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1
Descrigio ;; j/{
“Imunoglobulinas desprovidas de cadeias leves”

A invengdo diz respeito a novas imunoglobulinas isoladas, as quais sdo desprovidas de
cadeias polipeptidicas leves. Estas imunoglobulinas ndo séo produtos de degradagéo de imuno-
globulinas constituidas simultaneamente por cadeias polipeptidicas pesadas e cadeias poli-
peptidicas leves, sendo antes pelo contrario, tal como definido na invengdo, um novo membro da
familia das imunoglobulinas, especialmente um novo tipo de moléculas capazes de participarem
no reconhecimento imunitario. Tais imunoglobulinas podem ser utilizadas para diversos fins,
em especial para diagnostico e para fins terapéuticos, incluindo a protecgdo contra agentes
patolégicos ou para regular a expressdo ou a actividade de proteinas.

Até ao momento presente, a estrutura proposta para as imunoglobulinas consiste de um
modelo de quatro cadeias, respeitantes a presenga de duas cadeias polipeptidicas leves idénticas
(cadeias leves) e duas cadeias polipeptidicas pesadas idénticas (cadeias pesadas), ligadas entre
si por pontes dissulfureto para formarem macromoléculas em forma de Y ou em forma de T.
Estas cadeias sio constituida por uma regido constante e por uma regjdo variavel, sendo a regifio
constante subdividida em varios dominios. As duas cadeias polipeptidicas pesadas estdo
ligadas normalmente por pontes dissulfureto numa chamada “regiio de charneira” situada entre o
primeiro e o segundo dominios da regido constante.

Entre as proteinas que formam a classe de imunoglobulinas, a maior parte delas sdo
anticorpos e consequentemente apresentam um local de ligagdo do antigénio ou varios locais

de ligagdo dos antigénios.



De acordo com o modelo de quatro cadeias, o local de um anticorpo de ligagdo do
antigénio esté localizado nos dominios variaveis de cada uma das cadeias pesadas e leves e
exig;: a associagdo dos dominios varidveis das cadeias pesadas e leves.

Para a definigio destas imunoglobulinas de modelo de quatro cadeias, faz-se referéncia a
obra de Roitt, I. ez a/. (Immunology, segunda edigdo, Gower Medical Publishing USA, 1989).
Merece especial referéncia a parte respeitante 3 definiio das imunoglobulinas de quatro
cadeias, as suas estruturas polipeptidicas ¢ genéticas, a definigdo das suas regides variaveis e
constantes € 4 obtengdio dos fragmentos produzidos por degradagfio enzimatica, de acordo com
técnicas bem conhecidas.

Os inventores concluiram surpreendentemente que € possivel isolar moléculas diferentes a
partir de animais que as produzem naturalmente, possuindo essas moléculas propriedades
funcionais das imunoglobulinas, estando essas fungGes, em alguns casos, relacionadas com
elementos estruturais que sdo distintos daqueles que estdo implicados na fungdo das imuno-
globulinas de quatro cadeias, por exemplo, devido a auséncia de cadeias leves.

A invengdo diz respeito a imunoglobulinas segundo um modelo de duas cadeias, que
n#o correspondem nem aos fragmentos obtidos, por exemplo, pela degradagdo, em particular
a degradagfio enzimatica, de uma imunoglobulina natural de modelo de quatro cadeias, nem
correspondem a expressio, em células hospedeiras, do ADN que codifica a regifio constante
ou a regido varidvel de uma imunoglobulina natural de modelo de quatro cadeias, ou de uma
parte dessas regides, nem corresponde aos anticorpos produzidos em linfopatias, por exemplo,
em murganhos, Tatos ou seres humanos.

E.S. Ward ef al. (1) descreveram algumas experiéncias efectuadas sobre os dominios

variaveis das cadeias polipeptidicas pesadas (Vi;) ow/e sobre as cadeias polipeptidicas leves



(Vg/Fy), para testar a capacidade destes dominios variaveis para se ligarem a antigénios
especificos. Parao efeito, foi preparado um banco de genes Vy a partir de ADN gen6mico do
bago de murganhos previamente imunizados com estes antigénios especificos.

Ward et al. descreveram, no trabalho que publicaram, que 0s dominios Vy sdo relati-
vamente aderentes, presumivelmente devido 2 superficic hidrofébica exposta, normalmente
recoberta pelos dominios Vi ou Vi Consequentemente admitiram que seria possivel conceber
dominios Vy que tivessem melhores propriedades e presumiram ainda que os dominios Vy com
actividades ligantes poderiam servir de blocos de construgdo para a produgdo de fragmentos
variaveis (fragmentos Fy) ou anticorpos completos.

A publicagio de Blier P.R. ef al. (The Journal of Immunology, vol. 139, 3996-4006, n°
12, 15 de Dezembro de 1987) descreve a seguinte sequéncia de aminoacidos:
QVQLQQPGAELGKPGASVKLSCKASGYTPTSYWMHWVKQRPGRGREWIGRIDPNS
GGTKYNEKFKSKATLTVDKPSSTAYMQLS SLTSEDSAVYYCAR.

A invengdo ndo parte da ideia de que 0s diferentes fragmentos (cadeias leves € pesadas) €
os diferentes dominios destes fragmentos de imunoglobulina de modelo de quatro cadeias
possam ser modificados para s definir novos ou melhores locais de ligagdo dos antigénios ou
uma imunoglobulina de modelo de quatro cadeias.

Os inventores determinaram que as imunoglobulinas podem ter uma estrutura diferente
daquela que esta consagrada para o modelo conhecido de quatro cadeias e que €ssas imuno-
globulinas diferentes proporcionam novos meios para a preparagio de reagentes de diagnostico,
agentes terapéuticos ou quaisquer outros reagentes utilizaveis para fins de investigagio ou
industriais.

Assim sendo, a presente invengao proporciona novas imunoglobulinas que s3o capazes

de apresentar propriedades fimcionais das imunoglobulinas do modelo de quatro cadeias, embora
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a sua estrutura parega ser mais apropriada, em muitas circunstincias, para a sua utilizagio,
para a sua preparagio e em alguns casos para a sua modiﬁcécio. No entanto, estas moléculas
podem ser consideradas como estruturas de primeiro plano para a modificagdo de outras
imunoglobulinas. As vantagens proporcionadas por estas imunoglobulinas compreendem a
possibilidade de as preparar mais facilmente.

Em consequéncia, a invengio diz respeito a imunoglobulinas caracterizadas pelo facto
de compreenderem duas cadeias polipeptidicas pesadas, suficientes para a formagdo de um
local de ligagdo do antigénio completo ou de varios locais de ligagdo dos antigénios, sendo
ainda essas imunoglobulinas desprovidas de cadeias polipeptidicas leves. De acordo com um
caso particular da invengao, estas imunoglobulinas caracterizam-se ainda pelo facto de serem
o produto da expressdo, numa célula hospedeira procaridtica ou eucaridtica, de um ADN ou
de um ADNc que possua a sequéncia de uma imunoglobulina desprovida de cadeias leves,
susceptivel de se obter a partir de linfécitos ou outras células de Camelideos.

As imunoglobulinas da invengdo podem ser obtidas, por exemplo, a partir de
sequéncias que se encontram descritas na figura 7.

As imunoglobulinas da invengéo, as quais sio desprovidas de cadeias leves, sdo tais que 0s
dominios variaveis das suas cadeias pesadas tem propriedades diferentes das observadas no
domgnio Vy das imunoglobulinas do modelo de quatro cadeias. O dominio variavel da imuno-
globulina de cadeia pesada da presente invengdo ndo tem nenhuns locais de interacgdes
normais com os dominios V;, ou com os dominios Cyl que no existem nas imunoglobulinas
de cadeias pesadas. Trata-se pois de um novo fragmento em muitas das suas propriedades,
tais como solubilidade e posigio do local de ligagdo. Por razdes de clareza designa-lo-emos

por Vi no presente texto para 0 distinguir do Vy; classico das imunoglobulinas de quatro cadeias.
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A expressdo “um local de ligagio do antigénio completo”, de acordo com a presente
invengiio, designa um local que ira permitir por si s6 0 reconhecimento e a ligagdo completa
de um antigénio. Isto poderia ser verificado por qualquer método conhecido respeitante aos
testes de afinidade de ligagdo.

Estas imunoglobulinas, que podem ser preparadas pela técnica do ADN recombinante
ou isoladas a partir de animais, serdio designadas por vezes por “imunoglobulinas de cadeias
pesadas” nas paginas subsequentes. De acordo com uma variante preferencial da invengdo,
estas imunoglobulinas encontram-se numa forma pura.

De acordo com uma primeira variante, as imunoglobulinas da presente invengéo
podem ser obtidas em células procaridticas, especialmente em células de E. coli, por um processo
que compreende 0s passos seguintes:

a) efectuar a clonagem, num vector ‘Bluescript’, de uma sequéncia de ADN ou de
ADNc que codifique o dominio Viy de uma imunoglobulina desprovida de cadeia
leves, susceptivel de ser obtida, por exemplo, a partir dos linfocitos de Camelideos,

b) recuperar o fragmento clonado ap6s a amplificagéo, utilizando um iniciador de 5° que
contém um local X#o e um iniciador de 3’ que contém o local Spe que possui a sequéncia
seguinte:

TC TTA ACT AGT GAG GAG ACG GTG ACC TG,

c) clonar o fragmento recuperado em fase no vector ‘immuno PBS” apos a digestdo do
vector com as enzimas de restrigio Xho ¢ Spe,

d) transformar células hospedeiras, especialmente de E. coli, por transfecgdo com o vector
“Immuno PBS’ recombinante do passo ¢,

e) recuperar o produto de expressdo da sequéncia de codificagio Vi, por exemplo,

utilizando anticorpos criados contra 0 dominio Vyy dos dromedarios.



De acordo com outra variante, as imunoglobulinas s3o imunoglobulinas heteroespecificas
que podem ser obtidas por um processo que compreende oS passos seguintes:

- obter uma primeira sequéncia de ADN ou de ADNc que codifique um dominio Vun
ou uma parte sua, que tenha uma especificidade determinada contra um determinado
antigénio € que esteja compreendido entre os locais Xho ¢ Spe,

- obter uma segunda sequéncia de ADN ou de ADNc que codifique um dominio Vyn ou
uma parte sua, que possua uma especificidade determinada, diferente da especificidade
da primeira sequéncia de ADN ou de ADN, e que esteja compreendido entre 0s locats
Spe e EcoR],

- fazer digerir um vector ‘Immuno PBS’ com as enzimas de restrigdo EcoR1 e Xhol,

- ligar as sequéncias de ADN ou de ADNc obtidas, que codificam os dominios Vi, de
modo a que as sequéncias de ADN ou de ADNG sejam clonadas sequencialmente no
vector,

- transformar uma célula hospedeira, em especial uma célula de E. coli, por transfecgéo €
recuperar as imunoglobulinas obtidas.

De acordo com outra variante, as imunoglobulinas podem ser obtidas por um processo
que compreende 0s passos seguintes:

- obter uma sequéncia de ADN ou de ADNc que codifique um dominio Vi ou uma
parte sua, que tenha um local de ligagio do antigénio com uma especificidade
determinada,

- amplificar o ADN ou 0 ADN¢ obtido, utilizando um iniciador de 5° que contenha um
codio de iniciagio e um local Hindlll, e utilizando um iniciador de 3’ que contenha

um coddo de terminagdo que possua um local Xhol,
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- efectuar a recombinagdo do ADN ou do ADNc amplificado no interior dos locais
HindIl (posigo 2650) e Xhol (posigiio 4067) do plasmideo pMMO84,

- cfectuar a transfecgdo de células permissivas, especialmente células NB-E, com o
plasmideo recombinante,

- recuperar os produtos obtidos.

A expressdo efectuada com sucesso pode ser verificada com anticorpos dirigidos
contra uma regido de um dominio Vi, especialmente por meio de um protocolo de EISLE
(em inglés ELISA).

De acordo com outro aspecto particular deste processo, as imunoglobulinas s3o clonadas
num parvovirus.

Segundo outro exemplo, estas imunoglobulinas podem ser obtidas por um processo que
compreende uma nova clonagem de uma segunda sequéncia de ADN ou de ADNc que possui
outro local determinado de ligagéo do antigénio, no plasmideo pMMO984.

Uma tal imumoglobulina pode ainda ser caracterizada pelo facto de haver a possibilidade
de a obter por um Processo em que o vector é Yep 52 e a célula recombinante transformada €
uma levedura, em especial S. cerevisiae.

Ha uma imunoglobulina particular que se caracteriza pelo facto de possuir uma
actividade catalitica, em especial pelo facto de ser dirigida contra um antigénio que simula um
estado activado de um determinado substrato. Estes anticorpos cataliticos podem ser modificados
ao nivel do seu local de ligagdo, por mutagénese aleatoria ou dirigida, com a finalidade de
aumentar ou de modificar a sua fungdo catalitica. E possivel referir aqui a obra publicada por
Lemer et al. (TIBS, Novembro de 1987, 427-430), a proposito da técnica geral para a preparagio

de tais imumoglobulinas cataliticas.
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De acordo com uma variante preferida, as imunoglobulinas da invengio sdo caracterizadas
pelo facto de as suas regides variveis conterem, na posicio 45, um aminoacido que € diferente de
um residuo leucina, prolina ou glutamina.

Além disso, as imunoglobulinas de cadeia pesada néo sdo produtos caracteristicos de
linfocitos de animais nem de linfocitos de um paciente humano que padega de linfopatias.
Tais imunoglobulinas produzidas nas linfopatias sdo de origem monoclonal e resultam de
mutagdes patogénicas ao nivel genémico. Aparentemente nfo possuem nenhum local de ligagio
do antigénio.

As duas cadeias polipeptidicas pesadas destas imunoglobulinas podem ser ligadas por
meio de uma regido de charneira, de acordo com a defini¢do de Roitt e al..

De acordo com uma variante particular da invengdo, as imunoglobulinas correspondentes
as moléculas anteriormente definidas sdo capazes de actuar como anticorpos.

O(s) local(is) das imunoglobulinas da presente invengéo, de ligagdo do(s) antigénio(s),
estdo localizado(s) na regidio variavel da cadeia pesada.

Ha um grupo particular destas imunoglobulinas em que cada cadeia polipeptidica pesada
possui um local de ligagdo do antigénio na sua regido variavel e tais locais correspondem &
mesma sequéncia de aminoacidos.

De acordo com uma outra variante da invengdo, as imunoglobulinas caracterizam-se
pelo facto de as suas cadeias polipeptidicas pesadas conterem uma regido variavel (Vi) e
uma regido constante (Cy) de acordo com a definigdo de Roitt ef al., mas serem desprovidos
do primeiro dominio da sua regido constante. Este primeiro dominio da regido constante é

designado por Cyl.
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Estas imunoglobulinas, que no possuem nenhum dominio Cy1, sdo tais que a regido
variavel das suas cadeias esté directamente ligada a regifio de charneira na parte do terminal C
da regido variavel.

As imunoglobulinas do tipo anteriormente aqui descrito podem englobar as imuno-
globulinas de tipo G e em especial as imunoglobulinas que sdo definidas como imunoglobulinas
de classe 2 (IgG2) ou imunoglobulinas de classe 3 (IgG3).

A auséncia de cadeias leves e do primeiro dominio constante obriga a uma modificagio da
nomenclatura dos fragmentos de imunoglobulinas obtidos por digestdo enzimatica, de acordo
com Roitt et al..

Os termos Fc e pFc, por um lado, Fc’ e pFc’, por outro lado, correspondentes respecti-
vamente aos fragmentos de digestdo com papaina e pepsina, sio mantidos.

Os termos Fla, F(la),, F(la’),, Flac, Fd e Fv (em inglés respectivamente Fab, F(ab),,
F(ab’),, Fabc, Fd e Fv) deixam de ser aplicdveis no seu sentido original, na medida em que
tais fragmentos possuem em alternativa uma cadeia leve, a parte varidvel da cadeia leve ou o
dominio Cgl.

Os fragmentos obtidos por digestio com papaina ¢ constituidos pelo dominio Vi €
pela regido de charneira passarfio a ser designados por FVyph ou F(V, mxh),, dependendo isso
do facto de continuarem ou ndo ligados por pontes dissulfureto.

De acordo com outra variante da invengdo, as imunoglobulinas que satisfazem as
defini¢des anteriormente aqui éf)resentadés podem ser obtidas a partir de animais, em espécial
a partir de animais da familia dos Camelideos. Os inventores concluiram que as imuno-
globulinas de cadeia pesada que se encontram presentes nos Camelideos néio estdo associadas

a uma sitnagdo patologica que poderia induzir a produgio de anticorpos anormais relativamente as
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imunoglobulinas de quatro cadeias. Com base num estudo comparativo entre Camelideos do
velho mimdo (Camelus bactrianus € Camelus dromedarius) e Camelideos do novo mundo
(por exemplo, Lama paccos, Lama glama e Lama vicugna), os mventores demonstraram que
as imunoglobulinas da invengdo, que sdo desprovidas de cadeias polipeptidicas leves, existem em
todas as espécies. Apesar disso, podc haver diferengas no peso molecular destas imunoglobulinas,
dependendo isso dos animais. Em especial, o peso molecular de uma cadeia pesada existente
nestas imunoglobulinas pode estar compreendido entre cerca de 43 kd e cerca de 47 kd, sendo
em particular igual a 45 kd.

De forma vantajosa, as imunoglobulinas de cadeias pesadas da presente invengdo sdo
segregadas no sangue dos Camelideos.

As imunoglobulinas de acordo com esta variante particular da invengdo podem ser
obtidas por purificagdo a partir de soro de Camelideos, havendo um processo para a sua
purificagio que estd descrito minuciosamente nos exemplos. No caso em que as imuno-
globulinas sio obtidas a partir de Camelideos, a inveng#o refere-se as imunoglobulinas que
ndo estfio no seu ambiente biologico natural.

De acordo com a invengdo, a imunoglobulina IgG2, quando obtida por purificagéo a
partir do soro de Camelideos, pode ser caracterizada pelos factos seguintes:

- nio é adsorvida por cromatografia na coluna de ‘Proteina G-Sepharose’,
- é adsorvida por cromatografia numa coluna de ‘Proteina A-Sepharose’,
- possui um peso molecular de cerca de 100 kd ap6s a eluigio com uma solugdo tampéo

apH 4,5 (NaCl 0,15 M com 4cido acético a 0,58%, ajustada para o valor de pH igual a

4,5 com NaOH),

- é constitnida por cadeias polipeptidicas y2 pesadas com um peso molecular de cerca de

46 kd e preferencialmente 45 kd ap6s redugéo.
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De acordo com outra variante da invengo, ha um outro grupo de imunoglobulinas,
correspondente 3 Tg(G3, que podem ser obtidas por purificagdo a partir do soro de Camelideos,
que se caracterizam pelo facto de uma dessas imunoglobulina ter as particularidades seguintes:

- ¢ adsorvida por cromatografia numa coluna de ‘Proteina A-Sepharose’,

- tem um peso molecular de cerca de 100 kd apés a cluigdo com uma solugdo tampéo a
pH 3,5 (NaCl1 0,15 M com acido acético a 0,58%),

- ¢ adsorvida por cromatografia numa coluna de ‘Proteina G-Sepharose’ € a sua
eluigdo tem lugar com uma solugdo tampdo a pH 3,5 (NaCl 0,15 M e acido acético a
0,58%),

- ¢ constituida por cadeias polipeptidicas 3 pesadas com um peso molecular de cerca
de 45 kd e em particular compreendido entre 43 kd e 47 kd ap6s redugdo.

Apesar disso, as imunoglobulinas da invengdo, que sio desprovidas de cadeias leves,
possuem nas suas cadeias pesadas uma regjdo constante e uma regifio variavel. A regifio constante
¢ constituida por diferentes dominios.

A regido variavel das imunoglobulinas da invengdo compreende armagdes estruturais
(AE, em inglés FW) e regides determinantes da complementaridade (RDC, em inglés CDR),
em especial quatro armag0es estruturais e trés regides de complementaridade. Distinguem-se
das imunoglobulinas de quatro cadeias especialmente pelo facto de esta regido variavel poder
conter, por si propria, um ou varios locais de ligagio dos antigénios, sem contribui¢do da
regifio variavel de uma cadeia leve que neste caso nfo existe.

As sequéncias de aminoacidos das armagdes estruturais 1 e 4, compreendem, entre
outras, as sequéncias de aminoacidos que podem ser seleccionadas respectivamente entre as

seguintes:
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Conforme se disse antes, as imunoglobulinas da invengdo sdo preferencialmente
desprovidas da totalidade do seu dominio Cyl.

Tais imunoglobulinas possuem dominios Cy2 e Cy3 na regido do terminal C relativa a
regido de charneira.

De acordo com uma variante particular da invengdo, a regido constante das imuno-
globulinas compreende os dominios Cy2 € Cy3 constituidos por uma sequéncia de amino-
4cidos seleccionada entre as seguintes:
para o dominio Cy2:

APELLGGPTVFIFPPKPKDVLSITLTP
APELPGGPSVFVFPTKPKDVLSISGRP
APELPGGPSVFVFPPKPKDVLSISGRP
LPELLGGPSVFIFPPKPKDVLSISGRP

para o dominio Cy3:

GQTREPQVYTLA

GQTREPQVYTLAPXRLEL
GQPREPQVYTLPPSRDEL
GQPREPQVYTLPPSREEM
GQPREPQVYTLPPSQEEM

Os inventores demonstraram, de forma interessante, que a regido de chameira das
imunoglobulinas da invengdo pode apresentar comprimentos variaveis. Quando estas imuno-
globulinas actuam como anticorpos, 0 comprimento da regidio de charneira vai contribuir para
a determinagdo da distincia que separa os locais de ligagdo dos antigénios.

Uma imunoglobulina de acordo com a invengdo caracteriza-se, preferencialmente,
pelo facto de a sua regido de chameira possuir entre 0 ¢ 50 aminoacidos.

As sequéncias particulares da regido de chameira das imunoglobulinas da invengio

sdo as seguintes:



GTNEVCKCPKCP
ou
EPKIPQPQPKPQPQPQPQPKPQPKPEPECTCPKCP.

A regido de charneira curta corresponde a uma molécula de IgG3 ¢ a sequéncia de
charneira comprida corresponde a uma molécula de IgG2.

A Vi isolada, obtida a partir de imunoglobulinas de cadeias pesadas, ou os bancos de
Vim, comrespondentes &s imunoglobulinas de cadeias pesadas, podem distinguir-se da clonagem
Vir de imunoglobulinas do modelo de quatro cadeias, com base nas particularidades das
sequéncias que caracterizam as imunoglobulinas de cadeias pesadas.

A regido Vgy da imunoglobulina de cadeias pesadas do camelo apresenta diversas
diferencas em relagio as regides Vyy obtidas a partir de imunoglobulinas do modelo de quatro
cadeias pertencentes a todas as espécies examinadas. Ao nivel dos residuos implicados nas
interacgdes de tipo Vyn/V1, foi observada uma diferenga importante na posigdo 45 (AE) que é
praticamente sempre leucina nas imunoglobulinas de quatro cadeias (98%), sendo os outros
aminodacidos nesta posi¢ao a prolina (1%) ou a glutamina (1%).

Na imunoglobulina de cadeias pesadas do camelo, nas sequéncias examinadas até ao
momento presente, apenas se encontron uma vez o residuo lencina na posigdo 45. Poderia ter
a sua origem numa imunoglobulina de quatro cadeias. Nos outros casos, este residuo é
substitnido por um residuo arginina, cisteina ou acido glutimico. A presenga de aminoacidos
com carga eléctrica nesta posicdo deve contribuir para fazer com que a regidio Vyy seja mais
soltivel.

A substituigdo por residuos especificos dos Camelideos, tais como os da posigio 45,
parece ser interessante para a construgdo de regides Vyy engendradas artificialmente, obtidas

a partir do repertério de Vyy das imunoglobulinas de quatro cadeias.



2,

15

Uma segunda particularidade especifica do dominio Vi dos camelideos é a presenga
frequente de um residuo cisteina da RDC; associado a um residuo cisteina na posi¢do 31 on
33 da RDC ou na posigdo 45 da regifio AE, (em inglés FW,). A possibilidade de se estabelecer
uma ponte dissulfureto entre a RDC; e a parte restante do dominio variavel poderia contribuir
para a estabilidade e para o posicionamento do local de ligacdo.

Com a excepgdo de uma tnica proteina patogénica de mieloma (DAW), nunca uma tal
ponte dissulfureto foi encontrada nas regides V das imunoglobulinas, derivadas de imuno-
globulinas de quatro cadeias.

As imunoglobulinas de cadeias pesadas da invengio tém também a vantagem particular de
ndo serem viscosas. Assim sendo, estando estas imunoglobulinas presentes no soro, agregam-
-s¢ muito menos do que as cadeias pesadas isoladas das imunoglobulinas de quatro cadeias.
As imunoglobulinas da invengdo sdo soliveis até uma concentragdo superior a 0,5 m/mL, de
preferéncia superior a 1 mg/mL e mais vantajosamente superior a 2 mg/mL.

Estas imunoglobulinas também séo portadoras de um exaustivo repertorio de ligagdo
de antigénios e experimentam uma maturagdo de afinidade e de especificidade in vivo. Em
consequéncia, permitem isolar e preparar anticorpos com uma especificidade definida, tendo
em conta determinados antigénios.

Uma outra propriedade interessante das imunoglobulinas da invengdo é o facto de
poderem ser modificadas e em especial poderem ser humanizadas. De uma forma peculiar, é
possivel substituir a totalidade ou uma parte da regido constante destas imunoglobulinas pela
totalidade ou por uma parte de uma regido constante de um anticorpo humano. Por exemplo,
os dominios Cy2 e/ou Cy3 da imunoglobulina podem ser substituidos pelos dominios Cy2

¢/ou Cy3 da imunoglobulina IgG humana dc cadcia y3.
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Em tais anticorpos humanizados também € possivel substituir uma parte da sequéncia
variavel, designadamente um ou varios dos residuos da armagdo estrutural que ndo interfiram
no local de ligagdo, por residuos humanos da armagdo estrutural, ou por uma parte de um
anticorpo humano.

Reciprocamente, poderiam ser introduzidas particularidades (em especial fragmentos
peptidicos) das regides VHH das imunoglobulinas de cadeia pesada, nas regides Vy ou Vi,
obtidas a partir de imunoglobulinas de quatro cadeias, por exemplo, com a finalidade de se
conseguir uma maior solubilidade das imunoglobulinas.

A invengdo também diz respeito a um fragmento de uma imunoglobulina do tipo aqui
anteriormente descrito, e em especial diz respeito a um fragmento seleccionado entre o conjunto
seguinte:

- um fragmento correspondente a uma cadeia polipeptidica pesada de uma imunoglobulina

desprovida de cadeias leves,

- fragmentos obtidos por digestdo enzimética das imunoglobulinas da invengfio, em especial

aqueles que sdo obtidos por digestdo parcial com papaina, dando origem ao fragmento Fc

(fragmento constante) e dando origem ao fragmento FVyph (que contém locais das cadeias

pesadas onde se ligam os antigénios) ou o seu dimero F(Viyh), ou um fragmento obtido por

meio de outra digestdo do fragmento Fc com papaina, dando origem ao fragmento pFc

correspondente a parte do terminal C do fragmento Fc,

- fragmentos homologos obtidos com outras enzimas proteoliticas,

- um fragmento que possua pelo menos 10 e de preferéncia 20 aminoacidos da regido
variavel da imunoglobulina, ou a regido variavel completa, em especial um fragmento
correspondente aos dominios Vyy isolados ou aos dimeros de Vyy ligados a ponte

dissulfureto da charneira,

7



- um fragmento correspondente a regido de charneira da imunoglobulina, ou correspondente
pelo menos a 6 aminoacidos desta regido de charneira,

- um fragmento da regido de charneira que possua uma sequéncia repetida de Pro-X,

- um fragmento corresponde pelo menos a 10 e de preferéncia a 20 aminoacidos da
regido constante, ou que corresponda a regido constante completa da imunoglobulina.

A presente invengdo também diz respeito a um fragmento que compreende uma sequéncia
repetida Pro-X, sequéncia repetida essa que contém pelo menos tr€s repetigdes de Pro-X,
representando o simbolo X qualquer aminoacido e de preferéncia GIn (glutamina), Lis (lisina)
ou Glu (4cido glutdmico); ha um fragmento repetido particular que € constituido por 12 repeti¢Ges
da sequéncia Pro-X.

Tal fragmento pode ser utilizado vantajosamente como ligagdo entre diferentes tipos
de moléculas.

Os aminoacidos da sequéncia Pro-X sdo escolhidos entre todos os aminoacidos
naturais ou nfo naturais.

Os fragmentos podem ser obtidos por degradagdo enzimatica ou ndo enzimatica das
mmunoglobulinas. Também podem ser obtidos por expressdo, em células ou em organismos,
da sequéncia de nucledtidos que codifica as imunoglobulinas, ou podem ser sintetizados por
via quimica.

A invengdo também diz respeito a anticorpos anti-idiotipicos pertencentes as classes
das imunoglobulinas de cadeias pesadas. Tais anticorpos anti-idiotipicos podem ser produzidos
contra idiotipos humanos ou animais. Uma propriedade destes anticorpos anti-idiotipicos é o
facto de poderem ser utilizados como vacinas idiotipicas, em particular para a vacinagdo conta

glicoproteinas ou glicolipidos e se o hidrato de carbono determinar o epitopo.
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A invengio também diz respeito a anticorpos anti-idiotipicos capazes de reconhecerem 08
jdiotipos de imunoglobulinas de cadeias pesadas.

Tais anticorpos anti-idiotipicos podem ser anticorpos singeneicos ou anticorpos
alogeneicos ou anticorpos XENnogeneicos.

A invengdo também diz respeito 2 sequéncias de nucledtidos que codificam a
totalidade ou uma parte de uma proteina, compreendendo essa sequéncia de aminoacidos uma

sequéncia de péptidos seleccionados entre os seguintes:

‘ GGS\.’QT’:GSLRLSCEISGLT?D

GGS\QTGuSLRLSCA‘»’SG?S:S
CGCSEOQOGGGSLRLSCAISGYTYGEG
CGSVOPGGSLTLSCTVSGATYS
GGSVQAGGSLRLSCTGSGFPYS
GGSVQAGGSLRLSCVAGFGTS
GGSVQAGGSLRLSCVSFSPSS
¥WGQRGTQVTVSS
WGQGTLVTVSS
WGQGAQVTVSS
WGQGTQVTASS
RGQGTQVTVSL
ALQPGGYCGYGX - —- -~~~ - ~-=~-=--CL

. VSLMDRISQHE----=-~---~---=-6GGC
vVPAHLGPGAILDLEKEKY--=----KY
FCYSTAGDGGSGE- - - ~=- - -~~~ MY
rLSGGESCELPLLF=-=--------DY
DWKYWTCGAQTGGYTF-~-=-----6GRQ
RLTEMGACDARWATLATRTT FAYNDNY
QKKXKDRTRWAEPREW-- - = = = = = = N N
CSRFSSPVESTSRLES-SDY -~ NY
ADPSIYYSILXTIEHY - - —---- - K Y
DS PCYMNPTMPAPPIRDSTFGW--DD
TSSFYWYCTTAPY - -~ - =~ -—- =NV
~EIEWYGCNLRTTT¥F - ===---TR
KQLAGGWYLDPNYWLSVGAY- -2l
RLTENMNGACDARWATLATRTTFEFAYNY
DGWTREKEGGIGLPWSVQCEDGYNY
DSYPCHLTL === - - = = = = - - D V.
VEYPIADMCS - -=-~=~=~- - =~==-RY



ZPELLGGPSVFVFPPRKPKDVLSISGXPK
EPELPGGPSVFVIPTKPRKDVLSISGRPK
PELPGGPSVFVFPPKPKDVLSISGRPK
APELLGGPSVFITPPRKPKDVLSISGRPK
GQTREPQVYTLAPXRLEZL
GQPREPQVYTLPPSRDEL
GQPREPQVYTLPPSREEM

had

GOPREPQVYTLPPSQEEM
VTVSSGTNEVCKCPKCPAPELPGGPSV?VFP

ou

VTVSSEPKI PQPQPKPQPQPQPQPKPQPKPEPECTCPKCPAPELLGGPSVI—‘II-‘P
GTNEVCKCPKCP
APELPGGPSVFVFP
EPKIPOPOPKPQPQPQPQPKPQPKPEPECTCPKCP
APELLGGPSVFIFP
Tais sequéncias de nucledtidos podem ser deduzidas das sequéncias de aminoécidos,
tendo em consideragio a degenerago do codigo genético. Podem ser sintetizadas ou isoladas
a partir de células que produzam as imunoglobulinas da invengao.
Nos exemplos esta descrito um procedimento para a obtengio de tais sequéncias de
ADN.
A invengdio também contempla sequéncias de ARN, em especial as sequéncias de ARNm
correspondentes a essas sequéncias de ADN e também correspondentes s sequéncias de ADNc.
As sequéncias de nucledtidos da invengdo ainda podem ser utilizadas para a preparagdo de
iniciadores adequados para detectar ou para pesquisar em células bancos de ADN ou de
ADN para isolar sequéncias de nucleétidos que codifiquem as imunoglobulinas da mvengao.
Tais sequéncias de nucledtidos podem ser utilizadas para a preparagdo de vectores
recombinantes ¢ para a expressdo dessas sequéncias, contidas nos vectores, por células

hospedeiras, em especial células procariéticas, tais como células de bactérias, ou ainda por células
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encaridticas e também, por exemplo, células de OCC (em inglés CHO), células de nsectos,
células de simios, tais como as células Vero, ou quaisquer outras células de mamiferos. O
facto de as imunoglobulinas da invengio estarem desprovidas de cadeias leves permite, em
especial, segrega-las em células eucarioticas, uma vez que ndo & necessario recorrer ao passo
que consiste na formagdo da proteina BIP que é necessdria nas imumoglobulinas de quatro cadeias.

As insuficiéncias dos métodos conhecidos para a produgdo de anticorpos monoclonais
ou imunoglobulinas pela tecnologia do ADN recombinante resultam da necessidade, na
grande maioria dos casos, de se clonar simultaneamente os dominios Vi e V, correspondentes ao
local de ligagfio especifico das imunoglobulinas de quatro cadeias. Os animais, € especialmente 0s
camelideos que produzem imunoglobulinas de cadeias pesadas de acordo com a invengéo, ¢
possivelmente outras espécies de vertebrados, sdo capazes de produzir imunoglobulinas de
cadeias pesadas nas quais o local de ligagdio esta localizado exclusivamente no dominio Vyy.
Ao contrério de algumas imunoglobulinas de cadeias pesadas produzidas noutras espécies por
separagiio de cadeias ou por clonagem directa, as imunoglobulinas de cadeias pesadas dos
Camelideos foram ja objecto de uma maturagdo exaustiva i vivo. Além disso, a sua regido V
evoluiu naturalmente para funcionar na auséncia do dominio V. Por tal motivo sdo ideais
para a produgdo de anticorpos monoclonais por meio da tecnologia do ADN recombinante.
Uma vez que a obtengfo de clones especificos de ligagdo dos antigénios ndo depende de um
processo estocastico que necessite de um niimero muito grande de células recombinantes, isto
permite também um exame muito mais exaustivo do repertorio.

Isto pode ser feito ao nivel do repertério de Vyy néo rearranjado, utilizando ADN
proveniente de um tipo de células ou de tecidos arbitrariamente escolhidos, ou ao nivel do

repertério de Vyy rearranjado, utilizando o ADN obtido a partir dos linfécitos B. No entanto,

4
b
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¢ muito mais interessante transcrever 0 ARNm proveniente das células produtoras dos anticorpos e
efectuar a clonagem de ADNc, com ou sem amplificagio prévia, num vector adequado. Daqui ird
resultar a obtenggo de anticorpos que tenham ja sido objecto de maturago por afinidade.

O exame de um grande repertério deve demonstrar que ¢ particularmente 0til na pesquisa
de anticorpos com actividades cataliticas.

Assim, a invengdio proporciona bancos que podem ser gerados de uma forma que
inclua parte da sequéncia de chameira e a identificagdo é simples uma vez que a charneira
est directamente ligada a0 dominio Vyy.

Estes bancos podem ser obtidos por clonagem de ADNc a partir de células linféides, com
ou sem amplificagdo prévia por RCP. Os iniciadores de RCP estdo localizados nas sequéncias
promotoras, lideres ou da armagéo estrutural do dominio Vi no caso do iniciador de 5’ e nas
regides de charneira, Cy2, Cy3 e ndo traduzida em 3’ ou no apéndice poli-A no caso do
iniciador de 3°. Uma selecgdo dimensional do material amplificado permite construir um
banco limitado as imunoglobulinas de cadeia pesada.

Como um exemplo particular, utilizou-se o iniciador de 3’ a seguir apresentado, no
qual foi construido um local Kpnl e o qual corresponde aos aminoacidos 313 a 319 (CGC CAT
CAA GGT AAC AGT TGA), em conjunto com os iniciadores de Vi de murganho, descritos
por Sestry e que contém um local Xho

AG GTC CAG CTG CTC GAG TCT GG

AG CTC CAG CTG CTC GAG TCT GG

AG GTC CAG CTT CTC GAG TCT GG

local Xhol
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Estes iniciadores geraram um banco de imunoglobulinas de cadeias pesadas de
Camclidcos que compreendem a regifio Vi (relacionada com o subgripo 1T de murganho ou
de seres humanos), a chameira e uma secgao de CHa.

De acordo com outro exemplo, o ADNc ¢ poliadenilado na sua extremidade 5° € o0s
iniciadores de Vi especificos de murganho sao substituidos por um iniciador poli-T ¢ um local
Xhol permanente, ao nivel do nucleotido 12:

CTCGAGT 2.

Utiliza-se o mesmo iniciador de 3” com um local Kpnl.

Este método gera um banco que contém todos os subgrupos de imunoglobulinas.

Uma parte do interesse na clonagem de uma regido que abranja a ligago chameira-CH ¢
o facto de haver nas duas cadeias y2 € y3 um local Sac imediatamente a seguir 4 charneira.
Este local permite enxertar a sequéncia codificadora da regiio Vg € a chameira na regido Fc
de outras imumoglobulinas, em particular nas IgG1 e IgG3 humanas que tém a mesma sequéncia
de aminoacidos neste local (Gluzss Leuyp).

Como exemplo, a invencéo diz respeito a um banco de ADNc constituido por sequéncias
de nucledtidos que codificam uma imunoglobulina de cadeias pesadas, tal como a que se
obtém executando os passos seguintes:

a)  tratar uma amostra que contenha células linfdides, em especial linfocitos periféricos,
esplendcitos, nodos linfaticos ou outros tecidos linfoides provenientes de um animal
saudével, escolhido especialmente entre 0s Camelideos, com a finalidade de separar as
células linfoides,

b)  separar o ARN poliadenilado de outros 4cidos nucleicos e de outros componentes das

células,



d)

g)

%4

fazer reagir o ARN assim obtido com uma transcriptase reversa, com a finalidade de se
obter o ADNCc correspondente,

fazer contactar o ADNc do passo ¢) com os iniciadores de 5° correspondentes ao dominio
Vg do murganho, da imunoglobulinas de quatro cadeias, possuindo esse iniciador um
determinado local de restrigdo, por exemplo, o local XAol, € com os iniciadores de 3°
correspondentes a parte do terminal N de um dominio Cy2 que contenha um local Kpnl,
amplificar o ADN,

clonar num vector a sequéncia amplificada, em especial num vector ‘Bluescript’,
Tecuperar 0s clones que hibridem com uma sonda correspondente a sequéncia codificadora
de um dominio constante de uma imunoglobulina de cadeias pesadas que tenha sido
isolada.

Esta clonagem permite obter clones que contém sequéncias de ADN que compreendem a

sequéncia codificadora da chameira. Esta clonagem permite pois a caracterizagio da subclasse da

imunoglobulina e o local Sacl til para enxertar o fragmento FVyyh na regido Fc.

Também ¢ possivel efectuar a recuperagdo das sequéncias que codificam as imuno-

globulinas de cadeias pesadas, por meio da selecgo de clones que contenham as sequéncias

de ADN que possuem um local compativel com a falta do dominio Cyl.

De acordo com outra variante da invengéo, é possivel acrescentar, entre os passos c¢) €

d) do processo anterior, 0s passos seguintes:

na presenga de uma polimerase de ADN e de desoxirribonucledtido-trifosfatos, fazer
contactar o referido ADNc com miciadores oligonucleotidicos degenerados, sendo essas
sequéncias capazes de codificar a regido de charneira e o dominio Vyy do terminal N

de uma imunoglobulina, sendo os iniciadores capazes de hibridar com 0 ADNc e capazes



de iniciar o prolongamento de uma sequéncia de ADN complementar do ADNc

utilizado como matriz,

- recuperar 0 ADN amplificado.

Os clones podem ser expressos em diversos tipos de vectores de expressio. Como
exemplo, utilizando um vector ‘Immuno PBS" comercialmente disponivel (Huse ez af.: Science
(1989) 246, 1275), os clones produzidos em ‘Bluescript’, de acordo com o procedimento
anteriormente descrito, sdo recuperados por RCP utilizando o mesmo iniciador de 5° que
contém X#ol e um novo iniciador de 3°, correspondente aos residuos 113-103 na armagio
estrutural das imunoglobulinas, onde foi construido um local Spe: TC TTA ACT AGT GAG
GAG ACG GTG ACC TG. Este procedimento permite a clonagem da regido Vi no local
XhoiSpe do vector ‘Immuno PBS’. No entanto, a extremidade 3’ do gene ndo estd em fase
com o “marcador” de identificagdo nem com o coddo de paragem do vector. Para se conseguir
isto, corta-se o arquétipo com Spe ¢ faz-se o preenchimento com os apéndices de 4 bases,
utilizando o fragmento de Klenow, ap6s o que o vector € novamente ligado. Uma outra operagio
de refinamento consiste em substituir o identificador (“marcador”) com uma poli-histidina, de
modo a que seja realizada a purificagdo de metais da regifio Vyy clonada. Para se conseguir isto,
constri-se em primeiro lugar um oligonucleétido de cadeia dupla Spe/EcoRI que codifica 6
residuos histidina e um codéo de terminagdo, por sintese das duas cadeias, a que se segue o
tratamento térmico e a recombinagio:

CTA GTG CAC CAC CAT CAC CAT CAC TAA* TAG*
AC GTG GTG GTA GTG GTA GTG ATT ATC TTA A.
O vector que contém o segmento intercalar ¢ depois digerido com Spel e EcoRI para

remover a sequéncia “marcadora” residente que pode ser substituida por uma sequéncia de
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poli-His/terminag#o. A regido Vim produzida pode ser igualmente detectada utilizando anticorpos
criados contra as regides Vi dos dromedarios. Em condigSes laboratoriais, as regides Vyy
sdio produzidas no vector ‘Immuno PBS’ em quantidades da ordem dos mg por litro (mg/L).

A invengdo também diz respeito a um banco de ADN constituido por sequéncias de
nuclestidos que codificam uma imunoglobulina de cadeia pesada, tais como as obtidas a
partir de células com genes imunoglobulinicos rearranjados.

De acordo com uma variante preferida da invengdo, prepara-se o banco de ADN a
partir de células de um animal previamente imunizado contra um determinado antigénio. Isto
permite seleccionar anticorpos que tenham uma especificidade pré-seleccionada para o antigénio
utilizado para a imunizagdo.

De acordo com outra variante da invengdo, a amplificagio do ADNc néo € realizada
antes da clonagem do ADNc.

A cadeia pesada das imunoglobulinas de quatro cadeias permanece sequestrada na
célula por uma proteina adventicia (BIP) até se combinar com uma cadeia leve. O local de
ligagdio para a proteina adventicia ¢ o dominio Cyl. Uma vez que este dominio nfo existe nas
imunoglobulinas de cadeia pesada, a sua secregdo ¢ independente da presenga da proteina BIP
ou da cadeia leve. Além disso, os inventores comprovaram que as imunoglobulinas obtidas
ndio sio viscosas e consequentemente ndo irdo agregar-se anormalmente.

A invengo também diz respeito a um processo para a preparagio de um anticorpo
monoclonal dirigido contra um determinado antigénio, sendo o local do anticorpo onde se liga
o antigénio constituido pelas cadeias polipeptidicas pesadas e sendo ainda o referido anticorpo

desprovido de cadeias polipeptidicas leves, compreendendo esse processo 0s passos seguintes:
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- imortalizar linfocitos obtidos, por exemplo, a partir do sangue periférico de Camelideos
previamente imunizados com determinado antigénio, com uma célula imortal e de
preferéncia com células de mieloma, para se formar um hibridoma,

- criar em cultura as células imortalizadas (hibridoma) formadas e recuperar as células
produtoras de anticorpos que possuam a especiticidade desejada.

A preparagdo de anticorpos também pode ser realizada sem uma imunizagdo prévia de

Camelideos.

De acordo com Outro Processo para a preparagio de anticorpos, ndo € necessario
recorrer a técnica das células de hibridomas.

De acordo com tal processo, 0s anticorpos sao preparados in vitro € podem ser obtidos
pOT Um Processo que compreende 0s passos seguintes:

- clonar no interior de vectores, especialmente no interior de fagos e mais particularmente
bacteriéfagos filamentosos, sequéncias de ADN ou de ADNc obtidas a partir de linfécitos,
especialmente os LSP (em inglés PBL) de Camelideos previamente imunizados com
determinados antigénios,

- transformar células procarioticas com os vectores supramencionados, em condigGes
que permitam a produgdo dos anticorpos,

- seleccionar os anticorpos pela sua estrutura de cadeias pesadas e também submetendo-os a
uma selecgio por afinidade com o antigénio,

- recuperar os anticorpos que possuam a especificidade desejada.

De acordo com outra variante da invengéo, efectua-se a clonagem em vectores, espe-

cialmente no interior de plasmideos que codifiquem proteinas da membrana bacteriana. As
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células procaridticas sdo entio transformadas com os vectores anteriormente mencionados em
condigbes que permitam a expressio dos anticorpos na sua membrana.

As células positivas sdo ainda escolhidas por selecgdo pela afinidade do antigénio.

Os anticorpos de cadeia pesada que ndo possuam 0 dominio Cyl apresentam uma
vantagem distinta nesta matéria. Com efeito, 0 dominio Cy1 liga-se as proteinas adventicias
de tipo BIP presentes em vectores eucaridticos e as cadeias pesadas néo sdo transportadas para
fora do reticulo endocitoplasmico a ndo ser que estejam presentes cadeias leves. Significa isto que
em células eucaridticas, a clonagem eficiente de imunoglobulinas de quatro cadeias em
células que ndo sejam de mamiferos, tais como as células de leveduras, pode depender das
propriedades das proteinas adventicias de tipo BIP residentes e por tal motivo pode ser muito
dificil conseguir essa clonagem. A proposito disto, os anticorpos de cadeias pesadas da
invencio que ndo tenham o dominio Cy1 representam uma vantagem distintiva.

De acordo com uma variante preferencial da invengéio, é possivel realizar a clonagem
em leveduras, quer para a produgdo de anticorpos quer para a modificagdo do metabolismo
das leveduras. Como exemplo, € possivel utilizar o vector Yep 52. Este vector tem a origem
de replicagio (ORI) 2p da levedura conjuntamente com um marcador de selecgdo Leu 2.

O gene clonado esta sob 0 controlo do promotor gall e consequentemente ¢ induzivel
pela galactose. No entanto, 2 expressio pode ser reprimida pela glicose, o que permite obter
concentragdes muito elevadas de células antes da indug@o.

A clonagem entre locais BamHI e Sall, utilizando a mesma estratégia de produgdo de
genes por RCP, tal como a estratégia anteriormente descrita, permite clonar genes de imuno-
globulinas de Camelideos em E. coli. Como exemplo de modulagio metabolica que pode ser

conseguida pelos anticorpos € Proposta para a levedura, ¢ possivel indicar a clonagem de
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anticorpos dirigidos contra as ciclinas, isto €, proteinas implicadas na regulagdo do ciclo
celular das leveduras (TIBS 16 430 J.D. McKinney, N. Heintz 1991). Outro exemplo ¢ a
introdugdo, por meio de técnicas da engenharia genética, de um anticorpo dirigido contra as
CD.;, anticorpo esse que poderia ser induzivel (por exemplo, por gall), no intetior do genoma
da levedura. As CDy tém uma participagdo ao nivel da iniciagdo da divisdo cclular e por tal
motivo a expressdo de anticorpos contra esta molécula poderia permitir um controlo eficiente
da multiplicagdo das células e a optimizagdo de métodos para a produgdio em biorreactores ou
por meio de células imobilizadas.

Ainda de acordo com outra variante da inveng3o, o vector de clonagem € um plasmideo ou
um vector viral eucaritico e as células que irfo ser transformadas sfo células eucarioticas, em
especial células de leveduras, células de mamiferos, por exemplo, células de OCC (em inglés
CHO) ou células de simios, tais como células Vero, células de insectos, células de plantas ou
¢élulas de protozodrios.

Para saber mais pormenores sobre o procedimento que deve ser aplicado num caso
desses, faz-se referéncia a obra de Marks ef al., J. Mol. Biol. 1991, 222:581-597.

Além disso, comegando com imunoglobulinas da presente invengdo Ou com 0S seus
fragmentos & possivel preparar novas imunoglobulinas ou os seus derivados.

Posto isto, & possivel preparar imunoglobulinas, que satisfagam as defini¢des anteriormente
apresentadas, contra determinados antigénios. A invengdo proporciona especialmente anticorpos
monoclonais ou policlonais desprovidos de cadeias polipeptidicas leves ou anti-soros que
contenham tais anticorpos ¢ que sio dirigidos contra determinados antigénios, por exemplo,
contra antigénios de agentes patolégicos, tais como bactérias, virus ou parasitas. Como exemplos

de antigénios ou determinantes antigénicos contra 0s quais é possivel preparar os anticorpos, €
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possivel citar as glicoproteinas do mvdlucro de virus ou os seus péptidos, tais como a
glicoproteina do invélucro externo do VIH e o antigénio da superficie do virus da hepatite B.

As imunoglobulinas da invengdo também podem ser dirigidas contra uma proteina, um
hapteno, um hidrato de carbono ou um écido nucleico.

Os anticorpos particulares de acordo com a presenie invenglo sdo dirigidos contra o
epitopo de galactosil-a-1-3-galactose.

As imunoglobulinas da invengdo permitem ainda preparar produtos combinados, tais
como a pombinag:ﬁo da imunoglobulina de cadeias pesadas, ou um seu fragmento, com uma
toxina, uma enzima, um farmaco ou uma hormona.

Como exemplo, é possivel preparar a combinagio de uma imunoglobulina de cadeias
pesadas, portadora de um local de ligagdo de um antigénio que reconheca um epitopo de
imunoglobulina de mieloma, com a abrina ou a toxina da lectina de visco-branco. Tal
arquétipo pode ter as suas aplicagdes em terapias especificas de pacientes.

Outra combinagdo vantajosa é a que resulta da preparagio entre uma imunoglobulina
de cadeias pesadas, que reconhega um.antigénjo do intestino de insectos, com uma toxina
especifica para insectos, tal como uma das toxinas dos diferentes serotipos de Bacillus
thuringiensis ou Bacillus sphaericus. Tal arquétipo clonado em plantas pode ser utilizado
para aumentar a especificidade ou a variedade de hospedeiros de toxinas bacterianas existentes.

A invengdo também proporciona anticorpos que possuem diferentes especificidades
em cada cadeia polipeptidica pesada. Estes anticorpos multifuncionais, especialmente
bifuncionais, poderiam ser preparados combinando duas cadeias pesadas de imunoglobulinas
da invengdo ou uma cadeia pesada de uma imunoglobulina da invengfio com um fragmento de

uma imunoglobulina do modelo de quatro cadeias.
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A invengio também proporciona anticorpos heteroespecificos que podem ser utilizados
para encaminhar firmacos ou qualquer substincia biolégica, por exemplo, hormonas. Em
particular, podem ser utilizados para encaminhar, de forma selectiva, hormonas ou citoquinas
para uma categoria limitada de células. Como exemplos refere-se uma combinagdo de um
anticorpo de murinos ou de seres humanos, criado contra a interleucina 2 (IL,), ¢ um anticorpo de
cadeias pesadas criado contra as células CDy. Estes anticorpos poderiam ser utilizados para
reactivar células CD; que tenham perdido o seu receptor de IL,.

As imunoglobulinas de cadeias pesadas da presente invengdo também podem ser
utilizadas para a preparagdo de anticorpos heteroespecificos. Isto pode ser conseguido quer
de acordo com o método anteriormente descrito, por redugdo das pontes entre as diferentes
cadeias e reoxidagdo, em conformidade com as técnicas habituais, de dois anticorpos que
tenham especificidades diferentes, ou entdo pode ser conseguido efectuando a clonagem
sequencial de dois anticorpos, por exemplo, no vector ‘Immuno PBS’.

Se for esse 0 caso, prepara-se um primeiro gene correspondente ao dominio Vyy
compreendido entre o local X#o e o local Spe, conforme descrito antes. Depois prepara-se um
segundo gene por um método analogo utilizando como extremidade 5’ um iniciador que
possua um local Spe e utilizando como extremidade 3’ um iniciador que possua um coddo de
terminagdo e um local EcoRI. Depois faz-se digenir o vector com EcoR1 e Xhol e ainda s¢ faz
digerir os dois genes de Vi com Xho/Spe e SpelEcoRL

Apbs a ligagdo, os dois genes de imunoglobulinas s3o clonados sequencialmente. O
afastamento entre os dois genes pode ser aumentado mediante a introdugdo de codoes de

adiggo dentro do iniciador Spel de 5.



De acordo com uma variante particular da mvencéo, a regido de chameira das mmuno-
globulinas IgG2 de acordo com a invengao & semi-rigida e por isso ¢ adequada para 0 acoplamento
de proteinas. Numa aplicagdo dessas, as proteinas ou os péptidos podem ser ligados a diversas
substincias, especiatmente a ligandos, através da regido de chameira utilizada como separador.
De forma vantajosa, o fragmento compreende pelo menos 6 aminoacidos.

De acordo com a invengdo, ¢ interessante utilizar uma sequéncia que compreenda uma
sequéncia repetida de Pro-X em que o stmbolo X designa qualquer aminoécido e de preferéncia
Gin, Lis ou Glu, em especial um fragmento constituido pelo menos por uma repeti¢do tripla €
de preferéncia por uma repetigio dodécupla (12 vezes), para acoplar proteinas ao ligando ou
para a montagem de diferentes dominios proteinicos.

Também é possivel utilizar a regido de charneira ou um seu fragmento para acoplar
proteinas aos ligandos ou para a montagem de diferentes dominios proteinicos.

Para o acoplamento sio adequadas as técnicas habituais e é possivel fazer uma referéncia
especial a técnica de construgao de proteinas por montagem de sequéncias clonadas.

Os anticorpos de acordo com a presente invengdo poderiam ser utilizados como reagentes
para diagnostico in vitro ou para a pratica de técnicas de imagjologia. As imunoglobulinas da
invengdo poderiam ser marcadas com radioisotopos, marcadores quimicos ou enzimaticos ou
marcadores quimioluminescentes.

Como exemplo, especialmente no ¢aso da detecgdio ou da observagio com as imuno-
globulinas, pelas técnicas de imagiologia, ¢ vantajoso utilizar um marcador, tal como o tecnécio,
em especial o tecnécio 99. Este marcador pode ser utilizado para orientar a marcagao, por
meio de um procedimento de acoplamento com as jmunoglobulinas ou com os seus fragmentos,
ou para a marcagdo indirecta a seguir a um passo de preparagdo de um complexo com o

tecnécio.
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Por exemplo, ha outros marcadores radioactivos interessantes, entre os quais se refere
o indio e em especial o indio 111, ou 0 iodo, em especial R S

Para estudo destas técnicas faz-se referéncia a0 pedido de patente de invengdo francesa
publicada com o n° 2649488.

Nestas aplicagdes, o tamanho pequeno do fragmento Vyy constitui uma vantagem
definitiva para efeitos de penetragdo nos tecidos.

A invengio também diz respeito a anticorpos monoclonais que reagem com anti-idiotipos
dos anticorpos descritos antes.

A invengdo também diz respeito a células ou a organismos em que as imunoglobulinas
de cadeias pesadas tenham sido clonadas.

Tais células ou organismos podem ser utilizados para a produgdo de imunoglobulinas de
cadeias pesadas que possuamn uma especificidade desejada pré-seleccionada, ou correspondentes a
um repertorio particular. Também podem ser produzidas para a modificagio do metabolismo
das células que as exprimam. No caso de modificagdo do metabolismo de células transformadas
com as sequéncias que codificam as imunoglobulinas de cadeias pesadas, estas imunoglobulinas
de cadeias pesadas assim produzidas sao utilizadas como ADN anti-sentido. O ADN anti-sentido
esta envolvido normalmente no bloqueio da expressdo de determinados genes tais como, por
exemplo, o antigénio de superficie varidvel de tripanossomas ou de outros agentes patogénicos.
De igual modo, a produgio ou a actividade de determinadas proteinas ou enzimas poderia ser
inibida mediante a expressdo de anticorpos contra essas proteinas ou enzimas no interior da
mesma célula.

A invengdio também diz respeito a uma imunoglobulina de quatro cadeias modificada,

ou seus fragmentos, cujas regides Vy tenham sido parcialmente suhstituidas por sequéncias
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especificas ou aminoacidos de imunoglobulinas de cadeias pesadas, especialmente por sequéncias
de dominio Vip. Ha um dominio Vy; modificado particular de uma imunoglobulina de quatro
cadeias que se caracteriza pelo facto de a leucina, a prolina ou a glutamina na posigéo 45 das
regides Vy terem sido substituidas por outros aminodcidos € de preferéncia por arginina,
4cido glutdmico ou cisteina.

H um outro dominio Vi ou VL modificado de uma imunoglobulina de quatro cadeias
que se caracteriza pela ligagio de elos das RDC (em inglés CDR) entre si ou as regides da AE
mediante a introdugdo de cisteinas emparelhadas, sendo a RDC escolhida entre a RDC; e a RDGs,
e em que a regido da AE ¢ a regido AE,, e em especial nos casos em que uma das cisteinas
introduzidas esté na posigdo 31 ou 33 da AE, ou na posigdo 45 da RDC; ¢ a outra estd na

RDCs.

ligado & AE, ouao dominio RDC, e mais especialmente a cisteina da RDC; da regidio Vy esta
ligada a uma cisteina na posicio 31 ou 33 da AE, ouna posigdo 45 da RDC,.

De acordo com outra variante da inveng3o, ¢ posstvel modificar células de plantas por
meio de imunoglobulinas de cadeias pesadas de acordo com a invengdo, com a finalidade de
Thes conferir novas propriedades ou melhores propriedades.

As imunoglobulinas de cadeias pesadas da invengio podem ser utilizadas para a terapia
génica do cancro, por exemplo, utilizando anticorpos dirigidos contra as proteinas presentes
nas células do tumor.

Em tal caso, é possivel conseguir a expressdo de um ou dois genes de Vyy utilizando

vectores obtidos a partir de parvovirus ou adenovirus. Os parvovirus caracterizam-se pelo

fucto de serem desprovidos de patogenicidade ou de praticamente nfo serem patogénicos para



as células humanas normais e pelo facto de serem capazes de se multiplicarem facilmente em
células cancerosas (Russel S.J. 1990, Immunol. Today II, 196-200).

As imunoglobulinas de cadeias pesadas sdo clonadas, por exemplo, 1o interior de locais
Hindlll/Xbal do plasmideo infeccioso do virus MVM dos murinos (pMM984). (Merchlinsky
et al., 1983, J. Virol. 47, 227-232) € depois sdo colocadas sob o controlo do promotor MYM38.

O gene do dominio Vi ¢ amplificado por RCP utilizando um iniciador de 5’ que contém
um codiio de iniciagio e um local HindllL, possuindo o iniciador de 3’ um coddo de terminagdo €
um local Xbal.

Este arquétipo ¢ depois inserido entre as posigdes 2650 (Hindlll) e 4067 (Xbal) do
plasmideo.

A eficiéncia da clonagem pode ser confirmada por transfecgdo. O vector que contém
o anticorpo ¢ depois introduzido em células permissivas (NB-E) por transfecgéo.

As células sdo recuperadas ao fim de 2 dias e determina-se a presenca de regites Vim
segundo um protocolo de EISLE, utilizando para tal anti-soro de coelho que reage com a parte
de Vin.

A invengio também diz respeito & preparagdo de anticorpos cataliticos por caminhos
diferentes. A produgfio de anticorpos dirigidos contra componentes que simulam estados
activados de substratos (por exemplo, o vanadato como componente que simula o estado activado
do fosfato, com o intuito de se produzir as suas actividades de fosfoesterase, o fosfonato como
composto que simula a ligago peptidica, com o intuito de se produzir proteases) permite
obter anticorpos que tém uma fungo catalitica. Outro caminho para se obter tais anticorpos
consiste em Ttealizar uma mutagénese aleatoria em clones de anticorpos, por exemplo, por

RCP, introduzindo bases anormais durantc a amplificagdo dos clones. Estes fragmentos
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amplificados, obtidos por RCP, séo depois introduzidos num vector adequado para clonagem.
A sua exprcssio a superficie das bactérias permite que o substrato detecte clones que possuem
actividade enzimatica. Estas duas metodologias podem ser combinadas, como ¢ evidente.
Finalmente, com base nos dados disponiveis sobre a estrutura, por exemplo, os dados obtidos
por cristalografia aos raios X ou por RMN, € possivel comandar as modificagdes. Estas
modificagdes podem ser realizadas por meio de técnicas habituais da engenharia genética ou
por sintese completa. Uma vantagem da regido Vi das imunoglobulinas de cadeias pesadas
da inveng#o é o facto de serem suficientemente solaveis.

As imunoglobulinas de cadeias pesadas da invengio também podem ser produzidas
em células vegetais, em especial em plantas transgénicas. Como exemplo, é possivel produzir
imunoglobulinas de cadeias pesadas em plantas, utilizando para tal o plasmideo pMon530
(Roger et al., Meth. Enzym 153 1566 1987). O vector constitutivo de expressdo de plantas foi1 ja
descrito para anticorpos classicos do modelo de quatro cadeias (Hiat ef al. Nature 342 76-78,
1989), mais uma vez utilizando os iniciadores adequados de RCP, conforme descrito supra,
para se gerar um fragmento de ADN na fase correcta.

Ha outras vantagens ¢ caracteristicas da invengdo que se tornardo evidentes nos

exemplos e na observaglo das figuras subsequentes.

FIGURAS
Figura 1: caracteristicas e purificacio da IgG de camelo por cromatografia de
afinidade sobre Sepharose com Proteina A ¢ com Proteina G (Pharmacia)
A figura 1A mostra, apds redugdo, o perfil da proteina obtida por EGPA-DSS, das

fracgoes adsorvida € ndo adsorvida de soro de Camelus dromedarius. A fracgio adsorvida na

f”
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Proteina A e eluida com NaCl 0,15 M e acido acético a 0,58% tevelou, apos reducdo (pista ©),
ués componentcs de cadeia pesada respectivamente com 50, 46 e 43 kd e uma cadeia leve
(IgG de coclho na pista a). As fracgdes adsorvidas num derivado de ‘Sepharose” com
Proteina G (Pharmacia), que havia sido concebido artificialmente para suprimir a regifio de
ligagio da albumina (pista ¢) € cuja eluigdo foi feita com gli-HC1 0,1 M a pH 2.7, falta-Thes a
cadeia pesada de 46 kd que € recuperada na fracgdo nio adsorvida (pista f). Néo ha nenhum
destes irés componentes na fracgdo ndo adsorvida na Proteina A (pista d); a pista b contém os
marcadores de pesos moleculares.

Figuras 1B e 1C. Por eluigdo diferencial & possivel separar as fracgbes de imunoglobulina
que contém as cadeias pesadas de 50 € de 43 kd. Fez-se adsorver 5 mL de soro de C. dromaderius
numa coluna de 5 mL de “Sepbarose’ com Proteina G ¢ depois lavou-se exaustivamente a
coluna com tampdo fosfato 20 mM a pH 7,0. Apbs a eluigdo com tampdo a pH 3,5 (NaCl
0,15 M e acido acético a 0,58%), tem lugar a eluigdo de um componente de 100 kd que apos
redugio da origem a uma cadeia pesada de 43 kd (pista 1). Depois de a absorvéncia do
cluente da coluna ter caido para o nivel natural ¢ possivel efectuar a eluigio de um segundo
componente da imunoglobulina, com um peso molecular de 170 kd, utilizando para tal
tampdo a pH 2,7 (glicina-HC1 0,1 M). Esta fracgdo, apds redugdo, da origem a uma cadeia
pesada de 50 kd e a uma faixa de cadeia leve larga (pista 2). A fracgdo ndo adsorvida na
Proteina G é depois aplicada a uma coluna de 5 mL de ‘Sepharose’ com Proteina A. Apds a
lavagem e eluigéio com tampdo a pH 3,5 (NaCl 0,15 M e acido acético a 0,58%) ¢ possivel
obter uma terceira imunoglobulina de 100 kd que ¢ constituida exclusivamente pelas cadeias

pesadas de 46 kd (pista 3).
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Figura 2: imunoglobulinas de Camelus bactrianus, Lama vicugna, Lama glama e
Lama pacos para a Proteina A (pistas A) e para a Proteina G (pistas G)
analisadas por EGPA-DSS antes (A) e aps reducio (B)

Juntou-se 10 pL de soro, proveniente de diferentes espécies, a tubos de Eppendorf que
continham 10 mg de ‘Sepharose’ com Proteina A ou com Proteina G, em suspensdo em 400 pL de
tampéo de imunoprecipitagdo a pH 8,3 (NaCl 0,2 M, Tris 0,01 M; EDTA 0,01M, “Triton
X100” a 1% ¢ ovalbumina a 0,1%). Manteve-se estes tubos a rodar lentamente durante 2 horas a
4°C. Ap6s a centrifugagdo, as massas obtidas foram lavadas trés vezes em tampao ¢ uma vez
em tampdo em que ndo havia “Triton’ nem ovalbumina. As massas obtidas foram depois
recolocadas em suspensdo na solugdo de amostra de EGPA-DSS, sendo utilizados 70 pL por cada
massa na presenca ou na auséncia de ditiotreitol enquanto agente redutor. Depois de se manter
em ebulicio durante 3 minutos a 100°C, efectuou-se a centrifugagio dos tubos ¢ fez-se uma
analise dos sobrenadantes. Em todas as espécies examinadas as fracgdes nio reduzidas (A)
continham também, para além das moléculas de aproximadamente 170 kd, componentes
importantes mais pequenos de aproximadamente 100 kd. Na amostra reduzida (B) sdo
detectadas as cadeias pesadas e leves constituintes. Ha em todas as espécies um componente
de cadeia pesada (marcado com um asterisco (*)) que se encontra presente no matenal

resultante da eluigfio da Proteina A, mas que ndo existe no material da elui¢do da Proteina G.

Figura 3: preparacio de IgGy, IgG; e IgGs a partir de soro proveniente de Camelus
dromedarius saudaveis ou infectados com Trypanosoma evansi (titulagio
CATT a 1/160 (3)) ¢ anilises feitas por inmmoprecipitacio ou por autorradio-

grafias 3 Western para pesquisa da actividade anti-tripanossémica



Figura 3A. Acrescentou-se lisado de antigénios de Trypanosoma evansi marcados com
355 _metionina (500 000 unidades de contagem) a tubos de Eppendorf que continham 10 ul de
soro ou 20 pg de IgGy, 1eG; ¢ IgGs em 200 uL. de tampéo de imunoprecipitagdo a pH 8,3 que
continha TLCK 0,1 M, enquanto inibidor das proteinases, ¢ manteve-se 0s tubos a rodar
lentamente a 4°C durante 1 hora. Os tubos foram depois enriquecidos com 10 mg de “Sepharose”
com Proteina A em suspensdo em 200 ul do mesmo tampio a pH 8,3 e ficaram a incubar a
4°C durante mais 1 hora.

Apés a lavagem e a centrifugagdo a 15 000 r.p.m. durante 12 segundos, colocou-se

cada massa obtida novamente em suspens3o em 75 plL de solugdo de amostra de EGPA-DSS
que continha DTT e aqueceu-se durante 3 minutos a 100°C. Ap(’)s a centrifugacdo numa
minicentrifugadora de Eppendorf a 15 000 r.p.m. durante 30 segundos, retirou-se 5 pL do
sobrenadante para determinagdo da radioactividade ¢ a parte restante foi analisada por EGPA-DSS
e por fluorografia. O nimero de unidades de contagem de radioactividade por cada 5 pL de
amostra estio inscritos em cada linha.
Figura 3B.  Separou-se 20 ug de IgG,, IgG; e IgG; provenientes de animais saudaveis e de
animais infectados com tripanossomas, recorrendo ao protocolo de EGPA-DSS, sem redugio
prévia nem aquecimento. As amosiras separadas foram entfio electrotransferidas para uma
membrana de nitrocelulose, contrastou-se uma parte da membrana com o corante vermetho de
Ponceau para se localizar o material proteinico e a parte restante ficou a incubar com
ovalbumina a 1% em tampédo TST (Tris 10 mM, NaCl 150 mM e Tween a 0,05%) para
blogquear os locais de ligagéo das proteinas.

Apbs o bloqueio, lavou-se 2 membrana exaustivamente com tampdo TST e manteve-se

a incubar durante 2 horas com antigénio de tripanossomas marcado com 35S, Depois de uma



lavagem exaustiva, secou-s¢ a membrana e analisou-s¢ por autorradiografia. Para se evitar a
ligagdo natural e de tipo ndo especifico, o lisado de tripanossomas marcado foi filtrado através
de um filtro de miliporos de 45 pm e manteve-sc a incubar com imunoglobulina de camelo

saudavel e ovalbumina adsorvida sobre uma membrana de nitrocelulose.

Figura 4. a IgG; de camelo purificada por cromatografia de afinidade sobre ‘Sepharose’
com Proteina A € parcialmente digerida com papaina e separada sobre

‘Sepharose’ com Proteina A
Dissolveu-se 14 mg de 1863 purificada em tamp3o fosfato 0,1 M a pH 7,0 que continha
EDTA 2 mM. Fez-sc digerir soro de leite coalhado por incubagdo durante 1 hora a 37°C com a
enzima mercuropapaina (proporgao de 1% entre enzima e proteina) activada por cisteina
5 x 10° M. Blogueou-se a digestéio por adigo de um excesso de iodoacetamida (4 x 10° M) (13).
Apbs a centrifugagdo do produto de digestdo numa centrifugadora de Eppendorf durante 5
minutos a 15 000 r.p.m., efectuou-se a separagdo dos fragmentos de papaina numa coluna de
‘Sepharose’ com Proteina A, em fracgOes ligantes (L) e no ligantes (NL). A eluigdo da fraccdo

ligante teve lugar a partir da coluna com tampéo de glicina-HC10,1 M a pH 1,7.

Figura 5: representacio esquematica de um modelo para as moléculas de 1gG;

desprovidas de cadeias leves.

Figura 6: o representacio esquenxitica de imunoglobulinas que possuem cadeias
polipeptidicas pesadas e desprovidas de cadeias leves, tendo em conta a
imunoglobulina do modelo convencional de quatro cadeias;

) representacio de uma regido de charneira.
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Figura 7: alinhamento de 17 sequéncias de ADN de Vg de imunoglobulinas de

cadeias pesadas do camelo.
Figura 8: expressio e purificacio da proteina Vyy21 do camelo a partir de E. coli.

1 ANTICORPOS DE CADEIAS PESADAS NOS CAMELIDEOS

Quando o soro de Camelus dromedarius é adsorvido em ‘Sepharose’ com Proteina G,
ha uma quantidade apreciavel (25%-35%) de imunoglobulinas (Ig) que ficam em solugfo €
que podem ser depois recuperadas por cromatografia de afinidade sobre ‘Sepharose’ com
Proteina A (figura 1A). A fracgdo adsorvida na Proteina G pode ser objecto de eluigdo diferencial
10 interior de uma fracgo coesamente ligada (25%), constituida por moléculas com um peso
molecular aparente néo reduzido (PM) igual a 170 kd e por uma fracgdo mais fracamente
ligada (30%-45%) que possui um peso molecular aparente igual a 100 kd (figura 1B). O
componente de 170 kd, quando reduzido, origina cadeias pesadas de 50 kd e cadeias leves
grandes de 30 kd. A fracgdo de 100 kd ¢ totatmente desprovida de cadeias leves € parece ser
constituida exclusivamente por cadeias pesadas que ap6s redugdo tém um PM aparente igual
a 43 kd (figura 1C). A fracg8o que ndo se liga a Proteina G pode ser purificada por afinidade
¢ eluida a partir de uma coluna de Proteina A como um segundo componente de 100 kd que
ap0s redugio parece ser constituido exclusivamente por cadeias pesadas de 46 kd.

As imunoglobulinas de cadeias pesadas desprovidas de cadeias leves perfazem até
75% das moléculas que se ligam a Proteina A.

Uma vez que a totalidade das trés imunoglobulinas se liga & Proteina A, referir-nos-

emos a clas como TgG: designadamente 1gGy (y1 (50 kd) de cadeias leves ¢ de cadeias pesadas)
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que se liga a Proteina G, IgG, (y2 (46 kd) de cadeias pesadas) que ndo se liga a Proteina Ge
oGy (y3 (43 kd) de cadeias pesadas) que s liga & Proteina G. Héa possibilidade de estas trés
subclasses ainda poderem ser subdivididas.

Um estudo comparativo entre os Camelideos do velho mundo (Camelus bactrianus €
Camelus dromedarius) € os Camelideos do novo mundo (Lama paccos, Lama glama ¢ Lama
vicugna) comprovou que as imunoglobulinas de cadeias pesadas existem em todas as espécies
examinadas, embora com diferengas irrelevantes na sua Proporgio € nos seus pesos moleculares
aparentes. Os Camelideos do novo mundo sdo diferentes dos Camelideos do velho mundo
pelo facto de possuirem uma molécula IgG; maior (imunoglobulina de cadeias pesadas que se
liga a Proteina G) em que as cadeias pesadas constituintes tém um peso molecular aparente de
47 kd (figura 2).

A abundéncia de imunoglobulinas de cadeias pesadas no soro dos Camelideos levanta
a questdo de se saber qual ¢ o seu papel na resposta imunitiria e em particular se sdo
portadoras de especificidade de ligagdo dos antigénios ¢ em caso afirmativo qual ¢ a extensdo
do seu repertorio. Esta questio pode ser respondida examinado as imunoglobulinas de
camelos (Camelus dromedarius) infectados com Trypanosoma evansi.

Para o efeito, preparou-se as fracgdes correspondentes de 1gGy, 1gG; e IgGsa partir de
soro de um camelo saudivel e a partir de soro de camelos com uma elevada concentragdo de
anti-tripanossoma, medida em conformidade com o ‘Card Agghutination Test’ (3). No ensaio
de radioimunoprecipitagiio, demonstrou-se que as TG, IgG: e IgGs, obtidas a partir de camelos
infectados, indicando o repertério extenso de heterogeneidade e de complexidade (figura 3A),
se ligam a um grande nimero de antigénios presentes num lisado de tripanossomas marcado

com >>S-metionina.
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Em experiéncias de obtengdo de autorradiografias, o lisado de tripanossomas marcado
com S-metionina liga-se as IgGy, IeG; e TgGs, separadas por EGPA-DSS, provenientes de
animais infectados (figura 3B).

Isto levou-nos a concluir que as IgG, e IgG; de cadeias pesadas dos Camelideos sdo
anticorpos que se ligam a antigénios genuinos.

H4 um paradigma imunolégico que estabelece que o repertorio total de anticorpos €
gerado pela combinagdo dos repertorios da regido V variavel de cadeias leves e pesadas (6).
As imunoglobulinas de cadeias pesadas do camelo parecem contradizer este paradigma.

As imunoglobulinas sdo caracterizadas por um padrdo de focagem isoeléctrica (FIE)
complexo, que reflecte a sua heterogeneidade extrema. Para se determinar se as duas cadeias
pesadas que constituem as IgG; e 1gG; sdo idénticas ou no, efectuou-se uma observagéo do
padrdo de focagem isoeléctrica (FIE) antes e depois da separagio das cadeias por redugdo e
alquilagdo, utilizando como agente de alquilagdo a iodoacetamida.

Uma vez que este agente de alquilagdo néio introduz cargas eléctricas adicionais na
molécula, os monémeros resultantes da redugo e da alquilagdo do homodimero de cadeias
pesadas ira ter praticamente o mesmo ponto isoeléctrico do dimero, ao passo que se fossem
derivados de um heterodimero de cadeias pesadas, os monémeros iriam diferir, na maior parte
dos casos, suficientemente no ponto isoeléctrico para gerarem um padrdo diferente no FIE.

Apés a redugio e a alquilagio com iodoacetamida, o padriio observado nfio é modificado
no caso das IsG, e IgG; de Camelus dromedarius, o que indica que cada uma destas
moléculas ¢ constituida por duas cadeias pesadas idénticas que migram para a mesma posigio

para que migra a molécula néio reduzida onde tiveram a sua origem.
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Pelo contrério, o padrio de FIE da IgG; € completamente modificado apos a redugio,
uma vez que o ponto isoeléctrico de cada molécula é determinado pela combinagio dos pontos
isoeléctricos das cadeias leves e pesadas, migrando qualquer uma delas, apds a separagdo, para
uma posigio diferente. Estes resultados indicam que as cadeias pesadas por si s6s podem
gerar um repertorio extenso € por €m causa a contribuigdo da cadeia leve para o repertdrio de
anticorpos tteis. Se esta necessidade for negada, fica por saber qual o papel que a cadeia leve
desempenha.

Normalmente, a cadeia pesada isolada a partir de imunoglobulinas de mamiferos tem
tendéncia para se agregar de forma consideravel, mas apenas ¢ solubilizada pelas cadeias leves (8,
9) que se ligam ao dominio Cy1 da cadeia pesada.

Nos seres humanos e nos murganhos ha diversos mielomas espontineos ou induzidos
que produzem uma imunoglobulina patologica constituida exclusivamente por cadeias pesadas
(doenga das cadeias pesadas). Estas cadeias pesadas das proteinas dos mielomas contém
supressdes nos dominios Cy1 & Vi (10). O motivo pelo qual as cadeias pesadas de comprimento
completo ndio originam cadeias pesadas segregadas em tais imunoglobulinas patologicas parece
ficar a dever-se ao facto de a sintese de Ig necessitar de uma proteina adventicia, a proteina de
ligagdo de cadeias pesadas da imunoglobulina on BIP (11), que é normalmente substituida
pela cadeia leve (12). E possivel que o papel primordial da cadeia leve nas imunoglobulinas
do modelo de quatro cadeias seja o de uma proteina adventicia de cadeia pesada comprometida e
que a emergéncia dos repertorios de cadeias leves tenha sido mesmo um bonus evolutivo.

As cadeias 7; e y; dos Camelideos siio consideravelmente mais curtas do que a cadeia y
normal dos mamiferos. Isto poderia sugerir a hipotese de terem ocorrido supressdes no dominio

Cyl. As diferengas dos tamanhos das imunoglobulinas v, ¢ y3 dos Camelidcos do velho mundo e
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do novo mundo sugerem que as supressdes ocorreram em diversos passos evolutivos,

cspecialmente no dominio Cpl.

I  FALTA O DOMINIO Cyl AS IMUNOGLOBULINAS DE CADEIAS PESADAS

DOS CAMELIDEOS

A estratégia seguida na investigagdo da estrutura primaria das imunoglobulinas de
cadeias pesadas ¢ uma combinagdo da sequenciagio de proteinas e da sequenciagdo de
ADNGc; a sequenciagio de proteinas € necessaria para identificar os segmentos de sequéncias
caracteristicos de cada imunoglobulina. Sendo o terminal N da imunoglobulina derivado da
regido variavel da cadeia pesada, o repertério apenas fornece informagdo sobre os subgrupos
Vi (regidio varidvel da cadeia pesada) € ndo pode ser utilizado para identificagéio da classe ou
da subclasse. Sigpifica isto que é necessario obter dados das sequéncias a partir de locais
internos de clivagem enzimatica ou quimica.

Uma combinagdo de digestdo com papaina e cromatografia por afinidade com Proteina
A permitiu fazer a separagdo de diversos fragmentos que fornecem informagdo sobre a
estrutura geral da IgGs.

A IgG3 do camelo (Camelus dromedarius), purificada por cromatografia de afinidade
sobre “Sepharose’ com Proteina A, foi parciatmente digerida com papaina e o produto da digestio
foi separado sobre ‘Sepharose’ com Proteina A, tendo sido obtidas as fracgdes de ligagdo e de
ndo ligagio. Estas fracgdes foram analisadas por EGPA-DSS em condi¢des redutoras € ndo
redutoras (figura 4). |

A fracgio ligada continha dois componentes, um de 28 kd ¢ um de 14,4 kd, para além

do material ndo clivado ou parcialmentc clivado. Essas fracgSes foram bem separadas por

‘w"’:"w"\\;

3/
44.



electroforese em gel (a partir de geles preparativos de EGPA-DSS a 19%), em condigdes néo
redutoras, ¢ foram ainda purificadas melhor por electroehuico (em bicarbonato de amoénio 50 nM
e DSS a 0,1% (p/v), utilizando um dispositivo de electroeluigdo da ‘BioRad’). Apos a
liofilizagdo destas frac¢des electroeluidas, eliminou-se a parte remanescente do DSS fazendo
precipitar a proteina por adigdo de etanol a 90% e misturando € mantendo a mistura a incubar
de um dia para o outro a -20°C (14). A proteina precipitada foi recolhida numa massa combinada
por centrifugagdo (15 000 r.p.m. durante 15 minutos) que foi utilizada para a sequenciagio
proteinica. Efectuou-se a sequenciagio do terminal N utilizando a quimica de Edman para
um sequenciador automatico de proteinas em fase liquida, em regime pulsatério, da ‘Applied
Biosystem 477A’. Os aminocidos foram identificados pelos seus derivados de fenil-tio-
_hidantoina (PTH), tendo para tal sido utilizado o analisador de modelo 120 PTH da Applied
Biosystem. Todos os produtos quimicos e reagentes foram adquiridos & empresa Applied
Biosystem. A analise dos dados cromatograficos foi realizada utilizando a versdo informatica 1.61
da Applied Biosystems. Em todos os casos, a andlise das sequéncias, auxiliada por computador,
foi confirmada por inspecgio directa dos cromatogramas resultantes do analisador de PTH.
Dissolveu-se amostras da proteina sequenciada alternativamente em 4cido trifluoroacético
(ATF) a 50% (v/v) (fragmento de 28 kd) ou em ATF a 100% (fragmento de 14 kd). As
amostras de equivalente proteinico dissolvido para 2000 pmol (fragmento de 28 kd) ou para
500 pmol (fragmento de 14 kd) foram aplicadas sobre discos de fibras de vidro, tratados com
ATF. Os discos de fibras de vidro foram recobertos com BioBeme (3 mg) e tratados em pré-
—ciclo uma vez antes da sua utilizagdo.

A sequenciagdo do terminal N do fragmento de 28 kd gera uma sequéncia homologa

da parte do terminal N do dominio yCp2 € portanto homologa da extremidade do terminal N
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do fragmento Fc. A sequéncia do terminal N do fragmento de 14,4 kd corresponde 2 tltima lisina
de um dominio YCu2 ¢ a extremidade do terminal N de um dominio yCi3 (quadro 1). O peso
molecular (PM) dos fragmentos obtidos com papaina e a identificagdo das suas sequéncias do
terminal N leva-nos a concluir que os dominios C;i2 € Cy3 das cadeias pesadas y; t8ém um tamanho
normal e que a supressdo deve OCOITET quer N0 dominio Cy1 quer no dominio Vyy para gerar
a cadeia y; mais curta. As fracgdes que nio s ligam 4 “Sepharose” com Protefna A contém duas
bandas de 34 kd e 17 kd que sdo mais difusas no EGPA-DSS, indicando 1sso que a sua
origem esta na parte variavel do terminal N da molécula (figura 4).

Apbs a redugio, observa-se a existéncia de uma tmica banda difusa de 17 kd, o que indica
que a banda de 34 kd ¢ um dimero do componente de 17 kd ligado por pontes dissulfureto. O
fragmento de 34 kd contém aparentemente o dominio Vyy da charneira e do terminal N.

Os dados da sequéncia da proteina podem ser utilizados para a construgdo de iniciadores
oligonucleotidicos degenerados que facilitam a amplificagio de ADNc ou de ADN gendémico
por RCP.

Demonstrou-se que os esplendcitos de camelo marcam as células que reagiram com 0s
soros de coelho e com os soros anti-imunoglobulina de camelo e que por tal motivo o bago ¢
um local de sintese, pelo menos de uma classe de imunoglobulinas. O ADNc foi pois sintetizado
a partir d¢ ARNm do bago de camelo. As condigdes para o isolamento do ARN foram as
seguintes: isolou-se ARN total a partir de bago de dromedario, pelo método do isotiocianato
de guanidinio (15). Purificou-se 0 ARNm com esférulas paramagnéticas-oligoT.

Consegue-se sintetizar o ADNc utilizando 1 pg de matriz de ARNm, um iniciador
oligo-dT e transcriptase reversa (BOEHRINGER MAN). A segunda cadeia do ADNc ¢ obtida
utilizando RNase H e polimerase I do ADN de E. coli, em conformidade com as instrugdes do

fornecedor.
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As sequéncias relevantes foram amplificadas por RCP: amplificou-se 5 ng de ADNc
por RCP auma mistura dc reacgdio de 100 pl. (Tris 10 mM-HCI a pH 8,3, KC1 80 mM,
MgCl, 15 mM, gelatina a 0,0 1% (p/v), 200 pmol de cada um dos dNTP e 25 pmol de cada
iniciador) recoberta com Oleo mineral (Sigma).

Os iniciadores degenerados, contendo os locais EcoRlI e Kpnl, foram ainda clonados
no interior do pUC18. Apés um tratamento de desnaturagdio e de recombinagio (a 94°C durante 5
minutos e a 54°C durante 5 minutos), acrescentou-se 2 unidades de polimerase de ADN de
Taq & mistura de reacgdo antes de a submeter a 35 ciclos de amplificaggo: 1 minuto a 94°C
(desnaturar), 1 minuto a 54°C (recombinar) e 2 minutos a 72°C (alongar). Para se amplificar
as sequéncias de ADN entre 08 dominios Vi € C2 (clones da série n° 72), efectuou-se a
RCP nas mesmas condigdes com a excepgdo de se ter aumentado para 60°C a temperatura de
recombinagdo.

Um dos clones examinados (#56/36) tinha uma sequéncia correspondente & parte do
terminal N de um dominio C2 idéntico 4 sequéncia do fragmento de 28 kd. A disponibilidade de .
dados desta sequéncia permitiu construir um iniciador de 3’ exacto e a clonagem da regido da
extremidade do terminal N entre os dominios Vyx € Cy2.

Os iniciadores de 5°, correspondentes ao dominio Vyy de murganho (16) e que contém
um local de restrigdo XAol, foram utilizados em conjunto com 0 iniciador de 3’ em que havia
sido inserido um local Kprl ¢ as sequéncias amplificadas foram clonadas no interior do vector
‘pBluescript®”. Fez-se digerir o clone #56/36, que havia revelado dois locais internos Haelll,
com esta enzima para se obter uma sonda para identificar os clones positivos na RCP.

Apbs a amplificago, os produtos da RCP foram confirmados sobre um gel de agarose

a 1.2% (p/v). A limpeza dos produtos da RCP consistiu numa extracgdo com fenol-cloroformio a
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que se seguin outra purificagdo por CLER (coluna de tipo ‘GEN-PAC FAX’, Waters) e
finalmente mediante a utilizagio do estojo ‘MERMAID” ou ‘GENECLEAN II’, (BIO 101,
Inc.). A seguir a estes passos de purificagdo, fez-se digerir entdo 0 ADNc amplificado, tendo
a digestdio sido feita com EcoRI e Kpnl para os clones da série n° 56 e com Xhoil e Kpnl para
os clones da série n° 72. Fez-se uma extrac¢do final com fenol-cloroformio a anteceder a
ligagdo no interior do pUC18 (clones da série n° 56) ou no interior de ‘pBluescript’ (clones da
série n° 72).

Todos os clones obtidos tinham menos do que os 860 pares de bases que seria de
esperar e possuissem uma regido completa Vg € Cyl. Os dados parciais da sequéncia, corres-
pondentes ao terminal N da regido Vi, revelam que em 20 clones havia 3 que eram idénticos
e possivelmente ndo eram independentes. As sequéncias obtidas assemelham-se ao subgrupo
T humano e aos subgrupos Ia e IIb dos murinos (quadro 2).

Foram obtidos clones correspondentes a dois conjuntos diferentes de sequéncias de
proteinas de dominio Cy2. Um primeiro conjunto de sequéncias (#72/41) possuia uma regido
Cy2 do terminal N idéntica aquela que foi obtida por sequenciagdo dos fragmentos de 28 kd
da cadeia pesada y; das proteinas, obtidos com papaina, possuia uma regido de charneira curta
com 3 residuos cistefna e uma regidio variavel correspondente aos residuos da armagdo estrutural
(AE4, em inglés FR4) codificados pelos minigenes J adjacentes a charneira. Faltava-lhes
totalmente o dominio Cy1. Este ADNc corresponde a cadeia ys (quadro 4).

Numa sequéncia cstreitamente afim (#72/1) a prolina na posigio 259 € substituida por
treonina.

A sequéncia correspondente a regido Cy3 ¢ a parte restante da regifio Cy2 foram obtidas

por RCP realizada com o ADNc, utilizando como iniciador de Kpnl um poli-T em cuja extre-
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midade 5’ foi inserido um local de restrigio Kprl. A sequéncia total d cadeia y3 corresponde
a um peso molecular (PM) que concorda bastantc bem com os dados obtidos com o protocolo
de EGPA-DSS.

A sequéncia desta cadeia y3 apresenta semelhangas com outras cadeias y7, com a
excepgdo de lhe faltar o dominio Cxl, estando o dominio Vyy adjacente a charneira.

Um, ou a totalidade dos trés residuos cisteina, pode provavelmente ser responséavel por
manter unidas as duas cadeias y3.

Estes resultados permitiram-nos definir um modelo para a molécula IgGs, com base na
sequéncia e clivagem com papaina (figura 5). A papaina pode clivar a molécula em cada lado
das pontes dissulfureto da chameira e também entre os dominios Cy2 e Cy3. Em condigdes
nio redutoras, os dominios Vyy da IgGs podem ser isolados sob a forma de um dimero ligado
por pontes dissulfureto ou sob a forma de um mondmero, consoante o local onde a papaina
realize a clivagem.

Ha um segundo conjunto de clones #72/29 que tem uma sequéncia ligeiramente
diferente para o dominio Cy2 € que foi caracterizado por uma chameira muito comprida precedida
imediatamente pelo dominio varidvel. Esta regido da charneira possui trés residuos cisteina
na extremidade do seu terminal C numa sequéncia homéloga com a da chamneira y3. Esse
segundo conjunto de clones pode representar eventualmente a subclasse de IgG,. Para a parte
constante da cadeia Y3 e também para a cadeia y2 putativa, a maior parte dos clones sdo idénticos,
revelando sequéncias especificas das cadeias y2 ou y3. No entanto, ha alguns clones, tais
como o #72/1, que revelam diferengas menos significativas. Por exemplo, no caso dos clones

#72/1, sdo detectadas duas diferengas nos nucledtidos.
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Foram agora sequenciados total ou parcialmente varios ADNc de regides Vyy, com a
excepgdo de um trogo curto na extremidade do terminal N, que deriva do iniciador.

Apbs a tradugdo, a maior parte revela as sequéncias caracteristicas Sery Cisy, € Tirg
Tir; Cisop das cadeias pesadas da ponte dissulfureto da intra-regido Vyg que liga os residuos
22 ¢29. Todos estes clones tém uma sequéncia correspondente aos resfduos da annagio estrutural
4 (AE4, em inglés FR4) da regido varidvel que precede imediatamente a sequéncia de
charneira postulada (quadro 3). Esta sequéncia ¢ gerada pelos minigenes J ¢ ¢, na maior parte
dos casos, semelhante 4 sequéncia codificada pelos minigenes J dos seres humanos e dos
murinos. O comprimento da sequéncia entre as regides Ciso; € a extremidade do terminal C
das tegides Vg é variavel ¢ nas sequéncias determinadas varia entre 25 ¢ 37 aminoacidos,
conforme seria de esperar dos rearranjos dos minigenes J e D a variar de comprimento.

Surgem varias questdes importantes levantadas pela existéncia unica destas imuno-
globulinas de cadeias pesadas numa situagio néo patolégica. Acima de tudo, serdo anticorpos
genuinos? As imunoglobulinas de cadeias pesadas, obtidas a partir de camelos infectados
com tripanossomas, reagem com um grande nimero de antigénios parasitas, conforme se
demonstra na parte I destes exemplos. Isto implica que o sistema imunitario dos Camelideos
gera um namero grande de locais de ligagdo constituidos por dominios Vyy singulares. Isto ¢
confirmado pela diversidade das regides Vin; das imunoglobulinas de cadeias pesadas obtidas
por RCP.

A segunda questdo ¢ “como sdo segregadas?”. A segregacdo de cadeias pesadas das
imunoglobulinas, que constituem as imunoglobulinas do modelo de quatro cadeias, ndo ocorre em
condigdes normais. H4 uma proteina adventicia, a proteina de ligago de cadeias pesadas, ou
proteina BIP, que impede a segregagdo das cadeias pesadas. A segregagdo apenas pode

ocorrer (13) quando a cadeia leve desloca a proteina BIP no reticulo endoplasmatico.



Ao dimero de cadeias pesadas encontrado no soro de seres humanos ou de murganhos,
que padegam da chamada “doenga das cadeias longas”, falta-Thes os dominios Cul que se
presume que acomodem o local BIP (14). Na auséncia deste dominio, a proteina BIP deixa de
poder ligar-se e de impedir o transporte das cadeias pesadas.

A presenca de uma classe de IgG1 nos camelos, constituida por cadeias pesadas e
leves que representam uma quantidade compreendida entre 25% e 50% das moléculas totais
de TG, levanta também o problema do modo como a maturagdio € o desvio de classe ocorre e
ainda sobre o papel desempenhado pela cadeia leve. A cadeia leve dos Camelideos parece ser
invulgarmente grande e heterogénea quando examinada por EGPA-DSS.

A maior dimenso de um dominio isolado ¢ de 40 A e o intervalo maximo que se
consegue entre os locais de ligagdo de uma IgG convencional com dominios Cyl € Vi ira ser
da ordem de 160 A (2Vig + 2Cul) (19). A supressdo do dominio Cy1 nos dois tipos de anticorpos
de cadeias pesadas desprovidos de cadeias leves, ja sequenciados, tem consequentemente uma
modificagdo do seu intervalo méaximo (figura 6). Na IgGs a distAncia maxima entre as
extremidades das regides Vi ird ser da ordem de 80 A (2Vam). Isto poderia ser uma grave
limitagio  aglutinagdo ou a interligagdio. Na IgG; isto € compensado pelo trogo extremamente
longo da charneira, constituido por uma repeti¢io, que 0corTe 12 vezes, da sequéncia Pro-X
(em que o simbolo X representa Gln, Lis ou Glu) e que fica localizada do lado do terminal N
em relagdo as pontes dissulfureto da chameira. Pelo contrario, na IgG; humana, a chameira
muito comprida que aparentemenic Surge também como resultado de duplicagdo das
sequéncias, ndo contribui para aumentar a distincia existente entre os dois locais de ligagdo,
uma vez que esta chamneira esta intercalada com pontes dissulfureto.

O dominio Vi singular também poderia permitir provavelmente, de uma forma

consideravel, a liberdade rotacional do local de ligagio em relagéo ao dominio Fe.
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Ao contrario das cadeias pesadas dos mielomas, que resultam provavelmente da
supressio do dominio Cy1 numa célula produtora de um anticorpo singular, ou de anticorpos
de cadeias pesadas produzidos por clonagem de expressio (15), os anticorpos de cadeias
pesadas dos Camelideos (desprovidos de cadeias leves) surgiram num ambiente imunolégico
normal e presume-se que tenham experimentado um refinamento selectivo em termos da

especificidade € da afinidade associadas 4 maturaggo das células B.

Expressio e purificagio da proteina V21 do camelo (RD21 pa figura 7). a partir de E. coli

Os clones podem ser €xpressos em vérios tipos de vectores de expressio. Como exemplo,
utilizando um vector ‘lmmuno PBS’ comercialmente disponivel (Huse et al.: Science (1989)
246, 1275) foram obtidos clones, produzidos em ‘Bluescript’, em conformidade com o proce-
dimento anteriormente descrito, por meio de RCP, utilizando o mesmo iniciador de 5’ que contém
o local Xhol e um novo iniciador de 3, correspondente aos residuos 113-103 na armagio
estrutural das imunoglobulinas, onde foi construido um local Spe: TC TTA ACT AGT GAG
GAG ACG GTG ACC TG. Este procedimento permite a clonagem do dominio Vi no
local Xho/Spe do vector ‘Tmmuno PBS’. No entanto, a extremidade 3’ do gene ndo estava em fase
com o “marcador” de identificagdo nem com O codiio de paragem do vector. Para se conseguir
isso, cortou-se 0 arquétipo com Spe ¢ as 4 bases sobressalientes foram preenchidas utilizando
o fragmento de Klenow € depois disso ligou-se novamente o vector.

- O vector de expressdo plasmidico “ipBS’ (‘immunopBS’) (Stratacyte) contém uma
sequéncia lider pelB que ¢ utilizada para a expressdo das cadeias da imunoglobulina em E.
coli sob o controlo do promotor pLAC, um local de ligagio dos tibossomas € os coddes de

paragem. Além disso, contém uma sequéncia para um marcador decapeptidico do terminal C.
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- A estirpe IM101 de E. coli, que acomoda o plasmideo ipBS-Vim21, desenvolveu-se em 1
L de meio constituido por CT (em inglés TB) com ampicilina na concentragio de 100 pg/mL
e 0,1% de glicose a 32°C. A expressdo foi induzida pela adigio de IPTG 1 mM (concentragdo
final) para um valor da DOsso igual a 1,0. Apds a indugfo de um dia para o outro a 28°C,
efectuou-se a colheita das células por centrifugacdo a 4000 x g durante 10 minutos (4°C),
tendo sido recolocadas em suspensio em 10 mL de tampdo TES (Tris 0,1 M-HCl a pH 8.0,
EDTA 0,5 mM e sacarose 0,5 M). Manteve-se a suspensio em gelo durante 2 horas.
Efectuou-se a remogdo das proteinas periplasmicas por choque osmoético mediante a adigdo de
20 mL de tampdo TES diluido a 1:4 v/v com 4gua, manteve-se em gelo durante 1 hora e depois
centrifugou-se a 12 000 x g durante 30 minutos a 4°C. Efectuou-se a didlise da fraccdo
periplasmica do sobrenadante em presenga de Tris-HCl a pH 8,8, NaCl 50 mM, aplicou-se a
uma coluna de escoamento rapido de tipo ‘Q-Sepharose’ (Pharmacia), lavou-se com o tampao
anteriormente referido e realizou-se a eluigio com um gradiente linear de NaCl a variar desde
50 mM até 1 M no tampao.

As fracgBes que continham a proteina Vim ainda foram purificadas numa coluna de

‘Superdex 75° (Pharmacia) equilibrada com tamp#o STP (fosfato 0,01 MapH 72 ¢ NaCl
0,15M). A produgo de proteina Vim purificada varia entre 2 ¢ 5 mg/L de cultura de células.
- As fracgdes foram analisadas por EGPA-DSS (1). A identificagfio positiva do fragmento
do anticorpo de Vi do camelo foi feita por analise das autorradiografias de Western, utilizando
um anticorpo criado em coelhos na presenga de IgGs de camelo purificada e um conjugado de
anti-IgG do coelho/fosfatase alcalina 2).

Como protefnas padrdo (Pharmacia), foram utilizadas proteinas periplasmicas preparadas a
partir de 1 mL de IM101/ipBS-Vir21 com a indugdo feita com IPTG. A figura 8 mostra o

seguinte: C,D: fracgGes provenientes da cromatografia em coluna de escoamento rapido sobre



‘S-Sepharose’ (C: eluigdo feita com NaCl 650 mM, D: eluigdo feita com NaCl 700 mM); E,F:

fracgGes provenientes da cromatografia em coluna de ‘Superdex 75’.

Conforme se pode ver, a impureza principal € eliminada por cromatografia de permuta

ionica e a maior parte das impurezas restantes sdo eliminadas por filtragéo através de gel.
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Comparagio das sequéncias Cy2 e Cy3 do terminal N do camelo com as sequéncias deduzidas de ADNc das
imumoglobulinas do camelo e com as correspondentes sequéncias y dos seres humanos . (A numeragdo esta de

acordo com as regras de Kabat et al. (1987) (7).
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Comparagdo das regides Fr 1 do terminal N da Viy do camelo com a proteina do subgrupo VIl dos seres

humanos e com a proteina do subgrupo VyIIIA do murganho.
Os residuos especificos do subgrupo invariavel estdo acizentados.
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Vg do camelo . charneira R an
GTNEVCKCPKCP :APELPGG PSVFVFP

WGQGTQVT vss

camelo
WGQGTQVT vss — EPKIPQPQPKPQPQP
/
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..........................................

Quadro 5(1)
Cyl humano charneira '. an
3 humana KVDRRV . ELKTPLGDTTHTCPRCP
: EPKCSDTPPPCPRCP

BPKSCDTPPPCPRCP‘APBLLGG PSVFLFP

71 humana KVDRK ——-ABPKSCDKTHTCPPCP ‘APELLGG PSVFLFP
y2 humana xvxvrvi ERKCCVECPPCP Appvnc PSVFLFP
¥4 humana KVDRRV : ESKYGPPCPSCP ;APBFLGG BSVFLFP

Quadro 5(2)
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Reivindicagies

Tmunoglobulina caracterizada pelo facto de possuir duas cadeias polipeptidicas pesadas
capazes de reconhecerem e de se ligarem a um ou 2 varios antigénios, em que as cadeias
polipeptidicas pesadas sdo desprovidas do chamado primeiro dominio na sua regifo

constante (Cx1), sendo esta imunoglobulina desprovida de cadeias polipeptidicas leves.

Imunoglobulina de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada pelo facto de possuir
duas cadeias polipeptidicas pesadas capazes de reconhecerem e de se ligarem a um ou a
vérios antigénios € pelo facto de a sequéncia de aminoacidos da sua regido variavel conter
na posigdo 45 um aminoacido que ¢ escolhido entre os aminoacidos com carga eléctrica

ou é um residuo cisteina.

Imunoglobulina de acordo com uma das reivindicagdes 1 ou 2, caracterizada pelo facto
de possuir duas cadeias polipeptidicas pesadas suficientes para a formagdo de um local
de ligagdo de um antigénio completo ou de vérios locais de ligagéo de antigénios, sendo
esta imunoglobulina também desprovida de cadeias polipeptidicas leves e caracterizada
ainda pelo facto de ser o produto da expressio, numa célula hospedeira procaridtica ou
cucariética, de um ADN ou de um ADNc que codifica a sequéncia de uma imunoglobulma
desprovida de cadeias leves, susceptivel de ser obtida a partir dos linfocitos ou de outras

células dos Camelideos.

Imunoglobulina de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 3, caracterizada

pelo facto de possuir um local de ligagdo do antigénio ou vérios locais de ligagdo dos
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antigénios e especialmente pelo facto de cada regido varidvel de cada cadeia pesada conter

pelo menos um local de ligagio do antigénio.

5.  Imunoglobulina de acordo com uma qualquer das reivindicagSes 1 a 4, caracterizada pelo

facto de ser uma imunoglobulina de tipo G ¢ de classe 2 (IgG2) ou ser uma imunoglobulina

de tipo G e de classe 3 (IgG3).

6. Imunoglobulina de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 5, caracterizada

pelo facto de ser uma imunoglobulina de um Camelideo.

7. Imunoglobulina de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 6, susceptivel de ser
obtida por purificagio a partir do soro de Camelideos, caracterizada pelos factos seguintes:

- néo & adsorvida por cromatografia na coluna de ‘Sepharose’ com Proteina G,
- ¢ adsorvida por cromatografia numa coluna de ‘Sepharose’ com Proteina A,
- possui um peso molecular de cerca de 100 kd apés a eluigdo com uma solugio
tampéo a pH 4,5 (NaCl 0,15 M com #cido acético a 0,58%, ajustada para o valor de
pH igual a 4,5 com NaOH),
- é constituida por cadeias polipeptidicas y2 pesadas com um peso molecular de

cerca de 46 kd e preferencialmente 45 kd apos redug@o.

8.  Imunoglobulina de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 6, susceptivel de ser
obtida por purificagdo a partir do soro de Camelideos, caracterizada pelos factos seguintes:

- ¢ adsorvida por cromatografia numa coluna de ‘Sepharose’ com Proteina A,



Tmunoglobulina de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 8, caracterizada

ter um peso molecular de cerc

tampdo a pH 3,5 (NaCl 0,15 M com 4cido acético a 0,58%),

sua eluigdo tem lugar com uma solugdo

¢ adsorvida por cromatografia numa coluna de

0,58%),

cerca de 45 kd e em particular compreendido entre 43 kd e 47 kd apés redug@o.
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a de 100 kd apds a eluigdo com uma solugdo

‘Sepharose’ com Proteina G e a

tampédo a pH 3,5 NaCl10,15M e acido acético a

é constituida por cadeias polipeptidicas y3 pesadas com um peso molecular de

pelos factos seguintes:

estruturais uma sequéncia de aminoacidos seleccion

possui 4 armagdes estruturais na sua regido variavel, possuindo essas armagdes

sequéncias:

para o dominio da armag@o estrutural 1
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para o dominio da RDC3
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e/ou

- a sua regifio constante possui os dominios Cy2 € Cy3 que compreendem uma
sequéncia de aminoacidos seleccionada entre o conjunto seguinte de sequéncias:

para o dominio Cp2:
APELLGGPTVFIFPPKPKDVLSITLTP
APELPGGPSVFVFPTKPKDVLSISGRP
APELPGGPSVFVFPPKPKDVLSISGRP
APELLGGPSVFIFPPKPKDVLSISGRP
para o dominio Cy3:
GQTREPQVYTLA
GOTREPQVYTLAPXRLEL
GQPREPQVYTLPPSRDEL
GQPREPQVYTLPPSREEM
GQPREPQVYTLPPSQEEN

e/ou

\‘“ ’A\Z\
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13.
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- a sua regido de charneira possui entre 0 e 50 aminoacidos, € especialmente pelo
facto de a sua regifio de chareira possnir uma sequéncia de aminoacidos seleccionada

entre as sequéncias seguintes:
GTNEVCKCPKCP
ou

EPKIPQPQPKPQPQPQPQPKPQPKPEPECTCPKCP.

Imunoglobulina de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 9, caracterizada

pelo facto de ser codificada por uma sequéncia seleccionada entre as representadas na

figura 7.

Fragmento que corresponde a um polipeptido de uma cadeia pesada de uma imuno-
globulina, o qual contém um residuo aminoacido na posigdo 45 da referida cadeia pesada
que € um aminoacido com carga eléctrica ou um residuo cisteina, formando o referido

fragmento um determinado local de ligagdo do antigénio.

Fragmento que possui pelo menos 10 residuos aminoacidos da regido variavel da cadeia
pesada de uma imunoglobulina, incluindo um residuo aminoacido na posigiio 45 da referida
cadeia pesada, sendo esse residuo um aminoacido com carga eléctrica ou um residuo

cisteina.

Fragmento de acordo com a reivindicagio 12, o qual possui pelo menos 20 residuos

aminoacidos.

)
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16.

17.

TP 7
AL

e )
&g

Fragmento de acordo com uma das reivindicagdes 12 ou 13, o qual é a regido variavel da
cadeia pesada de uma imunoglobulina, formando esse fragmento um determinado local

de ligagdo do antigénio.

Fragmento de uma imunoglobulina de acordo com uma qualquer das reivindicacoes 1 a
10, caracterizado pelo facto de ser scleccionado entre o conjunto seguinte:

- fragmentos obtidos por digestiio enzimatica das imunoglobulinas da imvengdo, em especial
aqueles que sfio obtidos por digestio parcial com papaina, dando origem ao fragmento Fc
(fragmento constante) e dando origem ao fragmento FVigh (que contém locais das cadeias
pesadas onde se ligam os antigénios) ou o seu dimero F(Viyh); ou um fragmento obtido
por meio de outra digestdo do fragmento Fc com papaina, dando origem ao fragmento
Fc’ correspondente 2 parte do terminal C do fragmento Fc,

- fragmentos homélogos obtidos com outras enzimas proteoliticas,

- um fragmento correspondente 4 regifio de chamneira da imunoglobulina, ou correspondente
pelo menos a 6 aminoacidos desta regidio de chameira,

- um fragmento da regido de charneira que possua uma sequéncia repetida de Pro-X, em

que o simbolo X representa um residuo aminoécido com excepcao de Glu.

Imunoglobulina de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 10, caracterizada
pelo facto de a totalidade on uma parte da sua regido constante ser substituida pela

totalidade ou por uma parte da regido constante de um anticorpo humano.

Imunoglobulina de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 10, susceptivel de
ser obtida em células procaridticas, especialmente em células de E. coli, por um processo

que compreende os passos seguintes:
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a) efectuar a clonagem, num vector ‘Bluescript’, de uma sequéncia de ADN ou de
ADNec que codifique o dominio Vi de uma imunoglobulina desprovida de cadeias leves,
susceptivel de ser obtida, por exemplo, a partir dos linfocitos de Camelideos,

b) recuperar o fragmento clonado apos a amplificagio, utilizando um iniciador de
5° que contém um local XA ¢ um imiciador de 3’ que contém o local Spe quc possui a
sequéncia seguinte:

TC TTA ACT AGT GAG GAG ACG GTIG ACC TG,

c) clonar o fragmento recuperado em fase no vector ‘immuno PBS’ apos a digestio
do vector com as enzimas de restrigdo Xho e Spe,

d) transformar células hospedeiras, especialmente de E. coli, por transfecgdo com
o vector ‘Immuno PBS’ recombinante do passo ¢,

€) recuperar o produto de expressdo da sequéncia de codificagio Vi, por exemplo,

utilizando anticorpos criados contra o dominio Vyy dos dromedarios.

Imunoglobulina de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 10 susceptivel de
ser obtida em células procariéticas por meio de um processo que compreende os passos
seguintes:

a) efectuar a clonagem, num vector ‘Bluescript’, de uma sequéncia de ADN ou de
ADNe que codifique o dominio Vi de uma imunoglobulina desprovida de cadeias leves,
susceptivel de ser obtida, por exemplo, a partir dos linfocitos de Camelideos,

b) recuperar o fragmento clonado apds a amplificagdo, utilizando um iniciador de
5’ que contém um local Xho que possui uma sequéncia seleccionada entre as seguintes:

AG GTC CAG CTG CTC GAG TCT GG
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AG CTC CAG CTG CTC GAG TCT GG
AG GTC CAG CTT CTC GAG TCT G
e utilizando um iniciador de 3’ que contém um local Kprl que possui a sequéncia seguinte:
CGT CAT CAA GGT AACAGT TGA
e
c) clonar o fragmento recuperado em fase no vector ‘immuno PBS’ apos a digestdo
do vector com as enzimas de restrigdo Xho e Spe,
d) transformar células hospedeiras, especialmente de E. coli, por transfec¢do com
o vector ‘Immuno PBS’ recombinante do passo ¢,
e) recuperar o produto de expressio da sequéncia de codificagio Vi, por exemplo,

utilizando anticorpos criados contra o dominio Vi dos dromedérios.

Imunoglobulina de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 10, susceptivel de
ser obtida por meio de um processo que compreende 0s passos seguintes:

- obter uma primeira sequéncia de ADN ou de ADNc que codifique um dominio Vyy
ou uma parte sua, que tenha uma especificidade determinada contra um determinado
antigénio ¢ que esteja compreendido entre os locais Xo e Spe,

- obter uma segunda sequéncia de ADN ou de ADNc que codifique um dominio Vyy ou
uma parte sua, que possua uma especificidade determinada diferente da especificidade
da primeira sequéncia de ADN ou de ADN, e que esteja compreendido entre os locais
Spe e EcoR],

- fazer digerir um vector ‘immuno PBS’ com as enzimas de restrigio EcoRI e Xhol,

- ligar as sequéncias de ADN ou de ADNc obtidas, que codificam os dominios Vyy, de

modo a que as sequéncias de ADN ou de ADNc sejam clonadas sequencialmente no vector,
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21.

22.

- transformar uma célula hospedeira, em especial uma célula de E. coli, por transfecgio

e recuperar as imunoglobulinas obtidas.

Imunoglobulina de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 10 ou 16 e 17,
susceptivel de ser obtida por meio de um processo que compreende 0s passos seguintes:
- obter uma sequéncia de ADN ou de ADNc que codifique um dominio Vi ou uma parte
sua, que tenha um local de ligago do antigénio com uma especificidade determinada,

- amplificar 0 ADN ou 0 ADNc obtido, utilizando um iniciador de 5> que contenha um
codéo de iniciagdo ¢ um local Hindlll, e utilizando um iniciador de 3’ que contenha um
codio de terminagdo que possua um local X#ol,

- efectuar a recombinagdo do ADN ou do ADNc amplificado no interior dos locais
Hindlll (posigdo 2650) e Xhol (posigdo 4067) do plasmideo pMM984,

- efectuar a transfecgdo de células permissivas, especialmente células NB-E, com o

plasmideo recombinante,

- controlar a expressdo, por exemplo, por meio de um protocolo de EISLE com anticorpos

dirigidos contra uma regido de um dominio Vyy € recuperar os produtos obtidos.

Imunoglobulinas de acordo com a reivindicagdio 20, susceptiveis de serem obtidas por
um processo que consiste em efectuar também a clonagem de uma sequéncia de ADN
ou de ADNc que possua outro local determinado de ligagdo do antigénio, no interior do

plasmideo.

Imunoglobulina de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 17 a 21, caracterizada pelo
facto de poder ser obtida por um processo em que a célula recombinante transformada é

uma levedura, em especial, S. cerevisiae.
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Imunoglobulina de acordo com uma qualquer das reivindicagSes 17 a 21, caracterizada
pelo facto de poder ser obtida por um processo em que o vector é um vector adequado
para a expressdo em células vegetais e as células recombinantes transformadas séo

célula vegetais.

Imunoglobulina ou fragmento de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 20 ou 21,
caracterizada pelo facto de possuir uma actividade catalitica, especialmente pelo facto
de ser dirigida contra um antigénio que simula um estado activado de um determinado
substrato, tendo tais imunoglobulinas, por exemplo, sido modificadas ao nivel do seu

local catalitico por mutagénese aleatoria ou dirigida.

Sequéncia de nucledtidos caracterizada pelo facto de codificar a totalidade ou uma parte
de uma imunoglobulina de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 24, em que

tal imumoglobulina compreende uma sequéncia de péptidos seleccionada entre as seguintes:

VTVSSGTNEVCKCPKCPAPELPGGPSVFVFP
VTVSSEPKIPQPQPKPQPQPQPQPKPQPKPEPECTCPKCPAPELLGGPSVFIFP

GTNEVCKCPKCP

APELPGGPSVFVFP
EPKIPQPQPKPQPQPQPQPKPQPKPEPECTCPKCP
APELLGGPSVFIFP
AEPEZLLGGPSVFVFPPKPKDVLSISGXPK
EPZLPGGPSVFVFPTKPKDVLSISGRPK
~PELPGGPSVIVFPPKPKDVLSISGRPR
APELLGGPSVFITPPKPRKDVLSISGRPK
GQTREPQVYTLAPXRLEL
GOPREPQVYTLPPSRDEL
GQPREPQVYTLPPSREEWN
GQPREPQVYTLPPSQEEM
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< Ay
GGSVQTGGSLRLSCEISGLTPD
GGSVQTGGSLRLSCAVSGFSFS
GGSEQGGGSLRLSCAISGYTYG
GGSVQPGGSLTLSCTVSGATYS
GGSVQAGGSLRLSCTGSGFPYS
GGSVQAGGSLRLSCVAGFGTS
GGSVOAGCGSLRLSCVSFSPSS
WGQGTQVTVSS
WGQGTLVTVSS
WCECQGAQVTVSS
WGOQOGTQVTASS
RGCQGTQVTVSL
e/ou
ALQPGGYCGYGX === 9=9=+-=9=1=-+ cL
VSLMDRISQHE=-=-----+-- -=---GC
VPAHLGPGAILDLEXZIKY-=-->=-~--~- - KY
FTCYSTAGDGGSGE=-==~=-=-+---NMY
:LSGGSCELPLLF-——————-—DY
DWW KYWTCGAQTGGY T F-==—- =+~ G Q
RLTEMGACDARWALA LATRTTFAYDNY
OQOKXDRTRWAEPREW=-- - ===~ - N N
CSRFSSPVGSTSRLES-SDY=-~NY
ERDFSIYY ILXIEY-=--+-=---=KY
DS PCYMP MPALAPPIRDSFGW=--DD
TSSFYWYCTTAPY - =-~- === -+ NV
TEIEWYGCNLRTT?F-=-~-=-=----TR
HNOLAGGWYLDPNYWLSVGAY--&I
RLTEDMGEGA DARWATLATRTT EFZRY NY
DGWTREKEGGIGLPWSVQCEDGYNY
DSY?C:—.LZ_——--—-———-———--—D\’
vVEYPILDMNCS ===~ - = = = = = = R Y

Sequéncia de nucleotidos caracterizada pelo facto de codificar uma imunoglobulina de

acordo com uma qualquer das reivindicages 1 a 24 e pelo facto de compreender uma

sequéncia seleccionada entre as representadas na figura 7.
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Processo para a preparagdo de um anticorpo monoclonal de acordo com uma qualquer
das reivindicagBes 1 a 24, dirigido contra um determinado antigénio, sendo o local de
ligagdo do antigénio constituido pelas cadeias polipeptidicas pesadas e em que o referido
anticorpo ¢ ainda desprovido de cadeias polipeptidicas leves, compreendendo esse processo
0s passos seguintes:

- imortalizar linfocitos obtidos, por exemplo, a partir do sangue periférico de Camelideos
previamente imunizados com determinado antigénio, com uma célula imortal ¢ de
preferéncia com células de mieloma, para se formar um hibridoma,

- criar em cultura as células imortalizadas (hibridoma) formadas e recuperar as células

produtoras de anticorpos que possuam a especificidade desejada.

Processo para a preparagdo de anticorpos dirigidos contra determinados antigénios, o
qual compreende os passos seguintes:

- clonar no interior de vectores, especialmente no interior de fagos e mats particularmente
bacteriéfagos filamentosos, sequéncias de ADN ou de ADNc obtidas a partir de linfocitos de
Camelideos previamente imunizados com determinados antigénios, capazes de produzirem
uma imunoglobulina de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 24,

- transformar células procaridticas com os vectores supramencionados em condigbes
que permitam a produgdo dos anticorpos,

- seleccionar o anticorpo adequado, submetendo as células em transformagdo a uma
selecgdo por afinidade com os antigénios,

- recuperar os anticorpos que possuam a especificidade desejada.
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Processo de acordo com a reivindicagfio 28, em que o vector de clonagem € um plasmideo
ou um virus eucaridtico e a célula transformada é uma célula eucaridtica, especialmente
uma célula de levedura, uma célula de mamifero, uma célula vegetal ou uma célula de

um protozoario.

Processo de acordo com a reivindicagdo 28, em que o vector de clonagem é um plasmideo

capaz de exprimir a imunoglobulina na membrana bacteriana.

Processo de acordo com a reivindicagdo 28, em que o vector de clonagem ¢ um plasmideo

capaz de exprimir a imunoglobulina como uma proteina segregada.

Imunoglobulina de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 24, caracterizada
pelo facto de ser dirigida contra um antigénio, tal como um antigénio de uma bactéria,
de um virus ou de um parasita, ou contra uma proteina, um hapteno, um hidrato de carbono

ou um acido nucleico.

Imunoglobulina de acordo com uma qualquer das reivindicagGes 1 a 24, caracterizada

pelo facto de ser dirigida contra uma imunoglobulina idiotipica.

Imunoglobulina de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 24, caracterizada

pelo facto de ser dirigida contra um receptor celular ou uma proteina membranar.

Imunoglobulina de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 24, caracterizada

pelo facto de possuir uma actividade catalitica.

fe
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Imunoglobulina de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 24, ou um fragmento
de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 11 a 14, caracterizada pelo facto de ser

conjugada com uma toxina.

Utiliza¢do de um fragmento que compreende uma sequéncia repetida Pro-X em que o
simbolo X representa qualquer aminoacido com excepgdo de Glu, que constitui uma

ligacdo entre moléculas.

Utilizagdo de acordo com a reivindicagdo 37, de um fragmento que compreende uma

sequéncia repetida Pro-X em que o simbolo X representa Gln ou Lis.

Utilizagdo de um fragmento de acordo com uma das reivindicagdes 37 ou 38, em que a
sequéncia repetida Pro-X contém pelo menos 3 repetigdes de Pro-X e em especial um
fragmento constituido por uma repeti¢do de 12 vezes da sequéncia Pro-X, para acoplar

dominios de proteinas ou uma proteina e um ligando.

Utilizagdo da regido de charneira ou de um fragmento da regiio de chamneira de uma
imunoglobulina de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 24 para acoplar

dominios de proteinas ou uma proteina e um ligando.

Utilizag¢do de um fragmento que compreende a sequéncia de aminoacidos

EPKIPQPQPKPQPQPQPQPKPQPKPEPECTCPKCP como ligagio entre moléculas.
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Utilizagdo de acordo com a reivindicagdo 41, de um fragmento que possui a sequéncia
de aminoacidos EPKIPQPQPKPQPQPQPQPKPQPKPEPECTCPKCP, para acoplar

dominios de proteinas ou uma proteina ou um péptido ¢ um ligando.

Imunoglobulina de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 24, varaclerizada pelo

facto de ser um anticorpo heterospecifico.

Vector recombinante caracterizado pelo facto de compreender uma sequéncia de nucledtidos
de acordo com uma das reivindicagfio 25 ou 26 e pelo facto de ser um plasmideo, um

fago, especialmente um bacteriofago, um virus, um YAC ou um cosmideo.

Célula ou organismo recombinante caracterizados pelo facto de serem modificados por

um vector de acordo com a reivindicagéo 40.

Banco de ADNc constituido por sequéncias de nucleétidos que codificam uma imuno-
globulina de cadeias pesadas de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 24,
tais como as que podem ser obtidas executando os passos seguintes:

a) tratar uma amostra que contenha células linfoides, em especial linfécitos
periféricos, esplendcitos, nodos linfaticos ou outros tecidos linfoides provenientes de um
animal saudavel escolhido especialmente entre os Camelideos, com a finalidade de
separar os Linfocitos B,

b) separar 0 ARN poliadenilado de outros 4cidos nucleicos ¢ de outros componentes

das células,
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©) fazer reagir o ARN assim obtido com uma transcriptase reversa, com a finalidade
de se obter o ADNc correspondente,

d) fazer contactar o ADNc assim obtido com os iniciadores de 5° comrespondentes a0
dominio Vy; do murganho, da imunoglobulinas de quatro cadeias, possuindo esse iniciador
um determinado local de restrigdo, por exemplo, o local XAol, ¢ com os iniciadores de
3’ correspondentes & parte do terminal N de um dominio Cy2,

e) amplificar o ADN,

) clonar num vector a sequéncia amplificada, em especial num vector ‘Bluescript’,

g) recuperar os clones que hibridem com uma sonda comrespondente a sequéncia
codificadora de um dominio constante de uma imunoglobulina de cadeias pesadas que

tenha sido isolada.

Lisboa, 19 de Setembro de 2001

-
///\.} Agaeie Oficial da Propiiedade Indusinal

)

JOSE DE SAMPAJKE
A0PL S

Rua do Salitre, 105, ric-Dr*
1269-063 LISDOA




Resumo

“Imunoglobulinas desprovidas de cadeias leves”

IgG de 4 cadeias,
do camelo

(18G1)

IgG de cadeias pesadas
1gG de cadeias de charneira comprida,
pesadas de charneira de camelo

curta, de camelo (1eG2)

(12Gs)

3

Representagio esquemdtica das imunoglobulinas IgG; e IgG; e IgGs putativas. A sequéncia (Pro-X); da

molécula IgG; putativa pode ser modelada numa repeti¢io 6 aa

A invengdo diz respeito a uma imunoglobulina isolada, caracterizada pelo facto de
compreender duas cadeias polipeptidicas pesadas suficientes para a formagdo de um local
completo de ligagio do antigénio ou varios locais de ligagio dos antigénios, sendo ainda esta

imunoglobulina desprovida de cadeias polipeptidicas leves.

Lisboa, 19 de Setembro'dé'Z(OOI
[Z/o Agamte Oficicl da Propriadade indusiral
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IgG de 4 cadeias,
do camelo
(18Gi)

1gG de cadeias pesadas
1gG de cadeias de charneira comprida,

pesadas de charneira de camelo
curta, de camelo 1gGy)
(18Ga}

putativa pode ser modelada numa repeticiio 6 an

Figura 6: representagfio esquemitica das imunoglobulinas 1gG, ¢ IgG; ¢ IgG, putativas. A sequéncia (Pro-X),; da molécula 1gG
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A TCGGTGCAGGCTGGAGGETCTC TGAGACTCTC - ~GTGCGE-CAGCCTCTS
CTCGETGCAGGCTGGAGGETCTCTGAGACTC TCC TG TGCATCTTCTTCTA
CTCGETGCAGACTGGAGGATCTCTGAGACTCTCC TG TGCAGT--C-TCTG
GTCGGTGCAGGTTGGAGGS TCTCTGAGACTCTCCTGTAATGT--C-TCTG
GTCGG TG AGGCTGGAGGS TCTCTGAGAC TCTCC TG TAATGT--C-TCTG
CTCGGCGCAGGCTGGAGGATCTC TGAGACTC TCC TG TGCAGS - -CCACGS
CTCGG T TCAGGTTGGAGEGTCCC TTAGAC TCTCC TG TGCAGE - -C-TCTG
CTCGGTGCAGEETGGAGSS TCTCTGAGAC TCTCC TG TGCAL - - - TCTCTS
CTCGETGCAGGECTGGAGGS TCTCTGAGAC TCTCC TG TACAG -~ -GCTCTS
CTCGGTACAGSTIGGAGGSTCTCTGAGACTC TCCTGTGTAG - - -COTCTA
CTCGGTACARACTGGAGGSTCTCTGAGACTCTCTTGEG - - ~AAATCTCTS
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CTCGGTGCAGETTGGAGGSTC TC TGARAC TCTCC TG TAAAAT - - ~-CTCTS
CTCGGTGCAGGCTGGGEGGTCTCTGACACTCTCTTGTG - - -TATACAC - -
CTCGGTCCAACCTGGAGGATC TCTGACACTCTCCTGTACAGTT---TCTS
CTCGGTGGAGGC TGGAGSS TC TC TGAGACTC TCCTGTACAG - - -CCTCTG
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ClAGGCAAGGAGEGCGAA T TTG TCTCAAG TATAAATATTGATGS TAAGALD
TCAGGAAAGCAGCGTGAGGGGGTCGCAGCCATTAATAGTGGCGETESTAS
CCAGGGAGGGAGCGTGAGGGGGTCACAGSGATTAA —~ - = = - CACTGATGS

CAGGGAAGGAGTCGTGAGGGGETCACAGCGATTANA -~ ==~ CACTGATGG
CCTGGGAAGGGGCGTGAGGGGE TCGCAACAATTAATEE TGS TC G - = = — — —

CCAGGGAAGGAGCGTGAATTGGTCGCAGCGATTCAAGTTGTCCGTAGTGA
CCAGGCAAGGAACGTGAGGGGATCGCAACTATTC TTAATGG TGS TACTAA
CCAGGGAAGGAGCGTGAGGGGGTCGCGGGTATTAATAGTGCAGGAGGTAA
CCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGCAAGTATATATTTTGSTGA GGTGG
CCAGGGGATGAGTGCAAATTGGTCTCAGGTATTCTGAGTGATGGTACT-C
CCAGGAAATGTGTGTGAGTTGGTC TCAAGTAT T TACAGTGATGG -~ ~ = -
CCAGAGAAGGAGCGCGAGGGGATCGCAGTICTTICGACTAAGSATGSTAA
CCAGGGAAAGAGTGCGAAAGGGTCGCGCATATTACGCCTGATGGTATGA -
CCAGGGAAGGACCGTGAAGTAGTCGCAGCCECTAATACTGO TG -~ — -~ - =
CCAGGGCAGGAGCGCGAGGGGGETCGCGTTTO TTCAAACG G~ = —mmm e e =
CCAGGGAAGGAGTGCGAA TTGG TCTCAAGCATTCAAAS TAATGGAAGSAC

CAAGTACA----~====-oeom o CATACTCCGTGAAGGGCCGCTTCACS
AACATACG--=-=-==~--oen CAGACTCCGTGAAGGGECCGATTCACS
GACATACTA-CAACACATATGTCGCCGAGTSS TGAAGGECCGATTCGCS
CAGTATCAT-ATACGCA~~-~~-- GCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACT
CAGTGTCAT-ATACGCA-~~--~ GCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACT
------ CGA-CGTCACATACTACGCCGACTCCGTGACGEGCCEATTTACE
TA’T——CGC-C-TCACAGACTACGCCGACTCCGTGAAGGGACGATTCACC
------------- CACATACTATGCCGACTCGETGAAGSGCCGATTCACT
------------- TACTTACTATGCCGACGCCGTGAAGGGCCGATTCACT
------------- TACGAATTATCGCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACC
CATATACAAAGAGTGGAGACTATGCTGAGTCTGTGAGGGGCCGGGTTACC
CA-AXACATACTACGTCGACC - -GCA~mmmm e TGAAGGGTCGATTCACC
Gr--e-mmmmmm e CATTCTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACT
-------------- CCTTCATTGATGAACICGTGAAGGGECGATTCACS
------ CGACTAGTAAATTCTACGTCGACTTTGTGAAGGGCCGATTCACC
--CTGACAAT-AGTGCATTATATGGCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACH
AACTGA-------===-ncou GGCCGATTCCGTGCAAGGCCGATTCACS

ATGTCCCGAGGCAGCACCGAGTACACAGTATTTCTGCAAATGGACAATCT
ATCTCCCAAGACAGCGCCAAGAACACGGTGTATCTGCAGATGAACAGCCT
ATCTCCCAAGACAACGCCAAGACCACGGTATATCTTGATATGAACAACCT
ATCTCCCAAGACACCGCCAAGGAAACGGTACAT:TCCAGATGAACAACCT
ATCTCCCAAGACACCGCCAAGAAAACGGTATATCTCCAGATGAACAACCT
ATCTCCCG GACAGCCCcAAGAATACGGTGTATCTGCAGATGAACAGCCT
ATCTCCCAAGGCAACACCAAGAACACAGTGAATCTGCAAATGAACAGCCT
ATCTCCCAAGACAGCACGTTGAAGACGATGTATCTGCTAATGAACAACCT
ATCTCCCAAGGGAATGCCAAGAATACGGTGTTTCTGCAAATGGATAACTT
ATCTCCCAACTCAACGCCCAGAACACAGTGTATCTGCAAATGAACAGCCT
ATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACATGATATACCTTCAAATGAACGACCT
ATTTCTAGAGAGAATGCCAAGAATACATTGTATCTACAACTGAGCGGCCT
ATCTTCT“AGATAATGACAAGACCACTTTCTCCTTACAACTTGATCGACT
ATCTCCCGAGACAACGCCCAGAAAACGTTGTCTTTGCGAATGAATAGTCT

FIG. 7(2)

PR

-



DRULZOCE
SRITG08
DR13002
Or.100s8
Dr24005
DR25003
DR1200¢
DRC700¢
DR1I5006

DROS003
DR1700%
DR13005
DRC200%5

SIS I

DD N ONO

C) UL N <) W) Oy D e L) s
OO OQOUWLMOMDOOLDOOO
OO OO O0

NN Oy GV Oy Oy Oy OY Gy O Oh O Oy O

pes

O N R NN

¢00¢

DoooovyoUuDoOUIOLOO
IR I I TR T S B v I

DRO1006
DR27006
DR03005
DR11005
DR24005
DRi600G5
DR12%Q00CE
DRG7008
DR16005
DR20006
DR25006
DR200056
DR21005
DRO5005
DR17006

A
g
12 / 146 3

—~" W A~~~ bl ARANIIN AN ARSI A R R R ATV N S ATt o e
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ATCTCCCACGACAACGT CAAGAACACGITGTATCTGCAAATGCGCAALC T
A ~e ~ ~ el Sodas’alash Waalalealanladh W U We oot WY I~~~
ATCTCCCIGAGACARATTCCA GAACTACZAS PRC D U ;u\_:&:x..-‘.;.u:*.:\CAkJ\.\ -

GArATTTGAGGACACGGIGATETATTACTGTARNAC -~ - - -Gl 2CTAC - -
GA AT TGAGGACACGGCGATGTATTACTGTARAAT -2 - --G2--TTC~ -
AACCCCTGAAGACACGETTACGTATTACTGTGIGGELGE - - -TCCZAGCT S
GCALCCTGAGGATACGGCCACCTATTACTGCGCGG 2 - - ~-GAZTEASGS
GlAACCTGAGGATACGGCCACCTATTACTGCGCGGCAM -~ -GAZTGACSGS
ARACCTGAGGACACGGCCATCTACTTCTGTGCAGCAG-~--G-=~--~ CTC
GACACCTGAGGACACGGCCATCTACAGTTGTGCGGCARL ---C -~ - -~ CAG

GAAACCTGAAGACACGGGCACCTATTACTGTGCTG-CA---GAACTAAGT
GAAACCTGAGGACACGGCCATCTATTACTGCGCGG-CG---GATAGTCCA
GARACCTGAGGACAGCGCCATGTACTACTGTGCAATCA - - -CTGAAATTG
AAACCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGCGCGGTAGATGGTTGGACCC
CARACCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTGCG -~ ~~— ===~ ===~ ~ ccC
GAACCCGCGAGGACACTGCCGACTACTACTGCGC TGCAAATCAATTAGS - -

GAGGCCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGGCAGAT TG - -~~~ - -
GA2ACCTGAGGACACGGCCATCTATTACTGTGCGGCAG -~ - - - CGGACCC
GCAACCTGACGACACTGGCGTGTACTACTGTGCGGCT —— =~ ~ === = - A
GAAACCCGAGGACACGGCCETGTATTACTGTGGGGCAGT -~~~ === ===
------------------------ A-AC--CTGGGGGTTATTCTGGGTA-
------------------------ GTAC--CCGTGCCATCTCCTTGATG -
ACTTGGGACCT------~-=====-- GCG-CCATT------ CTTGATTTG

AGATGGGGGCTTGTGATGCGAGATGGGCGACCTTAGC --GACAAGGAC -G
AGATGGGGGCTTGTGATGCGAGATGGGCGACCTTAGC - -GACRAGGAC -G
GCGTTTTT-CTAGTCCTGTTGGGAGCACTTC -TAGAC ---TCGARAGTAS

TAGTTTTTACTGGTACT-~-=-~~~ GCAC----=--- C---ACG------ G
GGTGGTAGTTGTGAATTGC ---CTTTGC-----~ TATTTGACTA--=-=~-

GTTACATGCCGACTATGC -- -CCGCTCCCCCGATACGAGACACTTTTGS
AGTGGTATGGGTGCAATTT - - - AAGGACTACTTTTACT-~-~C- ===~ = G
GGAAGGAAG--GGGGAATCGGGTTAC - - - ~-CCTGGTCGGTCCAATGTGAA
GGTTGAR--->-=-~-- = TATC----CTATTGCAGAC--ATGTGTT
--~-TGGTGGCTGGTAT T~~~ -~ - TGGACCCGAATTACTGG-CTCTCTGTG

== -GAAATACTGGA----CTTGTGGTGC --CCAGA-CTGG-~-~---- =~ G
AAGTATATATTATAGTATC--=--=-~-- CTCCNNAT - mmm e e e e e e m
AAGAAGGATCGTA----- CTAGATGGGC-~~=-=-=~~ CGAGCCT--~-=-~
--------------------- CTCCCTAA--TGGACCGAATTTC

--TGGGTANTGCCTCTGGGGTCAGGGGACCCAGETCACCGTCTCCTCACT
==Tecmoemeee- CTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCACT
AAAAAGTATAAGTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCACT
TTTGCGTATAACTACTGGGGCCEGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCACT
TTTGCGTATAACTACTGGGGCCGEEGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCACT
CGA-CT-ATAACTATTGGGGCCAGGGGATCCAGSTCACCGTC AL TCACT

CGC-CTTATAACGTCTGGGSTCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCALT
CTGGG----~=-=-=~-~-- GCCAGGGCACCCAGGTCACCGTCTCCTCALT
CTGEGATGATTTT- -~ -~ GGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCACT

CTGGG----====--- ==~ GCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCACT
GATGGTTATAACTATTGGGGCCAGSGGACCCAGGTCACCGTC TCCTCAC -
CGAGAT----ACG- - -GCGACCCGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCAC -
GGTGCATATGCCATCTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCAC -
GATACTTCGGACAG - TGGGETCAGGGGGCCCAGGTCACCGTCTCCTCACT
--TGAGTATAAGTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA - -

FIG. 7(3)
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CGAGAATGGAACAACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTC?——

CCAACATGGG--TGCCGGGGCCAGGGAACCCAGGTCACCGTCTCCT-—-
AG----TTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTTAATA SATTC
AG----TTACCCGTACGAGCTTCCGGACTACGGTTCTT ATAGAATTC
AGCTAGTTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC
AG-—--TTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC

AGCTAGTTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC
--—-AGTTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC
----AGTTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC
----AGTTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC
——--AGTTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC
----AGTTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC
‘--TAGTTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC
---TAGTTACCCGTACGACGAACCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC
---TAGTTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC
AGCTAGTTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC

--_-__.._—--——~---—---_-_-—__-____-.-_--_-—----.-_-

FIG. 7(4)
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