura. O mRFA e isolado
pelos metodos convencionais de extracgcao com fenol, precipi-

tacao com etanol, centrifugagao e cromatografia, de preferén
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cia uma combinacao de varios metodos. A centrifugacao e de
preferéncia feita em gradientes por exemplo sobre um gradi-
ente de CsCl. Para cromatografia usam-se depreferéncia colu-

nas, especialmente colunas de oligo-dT.

C mBNA total pode ser convertido
directamente em ds-cDHA seguindo os métodos convencionais.
De preferéncia o mRNA codificador de um polipeptideo do in-
vento & ainda enriquecido usando varias técnicas, tais como
electroforese, cromatografia e centrifugacao, de preferéncia

centrifugacao em gradientes de sacarose,

As fraccoes contendo mRNA codifi-
cador de um polipeptideo do invento podem ser detectadas por
varios métodos, como seja traducao in vivo ou in vitro segui-
do de deteccao da actividade de factor de 1igag§o a IgE ou,
una vez conhecida a sequéﬁcia de nucleotideos por hibridacao

com um oligonucleotideo sonda.

Os sistemas de traducao in vivo
podem ser sistemas procarioticos ou eucarioticos. Um sistema
de traducao in vivo preferido & o sistema de oocitos de Xeno-
pus laevis conforme descrito por Maniatis et al {1). Os sis-
temas de in vitro podem ser por exemplo lisados de reticulo-

citos de coelho ou de germem de trigo ambos comerciais.

0s sistemas de detecgao para ras-
treio da propriedade de factor de ligagao a IgZi usam de prfe-
réncia anticorpos monoclonais contra o polipeptideo da for-
mula (I}, especialmente Mab-135 ou Mab-176. Um outro sistema
possivel usa imunoglobulinas do tipo IgE em imunoensaios con-

vencionais.

A partir de qualquer conjunto de
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mRNA derivado de mRNA nao fraccionado ou fraccionado pode-es
obter ds-cDNA por métodos bem conhecidos na especialidade.
Os metodos gerais preferidos estao descritos por laniatis
etal. (1), Okayama e Berg {2) e Heidecker et al. (3). Em ge-
ral o mRHWA & convertido primeiro em ss—cDNA usando a enzima
transcriptase reversa e depois em cDHA de cadeia dupla usan-
do as enzimas transcriptase reversa ou DHEA polimerase I (frag
mento Klenow). Neste invento o processo ¢ de preferéncia fei
to de acordo com o método descrito por iHaniatis et al (1).
'm alternativa podem ser usados dois métodos para iniciar a
sintese do ds-cDHA. O primeiro metodo usa a formagao de uma
ansa natural do ss—-cDHA. O segundo método & feito dotando o
ss—cDNA com uma cauda homopolimérica como seja poli-dC ou

poli-dT,

A fraccao de mRNA da qual o cor-
respondente polipeptideo mostre a actividade mais alta no
sistema de deteccao é transcrita em cDNA complementar por
metodos bem conhecidos. Misturam-se o mRNA e o oligo-dT como
iniciador. Depois, adicionam-se dllTPs como material de par-
tida e a sintese da molécula hibrida de cDNA-mRNA é realiza-
da pela enzima transcriptase reversa. As moléculas de RNA
sao degradadas pela adicao de HaOH. Mistura-se DA polimera-
se, de preferéncia o fragmento Klenow da DNA polimerase I e
a mistura & incubada a uma temperatura adequada, de preferén
cia 12-15°C. A mistura é incubada com nuclease Sl e obtid
o ds-cD¥A correspondente ao mRNA codificador de um polipepti

deo do invento.

Para amplificagéo e elucidagéo da
estrutura o ds-cDiA obtido e introduzido num vector adequado,
e.g. o plasmideo pUC-KO e o vector hibrido obtido é multipli-
cado pelo uso de um hospedeiro adequado, e.g. E.coli HBIOI,

conforme aqui é descrito mais detalhadamente. O reisolamento
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dos vectores hibridos e recuperagéo ¢o cDVA inserido a partir
deles permite a determinacao da estrutura do DNA codificador

do polipeptideo do invento. Os vectores hibridos obtidos pCL-
-2 e pCL-1 contém insercoes com as formulas {II}; e (III}, res
pectivamente. A insercao de cDilA do pCL-2 tem a sequéncia com

a formula YII):

AATCGCTCTGGTCéGACCCCAACACA
-145 ~140 =130

CTAGGAGGACAGACACAGGCTCCAAACTCCACTAACCAGAGCTGTGATTGTGCCCGCTIGA
~120 -110 -100 -90 -80 =70

GTGGACTGCGTTGTCAGGGAGTGAGTGCTCCATCATCGGGAGAATCCAAGCAGGACCGCC
-60 -50 =40 -30 =20 -10 -1

1 20

M EEGQY S ETIEETLU®PRIRRTCTCTRTR R
ATGGAGGAAGGTCAATATTCAGAGATCGAGGAGCTTCCCAGGAGGCGGTGTTGCAGGCGT
1 10 20 30 40 50 60

30 40
¢ T QI VLT LGLVYVTAALWAGTLTLT
GGGACTCAGATCGTGCTGCTIGGGGCTGGTGACCGCCGCTCTGTGGGCTGGGCTGCTGACT

70 80 90 100 110 120

50 60

L LLLWHWDTITA QS SULIKUGQLTETETRA
CTGCTTCTCCTGTGGCACTGGGACACCACACAGAGTCTAAAACAGCTGGAAGAGAGGGCT
130 140 150 160 170 180

70 80

A RNV S QV S KVNTILESU HHEGDAOQMA
GCCCGGAACGTCTCTCAAGTTTCCAAGAACTTGGAAAGCCACCACGGTGACCAGATGGCG
190 200 210 220 230 240

T 100

Q KS QS TQTISGQETLTETETLTRATEDQ Q
CAGAAATCCCAGTCCACGCAGATTTCACAGGAACTGGAGGAACTTCGAGCTGAACAGCAG
250 260 270 280 290 300

110 120

RL K SQ¢QDULETLSUWUNILUNGLAGQA DL
AGATTGAAATCTCAGGACTTGGAGCTGTCCTGGAACCTGAACGGGCTTCAAGCA&GATCTG
310 320 330 340 350 360

130 140

S S F KSQELNZETRUNXNE ASDTLTILTEHR
AGCAGCTTCAAGTCCCAGGAATTGAACGAGAGGAACGAA | GCTTCAGATTTGCTGGAAAGA
370 380 390 400 410 420
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150 160

L REEVTII KLU RMETLUGQVS S GEGFVC
CTCCGGGAGGAGGTGACAAAGCTAAGGATGGAGTTGCAGGTGTCCAGCGGCTTTGTGTGC
430 440 450 460 470 480

170 180

NTCUPETZ KUWTINTFOQRI KT CYYTFSGTI KG
AACACGTGCCCTGAAAAGTGGATCAACTTCCAACGGAAGTGCTACTACTTCGGCAAGGGC
490 500 510 520 530 540

19¢0 200

T K QWVHARYACDUDMETGU QULUVS
ACCAAGCAGTGGGTCCACGCCCGGTATGCCTGTGACGACATGGAAGGGCAGCTGGTCAGC
550 560 570 580 590 600

210 220

I HSPEEAQDTFULTI KU HASIHTG G S W
ATCCACAGCCCGGAGGAGCAGGACTTCCTGACCAAGCATGCCAGCCACACCGGCTICCTGG
610 620 630 640 650 660

230 240

I GLRNULDLIKSGET FTIWVDGSHYV
ATTGGCCTTCGGAACTTGGACCTGAAGGGAGAGTTTATCTGGGTGGATGGGAGCCATGTG
670 680 690 700 710 720

250 260

D YS NWAZPGEUZ PT SRS QGEDTCV
GACTACAGCAACTGGGCTCCAGGGGAGCCCACCAGCCGGAGCCAGGGCGAGGACTGCGTG
730 740 750 760 770 780

270 280

M M RGSGRWNDATFT CDR RIEKTLSGAW
ATGATGCGGGGCTCCGGTCGCTGGAACGACGCCTTCTGCGACCGTAAGCTGGGCGCCTGG
790 800 810 820 830 840

290 300

VCDRLATT CTU®PPASETGSAES SM
GTGTGCGACCGGCTGGCCACATGCACGCCGCCAGCCAGCGAAGGTTCCGCGGAGTCCATG
850 860 870 880 890 900

310 320
G PDSRPDPUDGRTILZPTUPSATPTLH

GGACCTGATTCAAGACCAGACCCTGACGGCCGCCTGCCCACCCCCTCTGCCCCTCTCCAC-
910 920 930 940 950 960
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TCTTGAGCATGGATACAGCCAGGCCCAGAGCAAGACCCTGAAGACCCCCAACCACGGCCT
970 980 990 1000 1010 1020

AAAAGCCTCTTTGTGGCTGAAAGGTCCCTGTGACATTTTCTGCCACCCAAACGGAGGCAG
1030 1040 1050 1060 1070 1080

CTGACACATCTCCCGCTCCTCTATGGCCCCTGCCTTCCCAGGAGT*ACACCCCAACAGCAC
1090 1100 1110 1120 1130 1140

CCTCTCCAGATGGGAGTGCCCCCAACAGCACCCTCTCCAGATGAGAGT JACACCCCAACAG
1150 1160 1170 1180 1190 1200

CACCCTCTCCAGATGCAGCCCCATCTCCTCAGCACCCCAGGACCTGAGTATCCCCAGCTC
1210 1220 1230 1240 1250 1260

AGGGTGGTGAGTCCTCCTGTCCAGCCTGCATCAATAAAATGGGGCAGTGATGGCC
1270 1280 1290 1300 1310 1315

Ha sequéncia de DNA com a formula
II a regiao codificadora do polipeptideo com a formula (I)
ests marcada pelos simbolos de aminodcidos. As regices deli-
nitantes nao codificadoras também sao partes da regiao nao
codificadora do mRHNA isolado. Os locais de restricao é, é, e

l estao apresentados.
i

0 outro cDNA obtido a partir -do
aRYA tem a sequéncia da formula (III), em que os nucleotide-
08 codificadores dos aminoacidos 106 a 127 do polipeptideo
da foérmula ‘I), i.e. nucleotideos 316 a 378 da formula (II),
estao eliminados e em que alias a regiao codificadora e par-
te das duas sequéncias delimitantes sao identicas a sequéncia
de D¥A da formula {II}. Esta insercao de cDNA foi encontrada

em pCL-1 e tem a sequéncia com a formula (III):
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CTAACCACGCTAGTGAGTCAGATTGTAGACTAAACAAAATCAGCCAA

=227 -220 =210 -200 -190
ATCGGCCCCTGAGTGCCACCAAGTCCCAGATGCTATCCTGTCCTGGTAACTAGGGTTTGA

~180 -170 -160 ~150 =140 ~130
TGGCTCACCCTAACCATCATTAAATTCCAAATCAGCCAGAGCTGTGATTGTGCCCGCTGA

~120 -110 ~100 -90 -80 -70
GTGGACTGCGTTGTCAGGGAGTGAGTGCTCCATCATCGGGAGAATCCAAGCAGGACCGCC
-60 -50 =40 =30 =20 -10 -1

T 10 20

M EEGQYSETIZEETLTPRTZ RRTCTCTRR
ATGGAGGAAGGTCAATATTCAGAGATCGAGGAGCTTCCCAGGAGGCGGTGTTGCAGGCGT
1 10 20 30 40 50 60

30 40

G T QIVLLGLVTAALTUWAGL LT
GGGACTCAGATCGTGCTGCTGGGGCTGGTGACCGCCGCTCTGTGGGCTGGGCTGCTGACT
70 80 90 100 110 120

50 60
LLLLWHWDTTG QSTLZE KT QLTETETRA
CTGCTTCTCCTGTGGCACTGGGACACCACACAGAGTCTAAAACAGCTGGAAGAGAGGGCT
130 140 150 160 170 180

70 80

A RNVY S QVSKINTLTETSTHTEHTE ECD Q M A
GCCCGGAACGTCTCTCAAGTTTCCAAGAACTTGGAAAGCCACCACGGTGACCAGATGGCG
190 200 210 220 230 240

S0 100
QKSQSTQISQELTETETLTRATESQ QQ
CAGAAATCCCAGTCCACGCAGATTTCACAGGAACTGGAGGAACTTCGAGCTGAACAGCAG

250 260 270 280 290 300

110 120
R'LKSQETLNETRVENTEASTDTILL E R L
AGATTGAAATCTCAGGAATTGAACGAGAGGAACGAAGCTTCAGATTTGCTGGAAAGACTC

310 320 330 340 350 360

130 140

REEVTI KTLTR RMEL Q VS S G F V Cc N
CGGGAGGAGGTGACAAAGCTAAGGATGGAGTTGCAGGTGTCCAGCGGCTTTGTGTGCAAC
370 380 390 400 410 420

150 160
T CPERKWINTF QR KCYYF GEKOGCT

ACGTGCCCTGAAAAGTGGATCAACTTCCAACGGAAGTGCTACTACTTCGGCAAGGGCACC
430 440 450 460 470 480

170 180
KQWVHARTYACDDMEGC GO QLTVYS T

AAGCAGTGGGTCCACGCCCGGTATGCCTGTGACGACATGGAAGGGCAGCTGGTCAGCATC
490 500 510 520 530 540




190 200
HSPEEAQDTFILTZ EKHASHTGSTUWI
CACAGCCCGGAGGAGCAGGACTTCCTGACCAAGCATGCCAGCCACACCGGCTCCTGGATT

550 560 570 580 590 600

210 220

G LRNILUDTLI KSGETFTIUWVDGSHVD
GGCCTTCGGAACTTGGACCTGAAGGGAGAGTTTATCTGGGTGGATGGGAGCCATGTGGAC
610 620 630 640 650 660

230 240

Y S NWAUPGETPTS SRS SQGEDTCVNM
TACAGCAACTGGGCTCCAGGGGAGCCCACCAGCCGGAGCCAGGGCGAGGACTGCGTGATG
670 680 690 700 710 720

250 260

M RGS GRVWNDATFTCDR RIEKTILGAWY
ATGCGGGGCTCCGGTCGCTGGAACGACGCCTTCTGCGACCGTAAGCTGGGCGCCTGGGTG
730 740 750 760 770 780

270 280

CDRLAT CTT®PPASETGSAES SNMG
TGCGACCGGCTGGCCACATGCACGCCGCCAGCCAGCGAAGGTTCCGCGGAGTCCATGGGA
790 800 810 820 830 840

290 300
PDSRPDPDGRTLPTUPSAPTILEHS
CCTGATTCAAGACCAGATCCTGACGGCCGCCTGCCCACCCCCTCTGCCCCTCTCCACTCT

850 860 870 880 890 900
TGAGCATGGATACAGCCAGGCCCAGAGCAAGACCCTGAAGACCCCCAACCACGGCCTAAA
910 920 930 940 950 960
AGCCTCTTTGTGGCTGAAAGGTCCCTGTGACATTTTCTGCCACCCAAACGGAGGCAGCTG
970 980 990 1000 1010 1020
ACACATCTCCCGCTCCTCTATGGCCCCTGCCTTCCCAGGAGTACACCCCAACAGCACCCT
1030 1040 1050 1060 1070 1080
CTCCAGATGGGAGTGCCCCCAACAGCACCCTCTCCAGATGAGAGTACACCCCAACAGCAC
1090 1100 1110 1120 1130 1140
CCTCTCCAGATGCAGCCCCATCTCCTCAGCACCCCAGGACCTGAGTATCCCCAGCTCAGG
1150 1160 1170 1180 1190 1200
GTGGTGAGTCCTCCTGTCCAGCCTGCATCAATAAAATGGGGCAGTGATGGCC
1210 1220 1230 1240 1250

b} Um outro meio adequado para a obtencao do DNA codificador
de um polipeptideo do invento consiste no isolamento do refe-
rido DNA a partir do DHA genomico de tecido ou de cultura de

(4 -~ . o n . Q
células. As células sao lisadas, de preferéncia com SDS e pro
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teinase ¥ e o DHA é desproteinizado por extraccoes repetidas
com fenol. O RHA é de preferéncia digerido com Rilase. O DIA
bruto obtido é parcialmente digerido com enzimas de restricao
adequadas, e.g. Hae III e Alu I e isolam-se os fragmentos

de 15-20 kb, multiplicam-se num fago ou cosmideo adequado,
e.g. em Charon %4A ou no fago EHBL-3 e testam-se relativamen—
te as sequéncias pretendidas, e.g. com uma sonda de DNA mar-

cada radioactivamente ou conforme aqui ja foi descrito.

¢} Unm terceiro método para a preparacao do DNA codificador
de um polipeptideo do invento é a sintese quimica. A sintese
quimica de DHA estad apresentada de forma sumaria por S.A.
Narang (4). As técnicas de sintese conhecidas permitem a pre-
paracao de polinucleotideos até 40 ou 60 bases com bom rendi-
mento, pureza elevada e num tempo relativamente curto. Os nu-

cleotideos adequadamente protegidos sao ligados pelo método

>}

fosfotriéster de K.L. Agarwal et al. {5), pelo método fosfo-~
triester de C.B3. Reesem {6) ou pelo méetodo de fosfito tries-
ter de R.L. Letsinger et al., {6a). A simplificacao da sinte-
se de oligonucleotideos e polinucleotideos e possivel pelo
método de fase solida, no qual as cadeias de nucleotideos sao
ligadas a um polimero adequado. E vantajoso a utilizacao de

uma maquina sintetizadora de DIlA

0 DilA de cadeia dupla pretendido
pode ser construido enzimaticamente a partir de pequenos frag
mentos sobreponiveis preparados por sintese quimica. Por exem
plo, de acordo com Xhorana et al. {7}, usam-se sequéncias de
polinucleotideos sobreponiveis de ambas as cadeias, as quais
sao mantidas juntas no arranjo correcto por emparelhamento
de bases e sao entao ligadas quimicamente pela enzima DIIA
ligase. Uma outra possibilidade compreende a incubacao em ca

da caso de uma sequéncia polinucleotidica das duas cadeias




de DilA com um pequeno segmento sobreponivel na presenca dos
quatro trifosfatos de desoxinucleosideo com uma DHA-polimera-
se, por exemplo DNA polimerase I, o fragmento Klenow da poli-
merase I ou DHA polimerase de T4 ou com transcriptase rever-—
sa. As duas sequéncias de nucleotideos sao assim mantidas
juntas do arranjo correcto por emparelhamento de bases e sao
suplementadas com os nucleotideos necessarios pela enzima pa-

Q

ra dar um D¥A de cadeia dupla completo {S.A. Harang et al (8.

dy Preparacao de DHAs codificadores de um fragmento do poli-

peptideo com a formula (I)

Obtém-se DHAs codificadores de um
fragmento do polipeptideo com a formula {(I) em gue o DNA com
a formula (II) ou (III), ou um vector que os contenha & dige-
rido com uma enzima de restricao adequada e/ou uma exonuclea-
se adequada e, quando necessario, o fragmento de DEA obtido
é suplementado com um fragmento de DUNA sintetizado por méto-
dos quimicos, ou o fragmento pretendido ¢ totalmente sinte-

tizado por metodos gquimicos.

¥a formula (II} estao apresentadas
as enzimas de restrigao adequadas e os seus sitios de restri-
cao. Para a preparacao dos fragmentos de DNA codificadores
da sequéncia polipeptidica D119 a Sg91 da féormula (I), sao
adequadas BglIT e Rsal. O fragmento de DIA codificador da se-
quéncia polipeptidica A134 a 8321 pode ser obtido por restri-
cao com EindIII e Rsal {ver Formula II, Fig. 4). A preparagao
dos fragmentos de DHA também pode ser conseguida passo por
passo, enm que primeiro se prepara um fragmento maior, e.g.
por restrigéo com HincII e Rsal, o qual é¢ subclonado num vec-

tor adequado, que & consequtivamente cortado com BglIl e Bam-
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indIII, respectivamente {ver Fig. 3 e 4).

A sintese quimica, total ou parci-
al, em combinacao com a utilizacao de enzimas de restricao
e/ou exonucleases, permite a preparagao de qualguer fragmen-

to de DNA pretendido incluido ne formula (II).

0 invento diz ainda respeito a frag
mentos de DNA do DHA da formula {II). Os fragmentos sao co-
dificadores de um polipeptideo tendo actividade de ligacao a
I3E ou podem ser usados como sondas para identificacao de tal
DNA a partir de fontes naturais ou sinteticas. Sao preferidos
os fragmentos de DNA que codificam os fragmentos polipepti-
dicos preferidos incluidos na formula (I). As sondas de DIA
tém pelo menos 7, de preferéncia cerca de 15, nucleotideos

na sequéncia,

2. Preparacao de um vector hibrido

Preparou-se um vector hibrido do

n

invento em que um DIA codificador de um polipeptideo com
fornula ¢I), um seu fragmento, mutante ou derivado foil intro-

duzido num vector adequado.

Vectores adequados sao veiculos
para DI'A "passageiro” integrado, os quais podem ser usados
para transformar um microorganismo hospedeiro, incluindo cé-
lulas humenas e que se podem replicar dentro do hospedeiro.
Sao adequados como vectores, os plasmideos, fagos ou cosmi-
deos. Os vectores adequados transportam o DA da insergéo nu-

pma posicao defenida,
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Bm geral, tais vectores contém
um replicao e uma sequéncia de controle, i.e. um promotor,
que sao derivados de espécies compativeis com a célula hospe-
deira em que sao usados. 0 vector normalmente transporta um
sitio de replicacao, assim como seqguéncias {marcas genéticas)
gue sao capazes de proporcionar seleccao fenotipica em celu—
las transformadas. Marcas genéticas adequadas conferem ao hos
pedeiro, por exemplo, resisténcia a antibioticos ou a metais
pesados ou podem complementar um defeito genético do hospe-

deiro. Outras sequéncias uteis em tais vectores sequéncias

estimuladoras e activadoras.

Os vectores de partida sao adequa-
dos ao uso em células hospedeiras numa larga gama de organis-—
mos procaridticos e eucarioticos. 0 vector é seleccionado

dependendo das celulas hospedeiras destinadas a transformacao.

Os vectores de partida preferidos
sao DNA de plasmideos e DHA de bacteriofagos facilmente adqui
ridos. Sao particularmente titeis o plasmideo pBR32Z e seus
derivados. Tais derivados sao por exemplo, os plasmideos
pUC-8, »UC-9, »liB-9, pGEMTM—l e pGEHTM—Z. De entre os vecto-
res bacteriofagicos sao preferidos os DNAs dos fagos lambda,
por exemplo, o DHA do fago lambda gt-11, Outros fagos adequa-

ago BMBL-3. Os sistemas de clonagem

iy

dos sao Charon 4A e o

(4]

em lambda estao descritos por lManiatis et al. (13.

heaShatiasmet)

Um vector transporiando um DIA pas

. 3 ’ .
sageiro como seja o da formula (IT) ou (III} e designado co-

mo vector hibrido.

0 DNA obtido é introduzido no vec-

tor de partida por metodos convencionais.
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Um plasmideo de partida, por exem-—
plo, & primeiro linearizado por uma enzima de restricao ade-
quada, e.g. o plasmideo pUC-X0 por PstI, depois provido de
caudas dG na presenca de dGTIP e transferase terminal de deso-
xinucleotiddos. A insercao de cDNA de cadeia dupla & dotada
de caudas dC na presenca de dCTP e transferase terminal de
desoxinucleotidilos. Combinando ambos, cDIfA e vector, resulta
no vector hibrido. Preferem-se os bacteridfagos, como seja
lambda, para =& consirucao de bibliotecas genomicas. Os siste-
nas de clonagem em lambda estao descritos por Maniatis et al.
£1%. O DilA vector adequado e digerido totalmente com a enzi-
ma de restricao adequada e os bracos esquerdo e direito sao
separados dos fragmentos centrais por centrifugacao em gradi-
entes por velocidade ou electroforese em gel. Um outro méto-
do & digerir partes dos fragmentos stuifer com enzimas de res
trigéo gue nao possuam locais de reconhecimento no braco es-
guerdo e direito. O DRA genomico isolado é parcialmente dige-
rido em fragmentos de 15-20 kb de comprimento. Depois disto

os bracos sao ligadoc com os fragmentos de DNA estranho tendo

stremos compativeis com os dos bragos,

A insercao de DNA adequada é reclo
nada a partir do vector original usado para a clonagem ori-
ginal num vector de expressao adequado. Para tal, usam-se en-
zimas de restricao adequadas {Fig. 3 e 4), eventualmente en
combinacao com exonucleases, em particulas Bal3l, para produ~-
zir os fragmentos de DNA pretendidos. Estes fragmentos sao
integrados num vector de expressao adequado usando os extre-
nos coesivos directamente ou pela adicao de fontes oligonu-
cleotidicas adequadas obtidas por sintese quimica. Para a mo-
dificacao dos extremos pode-se usar por exemplo HindIII e Bgl-
II. O método nao esta limitado a estas enzimas de restricao

em especial., Qualquer elo de ligacao que se pretenda pode ser

-

feito entre o vector de expressao e a inserc¢ao de DHA usando
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enzimas de restricao adequadas em combinagao com oligonucleo-

tideos obtidos por sintese quimica.

0 invento também esta relacionado
com um vector hibrido com um DNA codificador de um polipepti-
deo com a formula (I), um seu fragmento mutante ou derivado,
operacionalmente ligado a uma sequéncia de controle da expres

sao.

Para a expressao usa-se um vector
hibrido de expressao adequado. O termo vector hibrido de ex-
pressao inclui vectores especiais os quais sao capazes de ex-
pressar as sequéncias de DNA neles contidas, sempre que tais
sequéncias estejam operacionalmente ligadas a outras sequén-
cias capazes de efectuar a sua expressao, i.e., sequéncias
de operador, estimulador e promotor. Resumindo, os vectores
de expressao sao caracterizados numa difini§50 funcional:
qualquer sequéncia de DNA que seja capaz de efectuar a expres
sao da sequéncia de DNA especifica nele incluida. O invento
pretende incluir todas as formas de vectores hibridos de ex-
presséo que possam ser feitas a partir de um vector de expres
sao conhecido e equivalentes funcionais contendo as insercoes

de DNA codificadoras de um polipeptideo do invento.

Pode-se usar varias sequéncias
de controle da expresszo para a regulacao da expressao gené-
tica. Os vectores de expressao microbianos contém normalmen-
te promotores que sao usados pelo hospedeiro microbiano para
a expressao das suas pr6prias proteinas. Os promotores nais
vulgarmente usados nas construcoes de DNA recombinante inclu-
em os sistemas de promotores da p-lactamase e da lactose (Ch
ang et al. (9); Goeddel et al.(10), o sistema promotor do
triptofano (trp) (Goeddel et al (11)) ou um sistema promotor
de bacteriofago como seja o promotor PL de lambda. Se bem

que estes sejam os mais vulgarmente usados, foram descobertos
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e utilizados outros promotores microbianocs e publicados os
detalhes respeitantes as suas sequéncias de nucleotideos per-
mitindo ao tecnico especializado liga-los funcionalmente com
plasmideos vectores (Sielbenlist et al. (12)). Em principio,
sao adequados todos os vectores que se repliquem e expressen
os polipeptideos do invento no hospedeiro escolhido. Sao exem
plos de vectores adequados a expressao do referido polipepti-
deo os plasmideos pKK223-3, pDR720 e pPL-lambda ou os vecto-
res do bacteriofago lambda tais como A-gtll, todos comerciais
{Pharmacia, Sweden; Promega Biofec, USA). Os vectores prefe-
ridos do presente invento sao os vectores de expressao e se-
crecao do tipo pIN-ompA (Gharayeb et al (13)) e vectores con-

tendo o promotor PL.

0s vectores que sao adequados a
replicagﬁo e expressgo em levedura comtem um ou mais, e.g.
dois, origem de replicagao de levedura e uma ou mais marcas
genéticas selectivas para levedura. Os vectores hibridos que
contem uma origem de replicagéo de levedura, por exemplo um
segmento de replicagao autonoma (arsl) ou a 2 J ori, sao man-
tidos extracromossomicamente dentro da célula de levedura a-
pos transformagao e sao replicados autonomamente. As marcas
genéticas adequadas para leveduras sao particularmente as que
conferem resisténcia a antibioticos ao hospedeiro ou no caso
de mutantes de levedura auxotroficos, genes que complementem
lesoes do hospedeiro. Genes correspondentes conferem., por exem
plo, resisténcia ao antibidtico ciclo-heximida ou proporcio-
nam protrofia num mutante de levedura auxotrofico por exem-
plo os genes URA3, LEUZ, HIS3 ou, em particular o gene TRPL.
Os vectores hibridos de levedura contém ainda, de preferén-
cia, uma origem de replicagao e uma marca genética para um
hospedeiro bacteriano, em particular E.coli, de modo a que
a construcao de clonagem dos vectores hibridos e seus inter-

mediarios possa ter lugar tamb&m num hospedeiro bacteriano




(vectores vai-vem). As sequéncias de controle da expressao
que sao adequadas a expresséo em levedura sao, por exemplo,
as de genes de levedura altamente expressos. Assim podem ser
usados os promotores do gene TRP1l, do gene ADHEI ou ADHII, do
gene da fosfatase (PHO3 ou PHO5), do gene do isocitocromio
ou um promotor envolvido na via glicolitica, como seja o pro
motor da enolase, da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

(GAPDH) ou 3-fosfoglicerato cinase (PGK).

Os vectores preferidos contém pro
motores que podem ser ligados ou desligados por variacao das
condicoes de crescimento. Por exemplo o promotor PHO5 pode
ser reprimido ou desreprimido apenas aumentando ou diminuin-

do a concentracao de fosfato inorgénico no meio.

Os vectores de expressao para ta-
is células geralmente incluem uma unidade estimulador/promo-
tor versatil e forte situada antes do gene a ser expresso.

Se o cDNA tiver de ser expresso, adiciona-se aos genes locais
de "splicing", locais de poliadenilacao e eventualmente uma
sequéncia terminadora da transcrigéo. Para usar em celulas

de mamifero as funcgoes de controle nos vectores de expresséo
sao muitas vezes fornecidas por material viral. Por exemplo
as unidades estimulador-promotor vulgarmente usadas sao deri
vadas do virus Simio 40 (SV40), do virus do sarcoma de Rous,
Adenovirus 2 ou citomegalovirus de murganho ou humano. Em
particular sao adequados a unidade estimulador-promotor do
gene precoce imediato de citomegalovirus de murganho e o es-
timulador de SV40 combinado com o promotor dae-globina hu-
mana. Em adigao sao uteis os promotores induziveis como se-
jam os derivados dos genes de choque térmico ou de metalotio-
nina. Ainda é também possivel utilizar sequéncias de promo-
tor ou de controle que normalmente estao associadas a sequén-

cia do gene pretendido. Uma origem de replicagao pode ser
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proporcionada quer pela construcao do vector de modo a inclu-
ir uma origem exdgena, como seja uma derivada do SV40 ou de
outra fonte viral (e.g. polioma, adeno, VSV, SPV, etc) ou
proporcionada pelo mecanismo de replicacao cromossomica da
célula hospedeira. Se o vector f£6r integrado no cromossoma

da célula hospedeira este ultimo método & muitas vezes sufi-

ciente.

0 reisolamento do DNA do vector
contendo a insercao de DNA clomado a partir de um hospedeiro
é conseguido de acordo com métodos convencionais, em parti-
cular pela lise da célula hospedeira e purificagao do DNA por
centrifugaggo em particular centrifugagao em gradientes de

densidade de CsCl e extraccao com fenol/cloroformio.

0 invento esta também relacionado
com vectores hibridos compreendendo como insergao uma sequén-
cia de DNA codificadora de um polipeptideo com a formula {(I)

ou um seu fragmento, mutante ou derivado.

Em particular, o invento diz res-
peito a um vector hibrido compreendendo como inser¢ao uma
sequéncia de DNA codificadora de um fragmento do polipepti-~

deo com a formula (I), caracterizado por a insergao codificar:

um polipeptideo com a formula (I), em que a sequéncia de ami-
noacidos compreendendo os aminoacidos 106 a 127 foi elimina-

da; ou

um fragmento do polipeptideo com a formula (I), o qual & se-
leccionado do grupo constituido por polipeptideos que come-

cam com qualquer um dos aminoacidos 120, 121, 122, 123, 124,
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125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136,
137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148,
149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159 ou 160
e terminando com qualquer um dos aminoacidos entre 282 e 321;

ou

um fragmento do polipeptideo com a formula (I), o qual con-
siste na sequéncia de aminoacidos entre o aminoacido 119 e

o aminoacido 321; ou

um fragmento do polipeptideo com a formula (I), o qual con-

siste na sequéncia de aminoacidos entre o aminoacido 134 e o

aminoacido 321; ou

um fragmento do polipeptideo com a formula (I) o qual con-
siste na sequéncia de aminoacidos entre o aminoacido 148 e o

aminoacido 321; ou

um fragmento do polipeptideo com a formula (I) que consiste
na sequéncia de aminoacidos entre o aminoacido 150 e o ami-

noacido 321,

Em particular o invento diz res-
peito a um vector hibrido compreendendo uma sequéncia de DNA

com a formula (II) ou (III) ou um seu fragmento ou mutante.

Vectores hibridos especificos sa0
pCL2, pCL1, pFK-1, pFK-2, pPL-BF, pJDB207R/PHO5-BF, pCAL5-R/
/8D, pCAL8-BF/ND e pPL.PTIS-BF (Fig. 1 a 8).




Qutro vector hibrido de acordo com
o invento compreende uma sequéncia de DNA de pelo menos 12

dcidos nucleicos que sao 100% homélogos de uma parte da in-

sercao com a formula (II).

3. Transformacao de um hospedeiro

A seguir a um vector de expresséo
forte usa-se uma celula hospedeira compativel para a expres-
sao do polipeptideo pretendido do invento. Em geral preferem-
-se os procariotas para a clonagem das sequéncias de DNA e
montagem dos vectores. Os vectores montados sao entao trans-
feridos para céelulas hospedeiras adequadas, pelo que podem
ser usadas ceélulas procarioticas assim como eucarioticas. As
espécies microbianas que podem ser usadas incluem E.coli,

Bacillus subtilis, Bacillus staerothermophilus e outras en-

terobacteriaceas, como sejam Salmonella typhimurium ou Ser-

ratia marcesans e varias espécies de pseudomonas. Em parti-

cular sao tteis as estirpes de E. coli tais como E. coli B,
HB101, BZ234, X1776, W3110, JA221 e K12. Certamente que es-

tes exemplos sao apenas ilustrativos e nao limitantes.

Além de procariotas também podem
ser usados microorganismos eucarioticos, por exemplo levedu-

ras. Saccharomyces cerevisiae, ou a vulgar levedura de padei-

ro € o microorganismo eucariotico mais usado, ainda que pos-
sam ser usadas uma seérie de outras espéecies. Para a expres-
sao em Saccharomyces, pode-se usar por exemplo o plasmideo
YRP7 (Stinchomb et al. (14); Kingsman et al. (1l4a), Tschemper
et al. (15)).




Além dos microorganismos podem ser
usadas como hospedeiros culturas celulares derivadas de or-
ganismos multicelulares. Em principio pode-se trabalhar com
qualquer uma dessas culturas, quer de vertebrados quer de in-
vertebrados; no entanto, sao de maior interesse as culturas
de células de vertebrados. Sao exemplos de tais linhas de ce-
lulas hospedeiras uteis, as células Vero e Hela, as linhas
celulares de ovario de hamster Chinés (COH), linhas celulares

de melanoma de Bowes, e as linhas celulares RPMI 8866 e Cos-

~-7.

A transformacao de uma ceélula re-
cipiente com o DNA do vector hibrido obtido é conseguida por
métodos bem conhecidos, e.g. como descrito por Haniatis gt
al (1). As bactérias sao transformadas com o DNA do vector

hibrido e.g. pelo método de transformacao com CaCl.

Um outro método de transformagao
adequado para a bacteria hospedeira E.coli, em ligagao com
o DNA de fagos lambda como vector, & o empacotamento in vitro
do DNA do vector hibrido e infecgao da referida bacteria. O
empacotamento in vitro é principalmente conseguido usando
"¥its" de empacotamento comerciais (Pharmacia, Sweden; Boeh-
ringer, Mannheim). A infeccao é feita pelo método de MgCl2

conforme descrito por Maniatis (1), pagina 275,

A transformagao de leveduras com-
preende, por exemplo, os passos de remocao enzimatica da pa-
rede celular de levedura por meio de glucosidases, tratamen-
to dos esferoplastos obtidos com o vector na presenca de po-
lietilenoglicol e ioes Ca2+ e regeneracao da parede celular
por embebic¢ao dos esferoplastos em agar. De preferéncia o
agar de regeneragéo ¢ preparado de modo a permitir a regene-

racao e selecgao das células transformadas em simulténeo.




A transformagcao das células de
vertebrados crescidos em cultura de tecidos & conseguida usan
do um de varios métodos bem conhecidos. Pode-se usar a micro-
injecgao directa do DNA para o nucleo da celula, fusao dos
protoplastos de E.coli com a futura-celula hospedeira ou a
adicao de coprecipitados entre DNA e fosfato de calcio. Po-
de-se fazer a selecgao subsequente de células transformadas
usando uma marca selectiva que esta covalentemente integrada
no vector de expressao ou é adicionada como uma entidade se-
parada. As marcas selectivas incluem genes que conferem re-
sisténcia a anticorpos tais como G418 e higromicina ou genes
que complementem uma lesao genética da celula hospedeira co-
mo seja a auséncia de timidina cinase ou de hipoxantina fos-

forribosilo transferase.

4., Seleccao de hospedeiros transformados

Os hospedeiros portadores de pro-
priedades das unidades de seleccao integradas nos vectores
sao seleccionados de entre hospedeiros nao transformados es-
pecialmente por crescimento das bactérias em condigoes de
selecgcao adequadas nas quais apenas os hospedeiros transfor-
mados sobrevivem. Um outro método de seleccao em relacao aos
bacteriofagos e a formagao de placas numa sementeira de bac-

terias hospedeiras E.coli.

0 despiste de hospedeiros porta-
dores de um vector hibrido compreendendo como insercao uma
sequéncia de DNA codificadora de um polipeptideo do invento
pode ser conseguido usando sondas oligonucleotidicas marca-

das radioactivamente codificadoras de um fragmento de tal po-
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lipeptideo ou por despiste do produto polipeptidico da refe-
rida inserggo de DNA., A hibridagao e feita especialmente com
mRNA ou qualquer outra sonda oligonucleotidica contendo cer-
ca de 12 ou mais nucleotideos cosequtivos codificadores de

um fragmento de um polipeptideo do invento.

Em particular, a seleccao de hos-
pedeiros E.coli transformados pelos vectores hibridos, por-
tadores de uma insergao codificadora de um polipeptideo do
invento pode ser efectuada por meio de hibridacao de uma son-
da oligonucleotidica com réplicas em filtros derivados de uma
biblioteca de cDNA que e espalhada em placas de agarose. O
oligonucleotideo pode ser marcado no extremo 5' com 32PﬂdATP
usando a enzima Th-cinase ou internamente atraves de sintese
com iniciador com polimerase Klenow usando qualquer fragmen-
to do cDNA codificador de um polipeptideo do invento clonado
no fago M13.

0 produto proteico para fins de
despiste e obtido por traducao in vitro ou in vivo em par-

ticular usando o sistema de oocitos de Xenopus laevis, con-

forme descrito por Maniatis et al. (1). O produto proteico
traduzido detecta-se utilizando anticorpos monoclonais, como
seja Mab-45, Mab-176 e Mab-135 ou usando um sistema de tes-
tes funcional como seja ligagao da IgE, ao polipeptideo como
é feito no teste de inibicao de rosetas por Sarfati et al.
(17).

Os fagos recombinantes portadores
de uma sequéncia de DNA para um polipeptideo do invento sao
identificados por hibridacao pela qual uma sequéncia de aci-
do nucleico marcada radioactivamente compreendendo um frag-
mento de DNA codificador do referido polipeptideo e usado na

hibridag¢ao. Como alternativa eles sao detectados por despis-
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te imunoldgico usando anticorpos monoclonais, como sejam
Mab-135 e Mab-176.

Modificacao da regiao codificado-
ra ou nao codificadora do vector hibrido consegue-se e.g. por

métodos aqui descritos, e.g. em 1d).

0 invento esta ainda relacionado
com a utilizacao de polipeptideos do invento com actividade
de 1igag§o a IgE para o tratamento ou prevengao de doengas
alérgicas em pacientes que sejam alergicos a todos os tipos
de antigénios, por exemplo polens, pelos de gatos, acaros do
p6 da casa e similares. Sera particularmente importante o
tratamento de pacientes de alto risco durante periodos cri-
ticos, incluindo especialmente recem-nascidos de alto risco
que nao sao alimentados ao peito. Os polipeptideos do presen-
te invento sao administrados enteralmente, por exemplo por
via nasal, rectal ou oral, ou parenteralmente, por exemplo
intramuscular, subcutdnea ou intravenosamente, geralmente em
formas de unidade de dosagem tais como comprimidos, drageias,
ampolas, frascos ou supositorios. A quantidade do polipepti-
deo a ser administrada depende da sua actividade especifica,
do peso e do estado geral do paciente, da gravidade da doen-
¢a, do modo de administracao e tem de ser baseada na avalia-
¢ao do médico. Em geral pode-se administrar uma dose entre
cerca de 100 pe e cerca de 5000 pg por Kg de peso do corpo

e por dia.

0 invento esta ainda relacionado
com preparagaes farmaceuticas contendo os polipeptideos do
invento tendo actividade de ligagao a IgE numa quantidade
antialergicamente eficaz facultativamente em conjunto com vel
culos convencionais farmaceuticamente aceitaveis que sejam
adequados a administracao oral, rectal, nasal ou parenteral,

i.e, administracao intramuscular, subcutdnea ou intraperito-




neal e que nao interfiram prejudicialmente com os ingredien-

tes activos.

Existem comprimidos, capsulas, am-
polas contendo um p6 solido ou nebulizadores, vaporizadores,
frascos, ampolas e similares contendo solucoes de infusEo,
de preferéncia solugoes aquosas ou suspensoes sendo possivel
prepara-las antes de usar, por exemplo a partir de prepara-
coes liofilizadas que contem o ingrediente activo sozinho ou
juntamente com um veiculo, como seja manitol, lactose, glu-
cose, albumina e similares. A preparacao farmaceutica pode
ser esterilizada e, caso se pretenda, misturada com aditivos,
por exemplo preservativos,estabilizantes, emulsionantes, so-
lubilizantes, tampoes e/ou sais para regulagao da pressgo
osmotica. A esterilizacao pode ser conseguida por filtracao
estéril atraves de filtros de poro pequeno (0,45 um de didme-
tro ou menos) depois do que a preparagao pode ser liofiliza-
da, caso se pretenda. Também se pode adicionar antibioticos

para assegurar a preservacao da esterilidade.

As preparagSes farmaceuticas de
acordo com o presente invento sao distribuidas em formas uni-
tarias de dosagem, por exemplo ampolas, compreendendo 1 a
2000 mg de um veiculo farmaceuticamente aceitavel por unida-
de de dosagem e cerca de 1 a 100 mg, de preferéncia cerca de

2 a 50 mg do ingrediente activo por unidade de dosagem.

0 invento tambem esta relacionado
com um método para a producao de uma preparacao farmaceutica
caracterizada por um polipeptideo do invento ser misturado

com um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

As preparacoes farmaceuticas sao

produzidas de modo conhecido per se, por exemplo por mistura
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dissolucao, liofilizacao e processos similares convencionais

e contem entre cerca de 0,17 e 1007, especialmente entre cer-

ca de 1% e 50 %Z de sibstlncias activas.

E também objectivo do presente in-

vento a utilizagao de novos polipeptideos do invento no tra-

tamento profilatico e terapeutico do corpo humano.

As abreviaturas usadas ao longo

da descrig¢ao tém os seguintes significados:

pb pares de bases

BSA albumina do soro bovina

cDNA DNA complementar

cpm contagens por minuto (decaimento radioactivo)
dA 2'-desoxiadenosina

dATP trifosfato de 2'-desoxiadenosina

dc 2'-desoxicitidina

dCTP trifosfato de 2'-desoxicitidina

dG 2'-desoxiguanosina

dGTP trifosfato de 2'-desoxiguanosina

dT 2'-desoxitimidina

dTTP trifosfato de 2'-desoxitimidina

DNA acido desoxirribonucleico

dNTP mistura de dATP, dCTP, dGTP, e dTTP
ds cadeia dupla

DTT 1,4~ditiotreitol

EDTA acido etilenodiaminotetracetico, sal di-sodico
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FCS soro fetal de vitela

HAT hipoxantina / aminopterina / timidina

HBSS solucao salina equilibrada de Hank

HT hipoxantina/aminopterina

Hepes Acido N—2—hidroxietilpiperazina—N'-2—etenossulf6—
nico

IgE imunoglobulina E

mRNA RNA mensageiro

min minutos

PBS soro fisiologico tamponado com fosfatos

Pipes piperazino-N,N'-bis (acido 2-etanossulfonico)

PMST fluoreto de fenilmetilsulfonilo

RIA ensaio radioimune

RNA acido ribonucleico

rpm revolugoes por minuto

SDS dodecilsulfato de sodio

ss cadeia simples

Tris tris (hidroximetil)aminometano

tRNA RNA de transferéncia

ug micrograma

Os exemplos que se seguem servem
para ilustrar o presente invento mas nao devem ser pensados

como uma limitagao dele.
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Usaram-se as seguintes solugoes tampao e meios:

agar

tampao de eluigao

caldo LB

solucao de lise

HBSS

HBSS-FCS

meio HT

meio HAT

MBS-H

agar Mc Conkey

caldo LB suplemento com 27 de agar

10 mM Tris-HC1, pH 7,5, 1 nM EDTA,
0,2% de SDS

1% Bacto-triptona (Difco), 0,5%
Extrato de levedura Bacto (Difco),
170 mM NaCl, ajustado a pH 7,5

com NaOH

0,5 M NaOH, 1,58 NaCl

8g NaCl, 400 mg KC1, 48 mg NazHPO4
350 mg NaHCOB, 60 mg KHZPOA’ 100 mg

de vermelho de fenol em 1 litro de

HZO'

HBSS suplentado com 10% FCS, 0,017
NaNB, 66 mM Tris-HC1 pH 7,2

meio RPMI/c suplementado com 40 ul
de 2-mercaptoetanol, 100 PM hipo-

xantina, 1 FM timidina

meio HT suplementado com 10 PM

aminopterina

88 mM NaCl, 1 mM KCi, 0,33 mM
(CaN0,),, 0,41 mi CaCly, 0,82 mM
MgSOA, 2,4 mM NaHCOS, 10 mM Hepes
(pH 7,4)

50 g de agar Mc Conkey prée-mistu-
rado (Becton Dickinson) para um

litro de agua destilada




tampao de lise de oocitos

PBS

meio RPMI 1640

meio RPMI 1640/c

tampao RVT

meio SOC

tampao SSC

tampao TBE

tampao TE

tampao TNE

tampao de lavagem
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20 mM Tris-HC1 pH 7,5, 50 mM NaCl,
0,5% Triton X-100,0,5% desoxicola-
to de sodio, 0,1% de metionina,

1 mM PMSF

1 litro contem 8 g de NaCl, 0,2 g
de KC1, 1,44 g NazHPO4.2H20, 0,2 g

KHZPOA

»
comercializavel pela Gibco

meio RPMI 1640 suplementado com

17 penicilina-estreptomicina (Gib-
co), 1% L-glutamina (Gibco) e 157
(v/v) FCS (Gibco)

200 mM Tris-HC1, pH 8,3 a 42°C,

20 mM MgClz, 280 mM KC1, 20 mM DIT

2% Triptona Bacto (Gibco), 0,57
Extrato de levedura (Gibco), 10 mM
NaCl, 2,5 mM KC1, 10 mM MgCl,,5 mM
MgSO 20 mM Glucose

21
4’
15 mM citrato de sodio, 150 mM
NaCl

1 litro contem 10,8 g Tris, 5,5 g
acido borico, 4 ml 0,5M EDTA

(pH 8,0)

10 mM Tris-HC1 pH 7,5, 1 mM EDTA

10 mM Tris-HC1, 1 mM EDTA, 0,1M
NaCl, ajustado a pH 7,8 com NaOH

10 mM Tris-HC1 pH 7,5, 1 mM EDTA
0,5M NaCl, 0,2% SDS
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Uso de enzimas de restrigao e isolamento de DNA

Todas as enzimas de jestricao sao
usadas nas condigoes de tamponizagao recomendadas pelo forne-
cedor na folha de dados da enzima. Em geral, usam-se 3 Unida-
des de uma enzima para digerir 1 e de DNA. As incubagoes
sao deixadas durante 2 horas a 37°C. Para parar a reacgao
enzimatica adiciona-se EDTA e Na-acetato para concentracoes
finais de 15 mM e 200 mM respectivamente. Para extrair o DNA
adiciona-se um volume de uma mistura a 1:1 de cloroformio/
/fenol, pre-saturado com TNE,-e agita-se vigorosamente a mis-
tura. As fases orginicas e aquosa sao separadas por centrifu-
gacao a 5000 g durante 5 min. (temperatura ambiente). A fase
aquosa e transferida para um novo tubo e extraida com 1 volu-
me de cloroférmio. Apos centrifugagao o DNA & precipitado
pela adicao de 2,5 volumes de etanol. A amostra e incubada
pelo menos 2 horas a -20°C-e centrifugada a 10000 g durante
10 minutos. O sedimento de DNA & lavado uma vez com 70% de
etanol, seco durante 10 minutos num excicador de vacuo e fi-

nalmente dissolvido num volume adequado de tampao TE.

Utilizaram-se as seguintes estirpes:

E.coli estirpe HB10l: F, hsdS20 (r ,, m B), recAl3, aralé,
proA2, lacYl, galk2, rspL20 (Sm'), xyl-5, mtl-1, supB4s4, A~
(Boyer e Rouland-Dussoix 1969 ; Bolivar e Backman 1979).

Linha celular RPMI 8866: As células RPMI 8866 (ATCC N°CCL 107)

sao de uma linha de células B linfoblastoides que expressam

os receptores para IgE. A linha celular foi recebida do Dr.
P.Ralph, Sloan-Kettering Research Institute, NY, USA.
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Usaram-se os seguintes plasmideos:

pUC-9: Comercializavel pela Pharmacia, P-L Biochemicas Upsalla,
Suecia. O plasmideo pUC-9 consiste num gene para ampicilina-.
se derivado do pBR 322 e uma origem de replicagao de DNA 1i-
gada a uma porgao do gene lac Z de E. coli. Na regiao lac Z

deste plasmideo foi introduzida uma insercao de DNA contendo
um arranjo de sitios unicos de reconhecimento por enzimas de

restricao.

pUC-KO: Este plasmideo ¢ um derivado de pUC-9 em que a regiao
do promotor / operador do gene lac Z foi eliminada entre o
sitio de restricao HaeIl imediatamente fora da sequéncia do
promotor e o sitio de restricao HindIII, dentro do poli-adap-
tador, deixando as outras sequéncias do plasmideo pUC-9 inal-

teradas.

GEM

Este plasmideo & um vector de transcrigao especial. Foi cons-

-1: Comercializavel pela Promega Biotec, Madison, USA.

truido usando o plasmideo pSP64 contendo o promotor bacteri-
ofago SP6 (Melton, D.A., et al (16)) e um promotor do bacte-
riofago T7. O plasmideo resultante tem dois promotores 0pos-—
tos SP6 e T7, separados por um pequeno pedago de DNA conten-

do multiplos locais de clonagem.

Plasmideos pIN-III-ompA: Descritos por Gharayeb et al. (13).

Estes plasmideos sao vectores de clonagem especiais para se-
crecao em E.coli. A secregao do produto do gene clonado atra
vés da membrana citoplasmatica pode ser conseguida fundindo

os polipeptideos sinal adequados ao extremo amino do produto




do gene. Nestes plasmideos o fragmento de DNA codificador do
peptideo sinal da proteina ompA, uma das principais protei~-

nas de membrana de E.coli, foi inserida num vector de alta ex
pressao, Pode-se clonar um fragmento de DNA estranho em qual-
quer uma das trés grelhas de leitura nos sitios tnicos EcoRI,
HindIII ou BamHI imediatamente apos a sequéncia do peptideo

sinal ompA. Os plasmideos pIN-III-ompA do tipo 1, 2 e 3 tri-

gger diferentes grelhas de leitura para traducao.

EXEMPLO 1

TIsolamento de mRNA a partir de céelulas RPMI 8866

As células RPMI 8866 cultivam-se

em frascos de cultura de tecidos (Falcon 175 cmz) com 50 ml
de meio RPMI 1640 suplementado com 15% FCS, 100 unidades/ml
de penicilina e 100 Fg/ml de estreptomicina. As células de
50 frascos confluentes (aproximadamente 108 células/frasco)
colhem-se por centrifugagéo e lavam-se uma vez com 50 ml de
PBS. O sedimento de células (5 g) e dissolvido em 25 ml de
uma solugao preparada a partir de 100 g de tiocianato de gua-
nidinio, 100 ml de HZO’ 10,6 ml de 1M Tris-HC1l, pH 7,5, 4,2
ml de EDTA 0,5M, 21,2 ml de 20% N-laurilsarcosina e 2,1 ml

de 2-mercaptoetanol. O lisado celular ¢ homogeneizado num
"omnimixer" durante 90 segundos a toda a velocidade. Adicio-
na-se dois volumes de uma mistura a 1:1 de cloroformio e fe-
nol. A mistura e agitada vigorosamente durante 1 min e depois
centrifugada a 5000 g durante 10 min numa centrifuga Sorvall
a 10°C. A fase aquosa e recuperada e repetida a extracgao
mais 4 vezes. Adicionam-se dois volumes de etanol a fase aqu

osa. Recupera-se o precipitado por arrefecimento a -20°C du-
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rante 15 minutos seguido de centrifugacao a 10000 rpm a 4°¢
num rotor Sorvall S$S34 durante 10 minutos. O sedimento & dis
solvido em 4 ml de tampao TE. Adiciona-se 7,5 g de CsCl
(Merck) e 50 Pl de 0,1NHC1l e a solucao é ajustada a 7,5 ml

e colocadas sobre uma almofada de 2 ml de 5,7M CsCl num tubo
de centrifuga de 12 ml. O tubo € cheio até acima com 1,0 e
centrifugado durante 16 horas a 29000 rpm 20°C num rotor TST
41 (Kontron). No fim da corrida a maior parte do sobrenadan-
te & removido e o tubo escorrido por inversao rapida. O se-
dimento de RNA transparente é dissolvido em 1 ml de tampao
TE e 0,2% de SDS agitando com vortex e aquecendo ocasional-
mente (2 minutos) a 37°C. O RNA & precipitado com etanol co-
mo descrito por Maniatis et al. (1) p. 461-462, O mRNA pre-
tendido é dissolvido em 1 ml de tampao de eluicao. Apos aque
cimento durante 2 min a 68°C e arrefecimento em gelo, adicio-
na-se 130 Pl de 5M NaCl e a solugao & aplicada a uma coluna
de 2 ml de 0ligo-dT celulose (2 ml de volume de leito numa
seringa de 5 ml tipo 7, P-L Biochemicals) equilibrada em tam
pao de lavagem. Apos duas aplicagoes subsequentes da amostra
a coluna e lavada com 15 ml de tampao de lavagem e o mRNA
ligado eluido com 4 ml de tampao de eluigéo. 0 material elu-
ido é aquecido durante 2 min a 6800, arrefecido em gelo e
adiciona-se 0,44 ml de 5M NaCl. A solugao é aplicada duas
vezes a coluna de oligo-dT celulose re-equilibrada. Apos la-
vagem com 15 ml de tampao de lavagem o mRNA ligado & eluido
com 4 ml de tampao de eluigao. A recuperacaoc do mRNA é deter-
minada medindo a observéncia a 260 nm (OD260 nm=1 esta de
acordo com uma concentracao de 40 Pg/ml). 0 mRNA (150 Fg) e
precipitado com etanol. O precipitado é colhido por centrifu-
gaggo (15 min a 16000 g), dissolvido em 0,4 ml de H20 e re~
~precipitado com etanol. O sedimento de mRNA & seco ao ar e
dissolvido em 150 pl de tampao TE suplementado com 0,1% de
SDS.
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EXEMPLO 2

Enriquecimento em mRNA codificador dos polipeptideos receptor

de IoEf e relacionados com IgE-BF,

130 pe de mRNA poli-A do Exemplo
1 (1 Fg/ml) sao aquecidos durante 5 min a 7000, arrefecidos
em gelo e aplicados sobre um gradiente linear de 5-20% de
sacarose em 0,1M NaCl, 10 mM Tris-HC1 pH 7,5, 1 mM EDTA e 0,5
SDS. O gradiente é centrifugado durante 5 horas a 41000 rpm
num rotor TST41 a 25°C. Colheram-se 30 fraccoes (volume 0,4
ml/fraccao) e testaram-se por injecgao em oocitos de Xenopus

laevis, conforme descrito no Exemplo 3.

EXEMPLO 3

tradugao in vivo de mRNA em oocitos de Xenopus laevis

Pode-se obter Xenopus laevis adul

tos macho e fémea a partir de uma variedade de fornecedores
de animais, incluindo K. Evans (716 Northside, ann Arbor, MI
48109). As ras podem ser mantidas em qualquer tipo de tanque
com agua, sem arejamento, a 18-22°C. A alimentagao regular
(duas vezes por semana) com fragmentos de figado ou de cora-
¢ao ajudara a manter uma colonia saudavel. Os oocitos devem
ser obtidos a partir de fémeas adultos e saudaveis de Xeno-~
pus. Isto e facilmente conseguido por anestesia da ra numa
solucao de 1:1000 (p/v) de m-aminobenzoato de etilo em agua
durante 10-30 minutos. Uma pequena incisao (1 cm) no lado
ventral posterior da facil acesso ao ovario da ra. Apds re-

mocao de um segmento de ovario a incisao pode ser suturada e
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a ra recuperara rapidamente na agua. 0 ovario devera ser co-
locado imediatamente em siluacao salina de Barth modificada
(MBS-H) e os oocitos individuais sao separados uns dos outros
com uma ansa de platina. Injectam-se odcitos grandes ja com-
pletamente crescidos usando um micropipeta fina, uma seringa
micrometrica e qualquer esteriomicroscopio de dissecagao con-
vencional. A construgao de uma pipeta de injecgéo adequada
esta descrita por Gurdon (18). Os oocitos sao colocados numa
14mina de microscopio, secos por capilaridade usando uma toa-
lha de papel e a lémina & entao colocada no stage do micros-
copio. Antes e durante a insercao da pipeta os oocitos podem
ser manipulados com blunt watchmaker's forceps. Apos a pi-
peta ter penetrado nos oocitos introduz-se uma aliquota de
30-50 ml das solucoes de mRNA (1 mg/ml) do Exemplo 2 usando
a seringa do micrometro. Grupos de 40 ovos contendo o mRNA
da mesma fraccao sao incubados em 0,5 ml de solugao de Barth,
suplementada com 6% FCS durante 45 horas a 20°C. Remove-se
o meio de incubagao e os oocitos sao homogeneizados em 900 Pl
de tampao de lise de oocitos. O homogenato é centrifugado nu-
ma centrifuga Eppendorf durante 10 minutos. A fase superior
e recuperada e aliquotas de 50 Fl testadas numa RIA, como

descrito no Exemplo 7.

EXEMPLO 4

Preparagao de células de hibridoma produtoras de anticorpos

monoclonais contra FC_.R
(=3

Imunizaram-se ratinhos Balb/c com
trés injecgoes intraperitoneais de 5x107 celulas RPMI 8866

viaveis em PBS com intervalos de 4 semanas. Colheram-se amos-
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tras individuais de soro de ratinho 2 dias apos a ultima in-
jeccao e testaram-se quanto a actividade anti—chR. Juntaram-~se
as celulas do bago de dois animais com os titulos mais altos
e usaram-se para fusao no dia seguinte. Os bacos sao raspa-
dos e para cada fusao 13108 celulas do bago lavadas sao sedi-
mentadas com 25x106 celulas de mieloma de ratinho NSI/1-Agk
(obtidas da American Type Tissue Culture Collection) durante
5 min a 350 xg. O sedimento de células é suavemente ressus-
penso durante 30 seg em 2 ml de solucao de polietilenoglicol
(PEG-1540, Baker) consistindo em 20 g de PEG dissolvido em

28 ml de meio RPMI 1640 (Gibco)} contendo 15% (v/v) de dime-
tilsulfoxido. Adiciona-se gota a gota 8 ml de meio RPMI/c du-
rante um periodo de 90 seg seguido de adigao rapida de mais

5 ml. A suspensao celular é misturada invertendo o tubo, dei-
xada em repouso durante 2,5 min e centrifugada a 350 xg du-
rante 5 min. O sedimento e ressuspenso em 5 ml de meio RPMI/
/c e aliquotas de 50 Pl sao distribuidas por cada pogo de 4
placas Costar # 3596 de 24 pocos também contendo 1x10% cé1u-
las normais do baco de Balb/c em 1 ml de meio HAT. Todas as
culturas sao mantidas por adicao alternada ou substituicao

do meio HAT com poucos dias de intervalo conforme necessario,
comecando no 52 dia apos a fusao. Passados 14 dias o HAT é
substituido por meio HT e passados 28 dias por RPMI/c. Os so-
brenadantes de pogos individuais (192 culturas) sao testados
relativamente a anticorpos anti—Fcék uma a duas semanas apos
a fusao. Clonaram-se por diluicao limite 21 culturas produ-
toras dos anticorpos pretendidos; elas sao diluidas em RPMI/c
para uma concentracao de 10 células viaveis/ml e aliquotas
destas suspensges sao colocadas em pocos de placas de 96 po-
gos (Linbro # 76-003-05, Flow Labs), contendo 100 pl de meio
HT e 1x105 células normais de bago de BALB/c. Os pogos sao
examinados ao microscopio para assegurar que as culturas em
crescimento sejam monoclonais. Amostras de sobrenadantes das

culturas sao testadas para actividade de anticorpos; as cul-
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turas positivas sao seleccionadas e expandidas em recipien-
tes maiores para cultura de tecidos. No final obtiveram-se
14 linhas celulares monoclonais secretoras de anticorpos com
a especificidade necessaria. Usaram-se aqui trés clones, de-
signados 207.25.A.4.4/45, 208.25A.4.3/135 e 208.25D.2.1/176,
depositadas na Collection National de Cultures de Microorga-
nismes of the Institute Pasteur, Paris, disponiveis com os
numeros de acesso I-452, I-425 e I-420, respectivamente. Os
anticorpos monoclonais produzidos por eles sao designados

Mab-45, Mab-135 e Mab-176.

EXEMPLO 5

Isolamento e purificagao de anticorpos monoclonais

Ratinhos Balb/c pretrataram-se in-
traperitonealmente com 0,5 ml de pristano (Aldrich). 2 sema-
nas mais tarde, 5x106 células de hibridoma clonadas do Exem-
plo 4 sao injectadas intraperitonealmente. Apos 8-10 dias o
fluido de ascites e colhido, centrifugado a 800 xg e guarda-
do a -20°C. 0 liquido de ascites descongelado & centrifugado
a 50000 xg durante 60 min. Uma camada de gordura que flutua
na superficie e cuidadosamente removida e a concentragao pro
teica & ajustada a uma concentracao de 10-12 mg/ml. A imuno-
globulina bruta & precipitada pela adicao gota a gota de 0,9
equivalentes de volume de sulfato de amonio saturado a OOC,
depois dissolvido em 20 mM Tris-HC1/50 mM NaCl (pH 7,9) e de-
pois dializado contra o mesmo tampao. Obtem-se uma fraccao
de imunoglobulina G por cromatografia em DEAE-D52 celulose
(Whatman) usando um sistema de gradiente de tampao de 20 mM
Tris HC1/25-400 mM NaCl, pH 7,9.
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EXEMPLO 6

Preparacao do anticorpo monoclonal Mab-135 marcado com 1251

Iodinaram-se 40 pg de Mab-135 (sg
lucao em PBS do Exemplo 5) com 0,5 mli de iodeto de sodio mar
125

cado com I e cloramina T seguindo o processo geral de F.
C. Greenwood et _al. (19). A solucao contendo a proteina Mab-
-135 iodinada foi dialisada 4 vezes, 6 horas cada, contra 1
litro de tampao PBS. O produto final -tem uma actividade es-
pecifica de aproximadamente 2x107 cpm/pg de proteina. O an-
ticorpo monoclonal Mab-176 marcado com 1261 foi preparado de

modo idé&ntico.

EXEMPLO 7

Radioimunoensaio para a deteccao de IgE-BF em sobrenadantes

L d
de celulas e soro

Incubaram-se pogos de placas de
microtitulacao em cloreto de polivinilo durante a noite a
temperatura ambiente com 150 Pl de tampgo carbonato 0,01M,
pH9, contendo 5 Pl/ml de Mab-176 do Exemplo 5. As placas fo-
ram entao lavadas uma vez com PBS e feitas reagir durante 2
horas a temperatura ambiente com 200 Pl de solugcao salina
equilibrada de Hanks contendo 10% de soro fetal de vitela
(HBSS-FCS), depois lavadas de novo 10 vezes com PBS e incu-
badas com 100 Pl da amostra a testar durante 8 horas a tem-
peratura ambiente., Determinou-se o branco usando HBSS-FCS,

As placas foram lavadas 10 vezes com PBS e incubadas durante
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a noite a temperatura ambiente com 100 Pl por pogco de 1251—

-Mab-135 (2 a 4x105 cpm em HBSS-FCS, Exemplo 6), depois la-

vadas 10 vezes com PBS e contadas num contador gama.

EXEMPLO 8

Sintese de ss-cDNA a partir de mRNA

12 Pl (0,5 mg/ml) da solucao de
mRNA do Exemplo 2 apresentando a capacidade de ligagao mais
alta para 1251—Mab—135, detectado na RIA do Exemplo 7, foi
adicionado a 25 Fl de tampao RVI, 2,5 fl da mistura de dNTP
(dATP, dTTP e dGTP, 20 mM cada) 5 Fl de 1 mg/ml de oligo-
~dT,, g (P-L-Bio-chemicals) 1 pl->~P-dCTP (10 pli, 3000
1i/mmol), 3 Fl de RNasinaRM (60 unidades, Promega Biotec, Ma-
dison, USA) e 3 Pl de transcriptase reversa (66 unidades,
Promega Biotec). Incluiu-se dCTP radioactivo na mistura de
reacggo para facilitar a recuperagao e a determinacao do ren
dimento do cDNA em todos os passos da sintese. Incubou-se a
mistura durante 1,5 h a 42°C. Parou-se a reaccao pela adicao
de 2 Pl de EDTA 0,5M pH 7,5. O mRNA foi degradado pela adi-
cao de 25 Pl de 0,15M NaOH e incubagao a 45°C durante 1 hora.
Neutralizou-se a solucao pela adigao de 25 Pl de 1M Tris-HC1
(pH 8,0) e 6 Pl de 1M HC1l. Adicionou-se 2 Pl de 207 SDS e
extraiu-se a solucao com 0,15 ml de mistura fenol.clorofor-
mio (volumes iguais de fenol e cloroformio equilibrados com
tampao TNE). A fase aquosa foi aplicada numa coluna de 2 ml
de SephadexR G-50 numa pipeta de Pasteur equilibrada com tam
pao TNE, para separar o cDNA sintetizado de novo dos nucleo~-
tideos nao incorporados e do mRNA degradado. Colheram-se do-

ze fraccoes de 200 Fl cada e determinou-se a radioactividade




aproximada de cada fracgao com um contador Geiger. As trés
primeiras fracgoes contendo radioactividade foram reunidas.
Recuperou-se 1,5 P8 de ss-cDNA e precipitou-se com etanol
como descrito por Maniatis et al (1), p.461-462. 0 ss-cDNA
foi dissolvido em 20 Fl de HZO'

EXEMPLO 9

Sintese de ds-cDNA e digestao com Sl

0 ss-cDNA obtido foi incubado em
100 Pl volume final de 100 mM Hepes, pH 6,9, 10 mM MgClz,
2,5 mM DTT, 70 mM KC1, dNTP 0,5 mM cada (dATP, dCTP, dTTP,
dGTP) e 20 unidades de DNA polimerase I fragmento maior, en-
zima Klenow (Boehringer Mannheim) durante 3 horas a 15°c.
Adicionou-se entao mais 20 unidades da mesma enzima e a in-
cubacao continuou durante 10 horas a 15°C. Parou-se a reac-
cao adicionando EDTA até 20 mM. A mistura foi extraida com
fenol-cloroformio e precipitada com etanol como descrito por
Maniatis et al (1), p.461-462 e 458-459., 0 ds-cDNA resultan-
te foi tratado numa mistura de incubagao de 100 fl contendo
250 mM NaCl, 50 mM acetato de sodio pH 4,5, 1 mM ZnS0,, 200
unidades de nuclease sl (Boehringer, Mannheim) a 30°C duran-
te 30 minutos. Parou-se a reacgao adicionando EDTA para 25
mM. Apos adicao de 1M Tris-HC1, pH 8,0 para 100 mM e SDS para
1%, extraiu-se a reacgao com fenol/cloroformio e passou-se
atrves de uma coluna de Sephadex G-200 numa pipeta de Pasteur
de 2 ml de volume, equilibrada com tampao TNE. Determinou-se
quais as fracgoes que continham ds-cDNA medindo a radioacti-
vidade e reuniram-se e precipitaram-se com etanol e dissol-

veram-se em 15 Pl de H20. Obtiveram-se 3,2 Pg de ds—-cDNA.




EXEMPLO 10

Colocacao de caudas 3'-oligo (dG) no plasmideo pUC-KO

Cortaram-se 20 Fl do plasmideo
pUC-KO com 50 unidades de PstI (Boehringer, Mannheim) em 200
Pl de 50 mM Tris-HC1l pH 8,0, 10 mM MoCl2 e 50 mM NaCl., Adi-
cionou-se EDTA para 20 mM e a mistura de reaccao foi extrai-
da com um volume igual de cloroformio/fenol (1:1). O DNA de
plasmideo cortado foi precipitado pela adicao de 2,5 volumes
de etanol e recuperado por centrifugagao a 10000 g durante
10 minutos. Rejeitou-se o sobrenadante e dissolveu-se o se-
dimento em 50 pl de H20. Incubou-se a sonda em 150 Pl de uma
solucao com 200 mM de cacodilato de potassio pH 6,9, 1 mM
CoCl, 2 mM DTT, 10 um dGTP e 80 unidades de transferase ter-
minal de desoxinucleotidilos (Pharmacia P-L Biochemicals,
Upsalla Sweden) durante 5 minutos a 37°C. Para parar a reac-
cao, adicionou-se EDTA para 10 mM e extraiu-se a mistura uma
vez com fenol/cloroformio (1:1). Precipitou-se o DNA com eta
nol e recuperou~-se por centrifugagao a 10000 g. Dissolveu-se
o sedimento de DNA em 200 Pl de tampao TE e aplicou-se um
gel horizontal de 0,87 de agarose em tampao TBE usando um
pogo com uma largura de 3 cm. Apos electroforese durante 16
horas a 1V/cm recuperou-se o DNA por electroeluicao a 5V/cm
durante 20 minutos e recuperou-se do saco por pipetagem vi-
gorosa. O DNA foi extraido com fenol-cloroformio e precipi-
tado com etanol como descrito no exemplo 1. Apos centrifuga-

cao o DNA foi dissolvido em tampao TE e guardado a -20°C.
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EXEMPLO 11

Preparagao de um plasmideo contendo ds-cDNA codificador do

polipeptideo relacionado com receptores de IgFE e transforma-
cao de E. coli HB10l com ele

Incubaram-se 800 ng de ds-cDNA do
Exemplo 5 em 40 Pl de uma solucao contendo 200 mM cacodilato
de potassio, pH 6,9, 1 mM CoClz, 2 mM DTT, 100 pmoles de SH—
-dCTP e 12 unidades de transferase terminal de desoxinucleo-
tidilos (P-L Biochemicals) durante 5 minutos a 37°C. Para
parar a reaccao adicionou-se EDTA para 10 mM. Extraiu-se a
mistura com fenol/cloroformio e precipitou-se o DNA com eta-
nol. Dissolveu-se em HZO o ds-cDNA com caudas dC e guardou-
-se a -20°C. Uma mistura de 50 ng de ds-cDNA com caudas dC
e 150 ng de pUC-XO com caudas dG do Exemplo 10 em 200 Pl de
tampao TNE foi incubada durante .5 minutos a 650C, 60 min a
55%C e depois arrefecida lentamente até 30°C num banho-maria
durante um periodo de 3-5 horas. Adicionou-se aliquotas de
2 pl desta mistura de emparelhamento a 200 Fl de celulas E.
coli HB101l competentes, as quais foram preparadas para trang
formacao por tratamento com cloreto de calcio conforme des-
crito por Maniatis et al (1). p.250. As misturas sao manti-
das em gelo durante 30 minutos e aquecidas a 42°C durante 2
min, depois diluidas com 1 ml de meio SOC e incubadas a 37°¢C
durante 1 hora. Reuniu-se o conteudo de 10 tubos e colheram-
-se as celulas por centrifugacao a 2000 g durante 5 min. Ca-
da sedimento de células foi ressuspenso em 1 ml de meio SOC
e espalhado numa placa de 10 cm com agar contendo meio LB e
50 Pg/ml de ampicilina. As placas foram incubadas a 37°C du-
rante 16 horas. Obtiveram-se cerca de 5000 colonias transfor-

madas, caracterizadas pela sua resisténcia a ampicilina.
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EXEMPLO 12

Identificacao de clones contendo ds—cDNA codificador dos re-

ceptores de IgE e do polipeptideo relacionado com factores

de ligacao a IgE por traducao de hibridos seleccionados.,

Cultivaram-se colonias individuais
do Exemplo 11 até a saturacao em 2 ml de caldo LB contendo
100 Pg/ml de ampicilina, Reuniram-se 96 culturas e isolou-se
o DNA de plasmideo usando o método de lise alcalina (Mani-
atis, T. et al., p. 90 (1)) 100 Pg de DNA de plasmideo des-
naturado pelo método alcalino foram ligados covalentemente
a 50 mg de ATP-celulose activada preparada pelo método de
Seed (20).

Dissolveu-se mRNA poliA (60 Pg)
de células RPMI 8866 (Exemplo 1) em 300 Pl de Pipes 15 mM
pH 6,4, 1,5 mM EDTA, 600 mM NaCl, 0,2% SDS, 50%Z de formamida
e hibridou-se com DNA de plasmideo ligado a celulose a 37°C
durante 16 horas com agitaggo suave. Lavou-se a celulose
10 vezes em 50 %7 de formamida, 45 mM NaCl, 4,5 mM citrato
de sodio, 20 mM Pipes pH 6,4 e 1 mM EDTA. O mRNA hibridado
foi eluido em celulose incubando duas vezes a 65°C durante
2 minutos em 100 Pl de 90% formamida, 0,2% SDS, 10 mM Pipes
6,4, 5 mM EDTA, 20 Pg/ml de tRNA de figado de vitela. O mRNA
eluido foi precipitado duas vezes com etanol. O mRNA poliA
precipitado obtido de cada conjunto foi dissolvido em 6 Pl

de agua e usado para injec¢ao em oocitos de Xenopus laevis

e analisado como descrito no Exemplo 3. As proteinas tradu-
zidas foram testadas por RIA conforme descrito no Exemplo 7.
Dos dez conjuntos de 96 colonias cada, um e positivo. Estas
96 colonias foram combinadas em 12 conjuntos novos de oito

colonias e testadas da mesma maneira. Finalmente identificou-




—se uma coléonia isolada, a proteina da qual da um sinal po-
sitivo na RIA apos a traducao do mRNA em oocitos de ra. 0
clone foi expandido em caldo LB contendo 100 Pg/ml de ampici-
lina. Isolou-se DHA de plasmideo desta clonia, 1 Fe do DNA

de plasmideo foi digerido com a enzima de restrigao Pstl, uma
enzima que cliva em ambas as fronteiras entre o DNA vector

e a insercao de ds-cDNA e determinou-se a sequéncia da inser-
cao de cDNA de extremo a extremo usando o metodo de sequén-
ciacao de terminacao de cadeias didesoxi de Sanger et al.
(21). A sequénciagao foi feita conforme descrito detalhada-
mente no manual de Amersham "M13 cloning and sequencing" usan
do os reagentes incluidos no "kit" de sequénciagao (Amersham
N 4501 e N 4502). A insercao de ds-cDNA tem 417 pb de compri
mento e a sua sequéncia esta apresentada na Formula II entre
o pb n? 878 e o pb n? 1295. Este ds-DNA codificador da parte
C-terminal do receptor de IgE e do factor de ligacao a IgE
foi usado como sonda de DNA para encontrar por hibridagao

um clone de cDNA maior contendo toda a informacao codifica-
dora dos polipeptideos relacionados com o receptor de IgE e

o factor de ligacao a IgE humanos.

EXEMPLO 13

Clonagem de um cDNA contendo toda a sequéncia codificadora

do receptor de IgE humano.

Isolou-se mRNA poliA a partir de
células RPMI 8866 conforme descrito no Exemplo 1. Os primei-
ros passos de sintese de cDNA foram feitos de acordo com o
Exemplo 2-8. Entao, o protocolo foi alterado para enriqueci-

mento em ds-cDNA de tamanho completo. O ss-cDNA foi dissol-




vido em 32 Pl de H 0. 0 ss-cDNA foi prolongado com caudas
0ligo-dC numa mlstura de reaccao contendo 32 Pl de ss-cDNA
(2,8 P°)’ 10 Yl de 1M cacodilato de potassio, pH 7,0, 5 Fl

de 10 mM CoCl 5 pl de 1 mM DTT e 1 nmole de dCTP. Apos pré-
—1ncuba§ao durante 5 minutos a 37 C, adicionou-se 3 Fl de
transferase terminal de desoxinucleotidilos (81 unidades, P-L
Biochemicals) e a incubacao continuou durante mais 10 min.
Adicionou-se mais 50 Pl de tampao TNE e o ss-cDNA foi extra-
ido com cloroformio/fenol e precipitado com etanol. 0 sedi-
mento foi lavado com 70% etanol, seco ar ar e dissolvido em
15 pl de H,0, 25 pl de tampao RVT, 2,5 pl de mistura de dNTP
(dATP, dTTP, e dGTP 20 mM cada) e 5 Pl de 0,2 mg/ml de oligo
dG12-18 (P-L Biochemicals). Adicionou-se 3 Pl de tramnscrip-
tase reversa (66 unidades, Promega Biotec) e incubou-se a
mistura a 42°C durante 90 minutos. Parou-se a reaccao pela
adigao de 2 Pl de 0,5M EDTA, pH 7,5 e 50 Pl de tampao TNE e
extraiu-se a mistura com 0,15 ml de fenol- cloroformio (1:1).
Aplicou-se a fase aquosa numa coluna de Sephade,{R G-50 (2,5
ml em tampéo TNE) e colheu-se a fraccao do volume de -éxclu-
sao (0,4 ml) contendo 1,1 & de ds-cDNA foi precipitado com
etanol. Suspendeu-se o sedimento resultante em 32 Pl de HZO

e o ds-cDNA foi prolongado com caudas oligo-dC marcadas ra-
dioactivamente como descrito no Exemplo 11. Parou-se a reac-
cao pela adicao de 1 Pl de 0,54 EDTA, pH 7,5 e aplicou-se a
amostra num gel horizontal de 17 de agarose em tampao TBE
usando pogos com uma largura de 0,5 cm. Num pogo paralelo,
aplicou-se 1 e de DNA do bacteriofago lambda (digerido com
FcoRI e HindIII) para servir como marcador de tamanho. Apos
electroforees durante 2 h a 2,5V/cm o gel foi embebido em
tampao TBE contendo 0,5 Pg/ml de brometo de etidio para corar
o ds-DNA. A regiao contendo ds-cDNA com um tamanho entre apro
ximadamente 1,4 e 2 kilobases foi removida e colocada em do-
is sacos micro-coloddico (Sartorius) pre-embebidos em HZO'

Adicionou-se 0,3 ml de H20 e colocaram-se oS Sacos num apa-




relho horizontal de electroforese (Bio-Rad) contendo tampao
TBE a metade da concentracao normal. O ds-cDNA foi electro-
eluido a 5V/cm durante 20 min e recuperado do saco por pipe-
tagem vigorosa. O ds-cDNA foi extraido com fenol-cloroformio
e precipitado com etanol. Apos centrifugacao dissolveu-se o
ds~cDNA em 10 Fl de tampao TNE. Recuperou-se 100 ng de ds-
-cDNA (determinado a partir da recuperacao de radioactivida-

de).

EXEMPLO 14

Emparelhamento de pUC-KO com caudas dG com ds-cDNA com caudas

poli (dG) e transformacao de E.coli com o plasmideo obtido.

40 Pl de ds-cDNA (40 ng de mate-
rial fraccionado por tamanho do Exemplo 13) foi misturado
com 16 Fl (200 ng) de DNA do plasmideo pUC-KO com caudas oli
go- dGlO 20 do Exemplo 10 e 194 Pl de tampao TNE e sequencia-
damente incubado a 65°C durante 10 min., a 46°C durante 1 ho-
ra e a temperatura ambiente durante 1 h. Usou-se o DNA empa-
relhado para transformar céelulas competentes E. coli HB101
(estirpe LM 1035), as quais foram preparadas para transfor-
macao como descrito no Exemplo 11. Adicionou-se aliquotas de
2 Fl da mistura de emparelhamento a tubos paralelos conten-
do 200 Fl de celulas competentes. Deixa-se os tubos em gelo
durante 30 min. Apos um choque térmico de 90 seg a 42°C e
arrefecimento em gelo durante 2 min, adicionou-se 0,8 ml de
meio SOC por tubo e incubou-se em seguida durante 60 min a
37°C. Apos incubagao reuniu-se o conteudo de 10 tubos. Colhe-
ram-se as celulas por centrifugagao a 2000 g durante 5 min e

semearam-se em placas de agar Mc Conkey (15 cm de didmetro)




contendo 100 Pg/ml de ampicilina. As placas foram incubadas
durante a noite a 37°C. Obtiveram-se aproximadamente 1000 co-
lonias resistentes a ampicilina por placa. Estas foram trang
feridas para membranas de "nylon" (Pall-Biodyne, Glen Cove,
New York - USA) e as membranas foram colocadas sobre placas
de agar Mc Conkey com as coldnias para baixo. Apos incubacao
durante 5 horas a 37°C, fizeram-se duas réplicas em membra-
nas de nylon. A membrana principal foi guardada a 4°C numa
placa de agar. As replicas foram processadas para hibridacao
de cdlonias colocando-as sucessivamente em papel 3MM (Whatman
Ltd., Maidstone, USA) saturado com 0,54 NaOH, 1,5M NaCl du-
rante 5 minutos e com 0,5M Tris-HC1l, pH 8,0, 1,5M NaCl duran-
te 10 minutos. Entre cada incubagao os filtros foram trans-
feridos para filtros Whatman 3MM secos. Os filtros réplica
foram incubados a 80°C numa estufa sob vacuo durante 2 horas

e imediatamente usados para hibridagao de DNA.

EXEMPLO 15

Hibridacao em filtros

A insercao de cDNA de 10 pe de

plasmideo codificadora de parte do receptor de IgE obtido a
partir do clone positivo do Exemplo 12 foi preparada por di-
gestao com a endonuclease de restricao PstI. A insercao de
cDNA (450 pb) foi separada do DNA do vector pUC-KO (2900 pb)
por electroforese num gel de 1,57 de agarose em tampao TBE

e recuperado por electroeluicao e precipitagao com etanol
como descrito no Exemplo 13. A insercao de cDNA purificada
(200 ng) foi tomada radioactiva usando um sistema de "nick

translation" da Amersham (N. 5000) seguindo as instrugoes




[T

- 65 -

/

Py
‘ .
!

\f

dadas pelo fornecedor. A sonda de cDNA marcada radioactiva-
mente tem uma actividade especifica de 5x108 dpm (Pg). 0

cDNA marcado radioactivamente foi desnaturado por incubacao

a 95°C durante 10 minutos e imediatamente arrefecido em gelo.
Os filtros replica do Exemplo 14 foram pré-hibridados num
saco de plastico fechado durante 2 h em 100 ml de uma solu-
cao contendo 0,94 NaCl, 0,18M Tris-HC1, pH 8,0, 6 mM EDTA,
0,02% Ficoll 400, 0,027 polivinilpirrolidona, o0,02% BSA, 0,2%
SDS e 50 Pg/ml de DNA desnaturado de timo de vitela. Fez-se

a hibridacao durante a noite num saco de plastico fechado
contendo 5 ml da mesma solucao suplementada com a insercao

de cDNA marcado radioactivamente e desnaturado pelo calor re-
ferida atras. Ap6s hibridaggo os filtros foram lavados em
2x8SC/0,2% SDS, seguido de trés lavagens a 65°C com 200 ml

de 0,2x8SC/0,2% SDS. Os filtros foram secos e expostos a um
filme de raios X Kodak (XAR-5) durante a noite. Os filtros
foram marcados com tinta radioactiva para parmitir o alinha-
mento dos filtros com o autorradiograma. Encontraram-se dois
clones positivos, os DNAs dos quais hibridam com o fragmento
de DNA marcado radioactivamente codificador do receptor de

IgE. Eles foram designados pCL-1 e pCL-2.

EXEMPLO 16

Isolamento e analise do DNA de pCLl e pCL2

Cultivaram-se os clones pCLl e
pCL2 e os DNAs dos seus plasmideos foram isolados usando o
método de lise alcalina (Maniatis, T., et al.(1),p.90). Dige-
riu-se o DNA com PstI, uma enzima que corta o cDNA nas fron-

teiras entre o DNA do vector e as insergoes de DNA. Os frag-




mentos foram separados por electroforesé e as insercgoes de
cDNA completas isoladas por electroeluicao como descrito no
Exemplo 13. As insercoes de cDNA destes dois plasmideos foram
sequénciados de extremo a extremo usando o metodo de Sanger
et al(21) descrito detalhadamente no manual da Amersham. Na
Figura 2 e Formula II estd apresentado um sumario de analise

de restrigao e sequénciagao.

EXEMPLO 17

Transferéncia do cDNA relacionado com o receptor de IgE para

um plasmideo adequado a transcrigao.,

10 [s de DNA do plasmideo pCL-2
foram digeridos com as enzimas de restrigao Pstl e HindII
(Boehringer Mannheim)}. A insercao de cDNA de 1,5 kb e o DNA
vector de plasmideo de 2,9 kb foram separados num gel de 17
de agarose em tampao TBE usando um pogo com 3 cm de largura.
Apos electroforese durante 16 horas a 1V/cm, recuperou-se o
DNA por electroeluicao como descrito no exemplo 13 Paralala-
mente digeriu-se 10 }8 do plasmideo pGEMTM—l com PstI e HindII
extraiu-se uma vez com fenol/cloroformio e precipitou-se com
etanol 10 ng da insercao de cDNA de 1,5 kb e 10 ng de pGEMTMJ
clivado com PstI foram ligados num volume de 10 yl durante
4 horas a 15°C. A mistura de reaccao contem ainda 10 mM Tris
-EC1 pH 7,5, 10 mM MgClZ, 2 mM DTT, 0,1 mM ATP e 100 unidades
de ligase de T4 (Boehringer Mannheim). Usou-se 5 Fl da mis-
tura para transformar células competentes E.coli HBIO1l (es-
tirpe LM 1035) conforme descrito por Maniatis et al (1), p.
250. Obtiveram-se cerca de 100 coldnias resistentes a ampici-

lina. Cultivaram-se 24 colonias e isolou-se o DNA de plasmi-




deo a partir das culturas. Aproximadamente 1 pg de DNA de plas
mideo de cada cultura foi digerido com HindIII e o tamanho

dos fragmentos do DNA digerido analisado num gel de 17 de
agarose, usando DNA de lambda digerido com HindIII (Pharma-
cia, Sweden) como marcador de tamanho. O DNA de plasmideo
digerido de varias colonias deu fragmentos de DNA com 1,0 kb

e 3,3 kb de comprimento. Estes plasmideos foram designados
pGEM T

receptor de IgE perto do promotor da polimerase de T7 no DNA

-1/CL2 (ver Fig. 3). Eles contem o extremo amino do

M
vector pGEMTd—l.

EXEMPLO 18

Transcricao do cDNA relacionado com o receptor de 1cE.

TH_1/cL2

do Exemplo 17 foram digeridos com a enzima de restricao Rsal

10 pe do plasmideo pGEM

(Boehringer, Mannheim). Adicionou-se 5 pl de 0,5M EDTA e a
mistura foi extraida uma vez com fenol/cloroformio (1l:1, V:V)
e uma vez com cloroformio. O DNA foi concentrado por preci-
pitagao com etanol e dissolvido em 20 pl de tampgo TE. Adi-
cionou-se 4 pl da solucao de DNA a 100 pl de uma solucao con-
tendo 40 mM Tris-HC1 pH 7,5, 6 mM MgClz, 2 mM espermidina,

10 mM NaCl, 10 mM DTT, 1 unidade/Pl de RNasina, 0,5 mM dNTP

e 20 unidades de Riboprobe da RNA polimerase de T7 (Promega
Biotec). A mistura foi incubada durante 1 hora a 37°C. Apos

a reaccao de sintese de DNA, adicionou-se duas unidades de
RQI TM DNAse (Promega Biotec) e continuou-se a incubagao a
37°C durante 1 hora. A mistura foi extraida uma vez com fe-
nol/cloroformio e uma vez com cloroformio e o RNA sintetiza-
do de novo recuperado por precipitagéo com etanol. O sedimen

to de RNA foi lavado com etanol a 70% e finalmente dissolvido




) — - 68 -

em 20 Pl de HZO'

EXEMPLO 19

Tradugao do mRNA do receptor de IgE derivado de plasmideo em

_ oocitos de ra e deteccao da proteina receptor de IgE. _

0 mRNA obtido no Exemplo 18 foi
usado directamente para injecgao em oocitos de ra como des-
crito no Exemplo 3. A sintese da proteina receptor de IgE
foi testada numa RIA conferme descrito no Exemplo 7. Usou-se
como amostra testemunha o mRNA poliA do Exemplo 1. Os resul-

tados estao resumidos na Tabela que se segue:

Tipo de mRNA injectado 135I—Mab—135 ligado na RIA
em oocitos de ra (entrada 3x105 cpm)

mRNA derivado de plasmideo 15%

(Exemplo 18)

mRNA poliA (Exemplo 1) 1,5%

174

sem RNA 0,1%
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EXEMPLO 20

Montagem do plasmideo pFK-1 e pFK-2 para a expressao em E.co-

1i de um polipeptideo com actividade de factor de licacao a

IgE.

Heste Exemplo contruiram-se plas-
mideos que permitem a produgao e secrecao de polipeptideos
relacionados com factor de ligacao de IgE em E.coli em que
estao eliminados os aminodcidos da regiao terminal amino
entre as posigoes Metl e Ala118 ou Glu133 que inclui o local
de ancoragem a membrana. Digeriu-se 10 P8 de DNA do plasmi-
deo pCL-2 com as enzimas de restricao HincII e Rsal. Obtive-
ram-se fragmentos de 1,6, 1,25, 0,72, 0,46, e 0,23 kb que se
separaram por electroforese num gel de 17 de agarose em tam-
pao TBE. Recuperou-se o fragmento de DNA de 1,25 kb como des~-
crito no Exemplo 13. Paralelamente linearizou-se 10 pg do
plasmideo pGEMTM—l com 20 unidades de HincII (Boehringer) em
50 Pl de 10 mM Tris-HC1 pH 7,6, 50 mM NaCl, 10 mM MgC12 e
5 mM DIT. Apos 2 horas a 37°C, a mistura de reaccao foi su-
plementada com 50 Pl de 1M Tris-HC1 pH 8,5, 10 Fl de HZO e
20 unidades de fosfataes alcalina de intestino de vitela (Bo-
ehringer) e a incubacao continuou durante 30 minutos a 37°cC.
A mistura foi extraida trés vezes com fenol/cloroformio e
depois submetida a electroforese num gel de 17 de agarose
em tampao TBE. O DNA de plasmideo foi recuperado do gel por
;lectroeluigao como descrito no Exemplo 13. 10 ng do fragmen-
to de cDNA de 1,25 kb e 10 ng do pGEMTM-l clivado com HincII
foram ligados num volume de 10 Fl durante 10 horas a 15°C.A
mistura de reaccao contem ainda 10 mM Tris-EC1 pH 7,5, 10 mM
MgClz, 2 nM DTT, 0,5 mM ATP e 100 unidades de Td— ligase
(Boehringer). Usou-se 5 pl da mistura para transformar celu-

las competentes E.coli HB10l como descrito por Maniatis et

al. (1), p. 250. Semearam-se as bacterias em placas de agar
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suplementado com 100 Pg/ml de ampicilina. Obtiveram-se cerca
de 50 coldnias resistentes a ampicilina. Cultivaram-se 24
colénias e isolou-se o DNA de plasmideo de cada cultura. Apro
ximadamente 1 [e de DNA de plasmideo de cada cultura foi di-
gerido com HindIII e o comprimento dos fragmentos de DNA di-
gerido analisado num gel de 1% de agarose, usando DNA de lam-
bda digerido com HindIII (Pharmacia, Sweden) como marcador

de tamanho. O DNA de plasmideo digerido de varias colonias
deu fragmentos de DNA com 0,5 kb e 3,6 kb, outros com 0,7 kb
e 3,4 kb de comprimento, correspondendo as duas orientagoes
possiveis das insercoes. Estes plasmideos foram designados
respectivamente pCAL-3 e pCAL-4 (Figura 4). Cultivaram-se

um clone pCAL-3 e um clone pCAL-4 e os DNAs de plasmideo fo-
ram isolados usando o método de lise alcalina conforme des-
crito por Maniatis et al. (1), p.90. Digeriu-se 10 pg de DNA
do plasmideo pCAL-4 com a enzima de restricao HindIII e 10

e do DNA do plasmideo pCAL-3 com as enzimas de restricao
BglII e BamHI. Os fragmentos foram separados por electrofo-
rese e os fragmentos BglII a BamHI de 0,8 kb e HindIII a HindII
de 0,75 kb recuperados por electroeluicao como descrito no
Exemplo 13, Paralelamente digeriu-se 10 e de DNA do plasmi-
deo pIN-III-ompA-2 (Gharayeb et al. (5)) e 10 18 de DNA do
plasmideo pIN-III-ompA-3 com HindIII e BamHl respectivamente.
Estes dois plasmideos sao vectores de clonagem para secregao
em E.coli os quais permitem a clonagem de fragmentos de DNA
estranho em duas grelhas de leitura fundidos a sequéncias co-
dificadoras do peptideo sinal da proteina OmpA. Em seguida,
os plasmideos linearizados foram tratados com fosfatase al-
calina de intestino de vitela e o DNA linear foi purificado
num gel de 0,8 de agarose conforme descrito acima. Fizeram-
-se duas misturas de 1igag§o contendo num volume de 20 Fl,

10 ng de pIN-III-ompA-2 clivado com HindIII e 10 ng do frag-
mento HindIII a HindIII de 0,8 kb (mix 1) e 10 ng do fragmen-
to BglII a BamHI de 0,75 kb juntamente com 10 ng de pIN-III-
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-ompA-3 clivado com BamHI (mix 2). As misturas de reacgao
comtem ainda 10 mM Tris-~HC1 pH 7,5, 101 MgClz, 2 mM DTT,

0,1 mM ATP e 100 unidades de T4 ligase (Boehringer Mannheim).
Apos 12 horas a 150C, usou-se 5 Pl das misturas para trans-
formar células competentes E.coli HB10l conforme descrito

por Maniatis et al. (1), p.250. Obtiveram-se 50 a 100 colo-
nias resistentes a ampicilina a partir da mix 1 e da mix 2.
Cultivaram-se 12 colonias de cada mix e isolou-se o DNA de
plasmideo a partir das culturas. Aproximadamente 1 B8 do DNA
de plasmideo de cada cultura foi digerido com PstI EcoRI (mix
1) e com BamHI e EcoRI (mix 2). O comprimento dos fragmentos
de DNA foi analisado num gel de 1% de agarose usando DNA

de lambda digerido com HindIII (Pharmacia, Sweden) como mar-—
cador de tamanho. Varios plasmideos derivados da mix 1 pro-
duziram um fragmento de 0,75 kb. Estes plasmideos foram de-
signados pFK-2. Eles contem o DNA codificador dos aminoacidos
A1a134 a Ser321 do receptor de IgE fundido a sequédncia sinal
OmpA. Analogamente varios plasmideos derivados da mix 2 pro-
duziram um fragmento de 0,8 kb, Estes plasmideos foram desig-

nados pFK-1. Eles contem o DNA codificador dos aminoacidos

Asp119 a Ser321 fundido a suquéncia sinal OmpA.

EXEMPLO 21

Deteccao do plasmideo relacionado com o factor de ligacao a

ToF em estirpes de E.coli portadoras dos plasmideos pFEK-1 e

Usaram-se para transfectar celu-
las competentes E.coli BZ 234 e E.coli BZ 1472, 10 ng do plas
mideo pFK-1, pFK-2 e como testemunha o plasmideo pIN-III-
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-ompA-2. Tornaram-se as celulas competentes e transfectaram-
-se como descrito por Maniatis et al. (1),p.250. Obtiveram-
se cerca de 100 coldnias resistentes a ampicilina a partir

de cada transfeccao. Transferiu-se uma colonia para 2 ml de
caldo LB suplementado com 100 pg de ampicilina/ml e cultivou-
-se a 37°C durante a noite. Transferiu-se 1 ml das culturas
para 100 ml de caldo LB suplementado com 100 3 de ampicili-
na/ml. As celulas cresceram com agitacao forte (250 rpm) a
37°C. Removeram-se aliquotas de 10 ml apos 4, 7, 10, e 24 ho-
ras. As aliquotas foram processadas imediatamente. Colheram-
-se as celulas por centrifugacao com 1000 g a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Rejeitou-se o sobrenadante e
suspenderam-se as celulas em 2,5 ml de 207 sucrose, 0,1 M
Tris~-HC1 pH 8,0. As misturas foram deixadas a temperatura
ambiente durante 20 minutos e colheram-se de novo por centri-
fugacao. Rejeitaram-se os sobrenadantes e suspenderam-se as
celulas em 1,5 ml de H20 arrefecida em gelo. As misturas sao
incubadas em gelo durante 20 minutos e centrifugadas a 4°¢
com 12000 g durante 10 minutos. Adicionou-se 5 Pl dos sobre-
nadantes a 100 ul de HBSS-FCS e estas amostras foram anali-
sadas com a RIA descrita no Exemplo 7. Usou-se pIN-III-ompA-

2 como testemunha. Obtiveram-se os seguintes resultados:

tempo  BZ 234 BZ 234 BZ 234 B 1472 B 1472 B 1472

de +pFK-1 +pFK-2 +pIN-III- +pFK-1 +pFK-2 +pIN-III-
cultura ompA-2 ompA-2

4 h 4355 3516 - 3432 2255 50

7 h 6869 5066 120 4853 2754 0

10 h 8396 5706 - 6084 5281

24 h 7890 5206 89 5595 5088 76
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Os valores sao dados em cpm medi-
dos por pogo na RIA conforme descrito no Exemplo 7. A radio-

actividade inoculada por pogo foi de 325000 cpm.

EXEMPLO 22

Preparagao de um gel de imunoafinidade para a purificagao da

proteina do factor de ligagao a Igk

Lavou~se material Affi—GelRlO (Bio-
-Rad) conforme indicado pelo fabricante com agua destilada
fria e tampao de acoplamento pH 8,0 (solugao 0,1M NaHCOS).Um
suspensao a 50% de gel em 2 ml de tampao de acoplamento foi
introduzida num tubo de plastico e misturado com o mesmo VO-
lume de uma solu¢ao que contem 10 mg de Mab-135 ou Mab-176
e a mistura foi agitada durante 4 horas a temperatura ambien-
te. Lavou—se novamente o gel com tampao de acoplamento. Para
bloquear os sitios activos ainda livres, o gel foi tratado
durante 2 horas a temperatura ambiente com 0,1 ml de 1M eta-
nolamina-HC1, pH 8,0, depois lavado com PBS contendo 10 mM

azida de sodio e mantido nele a 4°c.

EXEMPLO 23

Fermentacao das celulas transformadas e isolamento da protei-

na factor de licacao a IgE a partir da cultura bacteriana

Uma colonia de E.coli BZ 234 con-




tendo o plasmideo pFK-1 do Exemplo 20 foi transferida para

10 ml de meio LB suplementado com ampicilina (100 Pg/ml) e
crescida a 37°C com agitagao vigorosa durante a noite. Ali-
quotas de 1 ml da cultura foram transferidas para 6 frascos,
cada um contendo 800 ml de caldo LB suplementado com ampici-
lina (100 Fg/ml). As células cresceram com agitagao forte
(250 rpm) a 37°C durante 8 horas e colheram-se por centrifu-
gagao a 1000 g, a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Rejeitaram-se o sobrenadante e suspenderam-se as celulas em
300 ml de uma solucao contendo 20% de sucrose, 30 mM Tris-HC1
pH 8,0 ¢ 1 m} EDTA. A suspensao foi deixada a temperatura
ambiente durante 20 minutos e as células colhidas de novo

por centrifugaggo. Rejeitou-se o sobrenadante e as celulas
suspenderam-se em 200 ml de H20 arrefecida em gelo. A suspen-
sao foi incubada em gelo durante 20 minutos e centrifugada

a 4°C com 10000 g durante 15 minutos num rotor de uma centri-
fuga Sorvall. O sobrenadante (cerca de 180 ml) foi cuidado-
samente recuperado, suplementado com azida de sodio (0,1 mg/
/ml) e filtrada atraves de uma unidade de esterilizacao por
filtro Nalgenéw {0,2 micron; Nalge Company, Rochester, N.Y.
USA). A solucao filtrada foi aplicada numa coluna de 2 ml

de Mab-135 ou Mab-176 acoplado a Affi—GelRlO, obtido confor-
me descrito no Exemplo 22, a um fluxo de 50 ml/hora. O gel
foi lavado sucessivamente com 20 volumes de PBS suplementado
com 0,5M NaCl e 0,05% Tween 20, 5 volumes de PBS e 5 volumes
de NaCl 0,9%. O teor proteico das solucoes de lavagem foi
testado medindo a absorvéincia a 280 nm para assegurar remo-
cao completa de proteinas nao ligadas. A coluna foi entao
eluida com aliquotas de 1 ml de volume cada, contendo O,1HM

glicina-HC1, 0,14 NaCl, pH 2,6. Reuniram-se as fraccoes con-

tendo proteina e neutralizou-se com 1M Tris.

As solugoes concentradas de um

polipeptideo purificado do invento obtiveram-se por tratamen




to com um concentrador electroforetico ISCO Modelo 1750 (Isco
Inc.) e com uma membrana SpectraforR (Spectrum Medical Indus-
tries) com uma exclusdo de 3,5 KD. As solucoes foram diali-
zadas contra acetato de amonio 25 mlM, pH 8,3 e depois concen-
tardas para um volume de 0,2 ml.A proteina purificada foi
analizada do seguinte modo: As fraccoes foram incubadas com
tampao Laemmli, depois separadas em proteinas individuais

por 127 SDS-PAGE e coloracao com prata conforme descrito no
manual Bio Rad. FEncontraram-se proteinas com um peso molecu-
lar aproximado de 25 KD. Elas foram transferidas electrofo-
reticamente durante 4 horas a 0,12 amperes com tampao de
transferédncia para uma membrana de nitrocelulose. A membrana
foi bloqueada com soro fisiologico tamponado com Tris conten-
do 10% de FCS. As tiras foram cortadas e postas a reagir
individualmente com Mab-135 e Mab-176, 10 Fg/ml de cada. Apos
6 horas de incubacao as tiras foram lavadas e postas a rea-
gir durante a noite com IgG de cabra anti-ratinho conjugada
com peroxidase de rabano silvestre. Lavaram-se as tiras e
revelaram-se com 4-cloro-l-naftol (substrato da peroxidase)
conforme detalhado no manual de instrucoes da Bio Rad. Os
anticorpos monoclonais Mab-135 e Mab-176 reagiram ambos com

o fragmento de proteina de 25 KD.

EXEMPLO 24

Expressao do polipeptideo com actividade de factor de 1igag§o

a T¢E em E.coli sob o controle do promotor PL do faso A.

24.1 Construcao do plasmideo de expressao: Uscu-se como vec-

tor intermediario o plasmideo pHRil48 (Pedido de Patente Eu-
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ropeia EP 146 785). 10 pe de DHA do plasmideo pHRil48 foi
digerido com Ncol, depois tratado com polimerase Klenow e
dNTP (50 PM) para tornar os extremos cegos. O DNA foi ainda
digerido com BamHI e tratado com fosfatase alcalina. Isolou-
-se o DNA vector de 4,3 kb por electroforese em gel de aga-
rose. Paralelamente, clivou-se 10 Fg de DNA do plasmideo pCAL3
(Exemplo 20) com BglII, depois tratou-se com polimerase Kle-
now e dNTP (50 PM). 0 DHA foi ainda clivado com DBamll e o
fragmento de DNA insercao de 0,78 kb isolado por electrofo-
rese en gel de agarose. 10 ng de vector purificado e 3 ng de
DNA da insercao purificado foram ligados e a mistura usada
para transformar células competentes E.coli HB1OL, Seleccio~-
nou-se um clone com o plasmideo recombinante correcto basea-
do na analise com enzimas de restricao (Figura 5). 10 fe de
DNA de um plasmideo correcto foi digerido com BamHI e EcoRI.
0 DNA da insercao de 0,79 kb foi isolado por electroforese
em gel de agarose. Paralelamente digeriu-se 10 |8 de DHNA do
plasmideo pPLc24 / Remant, E. et al (1981), Gene‘li, 81—927

P

com EcoRI e BamHI, depois tratou-se com fosfatase alcalina

e purificou-se o DNA vector de 2,9 kb por electroforese em
gel de agarose. 10 ng do DNA vector de 2,9 kb e 3 ng de DHNA
da insercao de 0,79 kb foram ligados e depois usados para
transformar células competentes E.coli K12. Fez-se analise
de restricao convencional para seleccionar um plasmideo cor-—
recto (pPL-BF; Figura 5). Este plasmideo possui a sequéncia
de DNA com a formula II codificadora dos aminoacidos 119 a
321 do polipeptideo com a formula I a jusante do promotor

FL
uma metionina que foi adicionada durante o passo de clonagem

activavel pelo calor. O aminoacido 119 & precedido por

intermédio no plasmideo pHRil4S8.

Usou-se o plasmideo pPL-BF para
transformar as estirpes W3110 e HB101 de E.coli ambas possui-

doras de XcI 857(Remaut et al., loc. cit.). Semearam-se oS
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transformantes em placas de LB contendo 40 Pg/ml de canami-
. s . . ~ 5]
cina e ampicilina e cultivaram-se por incubagao a 30°C duran-

te 24 horas. As colonias recombinantes resultantes foram

usadas para fermentacao.

24,2 Fermentacao

As estirpes recombinantes de E.
coli obtidas no Exemplo 24.1 foram cultivadas a 30°C durante
a noite em caldo LB contendo 40 Pg/ml de ampicilina e cana-
micina. As culturas foram diluidas a 1:5 com o mesmo meio e

incubadas a 42°C durante 4 horas. Colheram-se as células por

centrifugagao.

24,3 Purificacao dos polipeptideos com actividade de ligacao

a TgE.

22,5 ml de uma suspensao celular
(DO650=20) em 50 mM Hepes pH 8,0, 30 mM NaCl e 0,17 de eta-
nolamina, preparada a partir de um sedimento bacteriano do
Exemplo 24.2, foram misturados com 18 g de ureia. Sonicou-
-se a suspensao 3x30 seg com intervalos de 30 seg com um So-
niprepR 150 MSE usando uma sonda de 9,5 mm e uma amplitude
de 24 microns. Clarificou-se o lisado por centrifugacgao a
17000 rpm num rotor Sorvall S$S34 durante 30 min a 20°C. Dia-
lizou-se o sobrenadante a 4°C contra tré&s mudas de 10 mM He-
pes pH 7,5 e 130 mM NaCl. O dialisado foi clarificado por
centrifugacao durante 30 minutos a 17000 rpm num rotor SS34
(Sorvall) a 4°C e suplementou-se o sobrenadante com azida
de sodio (0,1 mg/ml). Os polipeptideos com actividade de li-
gacao a IgE foram ainda purificados e analisados como aqui

descrito, e.g. no Exemplo 22 e 23.

L= X}




EXEMPLO 25

Expressao de um polipeptideo com actividade de factor de 1li-

cacao a IgE na levedura Saccharomyces cerevisiae

25.1 Constrtucao do plasmideo de expressao pJDB207 R/PHOS5-
-BF (Fig. 6)

Para preparar o DNA vector, dige-
riu-se totalmente 10 P de DHA do plasmideo pJDB207 R/PHO5-
-TPA (12-2) (Pedido de Patente Europeia EP 143081 com Bamill.
O DNA digerido foi tratado com fosfatase alcalina. 0 fragmen-
to grande BamlI de 6,85 kb foi separado do fragmento pequeno
num gel de 1% de agarose em tampao TBE e o fragmento de DNA
de 6,85 kb foi recuperado do gel por electroeluigao. Derivou-
-se do plasmideo pJDB207/PHO5-TPA 18 (Pedido de Patente Eu-
ropeia 143'081) um fragmento de DNA codificador do promotor
induzivel PHO5 e da sequéncia sinal PHO5. Digeriu-se total-
mente 50 pg deste plasmideo com BamHI e HindIII e isolou-se
o fragmento de 2,3 kb. 5 Pg deste fragmento foram ainda di-
geridos com Ball isolado o fragmento de 0,58 kb. 20 ng do
DNA vector descrito atras, 4 ng do fragmento de 0,58 kb, 8
ng do fragmento de cDNA BglII/BamHI de 0,8 kb derivado de
pCAL3 (Exemplo 20) e 0,1 ng de um adaptador de dsDNA obtido
por sintese quimica com a sequéncia de acido nucleico:

5' pCCAATGCA-3'/3'-GGTTACGTCTAGp-5' foram misturados e lisa-
dos durante 24 horas a 15°C num volume de 20 Pl. O DNA liga-
do foi usado para transformar células competentes E.coli HBIOL
0 DNA de plasmideo de cerca de 100 coldnias resistentes a
ampicilina foi analisado por digestao com enzimas de restri-
¢ao. Encontraram-se algumas colonias que interiorizaram os
trés fragmentos de DNA insercao na orientagao pretendida (plag

mideo pJDB207 R/PHO5-3F; Figura 6). A estrutura correcta da
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construgao nas jungaes entre a sequéncia sinal de PHO5, o DNA
adaptador obtido por sintese quimica e o cDNA de IgE-BF foi

verificada por sequénciacao.

25.2 Transformagao e fermentacao de leveduras

0 plasmideo pJDB207/PHO5-BF foi
usado para transformar Saccharomyces cerevisiae estirpe GRF1S

(o, his 3-11, his 3-15, leu 2-3, leu 2-112, KanR) usando o

protocolo de transformacao descrito por Hinnem et _al. (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 1978, 75, 1979). As células de levedu-
ra transformadas foram seleccionadas em placas com meio mi-
nimo para leveduras deficientes em leucina. Isolaram-se co-
lonias individuais de leveduras transformadas e designaram-
se_Saccharomyces cerevisiae GRF 18 / pJDB207 R/PHO5-BF/. Tais

células de levedura transformadas foram crescidas em 50 ml

de meio minimo para leveduras (Difco Yeast Nitrogen Base sem
aminoacidos ao qual se adicionou 2% de glucose, 20 mg/l de
L-histidina e 10 g/1 de L-asparagina com agitacao a 30°C du-
rante 25 horas até uma densidade de 3x107 células/ml. As cé-
lulas foram lavadas em 0,9% NaCl e usadas para inocular 100
ml de meio minimo com baixo teor de Pi preparado de acordo
com a receita do meio Difco Yeast Nitrogen Base (sem amino-
acidos) com 0,03 g/l de KH,PO,, 1 g/1 de KC1, 10 g/1 de L-
-asparagina em vez de (NHA)ZSOA’ 2% e 1 g/1 de L-histidina.
0 meio foi inoculado para DO600 de partida de 0,25. As celu-
las cresceram a 30°C até 38 horas e foram colhidas a uma DO600
de cerca de 10, As células de 35 ml de meio de Pi baixo fo-
ram colhidas por centrifugacao e ressuspensas num volume to-

tal de 4 ml de tampao fosfato de sodio 66 mM pH 7,4 e 0,17
(v/v) de Triton X_looR, Transferiu-se a suspensao de células

para um tubo Corex de 30 ml., Adicionou-se & g de pérolas de

vidro (0,4 mm de difmetro) e a suspensao foi agitada num Vor-
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tex Mixer (Scientific Instruments Inc.,USA) a toda a veloci-
dade durante 4 min e depois arrefecido num banho de gelo. Ma-
is de 90% das celulas ficaram rebentadas por este processo.
Os detritos celulares e as pérolas de vidro foram sedimenta-
das por centrifugacao durante 10 min a 8000 rpm a 4°C num ro-
tor Sorval HB4. Os polipeptideos com actividade de factor

de ligacao a IgE foram purificados a partir dos sobrenadan-
tes usando cromatografia de afinidade conforme descrito nos

Exemplos 22 e 23.

EXEMPLO 26

Montagem dos plasmideos pCAL5-R/UD e pCAL8-BF/ND para a ex-

pressgo de polipeptideos com actividade de 1igag§o a I¢F em

culturas de celulas de mamiferos

Heste exemplo e descrita a cons-
trucao dos plasmideos pCAL5-R/ND e pCAL8-BF/ND (ver Figura 7).
Eles permitem aproducao de receptor de IgE ligado a membra-
nas ou factor de ligagcao de IgE secretado em culturas de ce-
lulas de mamifero. Ainda, estes plasmideos foram projectados
para a selaccao de amplificagao de genes nas celulas hospe-
deiras, um processo que conduz a altos rendimentos do poli-

peptideo pretendido.

26.1 Construcao do plasmideo pCALS

Para preparar o DNA vector usou-

se o plasmideo pSV2911 neo / Asselbergs, F.A.M., et al (1986




J. Mol. Biol. 184, 401-4117. Digeriu-se com as enzimas de
restricao HindIII e Sall. Obtiveram-se fragmentos de 3,9 e
1,8 kb, A mistura foi tratada com fosfatase alcalina e iso-
lado o fragmento de 3,9 kb apos electroforese num gel de 1%
de agarose, Paralelamente, prepararam-se duas insercoes de
DNA que codificam o receptor de IgE e a metade 3" do gene

da beta-globina de coelho, respectivamente. Por um lado 10
P8 do plasmideo pCAL3 (Exemplo 20; Figura 4) foram digeridos
parcialmente com HindIII e completamente com BamHI. A inser-
cao de cDNA de 1,26 kb foi isolada por electroforese em gel
de agarose e eluigao do gel. Por outro lado, 10 e do plas-
mideo pUP (Weber, F. e Schaffner,W. (1985) Nature 315, 75-77)
foram digeridos completamente com BamHI e Sall. 0 fragmento
de DNA de 1,2 kb foi isolado. Ele contem um intrao grande

e o sinal poli (A) do gene da beta-globina de coelho.

Ligaram-se 10 ng do DNA vector
referido atras e 10 ng de cada uma das insercoes de DHA. Usou
-se o DNA resultante para transfectar celulas competentes
E.coli BB101. SEleccionou-se um plasmideo recombinante {pCAL5;
Figura 7} que apresenta o padrao de restricao esperado apos

introducao de ambas as insercoes de DNA no DNA vector.

26.2 Construcao do plasmideo pCAL5-R/ND

Digeriu-se parcialmente com Sall
10 ng de DNA do plasmideo pCAL5. As moléculas de DNA que sao
cortadas num unico sitio e portanto representam DNA lineari-
zado de tamanho completo, foram purificados por electrofore-
se em gel de agarose. Paralelamente, 10 J8 de DNA do plasmi-
deo pND2 (Asselbergs et al; loc. cit.) foram totalmente cli-
vados com Xhal e Sall. Estes plasmideos contem duas marcas

selectivas, neomicina (neo) e di-hidrofolato redutase (dhfr)
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as quais permitem seleccionar integragao e amplificagao, res-
pectivamente, de DNA estranho no genoma de hospedeiros mami-
feros. O DNA de pND2 clivado foi tratado com fosfatase alca-
lina. Depois, misturaram-se e ligaram-se 10 ng de pCAL5 cli-
vado com Sall e 10 ng de DNA do plasmideo pND2 clivado com
SalI/XhoI. O DNA resultante foi usado para transformar celu-
las competentes E.coli HB10l. As celulas transformadas foram
espalhadas numa placa de agar contendo caldo LB e 50 Pg/ml

de canamicina. Escolheram-se um plasmideo recombinante (pCAL5-
-R/HD, Figura 7) tendo o padrao de restricao do DNA esperado
para a expressao do receptor de IgE em hospedeiros mamiferos.
Ele possui as marcas selectivas neo e dhfr a jusante do cDNA
do receptor de Ige. A direccao da transcricao & idéntica nos

trés genes.

26.3 Construcao do plasmideo pCAL8-BF/ND

0 plasmideo pCAL8-BF/ND & um de-
rivado do plasmideo pCAL5-R/ND descrito atras, em que a se-
quéncia de DNA codificadora dos aminoacidos 1 a 147 do poli-
peptideo com a formula I foi substituida por uma nova sequén-
cia de DNA codificadora da sequéncia sinal da hemaglutinina
da influenza aviaria. Esta alteraggo permite a secregao dos
factores de ligacao a Ige compreendendo os aminoacidos 148 a

321 do polipeptideo da formula I.

Para tal, sintetizou-se gquimica-
mente um fragmento de dsDNA de acordo com os metodos conven-
cionais descritos nas referencias 4, 5, 6, 6a, 7, 8 tendo a

formula:

5' -pAGCTTACCATGGCTACCCAGATCTTGGTGTTCGCTCTGGTGGCCGTCATTCCTACAAACGCGC

ATGGTACCGATGGGTCTAGAACCACAAGCGAGACCACCGGCAGTAAGGATGTTTGCGCGATTP-5"




Ligou-se 0,2 ng deste DNA com 10
ng do DNA vector e 2 ng de uma insercao de cDNA DdeI/Xbal de
0,7 kb. O vector é obtido a partir do DNA do plasmideo pCALS
por (a) digestao completa com Xbal e HindIII, (b) desfosfo-
rilacao com fosfataes alcalina e (c) purificacao em gel de
agarose do DA vector de 5,9 kb. O fragmento inser¢ao de cDNA
de 0,7 kb derivou de pCAL3 (Exemplo 20). 30 iR de DNA do plas-
mideo pCAL3 foram digeridos com HindIII e Xbal e a insergao
de cDNA de 0,8 kb foi isolada por purificagaé en gel de aga-
rose 3 P8 deste fragmento de 0,8 kb foi digerido com D de I,
produzindo assim fragmentos de DNA de 0,1 e 0,7 kb. Finalmen-
te isolou-se o fragmento de 0,7 kb por electroforese em gel

de agarose e purificacao.

0 DNA ligado foi usado para trans-
formar células competentes E.coli HB10l. Seleccionou-se um
plasmideo recombinante (pCAL8; Figura 7) que apresentava o0s
fragmentos de restricao esperados apos integracao da inser-

950 de DNA no DNA vector.

Digeriu-se 10 pg de DNA do plas-
mideo pCAL8 foram totalmente digeridas com Sall. As molécu-
las de DNA linear foram purificadas por electroforese em gel
de agarose. Ligaram-se 10 ng de pCAL8 clivado com Sall com
10 ng do plasmideo pND2 clivado com Sall/XhoI (Exemplo 26.2).
O DNA ligado foi usado para transformar células competentes
E.coli HB10l que se semearam em placas de agar contendo meio
LB suplementado com 50 Pg/ml de canamicina. Seleccionou-se
um plasmideo recombinante (pCAL8-BF/ND; Figura 7) para a ex-
pressao e producao de IgE-BFs em hospedeiros mamiferos trans-

formados.




EXEMPLO 27

Seleccao de linhas celulares de mamifero transformadas expres-

sando polipeptideos com actividade de ligacao a IgE

Os métodos usados para a transfec-
cao de células de mamifero com DNA, assim como seleccao de
células transformadas e selecggo da amplificagéo de genes
estao descritos detalhadamente (Patente dos Estados Unidos
4 395 216 (1983); Kaufman, R.J. e Sharp, P.A. (1982), J. Mol
Biol. 159, 601-621) e sao bem conhecidos dos que trabalham
no assunto. Usou-se como hospedeiro um mutante negativo para
a dihidrofolato redutase (dhfr ) de uma linha celular de ova-
rio de hamster Chinés (Linha celular DUK X-Bl; Chasin, L.A.

e Urlaub, G., (1980) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 77, 4216-4220).
As células sao mantidas em meio MEM {Gibco, Paisley, Scotland)
suplementado com 5% de FCS dialisado e 0,1 mg/ml de gentami-
cina (Gibco). Transfectaram-se celulas CHO subconfluentes

com 10 J'8 de DWA dos plasmideos pCAL5-R/ND ou pCAL8-BF/ND
usando o metodo de coprec1p1tagao com Ca-fosfato. As celulas
transfectadas sao cultivadas em meio Alfa-MEM suplementado

com 5% FCS, gentamicina e 0,5 mg/ml de G418 (Gibco).

Apos duas semanas surgiram colo-
nias isoladas de células resistentes a G418, 48 colonias fo-
ram transferidas individualmente para os pog¢os de placas de
microtitulagao de 24 pocos e cultivadas até a confluéncia
do meio de seleccao descrito atras. Removeram-se entao ali-
quotas do meio e testaram-se quanto a presenca da activida-
de de ligacao a IgE usando a RIA descrita no Exemplo 7. Cer-
ca de 507 das colonias sao positivas e produzem aproximada-
mente 0,1-10 ng de polipeptideo recombinante por ml. As co-

1énias transformadas derivadas do plasmideo pCAL8-BF/ND sao




ceralmente melhores produtores do que as obtidas com o plas-
mideo pCAL5-R/ND. As cinco melhores colonias produtoras fo-
ram usadas para amplificagéo de genes com metotrexato (Kauf-
man e Sharp op.cit.). Apos varios circulos de amplificaggo,
obtiveram-se linhas celulares que produzem ate 1 Pg/ml de
polipeptideo recombinante. O melhor produtor, a linha celu-
lar CHO-BF/ND, cultivou-se por cultura em bloco. Semeou-se
aproximadamente 3x106 celulas por frasco de cultura de teci-
dos (Falcon, 175 cmz) com 50 ml de meio de seleccgao. Apos

a camada celular ter atingido a confluéncia, o meio foi re-
movido e substituido por 50 ml de meio Alfa-MEM suplementado
com 1% FCS e 0,1 mg/ml de gentamicina. Colheu-se o meio duas
vezes por semana durante varias semanas. Centrifugou-se du-
rante 10 minutos a 5000 g e guardou-se a -20°C. Finalmente,
os polipeptideos recombinantes com actividade de ligagao a
IgE foram purificados a partir dos sobrenadantes combinados
por cromatografia de afinidade conforme aqui ja foi descrito,

e.g. nos Exemplos 22 e 23.

Purificacao de IgE-BF natural de ceélulas RPMI 8866 e analise

da sequéncia

Através da purificagao a partir
das fraccoes contendo IgE-BF de sobrenadantes da linha celu-
lar RPMI 8866 (EP 86810244,3) de acordo com o0s Exemplos B e
D que se seguem e possivel obter um IgE-BF que seja sufici-
entemente puro para Sequénciagao e determinagao do extremo

amino.




EXEMPLO A

Ensaio imunoadsorvente ligado a enzima (ELTISA) de IgE-BF

Testaram-se as fraccoes de IgE-BF
do seguinte modo: Revestiram-se pogos de placas de microti-
tulacao em PVC com Mab-176 (5 pg ml em PBS; 100 pg por poco)
durante a noite numa cAmara humida a temperatura ambiente.
Lavaram-se as placas duas vezes com PBS antes do bloqueio
dos locais de 1igag§o nao especificos com PBS contendo 0,2%
de gelatina (150 Pl/pogo; 1 ha 37°C). As placas foram lava-
das de novo duas vezes com PBS. As fraccoes das experiencias
de cromatografia foram diluidas a 1/50 em PBS, adicionadas
aos pogos (100 Pl/pogo) e incubadas durante a noite a tempe-
ratura ambiente numa clmara humida. Lavaram-se as placas A
vezes com PBS. O IgE-BF ligado foi detectado pela adigao do
Mab-135 ao qual se ligou covalentemente biotina (Exemplo 19,
EP 86810244.3) (0,5 Pg/ml em PBS contendo 0,2% de gelatina;
100 Pl/pogo} e incubado 4 h a 37°C numa camara humida, Apos
lagem com PBS (4 vezes) as placas foram incubadas com 100
pl de um conjugado de avidina e fosfatase alcalina (Sigma
Cat. N2 A 2527 0,5 pg/ml) em PBS contendo 0,2% de gelatina
durante 2 h a 37°C. Apos lavagem adicional com PBS as placas
foram reveladas com 1 mg/ml de p-nitrofenilfosfato di-sodico
em tampao substrato (100 mg MgClz X 6H20, 200 mg NaN3, 07 ml
de dietanolamina dissolvida em 800 ml de HzO, pH ajustado a

9,8 com 377% HCl). A reaccao de cor amarela fica optima apos
20-40 min a 37°C. Parou-se entao a reaccao com 50 Pl de NaOH
(1M) por pogo. Determinou-se a densidade optica usando um

Leitor EIA Modelo 2550 (Bio-Rad) a 405 nm.




EXEMPLO B

Purificacao de IgE-BF a partir de sobrenadantes de células B

humanas por cromatografia de imunoafinidade

Filtrou-se 10 litros de sobrena-
dante de culturas de celulas RPMI 8866 atraves de uma coluna
de 20 Fl de Mab-45-affigel (Exemplo 10 de EP 86810244.3) a
um fluxo de 120 ml/h. O gel foi lavado com PBS. O teor pro-
teico do volume de exclusao foi controlado por absorvdncia
a 280 nm usando um espectofotométro UvicordR para assegurar
remocao completa das proteinas nao ligadas. Eluiu-se a colu-
na com 50 ml de glicina-HC10,1M, pH 2,6. Colheram-se fracgoes
em tubos contendo igual quantidade de 1M Tris-HC1, pH 3,0 e
0,5% Tween 20. As fraccoes contendo IgE-BF foram reunidas e

dializadas contra 10 mM Tris-HC1, pH 7,4.

EXEMPLO C

Purificagéo de IoE-BF por cromatografia de permuta ionica

IgE-BF purificado do EXemplo B
foi aplicado numa coluna de permuta anionica SynChropak AX
300 (SynChron Inc. hiden, IN). Lavou-se a coluna com 10 mM
Tris-HCl, pH 7,4 e a proteina foi eluida com um gradiente
de 0 a 1M NaCl em 100 min a um fluxo de 1 ml/min. A eluicgao
foi controlada por absorcao de UV a 254 nm. Colheram-se as
fraccoes em 1% de octilpiranoglucosido (Sigma) e testaram-

-se para IgE-BF conforme descrito no Exemplo A,
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EXEMPLO D

Posterior purificacao de TIgE-BF por cromatografia de fase re-

versa

Dialisou-se 50 ml de IgE-BF do
Exemplo C contra 0,5 1 de PBS e duas vezes contra 0,5 1 de
PBS contendo 0,1% de octilpiranosido. Apds liofilizacao,
solubilizou-se o IgE-BF em 1,5 ml de HZO e dialisou-se de
novo contra 2 x 0,5 1 de PBS contendo 0,1 de octilpiranoglu
cosido. A cromatografia em fase reversa efectuou-se numa
coluna Synlhropak RP-4 (Synlhrom) em 0,17 TFA (Pierce) e 5%
de acetonitrilo (Merck). A eluicao de IgE-BF foi obtida pe-
la aplicagao, de um gradiente de 5 - 60% de acetonitrilo em
0,1% TFA durante 30 minutos a um fluxo de 0,5 ml/min. A
eluicao foi controlada por absorcao de UV a 254 nm. Colhe-
ram-se fraches de 1 ml para 0,05 SDS e testaram-se para
IgE-BF como descrito no Exemplo A. A pureza de IgE-BF foi
controlada por SDS-PAGE com subsequente coloragéo com prata
(EP 86810244.3 Exemplo 22).

EXEMPLO E

Anadlise da seaqudncia de aminoacidos de IgE-BF

0 IgE-BF purificado do Exemplo D
foi sujeito a analise da sequéncia do extremo amino usando
um sequénciador de proteinas de fase positiva modelo 470
(Applied Biosystems) de acordo com o método de M. W. Hunka-
pillar e L. E. Hood, Methods in Enzymology 91, 399, 1983.

Os derivados amino-tiozolinona foram rearranjados para ami-




noacidos feniltio-hidantoina {PTH) por tratamento com TFA

aquoso a 257 a 50°C. Os aminoacidos PTH foram analisados nu-
ma coluna de HPLC Zorbax CNR (Du Pont, 200x4,6 mm) (R. Kne-
cht et al., Anal. Biochem.130, 65, 1983). Encontrou-se a se-
guinte sequéncia de aminoacidos N-terminal para 40% do mate-

rial:

148 149 155 160 163
L ¥ M E L Q VXS GGPFV X NTZXP

hid ks h'd . ey . ~ s
%1490 *1550 L1460 e X163 representam aminoacidos nao determi

nados. Esta sequéncia esta de acordo com a sequéncia do re-

ceptor de IgE determinado por analise do cDNA, comegando

no aminoacido N¢ 148 do receptor.

Para 607 do material encontrou-se

a seguinte sequéncia de aminoacidos H-terminal:

150 11 160 163
M ¥ L Q Vs SsS GGFV X NTIXUPEK

e X representam aminoacidos nao determinados.

1517 *1600 © %163
Esta sequéncia esta de acordo com a sequéncia do receptor
de IgE determinado pela analise de cDNA, comecando no amino-

acido N2 150 do receptor.
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EXEMPLO 28

Flevados niveis de expressao em E.coli de um polipeptideo com

actividade de factor de ligacao de IgE.

28.1 Construgéo do plasmideo de expressao: 10 ng de DNA

vector de 2,9 kb purificado do Exemplo 24.1 (plasmideo pPLc24
cortado com EcoRI e BamHI) foi misturado com 0,1 ng do oli-
gonucleotideo 5'-pAATTTGGAGGAAAAAATTATG (Pharmacia, N227-4878
-01) e 0,1 ng do oligonucleotideo 5'-pGATCCATAATTTTTTCCTCCA
(Pharmacia, N2 27-4898-01) em 20 Fl de uma solucao contendo
10 mM Tris-HC1 pH 7,5, 10 mM MgClz, 2 mM DTT, 0,1 mM ATP,

e 100 unidades de DNA ligase de T4 (Boehringer, Mannheim),
Apos 16 horas a 4°C, usou-se amistura para transfromar celu~
las competentes E.coli K12, Cultivaram-se colonias indivi-
duais e o DHA de plasmideo foi isolado a partir delas. Fez-
se analise de restricao convencional para seleccionar um plas
mideo correcto {(pPL.PTIS; ver Figura 8) o qual foi cortado
por Bamlll mas nao por EcoRI. A insercao correcta dos oligo-
nucleotideos foi confirmada por sequénciagao do DHA., O frag-
mento de DNA inserido de novo codifica um sitio de iniciagao

da tradugao (PTIS, Pharmacia).

Digeriu-se 10 e de DNA do plas-
mideo pPL PTIS com Bam HI, depois tratou-se com fosfatase
alcalina e o DNA vector de 2,9 kb foi purificado por elec-
troforese em gel de agarose. Ligou-se 10 pg deste DHA vec-
tor com 3 ng do fragmento BglII a Bam HI de 0,8 kb derivado
do plasmideo pCAL-3 (exemplo 20) e depois usou-se para trang
formar células competentes E. coli k12, O DHNA de plasmideo
foi isolado a partir de coldnias individuais.e a analise de
restricao convencional efectuada para seleccionar um plas-
mideo, pPl. PTIS-BF, tendo a insercao de 0,8 Kb na orinta-

cao correcta (Figura 8).




Usou-se o plasmideo pPLPTIS-BF
para transformar E. coli estirpes W3110 e HB1O0l, ambas por-
tadoras de A IB57 (Remaut et al., loc. cit.). Os transfor-
mantes foram semeados em placas LB contendo 40 pg/ml de ca-
namicina e ampicilina e crescidos por incubacao a 30°C duran
te 24 horas. As colonias recombinantes resultantes foram

usadas para fermentagao.

28.2 Fermentacgao: As estirpes recombinantes de E. coli obti
das no Exemplo 28.1 foram cultivadas como descrito no Exem-

plo 24.2. Apos 3 horas de inducao a 42°C as culturas foram
arrefecidas durante 30 minutos num banho de gelo/agua e co-

lhidas por centrifugacao.

28.3 Purificacao de polipeptideos com actividade de ligacao

a IgE: o sedimento de células obtido a partir de 11 de cul-
tura induzida pelo calor foi ressuspenso em 20 ml de 50 mM
tris-HC1 pH 7,5, 1 mM EDTA a 4°C, A suspensao de células foi
sonicada ao mesmo tempo que era constantemente arrefecida

em gelo (MSE SoniprepPL 150, sonda de 9,5 mm amplitude de 24
microns) durante 4 x 30 segundos com intervalos de um minu-
to. A suspensao foi entao centrifugada durante 10 minutos
(centrifuga Sowall, rotor HB-4, 9000 rpm, AOC). 0 sedimento
foi ressuspenso em 20 ml de 50 mM Tris-HC1 pH 7,5, 1 mM EDTA
a 4°C e sonicada durante 30 segundos como descrito atras.

A suspensao foi centrifugada como descrito atras e o ciclo

de lavagen repetido mais duas vezes.
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Breve descricao das Figuras

Figura 1:

Figura 2:

Ficura 3:

Ficura 4:

Figura 5:

Figura 6:

Preparacao dos plasmideos pCL-1 e pCL-2 contendo
como insercao ds—-cDNA de mRIA isolado de células
B RPHMI 8866. O cDNA da insercao codifica polipep-
tideos relacionados com receptores de IgE e factg

res de ligacao a IgE.

As duas insercoes dos plasmideos pCL-1 e pCL-2

sao comparadas, mostrando as regiaes codificadoras
idénticas em ambas as insercoes, as regioes nao
codificadoras id&nticas em ambas as insergoes, a
regiao codificadora presente apenas em pCL-2 e
regioes nao codificadoras diferentes em ambas as

insercoes, assim como os sitios de restricao.

Construcao do plasmideo pGEMlH—l/CLZ a partir de
pCL-2 e pGEMTM—l e transcrigao da insercao de DNA

em mRNA.

A construcao dos plasmideos pFK-1, com a insergao
codificadora da sequéncia de aminoacidos ASP119 a
Ser321 e pFK-2, codificador da sequéncia de aminpo
acidos de Ala134 a Ser321 da Formula I, comecando

com o plasmideo pCL-2,

A construcao do plasmideo pBL-BF para expressao
de IgE-BF em E. coli w3110 e HBI1OI, Sao expressos

os aminoacidos 119 a 321 sob o promotor PL do fa-

go A-

A construcao do plasmideo pJDB207R/PHOS5-BF para

expressao de IgE-BF em Saccharomyces cerevisiae.




Figura 7:

Figura 8:

Legente: E

-~ -
Sao expressos os aminoacidos 119 a 321 sob o con-

trole do promotor pHOS5.

A construcao dos plasmideos pCAL5-R/ND e pCALS8-

BF/ND para a expressao do receptor de IgE ligado

a membranas ou do IgE-BF secretado, respectiva-

- N L4
mente, em celulas de mamifero em cultura (celulas

de ovario de hamster Chinés).

A construcao do plasmideo pPL.PTIS-BF para trans-—

formagao e expressao de IgE-BF em E. coli.

nzimas de restricao

Haell G

L}

BamHI H

HinsII N

EcoRI P

R

BglIII
HindTIT
HNcol
Pstl

Rsal

sequéncia codificadora do polipeptideo re-

lacionado com receptores de IgE e/ou IgE-

~-BFs

sequéncia codificadora especifica de pCL-

-2 (Fig. 2)

sequéncia nao codificadora diferente em

pCL-1 e pCL-2




sequéncia nao codificadora, idéntica em pCL
-1 e pCL-2 (Fig. 2)

mBNA

Disposic8o de Microorganismos

A Escherichia coli HB101/pCL-2 contendo o plasmideo pCL-2 foi
depositado em 30 de Julho, 1986 no Deutsche Sammlung fur

Mikroorganismen, Grisebachstrasse 8, D-3400 Gottingen, com o

nimero de Acessdo DSM 3807.
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REIVINDICACOES

18, - Metodo para a produgao de
um polipeptideo tendo a sequéncia de aminoacidos com a for-

mula

10 20 30
MEEGQYSEIEELPRRRCCRRGTQIVLLGLYV
40 50 60
TAALWAGLLTLLLLWHWDTTQSLEKQLEERA
70 80 90
ARNVSQVSKNLESHHGDQMAQKSQSTQISQ
100 110 120
ELEELRAEQQRLEKSQDLELSWNLNGLQADL
130 140 150

SSFKSQELNERNEASDLLERLREEVTKLRM

160 170 180
ELQVSSGFVCNTCPEKWINFQRKCYYFGKG

190 200 210
TKQWVHARYACDDMEGQLVSIHSPEEQDFL

220 230 240 -
TKHASHTGSWIGLRNLDLKGEFIWVDGSHYV

250 260 270
DYSNWAPGEPTSRSQGEDCVMMRGSGRWND
280 290 300
AFCDRKLGAWVCDRLATCTPPASEGSAESNMH
310 320
GPDSRPDPDGRLPTPSAPLHS , (1)
321

de um seu fragmento, mutante ou derivado, caracterizado por

a) se cultivar um hospedeiro transformado contendo




um vector hibrido compreendendo uma sequéncia de DFA codifi-~
cadora de um polipeptideo com a formula (I), um seu fragmen-

to ou mutante, ou

b} se traduzir num sistema de traducao adequado o
mPNA codificador de um polipeptideo com a formula (I), um
seu fragmento ou mutante, e quando necessario, se transfor-
mar um polipeptideo com a formula (I), um seu fragmento ou

mutante, num seu derivado.

28, - Método para a producao de
um fragmento de um polipeptideo com a formula (I} de acordo
com a reivindicacao 1, caracterizado por a sequéncia de ami-
noacidos compreendendo os aminoacidos 106 a 127 ser elimina-
da.

32, - Método para a producao de
um fragmento de um polipeptideo com a formula (I) de acordo
com a reivindicagéo 1, caracterizado por ele ser selecciona-
do do grupo constituido por polipeptideos comeg¢ando com qual
quer um dos aminoacidos 120, 121, 123, 124, 125, 126, 127,
128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139,
140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151,
152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159 ou 160 e terminando

com o aminoacido 321.

48, - Método para a producao de
um fragmento de um polipeptideo com a formula (I) de acordo
com a reivindicacao 1, caracterizado por ele ser selecciona-
do do grupo constituido pelos polipeptideos que comecam en
qualquer um dos aminoacidos 120, 121, 123, 124, 125, 126,




127, 128, 129, 130, 131, 132, 133,134, 135, 136, 137, 138,
139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150,
151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159 ou 160 e termi-

nando com qualquer um dos aminoacidos entre 282 e 321.

52, - Metodo para a producao de
um fragmento de um polipeptideo de acordo com a reivindica-
cao 1, caracterizado por ele consistir na sequéncia de ami-

noacidos entre o aminoacido 119 e o aminoacido 321.

62, - Metodo para a producao de
um fragmento de um polipeptideo de acordo com a reivindica-
¢ao 1, caracterizado por ele consistir na sequéncia de ami-

noacidos entre o aminoacido 134 e o aminoacido 321.

72, - Metodo para a produgao de
um fragmento de um polipeptideo de acordo com a reivindica-
cao 1, caracterizado por ele consistir na sequéncia de ami-

. - S .
noacidos entre o aminoacido 148 e o aminoacido 321.

838, - Metodo para a producao de
um fragmento de um polipeptideo de acordo com a reivindica-
cao 1, caracterizado por ele consistir na sequéncia de ami-

*” 3 - 3 3 - 3
noacidos do aminoacido 150 ao aminoacido 321.

- ~
92, - HMetodo para a producao de
um mutante ou de um derivado de um fragmento de acordo com

qualquer uma das reivindicacoes 2 a 8.




102, - lietodo para a preparacgao
de um hospedeiro transformado capaz de expressar um polipep-

tideo de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado por

1. se preparar um DNA codificador de um polipepti-

deo com a formula (I) um seu fragmento, mutante ou derivado,
2. se incorporar o DFNA obtido num vector adequado,

3. se transformar um hospedeiro adequado com o vec-

tor hibrido obtido,

4, se seleccionar os hospedeiros transformados de
entre os hospedeiros nao transformados e, facultativamente,
se isolar o vector hibrido a partir do hospedeiro transfor-
mado, se modificar a regigo codificadora ou nao codificadora

do vector hibrido e se realizar de novo os passos 3 e 4.

112, - Metodo de acordo com a rei-
vindicacao 10, caracterizado por se usar um vector hibrido,
compreendendo uma insercao codificadora de um polipeptideo
com a formula (I) em que a sequéncia de aminoacidos compre-

endendo os aminoacidos 106 a 127 foi eliminada.

128, - Método de acordo com a rei-
vindicacao 10, caracterizado por se usar um vector hibrido,
compreendendo uma insercao codificadora de um fragmento do
polipeptideo com a formula (I), que & seleccionado do grupo
constituido pelos polipeptideos que comegam com qualquer
um dos aminoacidos 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127,
128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139,
140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151,
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152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159 ou 160 e terminando

com ¢ aminoacido 321.

138, - Metodo de acordo com a rei-
vindicacao 10, caracterizado por se usar um vector hibrido,
compreendendo uma insercao codificadora de um fragmento do
polipeptideo com a formula (I} o qual e seleccionado do gru-
po constituido por polipeptideos que comegam com qualquer
um dos aminoacidos 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127,
128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139,
140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151,
152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159 ou 160 e terminando

com qualquer um dos aminoacidos entre 282 e 321.

142, - Metodo de acordo com a rei-
vindicacao 10, caracterizado por se usar um vector hibrido,
compreendendo uma insercao codificadora de um fragmento do
polipeptideo com a formula (I), que consiste na sequéncia

03 -~ - v - . 3 b »
de aminoacidos do aminoacido 119 ao aminoacido 321.

152, - Hetodo de acordo com a rei-
vindicagao 10, caracterizado por se usar um vector hibrido,
compreendendo uma insercao codificadora de um fragmento do
polipeptideo com a formula {I) que consiste na sequéncia de

- -” . 3 - . - 3 - .
aminoacidos do aminoacido 134 ao aminoacido 321.

162, - HMetodo de acordo com a rei-
vindicacao 10, caracterizado por se usar um vector hibrido,
compreendendo uma insercao codificadora de um fragmento do

polipeptideo com a formula (I) que consiste na sequéncia de




- 100 -

aminoacidos do aminoacido 148 ao aminoacido 321.

172, - Método de acordo com a rei-
vindicacao 10, caracterizado por se usar um vector hibrido,
compreendendo uma insergao codificadora de um fragmento do
polipeptideo com a formula (I), que consiste na sequéncia

- - . . ol . . - 3
de aminoacidos do aminoacido 150 ao aminoacido 321,

182, - Metodo de acordo com a rei-
vindicacao 10, caracterizado por se usar um vector hibrido,
compreendendo uma sequéncia de DNA com a formula (II) ou

{III) ou um seu fragmento ou mutante.

192, - Metodo de acordo com a rei-
vindicacao 10, caracterizado por se usar o vector hibrido
pCL2Z,

202, - Metodo de acordo com a rei-
vindicacao 10, caracterizado por se usar o vector hibrido
pCL1.

212, - HMetodo de acordo com a rei-
vindicacao 10, caracterizado por se usar o vector hibrido

pPL-BF.

228, - Metodo de acordo com a rei-

vindicacao 10, caracterizado por se usar o vector hibrido
pCAL8-BF/ND.




-

232, - Metodo de acordo com a rei-
vindicacao 10, caracterizado por se usar o vector hibrido

pPL.PTIS-BF.

242, - Método para a preparacao
de um vector hibrido de acordo com a reivindicacao 10, carac
terizado por um DNA codificador de um polipeptideo com a for

mula {I), um seu fragmento, mutante ou derivado ser enlagado

("spliced") num vector adequado.

252, - HMetodo para a preparacao
de um vector hibrido de acordo com a reivindicagao 24, carac
terizado por se preparar qualquer um dos vectores hibridos

das reivindicagBes 11 a 24,

Lisboa, 20 de Julho de 1987
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