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Descricao referente a patente de
invengao de HOECHST AKTIENGESEL-
LSCHAFT, alema, industrial e co-

mercial, com sede em D-6230 Frank
furt am Main 80, Republica Fede-
ral Alema, (inventor: Dr. Stefan
Miullner, residente na Repliblica
Federal da Alemanha), para "PRO-
CESSO PARA A PREPARACAO DE ANTI-
CORPOS CONTRA SEQUENCIAS DE AMI-
NOACIDOS ALTAMENTE CONSERVADAS DE
SUBSTANCIAS IMUNOGENICAS BEM COMO
DE MEIOS DE ENSAIO IMUNOLOGICO
QUE CONTENHAM ESSES ANTICORPOS".

DESCRICAO

Sabe-se que, para a identificacao quali
tativa e quantitativa de substdncias imunogénicas, como antige-
nes, se utilizam cada vez com maior frequéncia métodos imunomé-
tricos. Estes métodos baseiam-se na formacdo de um complexo da
substancia imunogénica com um ou mais anticorpos, em que um dos
reagentes se encontra marcado para possibilitar a deteccao. E
deste modo possivel verificar se, e em que quantidade, se for-
mou um complexo entre a substdncia imunogénica e um ou mais an-
ticorpos. Obtiveram-se progressos decisivos nos métodos de de-
terminacdo imunométrica com a introdugdo de anticorpos monoclo-

nais, segundo Milstein e Kohler, cuja utilizagdo se encontra de

. talhadamente descrita no registo de patente alemdo 31 30 834.

Encontram-se também j& descritos processos imunométricos para a




determinagdo de insulinas de determinadas espécies (J. Havranko
va et al., Journal of Immunoassay, 5 (182), 131 - 144 (1984)).
Estes anticorpos obtiveram-se por imunizacdo com as varias insu
linas como imunogenes. O emprego de anticorpos antipeptidicos,
obtidos por imunizacdo com constituintes da proteina em causa
(antigenes), para a identificac¢8o de proteinas nativas, abriu
novas perspectivas para uma maior aplicacdo dos métodos de de-
terminacdo imunométrica. Tais anticorpos antipeptidicos torna-
ram-se assim um importante instrumento para a identificacgdo de
péptidos e das respectivas sequéncias genéticas.

Estes anticorpos sao também particular-
mente interessantes para a determinacdo de substancias, contra
as quais, em condicOes normais, ndo se podem gerar, ou sO em
sentido estrito, antigenes, uma vez que estes - injectadas como
proteinas completas - s3o demasiado activas nas concentracdes
utilizadas, p. ex. hormonas peptidicas, neuropéptidos, ou sdo
demasiado toxicas, p. ex. toxina da difteria, virus e outros mi
croorganismos. Na preparacao de "vacinas sintéticas" (J. G. Sut
cliff et al., Science, Vol. 219, 600 (1983)), podem também em-
bregar-se com sucesso os referidos anticorpos antipeptidicos.
Para a escolha da sequéncia peptidica contra a qual, por um pro
cesso conhecido da literatura, se podem obter anticorpos poli-
clonais ou monoclonais, parece ser vantajoso que pelo menos uma
parte desta sequéncia esteja localizada a superficie da protei-
na nativa, isto &€, exposta, contendo por isso varios grupos fun
cionais carregados ou fortemente polares. Sabe-se contudo, no
actual estado da técnica, que os elementos peptidicos que repre
sentam sequéncias de aminodcidos altamente conservadas na evolu
cao, sdo péssimos imunogenes (vide G. Walter, J. Immunol. Med.
88, (1986), 149 -~ 161). Por sequéncias de aminodcidos altamente
conservadas na evolucao entendem-se neste ambito as sequéncias
de uma determinada proteina que, no decorrer da evolugao, nao
se alteram ou apenas se alteram muito pouco. Deste modo, por
exemplo, o citocroma C de cavalo e de coelho distinguem-se por
algumas sequéncias de aminodcidos. Outras sequéncias desta pro-

teina das duas espécies animais sdo idénticas. Verificou-se que

0 sistema imunoldgico de uma espécie animal ndo gere quaisquer

anticorpos contra estas regides idénticas do citocroma C da ou-




tra espécie, uma vez que esta sequéncia j& existe no citocroma
C do proprio corpo. E uma regra geral que a resposta imunologi-
ca a um antigene & tanto melhor quanto maior a diferenca evolu-
cional entre a proteina imunizante e a proteina correspondente
do proOprio corpo.

O objectivo da invengao foi pois o de
descobrir anticorpos que sejam capazes de formar complexos imu-
noldégicos tanto com uma proteina nativa como com derivados, mu-
tantes, produtos desnaturados, fragmentos ou precursores sinté-
ticos.

Mais em particular, o objectivo da in-
vengdo foi o de descobrir anticorpos que formem complexos imuno
1ogicos com produtos preparados por engenharia genética, das
mais variadas espécies, bem como com os seus derivados, precur-
sores desnaturados e fragmentos. Especialmente interessantes
neste caso sdo as proteinas preparadas por engenharia genética
como a insulina.

Um outro objectivo da invencdo foi o de
senvolver um método de determinagdo imunométrica que permita a
quantificacdo do rendimento inicial de produtos preparados por
engenharia genética, que ocorrem nos microorganismos com "Inclu
sion bodies" (corpos de inclusdo) pouco soliiveis - o que nio
era possivel através dos métodos de determinacgdo imunométrica
até agora conhecidos - e, ao mesmo tempo, que seja capaz de de-

terminar as concentracOes de proteinas em cada um dos passos de

| preparagdo, pelo mesmo processo. Por rendimento inicial entende

~-se o0 rendimento efectivo imediatamente apds a fermentacdo. Es-

te valor ndo é falseado pelas perdas na preparacdo da amostra e

' NOoS passos subsequentes.

Descobriu-se entdo surpreendentemente,
que os anticorpos obtidos por imunizagdo com unidades peptidi-
cas altamente conservadas da proteina nativa em causa, corres-
pondem aos requisitos acima mencionados.

A invencao refere-se deste modo a anti-
corpos obtidos por imunizacao com um elemento peptidico que re-
presente uma sequéncia de aminoadcidos altamente conservada de

uma proteina nativa.

Em especial a invencdo refere-se aos an
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ticorpos obtidos por imunizagdo com elementos peptidicos alta-
mente conservados da insulina.

A invengado refere-se ainda a um proces-
so para a preparagao dos anticorpos acima referidos, bem como 3
sua utilizagao em métodos de determinacdo imunométrica.

Tanto no que se referiu anteriormente
como no que vira a seguir, entendem-se por sequéncias de amino-
dcidos altamente conservadas os fragmentos de proteina de uma
determinada proteina, em varias espécies - mesmo mais ou menos
ligeiramente modificada - que no decorrer da evolugdo ndo se al
teraram ou apenas se alteraram muito pouco. Como exemplo refere
-se aqui o octapéptido (14-21) da cadeia A da insulina (Tyr-Glu
-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn), que existe inalterado em varias insu
linas conhecidas, como a humana, de porco, de carneiro, de cava
lo, de vaca, de galinha, de pato, de perd, de ganso, de crocodi
lo, de cobra cascavel, de cobra "Colubrit", de baleia, de ele-
fante, de cabra, de cado, de macaco, de ratazana, de rato, de ha
mster e de coelho,

Por proteina nativa entende-se uma pro-
teina naturalmente ocorrente.

Por elementos peptidicos, fragmentos
peptidicos, elementos proteicos e fragmentos proteicos entendem
~-se partes de um determinado péptido ou de uma determinada pro-
teina, que sejam constituintes naturais desse péptido ou dessa
proteina. Trata-se neste caso de aminodcidos de um conjunto
(chamado sequéncia de aminodcidos) que representam uma parte ou
um inicio ou um fim de um péptido ou de uma proteina.

Para a preparacgado dos anticorpos, de
acordo com a invencdo, contra sequéncias de aminodcidos altamen
te conservadas de proteinas nativas, procede-se de preferéncia
do seguinte modo:

1. Escolha da sequéncia de aminodcidos em causa, segundo os
critérios seguintes:

a) A sequéncia em causa deve, de preferéncia, estar exposta
isto &, deve encontrar-se a superficie da proteina nati-
va, o que & de preferéncia o caso em que a sequéncia con
tém varios grupos funcionais carregados ou fortemente po

lares, ou quando a estrutura secundéria da proteina apre




senta nos, que de preferéncia sobressaem da molécula. Es
ta condigdo & normalmente preenchida quando na sequéncia
em causa ocorrem, por exemplo, asparagina (Asn), acido
aspartico (Asp), prolina (Pro), glutamina (Gln), acido
glutémico (Glu) e/ou glicina (Gly), varias vezes repeti-
dos.

b) O nimero dos epitopos potenciais no elemento peptidico
escolhido deve, por um lado, ser tao pequeno quanto pos-
sivel, e por outro lado, o elemento peptidico deve ser
grande, para permitir uma resposta imunoldgica. A sequén
cia escolhida nao deve ultrapassar 20 aminoadcidos, de
preferéncia 12, em particular 10 e muito em especial 8,
mas nao deve ter menos do que 4, de preferéncia 5 e em
especial 6 aminodcidos. Revelaram-se particularmente con
venientes os elementos peptidicos com 6-13, de preferén-
cia 7-11, e em especial 8-~10 aminoacidos.

c) De preferéncia, a sequéncia escolhida ndo deve situar-se
no terminal azotado ou no terminal carbonado da proteina
nativa em causa, entendendo-se neste caso por terminal
azotado e carbonado os terminais correspondentes da pro-
teina nativa total. No caso da proteina total ser consti
tuida por varias proteinas ligadas entre si, a sequéncia
pode naturalmente situar-se num terminal azotado ou car-
bonado interno da proteina integrada.

Preparagdo da sequéncia de aminoadcidos em causa
Para a preparagao do elemento proteico escolhido utiliza-se
por exemplo o método da sintese peptidica de Merryfield co-
nhecido da literatura. E contudo também possivel obter frag
mentos adequados a partir de uma cisdo enzimatica ou quimi~
ca da proteina nativa. Podem ainda sintetizar-se sequéncias
curtas por via puramente quimica.

Acoplamento de um suporte quando necessario

Especialmente no caso de fragmentos proteicos curtos, que

nao sao capazes por si sO de provocar uma resposta imunolo-

gica ou apenas o conseguem insuficientemente, e ainda no ca
so de fragmentos imunogénicos, & aconselhavel acoplar um su
porte ao elemento proteico escolhido. Este acoplamento efec

tua-se por processos conhecidos do especialista, por exem-




plo através de reagentes de acoplamento como o glutaraldei-
do ou o sal de sb6dio do éster N-maleinimido-6-caproilico do
dcido l-hidroxi-2-nitrobenzeno-4-sulfonico (mal-sac~-HNSA).
Como suportes podem utilizar-se por exemplo: polimeros como
polietilenoglicol, poliacrilamida ou poli-d-glutamina-d-li-
sina ou derivados de acidos gordos como PAM-3-Cys (PAM=pal-
mitoil) ou proteinas como albumina de soro de vaca (BSA) ou
"Keyhole Limpet Hemocyanina" (KLH).

De preferéencia, acoplam-se varias molé-
culas do fragmento proteico ao suporte.
Imunizacdo de uma espécie com o fragmento proteico ou com o
fragmento proteico ligado ao suporte
A imunizacdo de uma espécie com o elemento proteico ou com
o0 elemento proteico ligado a um suporte efectua-se de acor-
do com processos conhecidos da literatura, por exemplo atra
vés de injecgdo intramuscular do imunogene, eventualmente
em conjunto com um adjuvante como KFA (adjuvante de Freund
completo) ou IFA (adjuvante de Freund incompleto). Quando
necessario, apds obtencgdo da resposta imunoldgica, pode re-
petir-se a dose uma ou mais vezes. A escolha da espécie ndo
€ critica, sendo por exemplo adequados ratos, ratazanas,
coelhos, carneiros ou cabras. A fim de se obterem maiores
quantidades de soros contendo anticorpos €& contudo vantajo-
so utilizar animais maiores, como carneiros ou cabras.
Isolamento dos anticorpos a partir dos soros
Em principio, apds obtencdo da primeira resposta imunoldgi-
ca pode recolher-se o anti-soro. Conforme a espécie de ani-
mal utilizada obtém-se maiores concentracdOes normalmente
apos uma ou varias imunizagBes com o imunogene corresponden
te. Conforme o fim em vista para a utilizacao purifica-se e
concentra-se o soro ou utiliza-se directamente sem posteri-
or purificacdo diluindo-se no meio do ensaio. Em especial
para a preparacdo de ensaios "sanduiche" & aconselhavel a
purificacdo e a concentragdo do soro. Tal pode efectuar-se
por exemplo através de precipitacdo com sulfato de amodnio
seguida de separacdo numa coluna de afinidade na qual se en
contra imobilizado um antigene adequado. Neste caso separam

-se todas as proteinas que nao tém qualquer efeito de troca




com a proteina imobilizada. Os anticorpos que reconhecem a
proteina em causa - ficando assim ligados & proteina imobi~-
lizada - podem eluir-se da coluna.

Em alternativa ao método acima descrito
em 5. para o isolamento de anticorpos policlonais, podem
também preparar-se naturalmente anticorpos monoclonais. Is-
to consegue-se por exemplo através da imunizacdo de ratos,
como acima descrito em 4., seguida da fusdo das células do
baco por exemplo com células de mieloma NS 1 e clonagem das
células apropriadas. Conforme o caso, os anticorpos monoclo
nais assim obtidos, podem multiplicar-se por exemplo atra-
vés de injeccdo em ratos pelados. Em principio, a prepara-
cdo destes anticorpos monoclonais & conhecida do especialis
ta e encontra-se descrita na literatura. A continuacado do
processo de preparagao e a purificacdo podem entdo efectuar
-se como acima descrito em 5.

Os anticorpos de acordo com a invengao
podem utilizar-se para a preparacao de ensaios imunologicos.
Em tais ensaios imunoldgicos, por exemplo, os anticorpos de
acordo com a invengao ou um antigene podem estar imobiliza-
dos sobre uma fase s6lida. Os processos para a imobilizacdo
de antigenes e anticorpos sobre fases solidas, como polime-
ros sintéticos ou naturais como poliestireno, polipropileno,
PVC ou Latex em varias formas geométricas como tubos, esfe-
ras ou placas de microtitulagao, sao conhecidos do especia-
lista. O ensaio imunoldgico pode ser por exemplo um ensaio
competitivo ou um ensaio sanduiche. Em ambos os casos, mar-
ca-se um dos componentes ~ ou o antigene ou o anticorpo -
para fins de deteccdo. A marcacao efectua-se na maioria dos
casos através de um marcador (Label") radioactivo, quimilu-
minescente ou enzimatico. Também estes processos de marca-
¢do de antigenes e anticorpos sdo conhecidos do especialis-
ta. Uma vez que os anticorpos de acordo com a invencdo sao
capazes de reconhecer tanto as proteinas nativas de uma es-
pécie como também as proteinas nativas correspondentes de
outras espécies e mesmo derivados, fragmentos, precursores
sintéticos e naturais ou produtos desnaturados destas pro-

teinas - desde que estes contenham o elemento peptidico uti




lizado para a imunizacdo ou pelo menos um seu fragmento que
corresponda pelo menos a 60-80% do elemento peptidico utili
zagdo para a imunizacdo - & conveniente, para a preparacao
de um ensaio imunoldgico multi-espécies, marcar os anticor-
pos de acordo com a invengao, construindo assim, de acordo
com processos conhecidos da literatura, um RIA (ensaio ra-
dioimunolégico), um CIA/LIA (ensaio imunoldgico quimi) lumi
nescente) ou um EIA (ensaio enzimoimunoldgico).

Como particularmente vantajoso para a
determinacdo de produtos preparados por engenharia genética,
que ocorrem em microorganismos com "inclusion bodies" pouco
soliveis, num ensaio RIA, revelou-se um sistema tampdo, que
para além dos sistemas tampdo habituais como tampdes de fos
fato (NazHPO4, NaH2P04), tampao Tris (TRis hidroximetil)ami
nometano) ou tampao de barbiturato (por exemplo dietilbarbi
turato de s6dio), contém pelo menos uma proteina como albu-
mina de soro de vaca (BSA), albumina lictea, ovalbumina, al
bumina de ovo, leite em po ou gelatina e pelo menos um de-
tergente idnico como dodecilsulfato de sddio (SDS), brometo
de hexadeciltrimetilamonio ou um sal galénico e/ou pelo me-
nos um detergente ndo idnico como Ryonidet P40, R priton x
100 ou ® Tween 20.

Numa forma de concretizagao especial a
invencdo refere-se a anticorpos que formam complexos imuno-
1égicos tanto com a insulina de varias espécies como com de
rivados de insulina, fragmentos, precursores da insulina des
naturados sintéticos e naturais e derivados destes precurso
res da insulina desnaturados. Para a preparacao destes "an-
ticorpos de insulina multi-espécies" escolhe-se como imuno-
gene um fragmento de insulina de acordo com os critérios 1
a - b acima mencionados. Sao por exemplo adequadas as se-
quéncias Al-A7 ou A11-A17 ou A=A, da cadeia A da insuli-
na bem como a regido a volta da cadeia B da cisteina. Reve-
lou-se particularmente adequado o octapéptido (14-21) da ca
deia A da insulina.

Tyr-Glu-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys=-Asn
Este octapéptido pode preparar-se de

acordo com processos conhecidos da literatura (W. Konig, K.




Kernebeck, Liebigs Ann. Chem. 1979, 227-247). O acoplamento do
suporte, a imunizacdo e o isolamento dos anticorpos efectua-se
de acordo com os passos processuals 3-5 acima referidos. Os an-

ticorpos de insulina obtidos podem também utilizar-se, sem pos-

terior tratamento e purificacdo, para a preparacdo de um ensaio.
de insulina multi-espécies.
@ Um ensaio de insulina multi-espécies
i deste tipo pode efectuar-se na forma de um RIA, CIA/LIA ou EIA,
, de acordo com processos conhecidos da literatura. Para tal, os
anticorpos de insulina de acordo com a invencdo podem encontrar
-se em solucado livre (por exemplo num RIA de precipitacgdo) ou
i ligados a uma fase solida (imobilizados). Para o RIA de precipi
., tagdo sdo apropriados por exemplo insulinas, fragmentos de insu
lina, derivados da insulina, precursores de insulinas naturais
ou sintéticos radioactivos, de preferéncia marcados com iodo ra
| dioactivo, ou por exemplo o elemento peptidico marcado radioac-
E tivamente, utilizado para a geragao dos anticorpos de insulina
; de acordo com a invengdo, em especial o octapétido (14-21) da
! cadeia A da insulina marcado com iodo radioactivo. Para a prepa
| ragdo de um ensaio imunoldgico sanduiche utilizam-se dois anti-
E corpos, dos quais um - normalmente o que nao estd ligado a fase
q solida - se encontra marcado. Os dois anticorpos podem ser diri
: gidos contra o mesmo epitopo da insulina, contudo é preferivel
serem dirigidos contra epitopos da insulina diferentes. Para um
. ensaio imunoldgico sanduiche desse tipo, no qual os dois anti-
 corpos utilizados estao dirigidos contra epitopos diferentes,
. utilizam-se de preferéncia anticorpos policlonais ou monoclo-
i nais, purificados por afinidade e marcados com iodo radioactivo.
' A marcacgao dos anticorpos ou antigenes (insulina, fragmentos de
insulina, derivados de insulina, precursores naturais ou sinté-
ticos, efectua-se de acordo com processos conhecidos da litera-
tura, por exemplo pode utilizar-se para a marcacdo com iodo ra-

dioactivo o método do iodogene.

apresenta em relacdo aos ensaios de insulina de acordo com o es

|
1 O ensaio de insulina multi-especies
|
|
|
!

tado da técnica, a vantagem de com ele ser possivel determinar
e quantificar tanto as insulinas de varias espécies, como ainda

derivados de insulina, fragmentos de insulina, precursores de




insulina sintéticos e naturais desnaturados e derivados destes
precursores de insulina desnaturados.

Verificou-se que se podem mesmo identi-
ficar e quantificar proteinas que contém sequéncias de aminoaci
dos, que representam apenas 60-80% do elemento peptidico que se
utilizou para a imunizagado (e desse modo para a geracdo de anti
corpos. Podem deste modo, por exemplo, com o ensaio de insulina
multi-espécies, contendo anticorpos obtidos por imunizagdo com
o octapéptido (14-21) da cadeia A da insulina, podem também de-
terminar-se as proteinas que conté@m apenas o hexapéptido (16-21)
As seguintes insulinas, derivados de insulina ou proteinas re-
sultantes da insulina, podem por exemplo determinar-se com o en
saio de insulina multi-espécies de acordo com a invencgdo:

1. FusOes (3 -galactosidase-insulina expressas em E. coli P1,
P6, Pl-trimero-Des-Met-Des-Cys, Pl-trimero-Des-Met, P1-Poli-Gly
~Des-Met, Pl-poli-Gly-Des-Met-Des~-Cys, P-Lz-gama;

2. FusoOes interleucina 2-insulina expressas em E. coli pB40,
pPK52, pGF1l2, pIK10, pSW3, pSW2, pSW3*M

3. FusOes trp-insulina expressas em E. coli pB70, pINT 14,
pINT 41, pINT 30, pSL 27, pINT 91

4. Insulinas de varias espécies: insulina humana, de porco, de
carneiro, de cavalo, de vaca, de galinha, de pato, de perl, de
ganso, de crocodilo, de cobra cascavel, de cobra "colubrid", de
baleia, de elefante, de cabra, de cao, de macaco, de ratazana,
de hamster, de coelho

. 5. Derivados de insulina:

Insulina humana B3l-mono-Arg, insulina humana B31, B32-di-Arg,
insulina de porco Bl-des-Phe, insulina humana Al4-mono-iodo

6. Fragmentos de insulina:

Tetra-sulfonato da cadeia A da insulina (de vaca), tetra-sulfo-

nato da cadeia A da insulina (humana), octapéptido (14-21) da

. cadeia A da insulina, hexapéptido (16-21) da cadeia A da insuli

na.
7. Precursores de insulina:
Pré-pro-insulina-S-sulfonato (Pl), pré-prdé-insulina (P1l), pré-
~pro-insulina (pSW3), prd-insulina (de porco).
Além disso, o ensaio de insulina multi-

-espécies de acordo com a invencdo, apresenta a vantagem de se

._10_




poder proceder a determinacOes na presenca de detergentes idni-
cos e nao ibnicos, proteinas auxiliares, misturas de detergen-
tes bem como misturas de detergentes e proteinas auxiliares. Co
mo detergenteg podem utilizar-se por exemplo dodecilsulfato de
sbdio (SDS), Y Triton x 100 ou ~ Nonidet P 40 e como proteinas
auxiliares albumina de soro de vaca (BSA), albumina de galinha,
albumina de ovo ou proteinas de E. coli.. Os detergentes idni-
cos podem aplicar-se de preferéncia na gama de 0-0,3%, os ndo
idnicos de preferéncia na gama de 0-2% e as proteinas auxilia-
res de preferéncia de 0-3% (dados percentuais em p/v = peso/vo-
lume). A determinagdo na vantagem destas substancias tem a van-
tagem de se poder aplicar também, por exemplo, a produtos pouco
soliveis preparados por engenharia genética, sem perturbarem
apreciavelmente o ensaio, o que ndo era até agora possivel com
0s processos imunométricos de acordo com o estado da técnica.
Nem as proteinas auxiliares, nem as proteinas estranhas como a
calcitonina ou o nonapéptido buserelina, ou ainda os sistemas
tampao habituais, perturbam apreciavelmente o ensaio multi-espé
cies. Por exemplo, revelou-se particularmente adequado para a
determinacdo radioimunoldgica (determinacdo RIA) de produtos
preparados por engenharia genéticas, que ocorrem nos microorga-
nismos como "inclusion bodies" pouco soluveis, um sistema tam-
pao, que para além das substdncias tampdo habituais como tamples
de fosfato (NaZHPO4, NaH2P04), tampao Tris (Tris(hidroximetil)-
aminometano) ou tampdao de barbiturato (por exemplo dietilbarbi-
turato de sodio), contém pelo menos uma proteina como albumina
de soro de vaca (BSA), albumina de leite ou ovalbumina, e pelo
menos um detergente idnico como dodecilsulfato de sddio (SDS),

brometo de hexadeciltrimetilaménio ou um sal galénico e/ou pelo

- menos um detergente nao idnico como *~ Nonidet P40, Triton x

100 ou ® Tween 20,

Uma vez que os anticorpos de insulina
de acordo com a invengdo se podem utilizar para a determinacdo
simultanea de antigenes de insulina consideravelmente diferen-
tes, sdo também adequados, em combinacdo com anticorpos de insu
lina de alta especificidade até agora conhecidos, para a pesqui
sa da estrutura terciaria e da localizacdo de pormenores estru-

turais essenciais e secundarios da molécula de insulina.
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1 e recolhe-se o pico eluido em primeiro lugar. A esta solucdo

EXEMPLOS
EXEMPLO 1

Acoplamento do octapéptido (14-21) da cadeia A da insulina 3 BSA

Sintetiza—~se o octapéptido (14-21) da
cadeia A da insulina, protegido, de acordo com o método de W.
Konig e K. Kernebeck, Liebigs Ann. Chem. 1979, 227-247. Para
conjugagdo a BSA como molécula suporte removem-se todos os gru-
pos protectores do octapéptido (14-21) da cadeia A da insulina
protegido DAdz-Tyr (tBu)-Gln-Leu-Glu (OtBu)~-Asn-Tyr (tBu)-Cys (Ttr) -
-AsnotBu, por tratamento com uma mistura de acido trifluoroacéti
co e etanotiol (segundo W. Konig, K. Kernebeck, Liebigs Ann.
Chem., 1979, 227-247). O produto resultante liga=-se entdo de
forma covalente a BSA por meio do reagente de acoplamento bifun
cional éster N-maleinimido-6-caproilico do acido l-hidroxi-2-ni
trobenzeno-4-sulfonico (sal de sodio) (mal-sac~HNSA). Para tal,
adicionam-se 55 mg de mal-sac-HNSA a uma solucdo de 111 mg de
BSA (correspondente a 95 equivalentes de lisina) em 10 ml de
tampado de fosfato 0,1 molar a pH 7,4. Apds 60 minutos de agita-
cdo a temperatura ambiente cromatografa-se a mistura reaccional
através de Sephadex G 25 em tampdo de fosfato 0,1 molar a pH 6,2

adicionam-se 67 mg (65 umol) de octapéptido (14-21) da cadeia A
da insulina. Deixa-se em seguida em repouso durante a noite a
temperatura ambiente. Dializa-se depois a mistura reaccional
contra adgua e liofiliza-se a solucdo resultante.

Rendimento: 112 mg

Teor em proteina: 83%

15 moléculas de octapéptido por molécula de BSA (determinado
por analise de aminoacidos).

EXEMPLO 2
Imunizacgao
Para a imunizacdo utilizaram-se trés ti
pos de animais, nomeadamente coelhos domésticos de raca mista
(ndmero de individuos = 3) e um carneiro e uma cabra. Iniciou-

-se a imunizacao ao mesmo tempo em todos os animais, tendo-se

- 12 -
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I.A._.

' ma quantidade de conjugado octapéptido/BSA em IFA (adjuvante de

. te constituicdo:

aplicado a cada um dos coelhos 0,1 mg do conjugado octapéptido
/BSA do Exemplo 1 em KFA (adjuvante de Freund completo, Difco)
e ao carneiro e a cabra 2,5 mg de conjugado octapéptido/BA em
KFA, como dose inicial, por via intramuscular. Na terceira sema

na apds a primeira aplicagdo repetiu-se a imunizacdo com a mes-

Freund incompleto Behring) e repetiu-se este processo na 42, 82,
132, 182 e 252 semanas. Na 272, 322 e 372 semanas inoculou-se

a mesma quantidade de octapéptido puro ndo conjugado com BSA em
IFA. A recolha dos anti-soros efectuou-se em todos os casos pe-
la primeira vez na 102 semana e depois todos os 10 dias apds as
inoculacoes. A determinacdo dos titulos efectuou-se como descri
to na literatura (T. Chard, "An introduction to Radioimmunoas-
say and Related Techniques", Elsevier Science Publishers, Ams-
terdam (1987), pag. 101-102). Para tal fez-se uma série de di-
luigbes (1:10 - 1:106) do soro recolhido em tampdo MSTB (compo-
sicdo do tampdo, ver Exemplo 3) e determinou-se a quantidade de
cada um dos tragadores ligados, nas condicdes do ensaio (ver
Exemplo 3). Deste modo, o titulo & o valor ao qual o anticorpo
do soro em causa, a uma determinada diluigado, se liga a 50% do
tracador utilizado. Regista-se o titulo como valor reciproco.

Os soros dos animais imunizados acima descritos tinham titulos
de 1:500 - 1:10000.

EXEMPLO 3
Preparagao e execucdo de um ensaio radioimunologico

Materiais utilizados:

Para a preparacao de um ensaio radioimu
nologico utilizou-se um anti-soro de carneiro (S 239) com um ti
tulo de 1:500. Utilizou-se directamente o anti-soro sem mais pu
rificacdo. A diluicdo do soro foi de 1:20 (em tampao MSTB) e ar
mazenou-se a -202C. A diluicdo de trabalho foi de 1:500 (em tam
pao MSTB).

Tampao MSTB:

O tampao MSTB utilizado tinha a seguin-
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0,1 M de acido morfolinopropanosulfdnico (MOPS) ajustado a pH
7,5 com NaOH 1M

2,5% (p/v) de albumina de soro de vaca

0,2% (p/v) de dodecilsulfato de sodio

0,2% (p/v) de RTriton x=-100

0,04% (p/v) de azida de sddio

Solugao de imunoglobulina:
Para a execucado do ensaio utilizou-se

uma solugao de imunoglobulina numa concentracgdo de 10/ml de
agua bidestilada.

Tracador:

Como tracador utilizou-se insulina de
porco marcada com 125iodo (Behringwerke AG, Marburg, Prod.-NQ
OCsSM) (10 ng < 74 KBg, liofilizada).

Por tubo de ensaio aplicou-se uma acti-
vidade total de 20.000-30.000 contagens.

PadroOes:

Testaram-se, em primeiro lugar, os pa-
droes em relagao ao seu teor em proteina. Em seguida, determi-
nou-se o teor da substdncia a determinar mais tarde num ensaio

RIA (insulinas de diferentes espécies, 16 derivados de insuli-

' nas, precursoras de insulina, etc.). Depois ajustaram-se os pa-

drdes a uma concentracdo de 2000 ng/ml em tampdo MSTB. Para o
tragado das curvas de calibracdo faz-se uma série de diluigdes
em progressao geométrica, nas seguintes concentracdes (dados em
ng/ml de tampao MSTB): 3,71; 7,5; 15; 30; 60; 120; 240; 480;
960; 1920.

Tracado das curvas de calibracao (condi
¢oes de ensaio):

Para o tragado das curvas de calibracao
pipetaram-se para um tubo de ensaio (da firma Sarstedt, no.
55-535) 100 pl de padrao, 100 il de tracados e 100 pl de anti-

-80ro. Misturou-se bem a amostra e deixou-se em repouso durante

- a noite (18 horas) a temperatura ambiente (18-252C). Antes da

precipitacao com 1000 pl de polietilenoglicol (peso molecular
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cerca de 4000) adicionaram-se 50 pl de solucao de imunoglobuli=-
na e misturou-se bem. Apds 20 minutos centrifugou-se a 1500 x g
e decantou-se a camada sobrenadante. Mediu-se o precipitado com
um contador gama (Gamma Counter, 1277, Pharmacia LKB) durante 1

minuto. Para cada determinacao fez-se um ensaio duplo.

Determinacdo do valor do ensaio em branco:

Para a determinacdo do ensaio em branco
procedeu-se como acima descrito em "tracado das curvas de cali~-
bracao", mas em vez do padrdo utilizaram-se neste caso 100 ul
de tampao MSTB.

EXEMPLO 4

Determinagdo de varias insulinas e de proteinas delas derivadas
num ensaio RIA

Com base nos padroes de teor, previamen
te determinado, em insulina ou em proteina derivada de insulina
(vide Exemplo 3 : padrdes), tracaram-se curvas de calibracado pa
ra as seguintes insulinas:

Insulina humana (Fig. 1), insulina de porco (Fig. 2), insulina
de vaca (Fig. 3), insulina de carneiro (Fig. 4), insulina de ga
linha (Fig. 5) e insulina de cavalo (Fig. 6), os derivados de
insulina de porco Des-Phe-Bl (Fig. 7), insulina humana Di-Arg-
B31-B32 (Fig. 8), insulina humana Mono-Arg-B3l1 (Fig. 9), pro-in
sulina de porco (Fig. 10), bem como tetra-sulfonato da cadeia A
de insulina (Fig. 11), octapéptido 14-21 (Fig. 12) e hoxapépti-
do 16-21 (Fig. 13).

Os valores B/BO indicados nas figuras
representam os quocientes da actividade medida B e da activida-
de maxima BO (saturagdo completa do anticorpo com o tracador).
As curvas de calibracdo apresentadas nas Figuras 1-13 mostram
claramente que, com os ensaios RIA de acordo com a invencdo uti
lizando os anticorpos de acordo com a invencao, se obteve um
processo de identificacao sensivel para um grande nimero de in-
sulinas.

Testou~se a influéncia de proteinas es-

tranhas e do sistema tampdo sobre as determinacgdes e verificou-
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-se que elevadas concentracoes de BSA ou de proteinas de E. co-
1i ndo prejudicam o ensaio. Como controle negativo para a iden-
tificagdo da falta de reactividade cruzada com pequenas estrutu
ras peptidicas, adicionaram-se a substancia a testar calcitoni-
na e buserelina em concentragOes iguais as do octapéptido. N&o

se verificou qualquer reactividade cruzada (vide Fig. 14 e Fig.
15).
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Processo para a preparacdo de anticor-
pos que se obtém através de imunizacdo com um fragmento peptidi
co correspondente a uma sequéncia de aminodcidos altamente con-
servada de uma proteina nativa, caracterizado por se imunizar
uma espécie animal adequada com um fragmento peptidico corres-
pondente a uma sequéncia de aminodcidos altamente conservada de
uma proteina nativa, e se isolarem em seguida os anticorpos a

partir do soro da espécie animal.

Processo para a preparagao de anticor-
pos, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por a se-
quéncia de aminoacidos se encontrar na superficie externa da

proteina nativa.

Processo para a preparacao de anticor-
pos, de acordo com as reivindicagbes 1 ou 2, caracterizado por
a sequéncia de aminoadcidos conter grupos funcionais carregados

e/ou fortemente polares.

Processo para a preparacao de anticor-
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pos, de acordo com uma ou mais das reivindicacOes 1 a 3, carac-

terizado por a sequéncia de aminodcidos conter pelo menos um

aminoacido escolhido de entre: Asn, Asp, Pro, Gly, Gln, Glu.

Processo para a preparacao de anticor-

pos, de acordo com uma ou mais das reivindicacbes 1 a 4, carac-

terizado por a sequéncia de aminodcidos ter um comprimento de 6

a 13 aminoacidos.

Processo para a preparagao de anticor-

pos, de acordo com uma ou mais das reivindicacoes 1 a 5, carac-

terizado por a proteina nativa ser a insulina.

Processo para a preparacao de anticor-

pos, de acordo com uma ou mais das reivindicacoes 1 a 6, carac-

terizado por a sequéncia de aminoadcidos se encontrar na cadeia

A ou na cadeia B da insulina.

Processo para a preparacdo de anticor-

pos, de acordo com uma ou mais das reivindicacbOes 1 a 7, carac-

terizado por o fragmento peptidico ser octapéptido (14-21) da

cadeia A da insulina.




Processo para a preparagado de anticor-

pos, de acordo com uma ou mais das reivindicacOes 1 a 8, carac-
terizado por esses anticorpos apresentarem reactividade cruzada
com proteinas que contém sequéncias de aminodcidos que coinci-
dem em pelo menos 60 a 80% com a sequéncia de aminodcidos do
fragmento peptico utilizado para a imunizacao.

- 108 -

Processo para a preparagao de anticor-
pos, de acordo com uma ou mais das reivindicagdes 6 a 9, carac-
terizado por esses anticorpos apresentarem reactividade cruzada

com proteinas que contém o octapéptido (14-21) da cadeia A da
insulina.

Processo para a preparacao de anticor-
pos, de acordo com uma ou mais das reivindicacdes 6 a 10, carac
terizado por esses anticorpos apresentarem reactividade cruzada

com proteinas que contém o hexapéptido (16-21) da cadeia A da
insulina.

Processo para a preparagao de anticor-
pos, de acordo com uma ou mais das reivindicacbes 1 a 11, carac

terizado por os anticorpos serem policlonais.
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Processo para a preparacdo de anticor-
pos, de acordo com uma ou mais das reivindicagbes 1 a 12, carac
terizado por, apos a imunizagdo da espécie animal adequada, se
fundirem as micelas desta espécie animal imunizada com células
de mieloma NS1, e se seleccionarem os hibridomas assim prepara-
dos em relagdo a secregdo de anticorpos monoclonais contra o
fragmento peptidico utilizado para a imunizagdo, obtendo-se

assim anticorpos monoclonais.

Processo para a preparacao de anticor-
pos, de acordo com uma ou mais das reivindicagdes 1 a 13, carac
terizado por o fragmento peptidico utilizado para a imunizagao

se encontrar acoplado a um suporte.

Processo para a preparacao de um meio

de ensaio imunologico, caracterizado por nele se conter um ou

! mais anticorpos quando preparados por um processo de acordo com

uma ou mais das reivindicacgdes 1 a 14.

Processo para a preparacao de um meio
de ensaio imunologico, de acordo com a reivindicacdo 15, carac-
terizado por conter um antigene marcado que forma com o(s) anti

corpo(s) um complexo imunoldgico.
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Processo para a preparacdo de um meio
de ensaio imunoldgico, de acordo com a reivindicacgdo 15, carac-

terizado por pelo menos um anticorpo ser marcado.

Processo para a preparacao de um meio
de ensaio imunoldgico, de acordo com as reivindicagdes 16 ou 17,
caracterizado por a marcacdo se efectuar com um agente ("Label")

radioactivo, quimilumirescente ou enzimatico.

Processo para a preparacao de um meio
de teste imunoldgico, de acordo com uma ou mais das reivindica-
¢oes 15 a 18, caracterizado por um anticorpo se encontrar imobi
lizado sobre uma fase so6lida.

Processo para a preparacao de um meio
de ensaio imunoldogico, de acordo com uma ou mais das reivindica
¢oes 15 a 19, caracterizado por conter um ou mais detergentes
e/ou uma ou mais proteinas adicionais e/ou uma ou mais misturas
de detergente - proteina adicional.




Processo para a preparacdo de um meio
de ensaio imunoldgico, de acordo com a reivindicacgdo 20, carac-
terizado por conter pelo menos um detergente idnico e pelo me-

nos um detergente ndo idnico.

Processo para a preparacdo de um meio
de ensaio imunologico, de acordo com uma ou mais das reivindica
goes 15 a 21, caracterizado por conter ainda um anticorpo alta-

mente especifico para a insulina.

A requerente reivindica as prioridades
dos pedidos alemdes apresentados em 23 de Setembro de 1989 e em
30 de Maio de 1990, sob os Nos. P 39 31 787.0 e P 40 17 344.5,
respectivamente.

Lisboa, 20 de Setembro de 1990.

T TATIIRT S DTN AR Gm + cmem o o e ¢ ottt o
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RESUMO

"PROCESSO PARA A PREPARACAO DE ANTICORPOS CONTRA SEQUEN-
CIAS DE AMINOACIDOS ALTAMENTE CONSERVADAS DE SUBSTANCIAS

IMUNOGENICAS BEM COMO DE MEIOS DE ENSAIO IMUNOLOGICO
QUE CONTENHAM ESSES ANTICORPOS"

A invencao refere-se a um processo para

. a preparacdo de anticorpos que se obtém através de imunizacio

com um fragmento peptidico correspondente a uma sequéncia de
aminoacidos altamente conservada de uma proteina nativa, que
compreende imunizar-se uma espécie animal adequada com um frag-
mento peptidico correspondente a uma sequéncia de aminoacidos
altamente conservada de uma proteina nativa, e isolarem-se em

seguida os anticorpos a partir do soro da espécie animal.
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