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Relatério Descritivo da Patente de Invencao para "PROTEINA
DE FUSAO RECOMBINANTE, OLIGOMEROS E USO DOS MESMOS,
BEM COMO SEQUENCIA DE DNA RECOMBINANTE".

A presente invencao refere-se a Bi- ou oligbmeros de Bi-, tri-,
tetra- ou pentameros de proteinas de fusdo recombinantes, em que as prote-
inas de fusdo recombinantes apresentam pelo menos um componente A e
pelo menos um componente B. Além disso, a presente invengao refere-se ao
emprego de tais bi- ou oligbmeros para a preparagdo de um medicamento
ou 0 seu emprego para o diagnéstico in-vitro. Finalmente, a presente inven-
cao refere-se também a proteinas de fusao, que apresentam um componen-
te A e um componente B, sendo que o componente B contém um fragmento
multimerizante ou oligomerizante ou um derivado funcional de um tal frag-
mento de uma proteina, escolhido do grupo, constituido da familia das prote-
inas C1q ou das colectinas. Também seqiiéncias de DNA, que codificam
para uma tal proteina de fusdo, bem como vetores de expressado e células
hospedeiras, que contém a seqiiéncia de DNA ou o vetor de expressdo, sao
objeto da presente invencao.

Proteinas, que aparecem fisiologicamente como di-, tri-, tetra- ou
pentameros, estdo presentes em grande namero na natureza. Em virtude
das acgbes reciprocas nas superficies destas proteinas di- ou multimerizantes
em solugdo podem ocorrer armazenagens conjuntas de proteinas esponta-
neas ou também por exemplo, cineticamente retardadas, pois sdo depen-
dentes da concentragdo e/ou do meio. Para isso, sdo responsaveis acdes
reciprocas hidrofobas, ligagées de pontes de hidrogénio e/ou forgas de Cou-
lomb.

Além disso, em certas proteinas encontram-se motivos de estru-
tura, que conduzem a formacgao de estruturas supersecundarias intermolecu-
lares condicionadas por estruturas especificas e, com isso, a dimeros ou
multimeros de proteinas. A formacao de estruturas supersecundarias basei-
a-se nas seqiiéncias de aminoacidos caracteristicos das proteinas que for-
mas estes di- ou multimeros. Como estruturas supersecundarias seriam ci-

tadas por exemplo, as chamadas "Coiled-Coil-Helices", que provocam uma
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di- ou multimerizacao de proteinas pelas interagbes das alfa-hélices caracte-
risticas, que aparecem em cada proteina formadora da forma Coiled-Coil. A
hélice Coiled-Coil como "dominio de di- ou multimerizacao" intramolecular de
proteinas representa-se estruturalmente como superhélice com dois ou mais
filamentos, torcida em si propria. Tais motivos Coiled-Coil aparecem especi-
almente em dimeros ou multimeros de proteinas extracelulares, mas de
modo muito particular em proteinas ou em complexos de proteinas do tecido
conjuntivo.

Assim, por exemplo, Beck et al. (J. Mol. Biol. (1996) 256, 909-
923) descrevem uma proteina de tecido conjuntivo, a chamada Cartilage
Matrix Protein (CMP), cuja agregagdo a um homotrimero se baseia na hélice
tripla, que representa o resultado da armazenagem comum de trés hélices
completares (em cada caso como componente de um polipeptidio), com
amostra de Coiled-Coil. Para esta sequéncia de aminoacidos de uma tal hé-
lice formadora de uma hélice tripla é caracteristico, com isso, a amostra
heptad (abcdefg),. Seus aminoécidos nas posi¢oes a e d portam usualmente
cadeias laterais apolares e permitem, com isso, a formagao da estrutura su-
perhelicoidal descrita acima, aqui como hélice tripla de trés hélices.

Além disso, encontra-se descrito na literatura, que em uma outra
proteina de matriz extracelular (Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP))
mesmo cinco hélices na forma de uma Coiled-Coil com cinco filamentos in-
teragem umas com as outras e, com isso, podem formar pentameros. (Kaja-
va, PROTEINS: Structure, Function and Genetics, 24:218-226 (1996); Ma-
lashkevich et al, Science, volume 274, 761-765, 1996).

Além das proteinas da matriz COMP e CMP, que nao pertencem
as proteinas da familia do colageno, encontram-se além disso, também nas
proteinas da familia do colageno fendmenos de multimerizagao condiciona-
dos pela estrutura especificos pela formacao de estruturas supersecundari-
as. Com isso, a estrutura das fibras de colageno é caracterizada pelo tropo-
colageno, que se constitui em trés polipeptidios transpostos helicoidais.
Também a protofibrila de um cabelo é formada de uma hélice tripla a partir

de alfa-queratina com o motivo "Coiled-coil", todavia com passo para a es-
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querda.

Para aumentar a afinidade de ligantes, Terskikh et al. (PNAS,
volume 94, 1663-1668, 1997) propuseram aplicar proteinas de fusdo que
apresentam um peptidio curto com fungéo ligante e os "dominios Coiled-
Coil" da proteina da matriz COMP. Para estes pentdmeros pdde ser detec-
tada uma maior afinidade, sendo que os agregados de ordem superior nao
puderam ser obtidos por este meio.

Além disso, com base em suas homologias de seqiiéncia em
seus respectivos segmentos de seqiiéncias multimerizantes, as proteinas
Cla, colageno a1 (X), a2 (VII), a proteina em repouso (hibernating protein)
ACRP30, a proteina com estrutura auricular interna, a cerebelina e a multi-
merina como familia da proteina foram reunidas sob a denominagao familia
C1q (Kischore und Reid, Immunopharmacol., 42 (1999) 15-21), que se apre-
sentam igualmente condicionadas pela estrutura como dimeros ou multime-
ros. Entre as proteinas que aparecem nesta familia com propriedades de
multimerizagao esta caracterizada por exemplo, a estrutura da proteina C1q,
conhecida do sistema complemento, é caracterizada por mondmeros que
apresentam cada um deles, um segmento de seqiiéncia globular chamado
dominio "de cabega" e um segmento de seqiiéncia helicoidal "semelhante ao
colageno”. Os mondmeros trimerizam sobre este segmento de seqiiéncia
helicoidal, que forma uma hélice tripla Coiled-Coil. Seis destes trimeros C1q
forma novamente um oligdmero, sendo que novamente a oligomerizagao
dos trimeros de proteina baseiam-se em interagdes entre as hélices triplas
Coiled-Coil individuais. No resultado esta disposi¢do estrutural na proteina
ou no complexo de proteina multi- (oligo-) merizado C1q conduz a uma for-
macédo denominada como "Bouquet", assegurando-se que 18 dominios "de
cabega" dispostos com terminagédo C, globulares, sdo ligados em um hexa-
mero de trimeros.

Uma estrutura semelhante como na proteina C1q também é en-
contrada na proteina ACRP30, igualmente uma proteina da familia C1q (Hu
et al, J. Biol. Chem. Vol. 271, nimero 18, 10697-10703, 1996). No caso des-

ta proteina do soro secretada por adipécitos trata-se com preponderante
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probabilidade de quatrémeros de trimeros, sendo que, tal como também na
proteina Clg, os dominios terminados em C, globulares sao ligados através
de hélices triplas semelhantes ao colageno. Presumivelmente, quatro destas
hélices triplas formam finalmente outra vez um oligdbmero por interagbes cor-
respondentes. Na publicagao de Shapiro e Scherer (Current Biology 1998, 8
: 335-338) encontra-se representada a estrutura de um homotrimero de
ACRP30 determinada com auxilio da analise estrutural de raios X.

Além disso, da literatura sao conhecidas proteinas da classe das

colectinas, que sao caracterizadas por um dominio do tipo do colageno, uma

regiao do pescogo e além disso, por um dominio de ligacao de lecitina termi-
nada em carbéxi globular. Também as colectinas aparecem fisiologicamente
como oligémeros de trimeros. Aassim, por exemplo, as proteinas trimerizam
Lung Surfactant Protein A (SP-A) e a proteina de ligagcao da manose (MBP),
em cada caso da familia das colectinas, pelas interagdes de seu dominio
“parecido com o coldgeno"” e apresentam-se finalmente, como hexameros de
trimeros (Epstein et al, Current Opinion in Immunology, volume 8, numero 1,
1996, 29-35). Com relacdo a isso, portanto, as proteinas também conheci-
das sob a denominagéao colectinas formam oligémeros (por exemplo, hexa-
meros) de multimeros (por exemplo, trimeros).

Da literatura deduz-se, além disso, que inimeras proteinas que
atuam fisiologicamente como moléculas de sinal, podem transduzir um sinal
bioldgico somente em determinados estados. Assim, por exemplo, FasL dis-
posto em posi¢cao de membrana tem efeito biolégico, isto &, apoptético, en-
quanto que apos dissociagao dos segmentos da proteina extracelular do
segmento em posi¢cao de membrana (chamado sFasl) esta fragao sFasL
nao ligada com a membrana fisiologicamente nao pode mais provocar ne-
nhum efeito apoptético sobre células alvo. Na publicagdc de Schneider et al.
(J. Exp. Med., Vol. 187, numero 8, 1998, 1205-1213) foi descrito, que o efeito
biologico de trimeros sFasL, que - tal como foi esclarecido acima - sao obti-
dos apds dissociagédo do segmento de proteina em posicao de membrana,
pode ser reativado igualmente pela adicao de anticorpos reticuladores com

relagao a sua funcao fisioldgica. Para isso, foi expressa uma proteina de fu-
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sdo, constituida do dominio de trimeriza¢ao de FasL, de uma seqiiéncia de
ligagdo curta e de uma marcagéo Flag (com a seqiiéncia de aminoacidos
Flag (cddigo de uma letra) DYKDDDDK) e tais proteinas de fuséo trimeriza-
das néo condicionadas pela estrutura (isto &, nao sobre interacdes de estru-
tura secundaria especificas com o resultado da formagdo de uma estrutura
supersecundaria) s&o reticuladas pelos anticorpos voltados contra a marca-
¢ao Flag.

Tais moléculas sFasl reticuladas pela ligagao do anticorpo mos-
tra um aumento significativo da atividade apoptética especifica em compara-
¢ao com os trimeros sFasl ndo reticulados. Este procedimento proposto por
Schneider et al., apresenta, no entanto, a desvantagem, que além das pro-
teinas FasL recombinantes néo ligadas com a membrana com o dominio de
trimerizagao também tém ser aplicados anticorpos especificos, isto &, € obti-
do um aumento da atividade biolégica somente pela preparagao de uma ou-
tra fragdo da molécula. Além disso, pelo ensinamento proposto por Schnei-
der et al. ndo é possivel, assegurar um grau de oligomerizagéo indicado ou
determinavel exatamente dos multimeros. Os anticorpos podem provocar, na
verdade, que os trimeros FasL se liguem aos dimeros ou entao também um
amplo espectro de complexos oligomerizados aparega até aos enormes a-
gregados sFasL/anticorpos. Ja que por exemplo, para o uso medicinal é exi-
gido um produto exatamente definido com maxima eficacia, no resultado,
portanto, o processo para a reativagdo ou para o aumento da atividade
sFasL proposto por Schneider et al. ndo ¢ praticavel.

Um objetivo central da presente invengéo & agora, pér a disposi-
¢ao compostos, que evitam as desvantagens do estado da técnica, especi-
almente também apresentem a atividade biolégica aumentada ou entéo cau-
sam uma reativagéo da atividade bioldgica.

O presente objetivo é solucionado pelo objetivo da reivindicagao
1, a saber, bi- ou oligbmeros de um di-, tri-, tetra- ou pentdmero de proteinas
de fusdo recombinantes pelo fato, de que as proteinas de fusao recombinan-
tes apresentam pelo menos um componente A e pelo menos um componen-

te B, sendo que o componente A abrange uma profeina ou um segmento
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de proteina com fungao bioldgica, especialmente com fun¢ao de ligagao e o
componente B abrange uma proteina ou um segmento de proteina, que/o
agrega o di-, tri-, tetra- ou pentdmero de uma proteina de fusdo recombi-
nante com funcao bioldgica sem efeito de moléculas terciarias bi- ou oligo-
merizadas ou entao proteinas de fusdo em di- ou multimeros e une estes di-
ou multimeros simultaneamente sem efeito de moléculas tercidrias em um
bi- ou oligdmero.

Na apresentagao da presente invencao os termos di-, tri-, tetra-
ou pentamero sao reunidos sob o termq’/multl’mero e compreendem-se sob
isto complexos de proteinas de dois, trés, quatro ou cinco polipeptidios
(proteinas) armazenados juntos. Ao contrario, os agregados da proxima or-
dem superior, isto €, as agrega¢des de dois ou mais di-, tri-, tetra- ou penta-
meros no sentido acima sao denominados como bi- ou oligdmeros. Por uma
proteina ou segmento de proteina com fungao bioldgica (componente A na
proteina de fusao) compreendem-se especialmente proteinas, que tém uma
funcao ligante, muito particularmente para anticorpos ou receptores (isto €,
como participantes de ligagao com uma ou mais molécula(s) podem colocar-
se em acgao reciproca), sequéncias de aminoacidos modificados, por exem-
plo, sequéncias de aminoacidos com substancias ativas acopladas covalen-
tes ou nao covalentes (eventualmente de natureza organica-quimica), anti-
corpos ou segmentos de anticorpos com paratopos ou seus horménios, por
exemplo, horménios de peptidios. De modo muito particular a presente in-
vencao abrange sequéncias de aminoacidos de proteinas de sinal, que bio-
logicamente ja sao ativas como mondmeros e correspondentemente como
componente em um complexo de acordo com a invengao sdo aumentadas
em seu efeito ou entdo através de sua multi- ou oligomerizacao introduzida
de acordo com a invengao ou pela oligomerizagao introduzida exclusiva-
mente de acordo com a invengao (desde que ja o componente A da proteina
de fusdo se apresente como trimero) ou se tornam primeiramente ativas,
como componente A na proteina de fusao. No caso das proteinas de sinal
fisiologicamente em posi¢do de membrana, por exemplo, em citoquinas

TNF, preferem-se os produtos de dissociagao, que abrangem os segmentos
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de proteina extramembranosos, especialmente os extracelulares. Mas tam-
bém sequéncias de aminodacidos, que podem atuar como antigenos, podem
ser aplicados como componente A na proteina de fusdo recombinante. Fi-
nalmente, como componente A também podem ser aplicados receptores, por
exemplo, receptores da familia dos receptores TNF, talvez pertencentes a
familia das proteinas de membrana tipol (por exemplo, FasR) ou segmentos
ou derivados destes receptores, que tém igualmente funcao de ligagéo (para
que, portanto, entrem em agao reciproca como participantes de ligagao com
uma outra molécula) e no sentido da presente invengao, por conseguinte,
também caem sob o termo "ligante". Tais fragmentos de receptores biologi-
cos capazes de ligacao prestam-se especialmente para o emprego como
medicamentos, quando o ligante biolégico complementar no paciente se
apresenta em concentragdes nao fisiologicamente altas.

Em uma forma de execugao preferida os componentes A podem
apresentar os componentes A idénticos nos multimeros presentes nos oli-
gbmeros de acordo com a invengao, isto &, di-, tri-, tetra- ou pentameros (oli-
gbmeros de homodi- ou -multimeros) ou diferentes componentes A (oligbme-
ros de heterodi- ou -multimeros). Desta maneira, as proteinas com diferentes
componentes A, eventualmente com distinta fungao bioldgica podem estar
ligadas em di- ou multimeros de oligbmeros de acordo com a invengao. Os
heterodi- ou heteromultimeros individuais agregados no bi- ou oligdbmero po-
dem ser igualmente iguais ou diferentes, isto é, um bi- ou oligmero de acor-
do com a invencao pode compor-se eventualmente também de diferentes
heterodi- ou -oligdmeros.

Todavia, também € possivel, que as proteinas de fusao sejam
idénticas no respectivo di- ou multimero como subunidade do bi- ou oligdme-
ro, ao contrario, as subunidades individuais constituidas como di- ou multi-
mero sao diferentes no bi- ou oligbmero (heterobi- ou heterooligdmero de
homodi-, -tri-, -tetra- ou -pentameros). Deste modo por exemplo, em um
hexamero de trimeros de acordo com a invengao, até seis diferentes homo-
trimeros com relagcao ao componente A podem ser associados. Desta ma-

neira, pela escolha, disposi¢cao, a combinagao especifica e/ou pelo nimero



10

15

20

25

30

dos componentes A no bi- ou oligdmero podem ser efetuadas tipicamente
atividades bioldgicas finamente moduladas. Sabe-se, que certos efeitos bio-
l6gicos somente pela combinagao de pelo menos dois ligantes (no sentido
bioldgico, nao no sentido ampliado de acordo com a presente invengao) pro-
vocam o efeito bioldgico desejado, por exemplo, uma ativagao celular. Isto
desejavel, por exemplo, na combinagao de certas interleucinas com relagéo
ao seu efeito como ativadores de células T ou B. De acordo com a invengao,
tais podem estar dispostas somente em combinagao com efetores eficientes
em um complexo de acordo com a invengao. Todavia, também ¢ imaginavel,
que sao preparadas combinagdes, que por exemplo, com relagdo ao seu
respectivo componente A contém os mais diferentes oligdmeros.

Em uma outra forma de execugao preferida trata-se no caso do
componente A na proteina de fusao recombinante de um hormonio de pepti-
deo, de um fator de crescimento, de uma citoquina, de uma interleucina ou
de um fragmento do mesmo, de preferéncia, de um fragmento capaz de liga-
cao. Mas também derivados funcionais dos peptideos e/ou das proteinas
mencionados acima podem ser aplicados como componente A na proteina
de fusdo recombinante, que é componente de um oligdmero de acordo com
a invencao.

Como derivados funcionais de proteinas biologicamente ativas,
fragmentos de proteinas ou peptideos sao mencionadas especialmente
aquelas proteinas, que mantém a fungao bioldgica, mas igualmente apre-
sentam diferencas de sequéncias para com as seqiiéncias nativas corres-
pondentes. No caso destes desvios de sequéncias pode tratar-se de uma ou
mais insergao(insergcdes), delegéo (delegbes) ou de substituicdo (substitui-
¢oes), sendo preferida uma homologia de seqiiéncia de pelo menos 70 % e
muito particularmente preferida uma homologia de seqiiéncia de pelo menos
85 % entre o derivado aplicado e a seqiéncia nativa. Sob o termo dos deri-
vados funcionais recaem especialmente aquelas seqiéncias de aminoaci-
dos, que comparadas com as sequéncias fisioldgicas apresentam substitui-
¢ao conservadora. Como substituicdes conservadoras sao denominadas

aquelas substituicbes, nas quais os aminoacidos sao trocados um pelo ou-
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tro, que provém da mesma classe. Ha especialmente aminoacidos com ca-
deias laterais alifaticas, cadeias laterais carregadas positiva ou negativa-
mente, grupos aromaticos nas cadeias laterais ou aminoacidos, cujas ca-
deias laterais podem realizar pontes de hidrogénio, por exemplo, cadeias
laterais, que possuem uma funcao hidrdxi. Isto significa, que por exemplo,
um aminoacido com uma cadeia lateral polar & substituida por um outro ami-
noacido com uma cadeia lateral igualmente positiva ou por exemplo, um
aminoacido caracterizado por uma cadeia lateral hidréfoba é substituida por
um outro aminoacido com cadeia lateral igualmente hidrofoba (por exemplo,
serina (treonina) por treonina (serina) ou leucina (isoleucina) por isoleucina
(leucina)).

Por um ligante compreende-se no sentido da presente invencao
todas as moléculas participantes de reagoes de ligacao. No caso de um li-
gante pode tratar-se, por conseguinte, também de uma proteina normal-
mente denominada como receptor. Também um tal receptor pode ser "li-
gante" no sentido desta invengao, quando este liga em uma molécula de si-
nal.

De acordo com a invencao, sao preferidos oligbmeros de trime-
ros de proteinas de fusdo recombinantes, especialmente tri- ou quatrometros
de trimeros (3 x 3 ou 4 x 3) ou hexameros de trimeros (6 x 3).

Par’tioularmente}'pfefére—sg um bi- ou oligbmero de um di-, tri-,
tetra- ou pentamero de proteinas récombinantes, quando o componente A
na proteina de fusdo recombinante é uma citoquina da familia citoquina TNF,
um fragmento de uma tal citoquina TNF ou um derivado funcional de uma
citoquina TNF ou de um fragmento de citoquina TNF correspondente. Com
isso, as citoquinas TNF aplicadas nas células alvo, devido a ligacdo aos re-
ceptores correspondentes, provocam por exemplo, efeitos apoptéticos, pro-
liferativos ou ativadores. Em uma contagem nao definitiva podem ser toma-
dos em consideracdo como citoquinas TNF especialmente as proteinas
CD40L, FasL, TRAIL, TNF, CD3 0L, OX40L, RANKL, TWEAK, Lta, Ltab2,
LIGHT, CD27L, 41-BB, GITRL, APRIL, EDA, VEGI e BAFF. Como compo-

nente A na proteina de fusdo recombinante aplicam-se com isso, de prefe-
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réncia, fragmentos extracelulares das citoquinas TNF em posicao de mem-
brana mencionadas acima ou seus derivados funcionais. Estes produtos de
dissociagcao sao muito particularmente preferidos, quando sua funcionalidade
bioldgica respectiva, especialmente seu poder de ligagao permanece no res-
pectivo receptor. Também derivados funcionais, no sentido mencionado
acima, das citoquinas TNF ou fragmentos das citoquinas TNF mencionadas
acima podem ser aplicados como componente A da proteina de fusao. Em
uma forma de execugdo muito particularmente preferida, o componente A da -
proteina de fusdo recombinante é escolhida do grupo, constituido de hFasL |
(AA 139-261), hTRAIL (AA 95-281), hCD40L (AA 116-261) e m ou hTNFo
(AA 77-235).

Mas também receptores (receptores em posicao de membrana
ou intracelulares), especialmente receptores de proteinas da familia das ci-
toquinas TNF, especialmente os receptores fisioldgicos das citoquinas TNF
mencionadas acima ou fragmentos ou derivados dos receptores, sao aplica-
dos em uma forma de execugdo preferida como componente A na proteina
de fusado recombinante. No caso, de serem aplicados fragmentos de recepto-
res como componente A, tratar-se-a especiaimente de fragmentos da se-
quéncia de proteinas fisiologicas destes receptores, que estac dispostos fisi-
ologicamente extramembranosos. Aqui podem ser tomados em considera-
c¢ao de modo particularmente preferido os fragmentos extracelulares de tais
receptores. Por exemplo, de acordo com a invengao, o(s) dominio(s) de liga-
¢ao de um receptor, especialmente de um receptor, que liga uma citoquina
da familia das citoquinas TNF (por exemplo, FasR, CD30, CD40, GITR,
TNF-R1 e/ou TNF-R2) pode/podem ser aplicado(s) sobre uma imunoglobuli-
na dimerizadora (fragmento Fc dimerizador) e estes dimeros podem ser bi-
ou oligomerizados novamente por um componente B, por exemplo, por um
fragmento do tipo do coldgeno com a capacidade de bi- ou oligomerizar di-
ou multimeros em complexos bi- ou oligdmeros de acordo com a invengao.
Neste caso pode ser tomado em consideracao, por exemplo, um tetramero
de di- ou multimeros (por exemplo, por fragmentos tetramerizadores de

ACRP30), um pentamero de di- ou multimeros (por exemplo, pelos frag-
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mentos de sequéncias de um mondmero do complexo COMP aplicados
como componente B) ou também um hexamero de di- ou multimeros (por
exemplo, pelos fragmentos hexamerizadores de mondémeros do complexo
Clq).

De acordo com a invengao, resultam por conseguinte, as se-
guintes possibilidades: o componente A escolthido para uma proteina de fu-
sdo recombinante, que deve ser componente de um oligbmero de acordo
com a invencao, ja se apresenta como tal em solucao como di- ou multime-
ro. O componente B em um tal caso s6 reforcara ainda a di- ou multimeriza-
cao do componente A e essencialmente provocar a bi- ou oligomerizagao
das proteinas de fusdao recombinantes. Esta situacao é encontrada, por
exemplo, entao, quando como componente A deve ser oligomerizado pelo
menos um ligante TNF ou um fragmento ou derivado do mesmo, que ja em
solucao sao tipicamente trimerizados, como componente(s) de uma proteina
de fusao. No caso, entretanto, de que o componente A como tal em solugao
nao mostra nenhuma di- ou multimerizagao realizada pela acao reciproca
superficial, o componente B tera que assegurar de acordo com a invengao
tanto uma di- ou multimerizagcao do componente A como também uma bi- ou
oligomerizagao das proteinas de fusao recombinantes di- ou multimerizadas.
Isto € por exemplo, tipicamente necessario no caso, em que receptores ou
fragmentos dos mesmos formam o componente A na proteina de fusio re-
combinante.

No ambito da presente invenc¢ao, também sao publicados bi- ou
oligbmeros de di-, tri-, tetra- ou pentdmeros de proteinas de fusdao recombi-
nantes, nos quais de preferéncia, o componente A € um antigeno ou um
fragmento de um antigeno. E desejado, com isso, aplicar antigenos de cau-
sadores por virus, bacterianos ou protozodlogicos. Neste caso, pode tratar-
se de antigenos tipicos desejados de um causador, por exemplo, fragmentos
de proteinas e/ou de estruturas de carbohidratos especificos, tipicamente no
entanto, de antigenos superficiais dos respectivos causadores ou entao de
fragmentos de proteinas superficiais de causadores, que apresentam igual-

mente propriedades antigenas. Seria imaginavel, neste caso, por exemplo,
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em uma contagem nao definitiva de hemaglutinina, neuraminidase, PreS1,
PreS2, antigeno HBs, gp120, gp41 ou também certos antigenos de tumores
tipicos.

No caso do componente A da proteina de fusao recombinante
pode tratar-se, porém, no caso de uma forma de execugao preferida tambéem
de uma seqiéncia de aminoacidos, que é adequada para atuar como veiculo
para um agonista de receptor ou como antagonistas de receptor. Assim por
exemplo, uma pequena molécula organica-quimica ativa como substancia
ativa farmacologica, pode ser acoplada tipicamente covalente a uma tal se-
gléncia de aminoacidos, por exemplo, sobre uma ligagao éter na treonina ou
serina, uma ligacao do tipo de amida ou sobre uma ligagao éster. Pela pre-
sente invengao sao postos a disposi¢gédo depois grandes complexos de oli-
gémeros de, por exemplo, 18 proteinas de fusao (por exemplo, 3 x 6 protei-
nas de fusao) em cada caso com agonistas de receptores ou antagonistas
de receptores acoplados. Por este meio, pode ser obtido um consideravel
aperfeicoamento da eficiéncia ou da afinidade de tais moléculas organicas-
quimicas em seus respectivos receptores, introduzidos em um veiculo de
proteina oligomérico, por exemplo, para a aplicagdo como medicamento na
medicina humana ou veterinaria.

No caso do componente B da proteina de fusao recombinante,
que se apresenta di- ou multimerizada no bi- ou oligdmero, tratar-se-a tipi-
camente de uma proteina da familia das proteinas C1q ou de colectinas. As
proteinas da familia C1q ou colectina sao particularmente preferidas como
componente da proteina de fusdo recombinante, a saber como componente
B entdao, quando somente sua sequéncia de di-/multimerizacdo ou bi-
/oligomerizagao € transcrita ou transladada na proteina de fusdo recombi-
nante. Os dominios de "cabeca" na maioria das vezes globulares (figura 14),
que estao contidos na sequéncia dos mondmeros nativos, portanto, nao apa-
recerao como produtos de translagao na proteina de fusdao recombinante de
acordo com a inveng¢ao e sao por isso, também nao sio componente do
componente B no mesmo. O componente B mencionado acima em uma

proteina de fusdo recombinante de acordo com a invengéo apresentara uma
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seqliéncia, que apresenta tipicamente pelo menos sobrepondo a funcionali-
dade para a di-/multimerizagdo ou bi-/oligomerizagao, pois os fragmentos
das proteinas do tipo de colageno aplicados como componente B das famili-
as mencionadas acima participam tipicamente da formagao de por exemplo,
hélices triplas, que possuem novamente a capacidade, de realizar com ou-
tras hélices triplas uma estrutura bi- ou oligdbmero (por exemplo, um tetrame-
ro ou hexamero de por exemplo, hélices triplas).

Tipicamente por conseguinte, a proteina de fusao multi- ou oli-
gomerizadora apresentard os dominios responsaveis pela di- e multimeriza-
¢do ou pela bi- ou oligomerizagao das proteinas das familias das proteinas
C1q ou colectinas como componente B, enquanto que seus dominios "de
cabeca" respectivos sao substituidos por outras proteinas ou fragmentos de
proteinas que distinguem igualmente uma funcao bioldgica como compo-
nente A. O termo “proteina de fusao recombinante" no ambito da presente
invengao € compreendido, portanto, de modo tal, que pelo menos um com-
ponente A e pelo menos um componente B na proteina de fusao recombi-
nante sao fusionadas artificialmente, isto &, que uma proteina de fusdo no
sentido da presente invencao nao corresponde a nenhuma proteina que
aparece naturalmente.

Também derivados funcionais, isto €, bi- ou oligomerizadores de
proteinas da familia da proteina C1qg ou da familia das colectinas ou deriva-
dos de fragmentos das proteinas mencionadas acima podem ser aplicados
como componente B para a agregacao de proteinas de fusao recombinantes
em bi- ou oligbmeros. Com isso, por exemplo, 0 componente B contera a
seqliéncia da proteina Clq, MBP, SP-A ("lung surfactant protein A"), SP-D
("lung surfactant protein D"), BC (Bovines Serumconglutinin), CL43 (Bovines
Collectin-43) e/ou ACRP30 ou a sequéncia(s) de fragmentos bi- ou oligome-
rizadores de pelo menos uma das proteinas mencionadas acima ou também
de derivados funcionais destas proteinas ou os fragmentos dos derivados
funcionais. Preferem-se particularmente bi- ou oligbmeros de proteinas de
fusdo recombinantes entdo, quando o componente B da proteina de fusao

recombinante € um fragmento de proteina da proteina C1q ou da proteina
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ACRP30, especialmente da variante humana ou de uma outra variante de
mamifero, muito particularmente da variante murina, sendo que um tal frag-
mento de proteina respectivo nao apresenta tipicamente nenhum dominio
"de cabeca" globular da proteina nativa C1q ou ACRP30.

Como forma de execucdao muito particularmente preferida da
presente invencgao, apresentam-se aqueles bi- ou oligbmeros de di-, tri-, te-
tra- ou pentdmeros de proteinas de fusdo recombinantes, cujo componente
B contém uma seqii€éncia de aminoacidos, de acordo com a figura 6A (se-
qi]éhcia emoldurada, SEQ ID NO. 4) ou figura 6B (SEQ ID NO. 8) ou um de-
rivado funcional desta seqiiéncia de aminoacido(s) ou um fragmento desta
seqiiéncia(s). Com isso, pode tratar-se tipicamente de um fragmento da pro-
teina mMACRP30 (m: murina) com por exemplo, os aminoacidos 18 até 111
ou de um fragmento da variante humana (hACRP30) com por exemplo, os
aminoacidos 18 até 108. Por conseguinte, especialmente pode ser posta a
disposicéo de acordo com a invengao uma proteina de fusao, cujos compo-
nentes A e B sédo de origem humana, de modo que podem ser excluidas e-
ventuais imunoreacgdes na aplicacao terapéutica no homem.

Especialmente preferidos sdo bi- ou oligébmeros de di- ou multi-
meros destas proteinas de fusdo, que apresentam seqiiéncias de diferentes
organismos hospedeiros. Agregados de acordo com a inven¢gdo sdo muito
particularmente preferidos, quando estes se provém de proteinas de fusao
quiméreas, em que o componente A se origina de uma outra espécie animal
do que o componente B. Deste modo pode ser vantajoso, que o componente
A de uma sequéncia de aminoacido do camundongo, rato, porco ou de um
outro vertebrado, especialmente de um mamifero ou de um derivado funcio-
nal do mesmo ou corresponde e o componente B &€ de origem humana ou
vice-versa. Também sao preferidos complexos de acordo com a invencao
daquelas proteinas de fuséo, cujo componente A corresponde a uma se-
qiiéncia de um virus, de bactérias ou de protozoarios, combinados com um
componente B de origem humana. Naturalmente, as seqiiéncias do compo-
nente A e do componente B podem originar-se em uma proteina de fusao de

acordo com a invenc¢ao, mas também, da mesma espécie animal.
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Em uma outra forma de execucao preferida da presente inven-
¢ao, a multi- e/ou oligomerizagao das proteinas de fusao € efetuada por uma
seqliéncia de aminoacidos curta com mais de 6 aminoacidos, de preferéncia,
de 8 até 20 aminoéacidos, que esta presente nas proteinas de fusao recom-
binantes como componente B. Esta bi- ou oligomerizacao de proteinas de
fusdo obtida tipicamente por estas sequéncias de aminoacidos curtas, que ja
como tais ndao se apresentam por estruturas supersecundarias, mas por in-
teracao superficial em solugao como di- ou multimeros, baseia-se de prefe-
réncia, na formagao de pontes de dissulfeto, que é possivel pela sequéncia
de aminoacidos especifica na proteina de fusao recombinante. Isto significa,
que o componente B apresenta preferentemente pelo menos uma cisteina,
que pode formar depois sob condigoes oxidantes uma ligagdo covalente com
pelo menos uma cisteina de uma proteina de fusao de pelo menos um outro
di- ou multimero. No caso preferido, de que o componente B contém uma
sequéncia de aminoacido bi- ou oligomerizadora curta de 8 até 20 aminoéci-
dos, seria mencionada como exemplo a sequéncia de aminoacido (codigo de
uma letra) VDLEGSTSNGRQCAGIRL. Esta seqliéncia que abrange 18 ami-
noacidos apresenta na posicao 11 um radical cisteina, que pode formar uma
ponte dissulfeto entre os di- ou multimeros.

Também derivados funcionais ou fragmentos desta seqiéncia que
abrange estes 18 aminoacidos bodem ser aplicados como componente B.
Neste caso, menciona-se especialmente a sequéncia VDLEGSTSNGRQSA-
GIRL, na qual na verdade, na posigdo 11 o radical cisteina é substituido por
um radical serina, mas que pode assegurar igualmente uma bi- ou oligomeri-
zacgao dos multimeros da proteina de fusao.

As proteinas de fusdao podem ser constituidas em uma forma de
execugao preferida também de modo tal, que através da bi- ou oligomeriza-
¢éo de proteinas de fusdo di- ou multimerizadas podem ser formados agre-
gados de ordem superior. Estes agregados de ordem superior, que abran-
gem novamente dois ou mais bi- ou oligbmeros, podem ser postos & disposi-
¢ao por exemplo, pela reticulagdo sobre anticorpos. Os anticorpos estado

voltados contra epitopos sobre a(s) proteina(s) de fusdo de um complexo de
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acordo com a invencdo, de preferéncia, contra um epitopo do componente B.
Mas também a proteina de fus@o pode apresentar além dos componentes A
e B fragmentos de segiiéncias adicionais, que servem como antigenos para
o anticorpo reticulador. No ambito da presente invengao preferem-se neste
contexto as chamadas seqliéncias Tag, por exemplo, um Flag-Tag, isto &, a
sequéncia de aminoacido DYKDDDDK ou entdo também por exemplo, um
His-Tag (contendo varias histidinas consecutivas).

Mas de modo muito particularmente preferido preparam-se no
ambito da presente invencao agregados de ordem superior pelo fato, de es-
tar contido mais do que um componente B na proteina de fusao recombi-
nante. De preferéncia, por conseguinte, para a formagdo de agregados de
ordem superior a proteina de fusao contera um componente B1 para a for-
macao de bi- ou oligdmeros e, alem disso, pelo menos um outro componente
B (por exemplo, um componente B2), que é tipicamente diferente do compo-
nente B1. O componente B2, que tem que aparecer pelo menos em uma
proteina de fusao de um bi- ou oligbmero de acordo com a invencao, asse-
gura, que os bi- ou oligdmeros se reticulam e agregados de ordem superior.
Por exemplo, no caso do componente B1 pode tratar-se de um fragmento bi-
ou oligomerizador de uma proteina da familia das proteinas C1q- ou colecti-
na, enquanto que o componente B2 é uma sequéncia com comprimento de 8
ate por exemplo, 28 aminoacidos formadora de pelo menos uma ponte dis-
sulfeto. No caso, de ser formada pelo menos uma ponte dissulfeto entre dois
diferentes oligdmeros, é posto a disposicao um agregado de acordo com a
invengao de ordem superior, por exemplo, um bimero de um oligdmero.

Além disso, sera preferido, introduzir entre o componente A e
o(s) componente(s) B ou, caso estejam contidos varios componentes B na
proteina de fusao, também entre estes pelo menos dois componentes B as
chamadas seqléncias ligadoras. Estas sequéncias ligadoras servem para a
separagao estrutural dos diferentes componentes funcionais na proteina de
fusdo recombinante e podem assumir, de preferéncia, também uma funcao
de "dobradica", isto é, representar uma seqiéncia de aminoacido de estrutu-

ra flexivel.
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Com isso, sao publicados de acordo com a invencao de modo
muito geral bi- ou oligdmeros ou agregados de ordem superior, que se des-
tacam especialmente por uma maior eficacia biolégica e/ou por maiores afi-
nidades nas proteinas complementares. Desta maneira, publicam-se pre-
sentemente como outro objeto da invengcao também processos, que servem
para aumentar a eficacia bioldgica e/ou para aumentar a afinidades de bio-
moléculas ou farmacos com fungao de ligantes no sentido da presente in-
vencao. Tais processos destacam-se pela recombinagao de pelo menos um
componente A, que corresponde a uma proteina ou a fragmentos de protei-
na com funcao bioldgica, com pelo menos um componente B di- ou multime-
rizador e bi- ou oligomerizador, sendo obtido um aumento da atividade biolo-
gica e/ou um aumento da afinidade do componente A pelo fato, de que as
proteinas de fusao recombinantes sao bi- ou oligomerizadas, em seguida,
pela multi- ou oligomerizagao em bi- ou oligbmeros de di- ou multimeros. O
processo € muito particularmente preferido entao, quando o componente A é
uma citoquina TNF, um fragmento de uma citoquina TNF ou um derivado
funcional de uma tal proteina ou fragmento de proteina. Um outro processo
preferido é a recombinagao de pelo menos um componente A com pelo me-
nos um componente B em uma proteina de fusao recombinante, sendo que
pelo menos um componente A € um receptor ou fragmento de um receptor,
de preferéncia, de um receptor TNF. Com relagdo a formas de execugao
preferidas de um tal processo de acordo com a invengao, valem analoga-
mente as formas de execucao preferidas descritas acima para os bi- ou oli-
gomeros de acordo com a invengao.

Os bi- ou oligdmeros da presente invencdo sdo tomados em
consideragdo para a preparagao de um medicamento ou para o tratamento
de doencas ou disturbios para o emprego medicinal, isto &, tanto para a me-
dicina humana como também para a medicina-veterinaria. Também os agre-
gados de ordem superior formados de acordo com a invengao a partir de bi-
ou oligbmeros prestam-se para a aplicagao como medicamentos ou para a
preparagao de um medicamento. Um outro espectro de doencgas ou disturbi-

0s pode ser tratado com os bi- ou oligdmeros reivindicados de acordo com a
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invencao ou com os agregados de ordem superior. Em nenhuma enumera-
¢ao de modo algum definitiva tais bi- ou oligémeros ou agregados de ordem
superior podem ser aplicados para a preparagao de um medicamento para o
tratamento de disturbios hiperinflamatdrios, doencas auto-imunes, doencgas,
que se baseiam em reagoes hiper- ou hipoapoptdpticas, doengas neurode-
generativas, mas também para o tratamento de doencas infecciosas, doen-
cas de tumores e/ou disturbios endocrinolégicos. Entre as doengas infeccio-
sas menciona-se a administragao de bi- ou oligdmeros nas infec¢oes bacte-
rianas ou por protozoarios, mas especiaimente nas infec¢des virais, sendo
particularmente preferidos como componente A na proteina de fusao recom-
binante, entdo, anticorpos ou fragmentos de anticorpos portando paratopos.
Bi- ou oligbmeros ou seus agregados de ordem superior sao entao muito
particularmente adequados, quando a doencga torna necessario um trata-
mento com citoquinas biologicamente ativas, por exemplo, também para o
tratamento ou para a preparagdo de um medicamento para o tratamento de
tumores, especialmente de tumores do sistema linfatico.

Alem disso, o emprego de bi- ou oligbmeros de acordo com a
invencao sera aplicado como vacinas ou para a preparagao de uma vacina
para a imunizagao ativa ou passiva contra doencgas infecciosas. Neste caso,
aplica-se como componente A na proteina de fusao recombinante tipica-
mente um antigeno adequado para a vacinagao no caso da imunizagao ati-
va. Para este fim, oferecem-se especialmente antigenos superficiais ou
fragmentos de antigenos superficiais de bactérias, virus ou protozoarios, por
exemplo, de plasmodios ou tripanossomas. Em uma enumeragao nao-
finalizante pode ser empregada uma vacina, que contém bi- ou oligdbmeros
ou agregados dos mesmos, sendo que as proteinas de fusdo recombinantes
apresentam pelo menos um componente A, isto €, um ou mais antigeno(s)
iguais ou diferentes dos causadores, para a vacinagao contra rubéola, sa-
rampo, poliomielite, raiva, tétano, difteria, BCG, tuberculose, malaria, febre
amarela, HIV ou virus da gripe, por exemplo, rinovirus. Também a combina-
¢ao de diferentes antigenos em um bi- ou oligbmero ou em um agregado de

ordem superior de bi- ou oligdmeros é possivel de acordo com a invencéo,
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sendo que diversos antigenos do mesmo causador em um bi- ou oligbmero
ou entao antigenos de dois ou mais causadores em um bi- ou oligbmero ou
em um agregado de ordem superior podem ser combinados. Tipicamente
para este fim, dois ou mais componente A1, A2 até AX podem estar contidos
em uma proteina de fusao, que é entao componente de um bi- ou oligdmero
de acordo com a invencao ou de um agregado de ordem superior ou entao
duas ou mais proteinas de fusdo diferentes com relagéo a pelo menos um
componente A em um bi- ou oligdmero ou agregado de ordem superior po-
dem ser combinados através de pelo menos um componente B.

De preferéncia, pelo menos dois diferentes tipos de bi- ou oligé-
meros de acordo com a invengao, também podem estar contidos em uma
composi¢cao para 0 emprego como medicamento ou como vacina ou para
sua preparagao.

Em uma outra forma de execugao de acordo com a invengao, o
componente A em uma proteina de fusao de acordo com a invencao, € um
imunomodulador, por exemplo, uma interleucina (IL), especialmente IL-2.

Além disso, no ambito da presente invencado também é publica-
do o emprego de bi- ou oligbmeros de acordo com a invencao como adju-
vante de imunizag&@o e/ou de vacinagao. Sabe -se, que muitos antigenos ad-
mlmstrados para a imunizagao em cobaias s6 causam uma resposta imuno-
légica insuficiente. Tais adjuvantes podem ser tomados em consideragao
como componente A em uma proteina de fusao de acordo com a invengao e,
com isso, como componente de um bi- ou oligdbmero de acordo com a inven-
cao. Por exemplo, o componente A pode conter uma sequéncia de aminoa-
cido do ligante CD40 (CD40L) ou a seqiiéncia ou um fragmento de sequén-
cia de uma interleucina, por exemplo, um da interleucina 1 até 12. O objetivo
fisiol6gico de CD40L é controlar a passagem de uma célula B em repouso
para o ciclo da célula. Em um complexo bi- ou oligomerizado de acordo com
a invencao, também podem ser combinadas interleucinas, por exemplo, IL-4,
IL-5, IL-6 e/ou CD40L (diversas proteinas de fusao recombinantes em um bi-
ou oligbmero) ou elas podem aparecer como componentes de uma compo-

sicao (pelo menos dois diferentes tipos de bi- ou oligdmeros, que podem ser
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formados em cada caso de proteinas de fusao idénticas ou diferentes), que
tipicamente além do(s) imundgeno(s) contém pelo menos um, de preferén-
cia, dois ou mais tipos de bi- ou oligbmeros de acordo com a invengao.

Os bi- ou oligdmeros ou também agregados de ordem superior
de uma tal composicao podem ser formados a partir de proteinas de fusao
idénticas ou diferentes com relagdo ao(s) componente(s) A. Neste caso,
como componente A pode ser tomada em consideragao qualquer sequéncia
fisiolégica com propriedades co-estimuladoras e/ou ativadoras do sistema
imunolégico (resposta imunolégica celular ou humoral). Com isso, pode tra-
tar-se neste caso de compostos fisiolégicos ou de compostos sintéticos.
Com isso, também sao publicadas, portanto, composi¢des, que contém um
ou mais tipo(s) de bi- ou oligbmeros de acordo com a inveng¢ao além de um
ou mais imunoégeno(s), sendo que um tipo de bi- ou oligdmero de acordo
com a invengao pode ser constituido de preferéncia, de modo tal, que em
um tal complexo bi- ou oligomerizado esta contido mais do que um imuno-
modulador/adjuvante de imunomodulador, isto €, isto &, ha um heterobi- ou -
oligbmero. Eventualmente um heterobi- ou -oligbmero de acordo com a in-
vencao, também pode reunir tanto uma ou mais proteinas de fusdo com um
imunogeno como componente A como também pelo menos uma proteina de
fusao com um componente adjuvante como componente A, por exemplo,
CD40L. Também sao imaginaveis duas ou mais diferentes proteinas de fu-
sao em cada caso com diferentes componentes adjuvantes ou imunomodu-
ladores em um heterooligbmero de acordo com a invengao. Com isso, publi-
ca-se também o emprego de tais homo- ou heterooligdmeros ou de compo-
sicdes, que contém pelo menos um tipo de hetero- ou homooligdmero de
acordo com a invengao, com medicamento ou como vacina na medicina hu-
mana ou veterinaria.

Os bi- ou oligdmeros sao aplicados no ambito da presente in-
vengao de preferéncia, de modo tal para a preparagao de um medicamento
ou para o tratamento das doengas ou disturbios mencionados acima, que
eles sdo adequados para a administragao parenteral, isto é, por exemplo,

subcutanea, intramuscular ou intravenosa ou.oral ou intranasal. A adminis-
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tragdo de bi- ou oligbmeros ou agregados dos mesmos como vacina ou com
base para a preparagdao de uma vacina € igualmente efetuada de preferén-
cia, em uma forma de administracao parenteral ou oral, mas eventualmente
tambem intranasal.

Os bi- ou oligbmeros ou os agregados de ordem superior de
acordo com a invenc¢do, pode servir apenas como medicamentos ou serem
aplicados para a preparagao de um medicamento. Mas eles também podem
ser aplicados em combinagdao com outros componentes de substéncias ati-
vas ativos como medicamento. Os bi- ou oligdmeros ou os agregados de
ordem superior de acordo com a invencao, também podem ser combinados
em combinacao com veiculos, substancias auxiliares e/ou substancias aditi-
vas aceitaveis farmaceuticamente. Processos de preparagao corresponden-
tes sdo publicados em "Remington's Pharmaceutical Sciences" (Mack Pub.
Co., Easton, PA, 1980}, que é componente da publicacao da presente inven-
¢do. Para a administracao parenteral podem ser tomados em consideragao
como veiculos por exemplo, agua estéril, solugdes de cloreto de sddio esté-
reis, polialquilenoglicdis, naftaleno hidrogenado e especialmente polimeros
de lactida biocompativeis, copolimeros de lactida/glicolida ou copolimeros de
polioxietileno/polioxipropileno.

Bi- ou oligdmeros ou agregados correspondentes de ordem su-
perior de acordo com a invengéo, também sao aplicados de preferéncia, no
setor do diagndstico in vitro ou entdo por exemplo, para processos de purifi-
cacao bioquimicos. Deve-se imaginar a aplicagcao de bi- ou oligbmeros ou de
agregados de ordem superior dos mesmos em colunas de purificagdo, que
podem ser embalados com tais complexos. Para isso, no &mbito da presente
invengao, o emprego de tais complexos também € publicado para fins de
comprovagao.

Alem disso, no &mbito da presente invencao sao publicados pro-
cessos, para preparar proteinas associadas especificamente, que em virtude
de suas agdes reciprocas interagem na superficie da proteina e, por isso, se
apresentam di- ou multimerizadas como tais em solugao. Especialmente nas

citoquinas TNF ou em fragmentos preferentemente sollveis de tais citoqui-
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nas, que trimerizam em solugao, é desejavel, pé-las a disposicdo em uma
determinada estequiometria em uma fragao pura. No caso de uma simples
coexpressao de diferentes proteinas capazes de associagdo entre si, por
exemplo, de trés citoquinas TNF diferentes ou fragmentos diferentes de tais
citoquinas TNF, todas as possiveis divisdes das proteinas co-expressas en-
contram-se mesmo nos trimeros associados apos a expressao, isto é, por
exemplo, os trimeros desejados das proteinas P1,P2 e P3, mas também tri-
meros de duas proteinas P1 e de uma proteina P3 e outros.

Oligdbmeros de acordo com a invengao, podem ser aplicados,
agora de acordo com o processo, para obter determinados heteromultimeros
desejados por exemplo, heterotrimeros de citoquinas TNF ou fragmentos
destas citoquinas TNF. Para isso, sao construidas diversas proteinas de fu-
sao e de preferéncia, expressas em uma célula hospedeira. As proteinas de
fusao aqui expressas apresentam como componente B fragmentos de se-
gléncias daquelas proteinas, que formam homooligbmeros de heteromulti-
meros, isto &, por exemplo, formam um trimero de trés diferentes cadeias bi-
ou oligomerizadas. De preferéncia, estes componentes B nas proteinas de
fusao correspondem a fragmentos de sequiéncias de proteinas da familia do
complemento ou colectina, por exemplo, Clq, que forma homohexameros de
heterotrimeros. Em uma proteina de fusao, portanto, combina-se como com-
ponente B um fragmento de seqiéncia, que prevé a proteina nativa para a
multimeriza¢cao de uma cadeia no heteromultimero, com um componente A,
por exemplo, com uma citoquina TNF, enquanto outras proteinas de fusao
(que devem aparecer no heterotrimero) apresentam em cada caso combina-
¢oes de um outro componente A, isto é, por exemplo, de uma outra citoquina
TNF ou um fragmento da mesma, em cada caso com um outro fragmento de
seqUéncia presente na proteina nativa, por exemplo, proteina Clg, para a
heteromultimerizagao.

De preferéncia, em uma célula hospedeira sdo expressas de
agora em diante as proteinas de fusao, que podem formar o heteromultime-
ro. Os heteromultimeros juntam-se depois em homooligbmeros, pois 0 com-

ponente B s6 pode oligomerizar heteromultimeros idénticos. De acordo com
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a invencao, por exemplo, trés diferentes proteinas de fusao podem ser ex-
pressas em cada caso com diferentes componentes A, isto €, de preferéncia,
com diferentes citoquinas TNF, que sao combinadas em cada caso ou com a
cadeia alfa, beta ou gama multi- ou oligomerizadora de Clg. Nos oligbmeros
associadores encontram-se depois exclusivamente heteromultimeros, que
apresentam todas as trés citoquinas TNF. Heteromultimeros com outra este-
quiometria, ao contrario, nao aparecem. Apenas pela escolha das proteinas
de fusao pode obter-se com isso, de acordo com a inveng¢ao, um produto
especifico em sua estequiometria e ndo susceptivel a uma divisao estatisti-
ca.

Além disso, prefere-se a aplicagao daquelas proteinas de fusao
ou processos para a obtencao de heteromultimeros de estequiometria indi-
cada, que apresentam um ligante entre o componente A e o componente B.
Os ligantes sao muito particularmente preferidos entao, quando eles contém
pelo menos um ponto de intersegao proteolitico, que permite separar os
componentes A do complexo homooligbmero (de heteromuitimeros) dos
componentes B. Com isso, obtém-se finalmente uma fragao, que e constitui
exclusivamente do heteromultimero desejado, por exemplo, de um hetero-
trimero de trés citoquinas TNF diferentes. No caso do ponto de intersegao
proteolitico no ligante trata-se de preferéncia, de uma sequéncia de consen-
so de trombina.

Como outrivo objeto da presente invengao, descrevem-se pro-
teinas de fusao em questao, que sao adequadas para a bi- ou oligomeriza-
¢ao de di- ou multimeros, desde que a proteina de fusao recombinante con-
tenha pelo menos um componente A e pelo menos um componente B, sen-
do que o componente A contém uma proteina ou um fragmento de proteina
com fungéo bioldgica, especialmente com func¢ao ligadora para anticorpos ou
receptores ou entdo um anticorpo ou fragmento de um anticorpo e o compo-
nente B contém um fragmento di- ou multimerizador e bi- ou oligomerizador
ou um derivado funcional de um tal fragmento de uma proteina, escolthida do
grupo, constituido da familia das proteinas C1q ou das colectinas. Muito par-

ticularmente preferem-se tais proteinas de fusao entao, quando o compo-
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nente B da proteina de fusao recombinante contém um fragmento multi e/ou
oligomerizador da proteina Clg, SP-A, SP-D, BC, CL43 e ACRP30. Tambem
pode ser aplicado um derivado funcional de um tal fragmento das proteinas
mecnionadas acima no ambito da presente invencao. Uma proteina de fusao
contera neste caso, além de um componente A dotado de atividade bioldgi-
ca, tipicamente um componente B, que apresenta exclusivamente o frag-
mento das proteinas mencionada acima responsavel para a agregagao, mas
de preferéncia, nao o dominio "de cabeca" globular.

Como componente B de uma proteina de fusao de acordo com a
invencao, pode ser tomado em consideragao, de preferéncia, também uma
seqliéncia, que contém a seqiéncia de aminoacido do dominio do colageno
oligomerizante do ligante EDA, especialmente a variante de um mamifero,
muito particularmente a variante humana, sem um fragmento oligomerizante
ou derivado funcional de um tal dominio. De modo muito particularmente
preferido aplica-se como componente B um fragmento de sequéncia, que
contém os aminoacidos 160 até 242 da proteina humana EDA ou um deriva-
do funcional, por exemplo, de um fragmento. De preferéncia, tratar-se-a de
um hexamero.

Um outro objetivo da presente invencao sao seqiéncias de
DNA, que codificam para proteinas de fusdo do tipo mencionado acima. Tais
sequéncias de DNA sao expressas em vetores de expressao, sendo que
também os vetores de expressao correntes, que contém uma seqiiéncia de
DNA para as proteinas de fusao de acordo com a inveng¢ao, sao objetivo da
invengdo. Além disso, incluem-se na presente invengao aquelas células
hospedeiras, que sao transfectadas com seqiéncias de DNA, que codificam
para proteinas de fusdo de acordo com a invengao. Neste contexto sao
muito particularmente preferidas células hospedeiras, que sao transfectadas
com vetores de expressao, em que os vetores de expressao contém nova-
mente sequéncias de DNA, que codificam para as proteinas de fusdao de
acordo com a invengao.

Um outro objetivo da presente invengao sao receptores, especi-

almente receptores, que ligam ligantes de moléculas de sinal da familia das
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citoquinas TNF, que se apresentam di- ou multimerizadas. Assim por exem-
plo, um tal receptor, um derivado do mesmo ou um fragmento de um recep-
tor ou derivado, especialmente um fragmento, que abrange a regidao extra-
celular do receptor, onde novamente sao preferidos o(s) dominio(s) de liga-
¢do, podem apresentar-se como componente A de uma proteina de fusao,
que é componente de um di- ou multimero. A dimerizagao pode ser obtida
pela recombinagdo com fragmentos de imunoglobulinas, especialmente
fragmentos Fc, enquanto que a multimerizagao pode ser obtida, por exem-
plo, apds recombinagdao com os dominios de multimerizagado corresponden-
tes. Para isso, prestam-se por exemplo, todos os fragmentos de seqiéncias
de proteinas, que geram di- ou multimeros através da formacao de estrutu-
ras supersecundarias, por exemplo, "Coiled-Coil-Helices" ou hélices triplas
do tipo de colageno tipicas (por exemplo, CMP, COMP, colageno, laminina).
Também fragmentos de proteinas da familia C1q ou de colectinas sao tipi-
camente adequados para uma di- ou multimerizagdo de receptores ou de
fragmentos de receptores. Assim aproximadamente, por exemplo, o frag-
mento extracelular de um membro da familia de receptores TNF, por exem-
plo, o receptor Fas (FasR) pode ser expresso como componente A na forma
de um pentamero mediante recombinagao com os dominios de pentameri-
zagao correspondentes de COMP como componente B. Com isso, pode
tratar-se neste caso de homo- ou heterodi- ou -multimeros de proteinas de
fusao, que apresentam um receptor ou fragmento de receptor.

Estes di- ou multimeros de uma proteina recombinante com um
componente A contendo um receptor ou fragmento de receptor também po-
dem ser tomados em consideragado como medicamento ou para a prepara-
¢ao de um medicamento. Seu emprego € especialmente indicado, quando
aparecem altas concentragdes extracelulares dos ligante de receptor corres-
pondentes em um quadro de doenga. Neste caso, também pode tratar-se de
maiores concentragdes de moléculas de sinal em posigao de membrana, por
exemplo, citoquinas TNF, sobre as proprias células ou de moléculas de sinal
soluveis. O emprego de tais multimeros, porém, fundamentalmente também

& sempre desejado, quando a ativagao de uma cadeia de transducdo de si-
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nal, que é solta no receptor tipicamente em posicado de membrana corres-
pondente, deve ser impedida ou reduzida pela aplicagdo de di- ou multime-
ros de acordo com a invengao soluveis, exégenos, que aprisionam as molé-
culas de sinal, constituidos de proteinas de fusao, que contém como compo-
nente A um receptor ou um fragmento de receptor.

A presente invencdo € elucidada mais detalhadamente pelas
figuras abaixo:

Na figura 1 (SEQ ID NOs: 1 e 2) no cédigo de uma letra esta re-
presentada a sequéncia de aminoacido de uma proteina de fusao (2) de a-
cordo com a invencao recombinante que aparece em um oligdmero de acor-
do com a invencdo (hexdmero Fasl), isto €, um bimero de um trimero. Co-
mo componente A denomina-se um fragmento de seqiiéncia do hFasL (AS
103 ou 139 até 281), enquanto que como componente B aparece o ligante
especifico (bimerizador no resultado) com a sequéncia VDLEGSTSNGRQ-
CAGIRL. Alem disso, encontra-se na figura 1 a seqiiéncia de aminoacido da
proteina de fusdo recombinante (1), que correspondentemente ao estado da
técnica s6 aparece como componente de um trimero Fasl, isto €, nenhuma
apresenta o presente multimero, aqui trimero, componente B bi- ou oligome-
rizante. Os fragmento das duas proteinas de fusdo (1) e (2) recombinantes
sao caracterizados na figura 1 acima dos dados da seqiiéncia com relagao a
sua respectiva funcionalidade.

A figura 2 abrange na figura 2A o resultado de uma eletroforese
de gel (SDS-PAGE) de proteinas de fusado (2) de acordo com a invengéo,
isto &, com a seqiiéncia ligante especifica (componente B), sob condi¢bes
redutoras (r) e nao-redutoras (nr). Sob as condi¢cdes nao-redutoras em solu-
¢ao o oligdbmero elui de acordo com a invengao com complexo nativo de seis
polipeptideos de acordo com a invencédo (proteinas de fusdo (2)), pois de
acordo com a invengao, ocorre formacéo de uma ponte de dissulfeto entre
os componentes B de duas proteinas de fuséo (2) de acordo com a inven-
¢ao, que em cada caso sao componente de diversos trimeros. No resultado,
um oligbmero de acordo com a invengao, apresenta-se por conseguinte co-

mo hexamero FasL com um peso molecular, que corresponde aproximada-
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mente ao peso molecular séxtuplo da proteina de fusao (2) de acordo com a
invengdo em forma mondmera. Quando sdo dadas condi¢des desnaturantes
(por exemplo, sobre SDS-PAGE), as proteinas de fusdo migram na auséncia
de agentes de reducdo como dimeros, condicionados pela formagao de uma
ponte de dissulfeto entre dois monémeros. Sob condi¢ées redutoras e des-
naturantes, os mondémeros da proteina de fusao (2) de acordo com a inven-
¢ao, migram, ao contrario, no gel SDS. Esquematicamente na figura 2B esta
representado um oligbmero de acordo com a invengéo, aqui um bimero de
um trimero, de uma proteina de fusdo de acordo com a invencao, por exem-
plo, uma proteina de fuséo (2), tal como mostrado na figura (1).

Na figura 3 é apresentado o resultado de um ensaio citotéxico
em funcéo das concentracbes de trimeros FasL (trimero de trés proteinas de
fusa@o pelo estado da técnica, por exemplo, proteina de fusédo (1) de acordo
com a figura 1, que ndo apresentam nenhum componente B) ou do bimero
FasL (hexdmero como bimero de trimeros) de acordo com a invengéo, ilus-
trado esquematicamente na figura 2B, na presenca (™ A) ou auséncia (O,
A) de anticorpos anti-flag M2 para células A20 ou células Jurkat. A densida-
de optica em 490 nm é uma medida para a capacidade de vida das células
(alta densidade optica corresponde a um pequeno efeito apoptético das
substancias acrescentadas e, com isso, a uma alta capacidade de vida das
células). Sobre células A20 (figura 3A e 3B) e sobre células Jurkat (figura 3C
e 3D) o efeito apoptético dos bimeros Fasl de trimeros (hexameros) de a-
cordo com a invencao (figura 3B e 3D, em cada caso A) é aumentado em
comparagao com o efeito dos trimeros Fasl de proteinas de fusdo sem um
componente B bi- ou oligomerizante (estado da técnica, figura 3A e 3C, em
cada caso (desenhar um quadrado, pagina 30) em 3 até 10 vezes. No a-
créscimo adicional de anticorpos anti-flag, que estao voltados contra a se-
quéncia flag das proteinas de fuséo (1) e (2) de acordo com a figura 1 e pela
reticulagao por exemplo, também aumentam mais o grau de oligomerizacao
das proteinas de fusdo de acordo com a invencao, a atividade apoptética €
aumentada em todos os preparados (figuras 3A até 3D, em cada caso ™ ou
A).
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Na figura 4 (SEQ ID NO: 3) esta representada a sequéncia de
aminoacido de uma proteina de fusao (3) de acordo com a invengao, consi-
derando-se a substituicdo (C — S) na regido do ligante especifico (compo-
nente B da pro proteina de fuséo (3)) ("Super-FasL"). Ademais, faz-se refe-
réncia a descricdo com relagao a figura 1. Através de experimentos de filtra-
cao de gel mostrou-se, que "Super-FasL" em solugdo em uma forma bimeri-
zada de acordo com a invengao, apresenta-se como hexamero. Por condi-
¢oes desnaturantes sobre SDS-PAGE as proteinas de fusao (3) de acordo
com a invencao, também na auséncia de agentes de redugéo, migram como
mondémeros, pois na regiao do ligante nao se pode formar nenhuma ponte
de dissulfeto com base na substituicao dos aminoacidos C — S.

A figura 5 mostra analogamente a figura 3 a capacidade de vida
de células A20 (figura 5B) ou células Jurkat (figura 5D) ap6s adicdo de agre-
gados de acordo com a invengao da proteina de fusdo (3) de acordo com a
invencao de acordo com a figura 4 ("Super-FasL") na presenca (e) ou na
auséncia (o) de anticorpos anti-flag M2. As proteinas de fusao (3) de acordo
com a invencao, provocam um efeito apoptdtico aproximadamente pelo me-
nos 1000 vezes reforgcado em comparagédo com os trimeros Fasl. aplicados
para comparacgao de acordo com o estado da técnica sem componente B bi-
ou oligomerizador (figura 3A (células A20) e figura 3C (células Jurkat). A adi-
¢ao de anticorpos anti-flag M2 (e) tem o poder de aumentar por ampla oli-
gomerizacao de "Super FasL" em agregados de acordo com a invencgao de
ordem superior tanto sobre células A20 como também sobre células Jurkat a
atividade apoptética em comparagao com o preparado sem anticorpo anti-
flag insignificantemente, aproximadamente 2 vezes, de preferéncia, pelo
menos 1,5 vez (figura 5B e 5D). Disto resulta, que o grau de oligomerizagao
(aqui como bimero de trimeros) provocado pelo ligante especifico de uma
proteina de fusdo (3) de acordo com a invengdo empregado com componen-
te B, para a solugédo de apoptose, eventualmente pela oligomerizagao sobre
a superficie da célula, ja € quase 6timo e pelos agregados de ordem superior
de acordo com a invengao, ainda pode ser insignificantemente aumentado.

Na figura 6A (SEQ ID NO: 4) é mostrada a sequéncia de amino-
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acidos de uma proteina de fusdo (4) de acordo com a invengéo, FaslL-
ACRP30, sendo que a proteina de fusao (4) (na continuagao do terminal N
para C) apresenta uma seqiiéncia flag, uma seqiéncia ligadora como com-
ponente B, os aminoacidos 18 até 111 da proteina mACRP30 (m: murino), o
ligante LQ e depois os aminoacidos 139 até 281 de hFasL como componen-
te A.

Na figura 6B (SEQ ID NO: 8) é apresentada outra proteina de
fusdo. Esta abrange o dominio do colageno do ligante ACRP30 humano
(hACRP30, com os aminoacidos 18 até 111), sendo que seu terminal N &
fusionado em uma marcacao flag (DYKDDDDK) e seu terminal C no dominio
extracelular de FasL humano (AS 139 até 281). Entre o terminal C de hA-
CRP30 e hFasL é introduzida uma seqiiéncia ligadora (MHVD) igualmente
como entre a marcagao flag e o terminal N de hACRP30 (GPGQVQLQ). To-
dos os dados acima referem-se ao chamado cédigo de uma letra dos ami-
noacidos.

Figura 6C representa decursos de curvas, que resultam da titu-
lacdo das células T Jurkat por um lado com FasL e por outro lado da protei-
na de fusdo hACRP30 / FasL com adigdo de anticorpos anti-flag M2 (+) e
sem adicdo de anticorpos anti-flag M2 (-). Para isso, sobrenadantes (OPTI-
MEM) de células 293 transfectadas transientes com FasL ou hACRP30/FasL
e que exprimem estas proteinas foram colocadas nas células T Jurkat. Em
experimentos subseqilientes aplicaram-se para isso as concentracoes de-
crescentes, descritas sobre o eixo x da figura 6C e a respectiva cota de so-
brevivéncia das células Jurkat foi determinada com o teste de citoxicidade
padrao descrito em outro local. Da aplicagao é evidente, que FasL é inativo
sem anticorpos M2 de reticulagdo cruzada (¢#) e somente o efeito de reticula-
cdo cruzada do anticorpo M2 provoca efeitos citotéxicos. Em conseqiiéncia
disto, o efeito correspondente de uma proteina de fusdo de acordo com a
invencao, a saber hAACRP30 / FasL, ja € mostrada sem adi¢do de anticorpos
M2 (A). A adigao de anticorpos M2 pode aumentar quase nada o efeito da
proteina de fusdo de acordo com a invencao.

Figura 7 mostra analogamente a figura 3 a vitalidade de células
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BJAB apo6s adicéo de trimeros FasL ndo capazes de bi- ou oligomerizagao
(ensaio comparativo, a base da proteina de fusédo (1) de acordo com a figura
1; figura A) e dos oligbmeros de acordo com a invencao, aqui como tetrame-
ros de trimeros, isto €, dodec@meros, da proteina de fusdo (4) de acordo
com a invengao conforme a figura 6A na presenga de (A) ou na auséncia de
(A) de anticorpos anti-flag M2. Enquanto os trimeros FasL de acordo com a
invencdo na auséncia de anticorpos que oligomerizam pela ligacao a se-
quéncia flag ndo desenvolvem nenhum efeito apoptético sobre células BJAB
(figura 7A, (A)), um dodecamero de acordo com a invengao (tetrAmero de
trimeros)) de proteina de fusao (4) ja induz em uma concentracao de apro-
ximadamente 10 ng/mi (Kso= 8 ng/ml) a morte da célula (figura 7B). Isto se
manifesta nitidamente por uma reducdo do OD em 490 nm. Esta atividade
apoptoética pode ser aumentada insignificantemente pela adicao de anticor-
pos anti-flag M2 a um preparado de dodecameros de acordo com a inven-
cao, constituidos de proteinas de fusdo FasL-ACRP30 de acordo com a in-
vengao, isto &, um dodecamero de acordo com a invencao, representa com
relacao a atividade apoptética ja um estado de agregagao aproximadamente
otimo. A outra agregacgado solucionada por anticorpos correspondentes em
agregados de ordem superior de acordo com a invenc¢do, nao tem o poder,
ao contrario, de provocar outros efeitos biologicos significativos.

A seqiiéncia de aminoacidos de uma proteina de fusdo (5) de
acordo com a invenc¢ao, que contém os aminoacidos 95 até 281 da hTRAIL
como componente A em combinacdo com o dominio de oligomerizagao de
ACRP30 (AS 18-111) como componente B, € mostrada na figura 8 (TRAIL-
ACRP30, SEQ ID NO: 5). De acordo com a invengéo, a proteina de fuséo (5)
apresenta-se, por conseguinte, em solugdo como oligbmero, a saber, com
tetramero de trimeros.

Figura 9 representa a vitalidade de células Jurkat ap6s adigao de
trimeros TRAIL (proteina de fusdo com uma seqiiéncia flag no terminal N e
dos aminoacidos 95 até 281 de TRAIL humano) pelo estado da técnica sem
capacidade de bi- ou oligomerizacdo (ensaio comparativo, figura 9A) e de

dodecameros de acordo com a invengao da proteina de fusdo de acordo
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com a invengao (5), TRAIL-ACRP30, na presenca (A) ou auséncia (A) de
anticorpos anti-flag M2. As observagdes experimentais na figura 9 corres-
pondem aos resultados ilustrados na figura 7. Enquanto os trimeros TRAIL
na auséncia de anticorpos que oligomerizam pela ligagdo na seqiiéncia flag
nao desenvolvem nenhum efeito apoptético sobre as células Jurkat (figu-
radA, (A)), o dodecémero de acordo com a invengao da proteina de fusao (5)
também neste experimento ja induz a morte da célula em uma concentragao
de aproximadamente 100 ng/ml (=Ksp) (figura b, (A)).A adi¢do combinada
de dodecameros TRAIL e anticorpos anti-flag pode formar, além disso, a
partir dos oligbmeros de acordo com a inveng¢ao pelo ulterior aumento do
grau de oligomerizagao agregados de acordo com a invengcao de ordem su-
perior dos mesmos, que neste caso tém uma atividade (de pelo menos 10
vezes) que induz a apoptose mais aumentada (figura 9B, (A)).

A segliéncia de aminoacidos de uma proteina de fusdo (6) de
acordo com a invengao, que contém os aminoacidos 77 até 235 do mTFNa
(m: murino) como componente A em combinagdo com o dominio de oligome-
rizacdo de mACRP30 (AS 18-111) como componente B e apresenta uma
sequiéncia flag com ligante na terminagao N, € mostrada na figura 10 (TFNo-
ACRP30). Com isso, a proteina de fusado (6) apresenta-se em solugdo como
dodecamero, a saber como oligdbmero (tetramero) de muitimeros (trimeros).

Na figura 11 € mostrado o resultado de um experimento de proli-
feracao celular. Neste caso, como medida para a proliferacao celular de cé-
lulas CT6 determinou-se a incorporagéo de timidina >[H] nas células CT6 de
camundongos como fun¢ao da concentragao de trimeros de uma proteina de
fusdo pelo estado da técnica (seqiiéncia flag e de ligagéo no terminal N com
aminoacidos 77 até 235 seguintes de TNFo murino) sem um componente B,
isto &, do trimero m TNFa (figura 11A) ou de dodecameros de acordo com a
invengao (4x3) da proteina de fusao (6) de acordo com a invengéo, conforme
figura 10, do mTNFa-ACRP30 (figura 11B). A incorporagio *[H]-timidina é
representada em "cpm" ("counts per minute"). Os ensaios foram realizados
na presenca (A) ou na auséncia (A) de anticorpos anti-flag M2. Com isso, 0

trimero de mTNFa conhecido do estado da técnica apés ligagao ao receptor



10

15

20

25

30

32

TNF 2 (TNF-R2) tem somente um pequeno efeito proliferativo sobre as célu-
las CT6 (figura 11A, A). Somente apés adicdo de anticorpos anti-flag (A)
pelo seu efeito reticulador e, com isso, oligomerizante, pode ser observado
um efeito proliferativo nitidamente aumentado.

Com relagao a isso, oligdmeros dos trimeros de acordo com a in-
vengao, aqui o dodecamero da proteina de fusdo de acordo com a invencgao (6),
mostram na figura 11B um forte efeito proliferativo, que ja pode ser observado
em 5 ng/ml (A). A combinagao de anticorpos anti-flag reticuladores e dodecame-
ros de acordo com a invengao (A) como referéncia pode cuidar com relagao a
isso, somente ainda um aumento significativo do efeito proliferativo em compara-
¢ao com o resultado na adi¢éo isolada do dodecamero de acordo com a inven-
¢ao. Disto reconhece-se, que um oligbmero de acordo com a invengdo, aqui na
forma de um dodecamero, ja provoca um efeito de proliferacio quase 6timo.

A seqiéncia de aminoacidos de uma proteina de fusao (7) de
acordo com a invengao, que contém os aminoacidos 116 até 261 do hCD40L
(h: humano) como componente A em combinagido com o dominio de oligo-
merizacdo de ACRP30 (AS 18-111) como componente B, é apresentado na
figura 12 (CD40L-ACRP30, SEQ ID NO: 7).

Na figura 13 - sensivelmente como na figura 11 - é apresentado
o resultado de um experimento de proliferagcdo celular. Neste caso, foram
empregados todavia - com diferenca para a figura 11 - PBL humanos (linféci-
tos de sangue periféricos). E representado o efeito de CD40L tradicionais,
que se apresenta em solugdo na forma de um trimero (seqiiéncia flag e li-
gante, tal com na figura 12, com seqiéncia seguinte de AS 16 até 261 de
hCD40L sem um componente B oligomerizante; figura 13A), sobre a prolife-
racao das células em comparagao com o efeito de dodecameros de acordo
com a invengéao de proteinas de fusdo de acordo com a invencao (7) de a-
cordo com a figura 12, CD40L-ACRP30 (figura 13B). Os ensaios efetuados
na auséncia ([J) de anticorpos anti-flag M2 mostram, que o trimero CD40L
quase nao tem efeito proliferativo, enquanto que na figura 13B ja em concen-
tracdes bem inferiores de hCD40L & detectavel uma efeito de prolifera-

cao correspondente. No eixo x encontra-se aplicado na figura 13B o tama-
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nho "1/diluicao”, isto é, nao-concentragdes absolutas, pois foi acrescentado
um sobrenadante enriquecido, cuja concentracao absoluta € desconhecida.
A combinacao de anticorpos anti-flag reticuladores e dodecameros de pro-
teina de fusao (7) de acordo com a invencao (A ) como referéncia pode pro-
duzir pela formacgao de agregados de ordem superior uma outra mudanga de
um efeito de proliferacao correspondente em menores concentragoes.

A figura 14 representa esquematicamente a estrutura de multi-
meros oligomerizados. As figuras 14A e 14B mostram esquematicamente a
aparéncia de "proteinas de feixes" nativas com sua estrutura ja oligomeriza-
da nativa (figura 14 A: hexamero de trimeros de dominio de cabecga, que
formam a proteina de complemento Clq; figura 14B: tetramero de trimeros
de dominio de cabeca, que formam ACRP30, uma proteina de soro produzi-
da por adipécitos). Com isso, no complexo C1q ou no complexo ACRP30 os
dominios de cabe¢a dos mondmeros nativos sao multimerizados e oligome-
rizados. Enquanto o complexo de oligomerizacao C1q é formado de trés di-
ferentes produtos genéticos, trata-se no caso do complexo de oligomeriza-
cao ACRP30 do homododecamero, isto €, de produtos genéticos multi- e
oligomerizados idénticos. As cadeias de polipeptideos individuais que se
baseiam em cada caso nos dois complexos de oligomerizacao nativos men-
cionados acima dispdoem em cada caso de um dominio de cabeca, de uma
faixa de sequéncia, que pode fofmar uma helice tripla de colageno e de uma
regiao de sequéncia, que pode oligomerizar 6 (complexo Clg) ou 4 (comple-
xo ACRP30) hélices triplas de colageno, finaimente em um feixe de hélices
de 18 ou 12 mondmeros.

Na figura 14C esta representado esquematicamente um multi-
mero oligomerizado de acordo com a invencgao de uma proteina de fusao de
acordo com a invengao (por exemplo, da proteina de fusao (4) de acordo
com a figura 6A, FasL-ACRP30), que apresenta como componente A quatro
ligantes TNF trimerizados (por exemplo, o ligante TNF FasL) ou fragmentos
de ligantes TNF que oligomerizam pelas faixas de sequéncia da proteina
ACRP30 do tipo do colageno como componente B, as quais se apresentam

por exemplo, em uma proteina de fusao de acordo com a invengdo, em um
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homodecamero de acordo com a invengao.

Figura 15A descreve a construgao de uma outra proteina de fu-
s30 de acordo com a invengao, a saber hEDA/FasL. Neste caso, o dominio
do coldgeno de EDA humano (aminodacidos 160 até 242) serve como com-
ponente B, a qual no terminal N estd acoplado através de um ligante um
epitopo flag e terminal C, também através de um ligante, um componente A,
na figura 15A FasL (AS 139-281, isto €, o dominio extracelular de FasL ou
um fragmento do mesmo). A proteina de fusao hEDA/FasL de acordo com a
invengao, apresenta-se como hexamero, 2x3mer. No caso da proteina EDA
trata-se de um outro membro da familia TNF, que além de um dominio de
transmembrana e de um dominio TNF também apresenta um dominio de
colageno (veja figura 15A acima) e na forma humana abrange AS.

A figura 15B apresenta experiéncia com a proteina de fusao hk-
DA/FasL de acordo com a invencao. Para a preparagao da proteina de fusao
inicialimente o dominio do colageno de EDA humano (AS 160 até 242) foi
amplificado com primeros correspondentes e depois fusionada com as se-
gléncias correspondentes no terminal N ou C para flag e os dominios extra-
celulares de FasL humano (AS 139 até 281). A figura 15B representa, agora,
decursos de curvas, que resultam da titulacao de ceélulas T Jurkat por um
fado com FasL e por outro lado da proteina de fusao hEDA/FasL com adicao
de anticorpos anti-flag M2 e sem adi¢cao de anticorpos anti-flag M2. Para
isso, sobrenadantes (OPTIMEM) de células 293 transfectadas transientes co
FasL ou hEDA/FasL e que exprimem estas proteinas sao colocados em cé-
lulas T Jurkat. Em experimentos subsequentes aplicaram-se as concentra-
¢cOes decrescentes, representadas no eixo x da figura 15B das proteinas
mencionadas acima e determinou-se a respectiva cota de sobrevida das cé-
lulas Jurkat com auxilio do teste de citotoxicidade padrao descrito em outro
lugar. Da aplicagao torna-se nitido, que FasL € inativo sem anticorpo M2 re-
ticulado cruzado () e neste caso somente o efeito reticulado cruzado do
anticorpo M2 provoca efeitos citotoxicos (M). Com relacdo a isso, o efeito
correspondente de uma proteina de fusao de acordo com a invengao, a sa-

ber hEDA/FasL, j& é obtido sem a adi¢cdo de anticorpos M2 (o). A adi¢ao de



10

15

20

25

30

35

anticorpos M2 ainda pode aumentar, neste caso, o efeito da proteina de fu-
sdo de acordo com a invengao (e).

A presente invencao é elucidada mais detalhadamente pelos
exemplos de execucgao abaixo:

As ocasidoes experimentais abaixo (a) até (f), desde que apropri-
adas, devem ser aplicadas para os seis exemplos de execug¢ao abaixo, e as
modificagcOes correspondentes reveladas acima nao se aplicam:

(a) Construgoes de vetores para as proteinas de fusao FasL, TRAIL, Tnfo e
CD40L:

Um fragmento de DNA que codifica para o peptideo de sinal de
hemaglutinina, inclusive 6 bases da sequéncia nao transportada na regiao 5'
(CAA AAC ATG GCT ATC ATC TAC CTC ATC CTC CTG TTC ACC GCT
GTG CG GGC) bem como o epitopo flag (GAT TAC AAA GAC GAT GAC
GAT AAA), o ligante (GGA CCC GGA CAG GTG CAG), os pontos de inter-
secao de restricao Pstl, Sall, Xhol e BamHI foram clonados entre os pontos
de intersegao de restricao Hindl-Il e BamHI de um vetor PCRIII modificado
InVitrogen, NV Leek, Paises Baixos), deletando-se as bases 720-769 (OS
038). Para o vetor de expressao do FasL trimérico os aminoacidos 139 até
281 da sequéncia que codifica para o Fasl. humano, emoldurada pelos
pontos de intersecao de restricao Pstl e EcoRl, foi amplificada e clonada no
vetor PCRIII modificado.

Para FasL hexdmeros a sequéncia que codifica para aminoaci-
dos 103 até 281, emoldurada dos dois lados por pontos de intersecao EcoRl
bem como adicionalmente na extremidade 5' da sequéncia ligante GGCTT e
na extremidade 3' pelo codon Stop (TAA) e da seqliéncia natural, ndo trans-
portada (GAG AAG CAC TTT GGG ATT CTT TCC ATT ATC ATT CTT TGT
TAC AGG CAC CGA GAT GTT GAA GCC) foi clonada para o ponto de in-
terse¢ao EcoRI do vetor OS 038. O "super-Fasl" (figura 4, proteina de fusao
(3)) foi produzida pela introdugao de uma mutagao de ponto para a seqiién-
cia do ligante do vetor PS038, em que a sequéncia CAGTGTGCTG foi subs-
tituida do lado 5' do local de interse¢ao EcoRl por CAGTCTGCAG com auxi-

lio de métodos de mutagao PCR. Em seguida, o FasL (aminoacidos 103 até
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281) foi clonado da maneira descrita acima no PS 038 modificado.

Para o TRAIL humano, TNFa murino e CD40L humano partes
dos dominios extraceulares (TRAIL: aminoacidos 95 até 281, TNFo: amino-
acidos 77 até 235, CD40L: aminoacidos 116 até 261) foram amplificados
com pontos de intersecdo de restricdo Pstl na extremidade 5' e comum c¢6-
don Stop bem como pontos de intersegcao de restricao Spel e EcoRl na ex-
tremidade 3' por PCR e clonados para o vetor PCRII (invitrogen). Para a ex-
pressdo dos ligantes como trimeros sao inseridos inicialmente a sequéncia
GAT TAC AAA GAC GAT GAC GAT AAA, codificando para o flag-tag, bem
como a sequéncia de ligante GGA CCC GGA CAG GTG CAG entre os pon-
tos de insergao BamHI e Pstl no vetor pQE-16 (Qiagen) (PS 330). Em segui-
da, os ligantes foram subclonados como fragmentos Pstl/Spel em PS 330.

O vetor de expressao para FasL-ACRP30 foi construido da se-
guinte maneira. Por meio do clone EST AA673154a sequéncia que codifica
através de PCR para os aminoacidos 18 até 111 do ACRP30 murino, en-
quadrada pelos pontos de interse¢ao de restrigao Nsil e Pstl foi clonado nos
locais de intersecao Pstl do vetor codificador para FasL trimero (de modo tal,
que o local de intersecao Nsil/Pstl fusionado estava do lado 5' da sequéncia
codificadora). Os vetores para a expressao das proteinas de fusao das cito-
quinas TNF restantes com ACRP30 foram obtidos pela substituicao da se-
guéncia de FaslL correspondente no vetor de expressao FasL-ACRP30 com
a respectiva seqliéncia de ligante nos pontos de intersecao de restricao Pstl
e EcoRl.

(b) Expressao e purificacao das proteinas recombinantes:

Para os TRAIL, TNFa e CD40L trimeros estabilizam-se clones
estaveis em bactérias (cepa M15 com plasmideo pRep4, Qiagen). Os res-
pectivos clones foram pré-cultivados durante a noite em LB-Broth com ampi-
cilina (100 pg/ml) e kanamicina (50 pg/ml) a 37°C e serviram para a inocula-
¢ao da cultura principal (diluicao 1:50, crescimento a 37°C), que depois de
uma hora foram induzidos durante seis horas com 0,5 mM de IPTG (Sigma)
para a expressao. As bactérias foram colhidas por centrifugacado, lavadas

duas vezes em PBS, lisados na "French Press" e o lisado foi separado dos
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residuos insoltiveis por centrifugacdo. Para todas as proteinas FasL foram
obtidos clones estdveis em células KEK293 por meio de selecao em 800
pg/mi de G418 (veja também no lugar indicado Schneider et al, J. Exp. Med.
1998).

Os ligantes triméricos e hexaméricos bem como super-FasL fo-
ram purificados a partir dos sobrenadantes de clones estaveis ou dos lisados
bacterianos por meio de cromatografia de afinidade sobre agarose M2 (Sig-
ma, Suica), eluidos com 50 mM de citrado-NaOH (pH = 2,5) e logo a seguir,
neutralizados com 0,2 volumes de tris-HCI (pH = 8). O tampé&o foi trocado
por PBS em concentradores (Centrikon-30, Amicon Corp., Easton, Texas,
EUA).

Fusoes de FasL com ACRP30 murino foram purificados da se-
guinte maneira. Os sobrenadantes foram adicionados com 50 mM de NaCl e
1 mM de CaCl, e o valor do pH foi ajustado por meio de acido cloridrico/soda
caustica para 7,0. Em seguida, a proteina recombinante foi ligada sobre aga-
rose M1 (Sigma, Suica) e eluida em TBS-EDTA (10 mM). O tampao foi tro-
cado por PBS em concentradores. A concentracao de proteinas purificadas
foi determinada pelo processo de acido bicinoconinico (Pierce Chemical Co.,
Rockford, llinois, EUA) com a aplicagao de albumina de soro bovino como
padrao e a pureza das amostras foi determinada por SDS-PAGE e tingi-
mento Coomassie-Blue.

As proteinas de fusdo de TRAIL, TNFo. e CD40L com ACRP30
foram acrescentados nos respectivos ensaios na forma de sobrenadantes
enriquecidos, que foram preparados da seguinte maneira: células 293T fo-
ram transfectadas com os respectivos plasmideos de expressao pelo méto-
do do fosfato de calcio. Depois que as células estavam incubadas durante
16 horas com o precipitado, as células foram lavadas com PBS e incubadas
durante 4 dias em meio sem soro (Optimem, Gibco BRL). Os sobrenadantes
foram reduzidos em um vigésimo de seu volume inicial por concentradores e
a presencga da proteina foi testada por "Western-Blotting". No caso de
TRAIL-ACRP30e TNFa-ACRP30 compararam-se titulagdes destas proteinas

com titulagbées de TRAIIL ou TNFa trimerizado purificado, para determinar a
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respectiva concentracao das proteinas recombinantes.
(c) Revisao do peso molecular do multimero por cromatografia de permea-
cao de gel:

O tamanho das diversas proteinas de fusao foi determinado por
filtracdo de gel sobre Superdex 200 HR10/30 (Pharmacia). Proteina recom-
binante foi carregada com o padrao interno katalase e ovalbumina no caso
dos ligantes tri- e hexaméricos, com ferritina e ovalbumina para as proteinas
de fusdao ACRP30 sobre a coluna em um volume de 200 pl, depois foram
eluidas com PBS (0,5 ml /min) e acumuladas nas fracoes de 0,25 mi. A pre-
senca das proteinas nas diversas fragdes apds precipitacao por acido triclo-
roacético foi determinada pelo "Western-Blotting". O tamanho das proteinas
foi determinado com auxilio de uma reta de regressao, constituida de tiro-
globulina (660 kDa), ferritina (440 kDa), catalase (262 kDa), aldolase (158
kDa), albumina de soro bovino (67 kDa), ovalbumina (43 kDa), quimotripsi-
nogénio A (25 kDa) e ribonuclease A (13,7 kDa).

(d) Células:

Células A20 de linfoma B murinas foram mantidas em DMEM,
que continha 5 % de FCS inativado pelo calor. As células Jurkat de linfo-
blastoma T humano, céelulas de linfoma de Burkitt BJAB foram cultivadas em
RPMI de 10 % de FCS. As células renais embrionarias humanas 293 foram
cultivadas em uma mistura de varias substancias DMEM F12 (1:1), acompa-
nhadas de 2 % de FCS. Todos 0s meios continham antibidticos (penicilina e
estreptomicina em 5 pg/ml em cada caso e neomicina em 10 pyg/mi). A linha
de células T citotoxica murina dependente de iL-2 CT6,foi cultivada no
RPMI, apoiada por 10 % de FCS, 1 mM de pivurato de sédio, 50 uM de 2
mercaptoetanol, 10 mM de hepes e 10 % de sobrenadante de célula EL-4
condicionado.

(e) Ensaio citotoxico:

O ensaio citotdxico foi efetuado essencialmente, tal como des-
crito por Schneider et al. (J.Biol. Chem. 272:18827-18833, 1997). Neste
caso, 50.000 células foram incubadas pelo periodo de 16 horas em 100 pl

de meio, sendo que o meio continha as concentragdes dos ligantes indica-
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dos na presenca ou auséncia de 1 pg/ml de anticorpos M2 (2 pg/ml para
TRAIL). As quotas de sobrevida das células foram determinadas com auxilio
de PMS/MTS (metossulfatc de fenancina 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-5-[3-
carboximetoxifenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazdlio, sal) (Promega Corp., Madi-
son, WI). O desenvolvimento da cor foi permitido durante o tempo necessa-
rio (tipicamente 1-3 horas). A capacidade de absor¢ao foi medida em 490
nm.
(f) Ensaio de proliferagao de células B

Células positivas CD19 foram selecionadas e purificadas por
FACS-Sorting de PBL humano (linfécitos de sangue periférico) com "Beads"
magnéticos, ao contrario, células negativas CD19 foram irradiadas com 3000
rad. 100000 células positivas CD19 purificadas foram incubadas com
100000 PBL irradiadas autoldgicas negativas CD19 em 120 pl de meio
(RPMI 10 % FCS, antibidticos) com as proteinas de fusao CD40L soluveis
tituladas, com ou sem anticorpo M2 (10 pg/ml) durante 72 horas em placas
com 96 “cavidades". Em seguida, as células foram pulsionadas durante 6
horas com timidina-°[H] e a incorporagéo foi medida com a contagem por
cintilacao liquida ("Liquid Scintillation Counting").

Ademais, com relagao a descricao dos métodos aplicados para a
execucao dos exemplos de execucgao faz-se referéncia expressamente a
Schneider et al. (J. Exp. Med,, Vblume 187, numero 8, 1998, 1205-1213) e a
publicagdes ali citadas como referéncias.
1. Exemplo de execugao.

Foi expressa uma proteina de fusao recombinante (2), que apre-
sentou os aminodacidos 103 até 281 do hFasL (h: humano) como componente A
e terminal N do aminoacido 103 do componente A como componente B uma
sequéncia com comprimento de 18 aminoacidos (VDLEGSTSNGRQCAGIRL,
chamado ligante especifico). Além disso, no terminal N da proteina de fusao
(terminal N do componente B) foi acoplada uma seqiiéncia flag com os ami-
noacidos DYKDDDDK e uma sequéncia de ligante GPGQVQLQ seguinte
(figura 1).

Para ensaios comparativos foi expressa uma proteina de fusao
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(1), o terminal N apresentou igualmente a seqliéncia flag mencionada acima
com o mesmo terminal C da sequéncia de ligante seguinte e neste ligado no
terminal C os aminoacidos 139 até 281 de hFasL. Proteina de fusao (1) dife-
rencia-se da proteina de fusao (2) por conseguinte, por uma delegcao, que
abrangeu o ligante especifico e os aminodcidos 103 até 138 de hFasL (figura
1).

A construgao do vetor das proteinas de fusao (1) e (2) foi efetu-
ada pelo método de operagao descrito de acordo com (a). A expressao e
purificagdo das proteinas de fusao foi efetuada pelo processo representado
em (b).

As proteinas de fusao (1) purificadas foram submetidas a condi-
¢coes redutoras ou nao-redutoras e, em seguida, separadas eletroforetica-
mente por gel (figura 2), ligadas com uma determinagao grossa do peso
molecular das respectivas bandas.

Finalmente, células A20 e Jurkat cultivadas de acordo com (d)
foram retiradas e submetidas a um ensaio citotoxico de acordo com (e). Para
cada uma das duas linhas de células o ensaio foi efetuado em cada caso
com crescentes concentragdes de proteina de fusao (1) trimerizada ou de
bimeros de trimeros (isto €, hexdmeros) da proteina de fusao (2) na presen-
¢a ou auséncia de anticorpos M2 anti-flag (Sigma, Buchs, Suiga) (figura 3),
determinando-se a capacidade de absorcao em OD 490 nm.

2. Exemplo de execucgao.

Foi expressa uma proteina de fusao recombinante (3), que apre-
sentou os aminoacidos 103 até 281 do hFasL como componente A e termi-
nal N do aminoacido 103 do componente A, como componente B uma se-
quéncia com comprimento de 18 aminodacidos (VDLEGSTSNGRQSAGIRL,
ligante especifico). Além disso, no terminal N da proteina de fusao (terminal
N do componente B) foi acoplada uma sequéncia flag com os aminoacidos
DYKDDDDK e uma sequéncia ligante seguinte GPQVQLQ (figura 4).

Para ensaios comparativos a proteina de fusado (1) foi expressa
tal como no primeiro exemplo de execucgao (figura 4).

As construcoes dos vetores das proteinas de fuséo (3) e (1) fo-
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ram efetuadas pelos processos representados para o primeiro exemplo de
execucdo. A expressao e purificagdo das proteinas de fusao foi efetuada
pelo processo descrito em (b).

Finalmente, células A20 e Jurkat cultivadas de acordo com (d)
foram retiradas e submetidas a um ensaio citotoxico de acordo com (e). Para
cada uma das duas linhas de células o ensaio foi efetuado em cada caso
com crescentes concentragoes de trimeros da proteina de fusdo (3) na pre-
senca ou auséncia de anticorpos M2 anti-flag (Sigma, Buchs, Suic¢a) (figura
5), determinando-se a capacidade de absor¢ao em OD 490 nm.

3. Exemplo de execucao.

Foi expressa uma proteina de fusao recombinante (4), que apre-
sentou os aminoacidos 139 até 281 do hFasL como componente A e termi-
nal N do aminoacido 139 do componente A inicialmente o dimero do ligante
com a seqliéncia LQ e depois ulteriormente terminal N como componente B
uma seqliéncia com comprimento de 94 aminoacidos da proteina mACRP30
(AS 18 até 111), o dominio de oligomerizagao. Além disso, no terminal N da
proteina de fusao (4) (terminal N do componente B) foi acoplada uma se-
quéncia flag com os aminoacidos DYKDDDDK e uma sequéncia ligante sub-
sequente GPGQVQLH (figura 6A). Para ensaios comparativos foi aplicada a
proteina de fusao (1).

A expressao e purificacao das proteinas de fusdo foi efetuada
pelo processo representado em (b).

Finalmente, células de linfoma BJAL-Burkitt cultivadas de acordo
com (d) foram retiradas e submetidas a um ensaio citotoxico de acordo com
(4). O ensaio foi efetuado em cada caso com crescentes concentragdes de
trimeros da proteina de fuséo (1) ou trimeros oligomerizados (dodecameros)
da proteina de fusao (4), isto €, do FasL-ACRP30 recombinante (4x3), na
presenga ou auséncia de anticorpos M2 anti-flag (Sigma, veja acima) (figura
7), determinando-se a capacidade de absorcao em OD 490 nm.

4. Exemplo de execugao.
Foi expressa uma proteina de fusédo recombinante (5), que apre-

sentou os aminoacidos 95 até 281 do hTRAIL (h: humano) como compo-
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nente A e o terminal N do aminoacido 95 do componente A inicialmente do
dimero ligante com a sequéncia LQ e depois N-terminal ulterior como com-
ponente B uma seqléncia longa com 94 AS da proteina mACRP30 (AS 18
até 111), os dominios da oligomerizagao). Além disso, no terminal N da pro-
teina de fusao (terminal N do componente B) foi acoplada uma sequéncia
flag com os aminoacidos DYKDDDDK e uma sequéncia ligante subsequente
GPGQVQLH (figura 8).

Para ensaios comparativos foi expressa uma proteina de fusao
(nao representada na figura 8), que se apresenta em solugao como trimero
(trimero TRAIL). Esta proteina de ensaio comparativa apresenta (do terminal
N para C a sequéncia flag, o ligante com a sequéncia GPGQVQLH e final-
mente hTRAIL (AS 95 até 281). Com diferenca para a proteina de fusao (5)
falta, portanto, o componente B (MACRP30: AS 18 até 111) e o ligante com
a sequéncia LQ.

A expressao e purificacao das proteina de fusao foram efetua-
das pelos processos representados em (b).

Finalmente células Jukart de linfoblastoma T cultivadas de acor-
do com (d) foram retiradas e submetidas a um ensaio citotéxico de acordo
com (4). O ensaio foi efetuado em cada caso com crescentes concentragoes
de trimeros da proteina de fusdo sem a sequéncia ACRP30 (para compara-
¢ao) ou dos trimeros oligomerizados da proteina de fusao (5), isto &€, de um
dodecamero do TRAIL-ACRP30 recombinante (4x3), na es ou auséncia de
anticorpos M2 anti-flag (Sigma, ver acima) (figura 9), determinando-se a ca-
pacidade de absor¢cao em OD 430 nm.

5. Exemplo de execucao

E expressa uma proteina de fusdo recombinante (6), que apre-
sentou os aminoécidos 77 até 235 do mTNFo (m: murina) como componente
A e terminal N do aminoacido 85 do componente A, inicialmente o dimero
ligante LQ e depois ulteriormente terminal N como componente B uma se-
giéncia longa com 94 AS da proteina mACRP30 (AS 18 até 111), os domi-
nios da oligomerizagao. Além disso, no terminal N da proteina de fusao (ter-

minal N do componente B) foi acoplada uma sequéncia flag com os aminoéa-
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cidos DYKDDDDK e uma sequéncia ligante seguinte GPGQVQLH (figura
10).

Para ensaios comparativos foi expressa uma proteina de fusao
(nao representada na figura 10), que se apresenta em solugdo como trimero
(trimero TNF«). Esta proteina do ensaio de comparagao apresenta (do ter-
minal N para o terminal C a sequéncia flag, o ligante com a seqiéncia
GPGQVQKEF e finaimente mTNFa (AS 77 até 235). Diferentemente da pro-
teina de fusdo (6) falta portanto o componente B (MACRP30 : AS 18 até
111) e o ligante com a se LQ.

A expressao e purificacao das proteinas de fusao foram efetua-
das pelo processo representado em (b).

Com auxilio de um ensaio de proliferacao celular de acordo com
(f) mediram-se os efeitos, que pela adicao de crescentes concentragoes de
trimeros TNF o ou oligdmeros TNFa-ACRP30 (homodecameros de TNFo) na
presenca ou auséncia de anticorpos M2 anti-flag (Sigma, ver acima) resul-
tam em células CT6.

Para isso, as células CT6 foram colocadas pelo periodo de 4
dias na presencga de concentragdes reduzidas de sobrenadante EL-4 (2,5 %)
antes do experimento de proliferacao. As células foram incubadas em placas
de titulacao com 96 “cavidades” (40.000 células/"cavidade") pelo periodo de
16 horas com as concentragoes indicadas de oligdmeros TNFo-ACRP30 ou
mTNFo na presenca ou auséncia de 2 pg/ml M2-mAKk e na auséncia de so-
brenadante EL-4. As células foram pulsionadas pelo periodo de 6 horas adi-
cionais com timidina [°H] (0,5 pCi/"cavidade"), expostas a trés ciclos de con-
gelamento e descongelamento e finalmente, colhidas. A incorporagao da
timidina [*H] foi revista finalmente por uma medi¢c&o de cintilagao liquida (fi-
gura 11).

6. Exemplo de execugao

Foi expressa uma proteina de fusao recombinante (7), que apre-
sentou os aminoacidos 116 até 261 do hCD40L (h: humano) como compo-
nente A e terminal N do aminoacido 95 do componente A inicialmente o di-

mero do ligante LQ e depois ulteriormente terminal N como componente B,
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uma sequéncia longa com 94 AS da proteina mACRPSO (AS 18 até 111), os
dominios de oligomerizagao). Além disso, no terminal N da proteina de fuséo
(terminal N do componente B) foi acoplada uma seqiiéncia flag com os ami-
noacidos DYKDDDDK e uma seqléncia ligante subseqiente GPGQVQLH
(figura 12).

Para ensaios comparativos foi expressa uma proteina de fusao
(ndo representada na figura 12), que se apresenta em solugao como trimero
(trimero CD40L). Esta proteina do ensaio comparativo apresenta (do termi-
nal N para o terminal C a sequéncia flag, o ligante com a sequéncia
GPGQVQLH e finalmente hCD 40L (AS 116 até 261). Diferentemente da
proteina de fusao (7) falta, portanto, o componente B (mACRP30: AS 18 até
111) e o ligante com a sequéncia LQ.

A expressao e purificagcdo das proteinas de fusao foram efetua-
das pelos processos representados em (b).

Finalmente, o ensaio de proliferagao celular descrito em (f) foi
efetuado analogamente sobre PBL, sendo que o trimero CD40L ou oligdme-
ro CD40L-ACRP30 (homododecamero) foram acrescentados na presenca
ou auséncia de anticorpos M2 anti-flag (Sigma, ver acima) (figura 13).

7. Exemplo de execucgao
7.1 Execucao experimental

O sétimo exemplo de execugdo ocupa-se com as proteinas de
fusao, que se constituem de um componente A multi- ou oligomerizador e de
um receptor como componente B.

(A) Construcao do vetor

As proteinas de fusao foram construidas de um vetor PCR-3
modificado (de Invitrogen) como conseqiiéncia de mddulos permutaveis na
seguinte ordem (5' depois de 3'):

(a) um modulo HindHlI/Sall, que contém os dominios extracelulares de um
receptor, onde precede uma seqiéncia Kozak GCCACC (no caso de hTNF-
R1 (aminoacidos 1 - 211); h-TRAIL-R1 (aminoacidos 1 - 239), h-TRAIL-R2
(aminoacidos 1 - 212), h-TRAIL-R3 (aminoacidos 1 - 240) e hCD40 (aminoa-

cidos 1 - 193) ou no caso de hFasR (aminoacidos 1 - 170) pela anteposicao
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de 24 nucleotideos da regido 5'- nao transladada); (b) um ligante com com-
primento de 14 aminodcidos (PQPQPKPQPKPEPE) em um cassete Sa-
{l/Xhol (tal como descrito por Terskikh et al. (1997), Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 94, 1663); (c) um dominio de oligomerizagdo em um mddulo Xhol/Not!
no caso de OPG (aminoacidos 187 - 401, aqui descritos como ON-OPG),
CMP (aminoécidos 451 - 493), banco de genes 115555); COMP {(aminoaci-
dos 32 - 75, bando de genes 1705995); (d) um cassete Notl/Xbal, que con-
tém uma marcacao Hiss-myc combinada e um cdédon Stop. O dominio de
oligomerizagao foi enquadrado pelas sequéncias de aminééoidos GGCC e
ARTPGGGS nos terminais N ou C. Os ligantes foram aplicados para todas
as construgoes. No caso das construgdes Fc clonaram-se a regiao "Hinge",
os dominios CH2 e CH3 e o cédon Stop como cassete higG1 com Sall/Notl,
talco descrito anteriormente (Schneider et al. (1997) J. Biol. Chem. 272,
18827; Schneider et al. (1998) J. Exp. Med. 187, 1205). Linhas de células
derivadas de HEK-293 estaveis foram estabilizadas para a preparacao de
proteinas recombinantes pela selecao em 800 pg/ml de G418 com auxilio
dos processos descritos acima (Schneider et al. (1997) veja acima).
(B) Transfecgao transiente

As células 293T foram transfectadas com o metodo CaCl; tal
como descrito acima (Schneider et al. 1997, veja acima) e lavadas com PBS,
antes de serem incubadas dura.nte 3 dias no meio Optimem sem soro. Os
sobrenadantes foram concentrados 30 vezes e mantidos congelados até o
uso. A concentragdo das proteinas de fusdao Faz/[IN-OPG e Faz/CMP em
meio Optimem foram determinadas com auxilio de uma titulacao em "Wes-
tern Blots" com auxilio de Faz/COMP purificado como padrao.
(C) Purificagao das proteinas recombinantes

Os sobrenadantes de células 293 transfectadas estaveis foram
armazenadas sobre agarose M2 (como ligantes) ou sefarose de proteina A
(proteinas de fusao Fc), lavadas com PBS e eluidas com 50 mM de citrato-
NaOH (pH 2,5). O eluato foi neutralizado com tris-HCI (pH 8) e o tampao tro-
cado por PBS em concentradores Centrikon-30 (da Amicon, Easton, Texas).

As proteinas de fusdo COMP e CMP foram purificadas em colunas de que-
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lato de HiTrap. Para este fim, os sobrenadantes foram compiementados por
células 293 transfectadas estaveis com 500 mM de NaCl e 10 mM de imida-
zol e conduzidas sobre colunas pré-alimentadas com 0,5 M de ZnSO, (pH
2,5) e equilibrados em PBS. A coluna foi lavada com PBS e as proteinas
foram eluidas com PBS, que continha 50 mM de EDTA. O tampao foi troca-
do por PBS, tal como descrito acima.
Flag-FasL e flag-TRAIL foram preparados da mesma maneira, tal como des-
crito acima (Schneider et al, 1997, J. Biol. Chem. 272, 18827 e Thome et al,
1997, Nature 386, 517). As duas publicagcdes sao componente totalmente
extensiveis da publicagdo do presente objeto da invengao. Flag-CD40L (AS
116 até 261) foi expresso em bactérias e purificado em agarose M2, tal
como foi descrito para flag-TRAIL As concentracdes de proteina foram de-
terminadas com o método do &cido bicinoconinico. O grau de pureza foi
examinado com SDS-PAGE e marcagao Coomassie-Blue.
(D) Cromatografia de permeacao de gel

No ambito da cromatografia de permeacgao de gel a respectiva
quantidade de proteina de fusao foi carregada em um volume de 200 pl so-
bre uma coluna Superdex 200 HR 10/30 (da Pharmacia) e eluida com 0,5
ml/min em PBS, sendo que simultaneamente foi desenhada a capacidade de
absorgao em 280 nm. As fra¢des individuais (0,25 ml) foram - tal como es-
crito abaixo - analisadas em teste de citotoxicidade. Para a determinag¢ao do
peso molecular a coluna foi calibrada com proteinas padrao tiroglobulina
(669 kD), ferritina (440 kD), catalase (262 kD), aldolase (158 kD), albumina
de soro bovino (67 kD), ovalbumina de pintos (43 kD), quimotripsinogénio A
(25 kD) e ribonuclease A (13,7 kD).
(E) ELISA competitivo

A ELISA competitiva foi efetuada, tal como descrito abaixo. Pla-
cas ELISA com 96 "cavidades" foram alimentadas com proteina de fusao
receptor/Fc (0,2 pg/ml em PBS, 100pl, 16 horas, 25°C). As "cavidades" fo-
ram saturadas durante uma hora a 37°C em PBS, sendo que o PBS continua
5 % de soro bovino fetal (como tampao bloqueador). Ao aplicar sCD40L ha-

via 0 tampao bloqueador PBS, contendo 4 % de leite desengordurado e 0,05
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% de Tween-20. Proteinas de fusao FC ou COMP competidoras foram dis-
solvidas em série em 100 pl de tamp&o bloqueador na presenga ou auséncia
de 1 pg/ml de proteina A. Os ligantes foram acrescentados em concentragao
constante (sFasL: 2 ug/ml, 36 nM, sTNFa: 0,02 pg/ml, 0,36 mM; sTRAIL: 0,1
pg/mi, 1,4 nM; sCD40L: 0,5 pg/ml, 9,2 nM, tudo em tampao bloqueador) e
puderam ligar durante um periodo de 1 hora a 37°C. Ligantes ligados foram
identificados com anticorpo M2-anti-flag (1 pg/ml em tampao bloqueador,
100 pl, 45 minutos, 37°C). Anticorpos cabras-anticamundongo, acoplados
em peroxidase, 1:2000 em tampao blogueador, 100 ul, 30 minutos, 37°C) e
cloridrato de o-fenilenodiamina (0,3 mg/ml em 50 mM de acido citrico, 100
mM de Na,HPO4, 0,01 % de H;O;). A capacidade de absor¢ao foi medida
em 490 nm.
(F) Teste de citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade foram efetuados em placas com 96
"cavidades" em um volume de 100 pl essencialmente tal como descrito por
Schneider et al. (1997), veja acima. Os receptores quiméricos foram diluidos
em série em um meio, que continua aquelas quantidades de ligantes citoto-
xicos, que puderam induzir mais de 95 % de morte celular. Onde esta indi-
cado, foi utilizada proteina A com uma concentragao de 1 pug/ml. sFasL foi
aplicado na presencga de 1 pg/ml de M2 e sTRAIL na presenca de 2 pg/ml de
M2. Nenhum anticorpo M2 foi empregado nas séries de testes com sTNF.
As células foram expostas a uma incubagao de 16 horas e suas cotas de
sobrevida com uso do sistema de teste PMS/MTS (fenazinmetossuifato/3-
[4,5-dimetiltiazol-2-il]-5-[3-carboximetoxifenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio,na
forma de sal) (Promega, Madison, Wisconsin). A capacidade de absorgao foi
medida em 490 nm. Para poder indicar as concentragdoes molares das dife-
rentes proteinas de fusao, avaliou-se o peso molecular, tal como segue:
[(M+3 kDa tedrico por glian acoplado a N previsto) x multiplicidade]. F§§;FC,
:COMP, "CMP, :CN-OPG: 98, 172, 100 ou 105 kDa. TRAILR2:Fc, :COMP,
;CMP, :[ON-OPG: 86, 142, 82 e 93 kDa. TNFR1;Fc, :COMP: 104 e 187 kDa.
CD40:Fc, :COMP: 101 e 180 kDA. TRAILR2:Fc: 86kDA, TRAILR3:Fc: 127
kDa. Flag-TRAIL, flag-FasL, flag-TNFa flag-CD40L: 71, 55, 56 ou 54 kDa.
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(G) Medicoes BlAcore

As medicdes BlAcore foram efetuadas em chips sensores modi-
ficados sobre carboximetildextrano CM5 (de BlAcore AB, Uppsala, Suécia)
em uma velocidade de passagem de 5 pl/minutos. Os chips CM5 foram ati-
vados com uma administragao de 50 ul de uma mistura 1:1 de N-etil-N'-(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida:N-hidroxisuccinimida. Seis pl de uma solu-
cao de 100 pg/ml de anticorpo monoclonal M2-anti-flag em 10 mM de
NaHCO; (pH 5,5) foram conduzidos entao, sobre a superficie ativada. Uma
administracao de 50 pl de etanolamina-HCl 1M desativou os ésteres N-
hidroxisuccinimidicos remanescentes. A quantidade de anticorpo M2 imobili-
zado, que foram utilizados para este método de operacao, encontrou-se em
aproximadamente 4600 unidades. Para a analise das interagdes da Fasl-
Faz: proteina de fusao e TRAIL-TRAIL-R2: proteina de fusdo uma quantida-
de constante de ligante marcado foi imobilizada sobre uma superficie modifi-
cada M2. Para obter isto, uma dose de 7ul de 2,5 pg/ml de flag-FasL ou flag-
TRAIL foi aplicada sobre a superficie. Isto conduziu a ligagao de aproxima-
damente 100 até 150 unidades. Estas condi¢cdes permitiram ademais uma
dissociagdo minima dos ligantes da superficie M2, enquanto que elas permi-
tiram simultaneamente uma ligagdo do receptor seguinte suficiente para a
analise. A ligagao do receptor:proteina de fusao foi analisada depois por 15
pl de injegao de receptor:proteina de fusao purificada em concentragdes en-
tre 1 e 100 pg/ml, correspondendo a 100 até 150 unidades. A cinética de
associacgao foi medida para a duragao de 3 minutos e a genética de dissoci-
acao durante o periodo de 3 até 5 minutos. A superficie foi entao regenerada
(em uma superficie M2 simples) por uma dose de 5 pl de 50 mM de citrato-
HCI (pH 2,5). Até 30 decursos subsequentes de ilgacao e regeneracao pode
ser efetuado sem altragao significativa das propriedades de ligacao de anti-
corpos M2 imobilizados. As cinéticas de dissociagao e associagao foram
analisadas com auxilio do programa de analise de cinética do produtor com
o emprego dos modelos AB=A+B e A+B=AB.
(H) Cultivo de hepatocitos de camundongos primarios

Para o cultivo de hepatdcitos de camundongo primarios sacrifi-
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caram-se camundongos C57BL/6 e a regido do figado acima do recipiente
biliar imediatamente removido, para manté-lo depois em um meio "Hepato-
cyten-Attachment Medium" (HAM). A regiao do figado foi perfundida inicial-
mente com 16 ml de 10 mM Hepes (pH 7,6), para afastar os eritrécitos, de-
pois tratado com 12 ml de 0,5 mg/ml de colagenase H (da Boehringer Man-
nheim) em Hepes (4 mM de CaCl,) e depois homogeneizado em uma placa
de Petri em Hepes. As células foram lavadas em Hepes, depois centrifuga-
das (100xg, 30 segundos) e resuspensas em solugao de Percoll isotdnica a
60 % (da Pharmacia) em HAM e novamente centrifugadas (700xg, 2 minu-
tos). Todos os tampdes e o meio foram aplicados a 37°C. As células sedi-
mentadas foram resuspensas em HAM, contadas, expostas sobre placas de
microtitulagao de xicara plana (10 000 por cavidade, 200 pl) e puderam ade-
rir correspondentemente.- A mistura experimental (inibidores diluidos em sé-
rie, sFasL (concentragao final: 400 ng/mi, 7 nM) e anticorpos M2 (concentra-
cao final: 1 yg/ml)) foram acrescentadas e as células incubadas durante ou-
tras 16 horas. O sobrenadante foi removido, foi acrescentado HAM fresco
(100 pl) e o teste de sobrevivéncia PMS/MTS efetuado, tal como descrito
acima.
(1) Morte celular induzida por ativagao

Placas de microtitulagao com xicara plana foram revestidas com
CD3 anti-humano Tr66 (10 pg/ml) em PBS durante o periodo de 3 horas a
37°C. As placas foram lavadas duas vezes em PBS e uma vez com meio
RPMI 1640. Células Jurkat (5 x 10° células por mi, 100 pl) foram misturadas
com os inibidores e distribuidas em cada “"cavidade", depois centrifugadas
(200xg, 3 minutos) e incubadas pela duracdo de 24 horas a 37°C. A capaci-
dade de sobrevida das células (em OD 490 nm) foi medida, tal como descrito
acima. A protegao celular especifica (em %) foi calculada como segue: [(anti-
CDS3 + inibidor) - anti-CD3)] / [(controle) - (anti-CD3) ] x 100.

Para a preparagao de uma cultura de leucdcitos misturada célu-
las do bago de células de bago de camundongos com deficiéncia de perfori-
na ou gld C57BL/6 (H-2°) foram cultivadas com células de bago de camun-

dongos Balb/c (H-2% irradiadas com gamma (36 Gy) durante um periodo de
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5 dias. Antes de sua aplicacao células ndo em condi¢des de viver foram re-
movidas das amostras por uma centrifugacdo de gradiente de Ficoll-Paque
(da Pharmacia Biotech). A marcagéo foi efetuada pelos métodos descritos
acima (Kataoka et al). Abreviando, as células visadas (células A20) foram
marcadas com cromato de sodio[°'Cr] (da Dupont, Boston, MA) durante o
periodo de 1 hora, depois lavadas trés vezes com RPMI| 1640. Células MLC
foram misturadas com as células visadas (10* células por "cavidade") em
placas de microtitulacdo em forma de U na presenca ou auséncia de Faz:Fc
e Faz:COMP em 40 pg/ml em um volume final de 200 pl e as placas foram
centrifugadas (200xg, 3 minutos). Depois da incubagao durante 4 horas os
sobrenadantes foram removidos e sua radioatividade medida. A liberagao
especifica {*'Cr] (em %) foi determinada com auxilio da seguinte formula:
[(liberagao experimental - liberacao espontanea) / (liberagao maxima - libe-
racao esponténea) ] x 100.
(K) Marcacao FACS

Para a marcagao FACS o clone CD40L*-Jurkat D.1 (5x10° célu-
las) foi incubado com 2 pg de Cd40:COMP em tampao FACS (PBS, 10 % de
soro bovino fetal e 0,02 % de NaNj3). Fas:COMP foram aplicados como con-
trole negativo. Receptor:COMP foi detectado com 1 pg de 9E10 anticorpo
anti-myc e subsequente tratamento com anticorpo cabra-anti-camundongo
marcado com FITC (1:100). Incubagodes foram efetuadas durante o periodo
de 20 minutos a 4°C em 50 pl de tampao FACS.
(L) Tese de proliferagao de célula B

Para o ensaio de proliferagcao da célula B células CD19" de linfé-
citos de sangue periférico humano (PBL) foram purificadas com "Beads"
magneéticos (esférulas) e as células CD19™ restantes foram irradiadas (3000
rad). 10° células CD19" purificadas foram misturadas com 10° CD19™ PBL
autdlogo irradiado em 120 pl de um meio, que continua sCD40L em uma
concentragao de 100 ng/ml (1,8 nM) de anticorpos M2 em 10 pg/ml mais ou
menos proteina A com uma concentragao de 1 pg/ml e as concentragées
indicadas de CD40:Fc ou CD40:COMP. As células foram cultivadas depois

durante 72 horas em placas com 96 cavidades, pulsionadas durante 6 horas
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com timidina [°H] (1 pCi/cavidade) e colhidas. A incorporacao da timidina [°H]
foi testada pela contagem de cintilagao liquida.
7.2 Resultados do sétimo exemplo de execugao.

Proteinas de fusao, que se constituem dos dominios extracelula-
res de um receptor, que € fusionado na parte Fc de IgG (receptor;Fc), sao
conhecidas dos agentes inibidores para o desenvolvimento de agdes reci-
proca de ligantes de receptores do estado da técnica. No sétimo exemplo de
execucdo o tamanho da proteina de fusdo Fas:Fc purificada foi examinado
por cromatografia de exclus@o e verificou-se, que um unico pico foi eluido
com o tempo de retencao esperado. Fragdes contendo Fas;Fc estavam e con-
dicao, de proteger células A20, que estavam expostas a uma dose letal de
FasL soluvel (sFasl), da morte celular, embora a medida de protecao (até 50
%) era extraordinariamente baixo, quando se considera, que a razao avaliada
de Fas:Fc para Fasl no ensaio importou em aproximadamente 1000.

Uma fraca atividade protetora foi observada em algumas das
fracoes anteriores do eluato, que continham provavelmente para quantida-
des insignificantes nao detectaveis de complexos de alto peso molecular de
Fas.Fc. De acordo com a invengao, foi reconhecido, que tais agregados su-
periores da proteina de fusdo podem atuar como potentes inibidores da
morte celular iniciada por FasL. Por isso, inicialmente esta fracdo de alto
peso molecular de Fas:Fc agrégada foi aumentada, acrescentando-se o
agente imunoglobulina de reticulagao cruzada proteina A. Tao logo a analise
foi efetuada sob condigdes, nas quase somente cerca de 10 % do Fas:Fc
injetado foi mudado para as fragoes a serem recentemente eluidas, foi evi-
dente, que complexos Fas:Fc de alto peso molecular € um antagonista efici-
ente da citotoxidade induzida pelo FasL. Em comparagao com isso resultou,
que as fragdes Fas:Fc restantes eluiram sempre ainda como dimeros e s6
oferecem protec¢ao parcial para as células apesar da concentracao 10 vezes
maior. De acordo com a invencgao, estes resultados do sétimo exemplo de
execugdo mostram, que a formagao de agregados Fas:Fc superiores au-
menta essencialmente a atividade protetora especifica.

Com base nestes conhecimentos foi construido, por conseguinte



10

15

20

25

30

52

complexos de proteinas de fusao de acordo com a invengao, que em virtude
de um aumento do grau de oligomerizacdo de Fas mostram uma melhor afi-
nidade em comparacao com FasL e que aperfeicoam as propriedades inibi-
torias. Proteinas de fusao de acordo com a invengao sao por exemplo,
aquelas, nas quais os dominios extracelulares de receptores da familia TNF,
por exemplo, FAS, TRAIL-R1, TRAIL-R2, TRAIL-R3, TNF-R1 ou CD40, sao
fusionadas através de um ligante com 14 aminoacidos de comprimento nos
dominio oligomerizadores ou da chamada Cartilage Oligomeric Matrix Pro-
tein (COMP); proteina de fusdo denominada como: receptor:COMP) ou da
chamada Cartilage Matrix Protein (CMP); proteina de fusao: receptor:CMP).
Estas proteinas de matriz ou seus dominios possuem a propriedade nativa,
de formar pentameros ou estruturas trimeras coiled-coil. As proteinas de fu-
sdo mencionadas acima (bem co também receptor:Fc-proteinas de fusao
como controles) foram expressas em células de mamiferos e purificadas por
cromatografia de afinidade em colunas de quelato de metal ou sobre protei-
na A. Os receptores Fas e TRAIL-R2 foram ligados no sétimo exemplo de
execucao também aos dominios de dimerizagdao terminais C da proteina
osteoprotegerina da familia TNF (receptor:(IN-OPG).

Os receptores, que estavam fusionados na COMP ou CMP, oli-
gomerizaram, o que pdde ser mostrado pela vagarosa migragao no gel de
poliacrilamida sob condi¢gdes nao-redutoras. Fas:COMP e TRAIL-R2: CMP
eluiram como "picos" bem definidos com pesos moleculares aparentes de
aproximadamente 400 ou 170 kDa na aplicagao do método da cromatografia
de permeagao de gel. Os pesos moleculares concordam com as estruturas
pentameras ou trimeras das proteinas de fusado. Dos experimentos do séti-
mo exemplo de execug¢ao pode ser concluido, portanto, que as propriedades
de agregagao de dominios de oligomerizacao coiled-coil das proteinas de
matriz mencionadas acima n&ao sao prejudicadas pela fusao com proteinas
(ou dominios de proteinas) da familia do receptor TNF.

A proteina de fusdo Fas:COMP mostrou um Kp mais baixo do
que Fas:Fc, se foi permitido as proteinas de fusao, iniciar a competicao pela

ligagao sFasl. em comparacao com Fas:Fc aplicada. Em concordancia com
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este resultado, foi medida uma constante de dissocia¢ao de 0,77 nM para a
agao reciproca FaslL-Fas:COMP, que é aproximadamente 8 até 9 vezes
mais baixa do que os valores comparativos para Fas:Fc. Na grande maioria
das linhas de células testadas demonstrou-se, que a atividade inibidora de
Fas:COMP ¢é aproximadamente 10 até 20 vezes maior do que aquela para a
proteina de fusdo dimera Fas:Fc, enquanto que os resultados para agrega-
dos Fas:Fc, provocados pela proteina A reticulada cruzada (Fas:Fc/PA),
mostraram valores entre aqueles para Fas:COMP e Fas:Fc. A atividade
protetora da proteina de fusao Fas: SN-OPG dimera era comparavel com a
do complexo Fas:Fc dimero. Fas:CMP trimero inibiu a lise realizada com
sFasL aproximadamente tao eficazmente como a Fas:Fc/PA - no resultado
portanto 5 x menos eficaz do que Fas:COMP. A atividade inibidora de
Fas:COMP era boa ou melhor do que a dos anticorpos monoclonais NOK-1,
4H9 e 4A5 bloqueados por FaslL. A atividade inibidora superior de
Fas:COMP, comparada com o complexo Fas:Fc, também era evidente de
ensaios com hepatocitos de camundongos primarios ou do sistema de mo-
delo para a morte celular induzida pela ativagao com células Jurkat ativadas
com anti-CD3. Em todos estes experimentos resultou para Fas:Fc/PA um
valor de protecdo médio. Além disso, foi examinado, se Fas:COMP pode
inibir o efeito de Fasl., expresso sobre CTLs. A morte das células A20 em
um sistema de teste de 4 horas depende unicamente de perforina e dos pro-
cessos de transdugao de sinal dependentes de FasL, porque CT1s, que sao
deficientes tanto para perforina como também para FasL ndo tém nenhum
efeito sobre estas células. Em um ensaio correspondente as células A20
foram mortas de acordo com a espera tanto por CTLs deficiente em perfori-
na como também por CTLs deficientes em FasL. Fas:Fc e Fas:COMP pro-
vocaram especificamente uma determinada medida de protecao para as cé-
lulas, que foram expostas ao CTLs deficiente em perforina.

Em uma comparacao das afinidades de sCD40L com CD40:Fc,
CD40:FC/PA ou CD40:COMP de acordo com a invengao por ELISA de com-
peticao, foi observado um aumento prejudicial da afinidade (30 vezes) para o

receptor pentamerizado, enquanto que novamente se ajustou um efeito me-
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dio para CD40:Fc/PA (8 vezes). Com relagéo a pergunta, se CD40:COMP
também pode reconhecer CD40L ligado a membrana, a linha de células D1.1
derivatizada da Jurkat, que exprime constitutivamente a proteina superficial
CD40L, foi efetuada para a execugao de uma analise de marcagdo FACS com
auxilio das proteinas de fusdo CD40 como amostras. Uma marcacgao significati-
va foi observada para a CD40:COMP de acordo com a invencao, pelo que é
indicado, que CD40-COMP esta em condicao na agao para a ligagdo no CD40L
nao processado nativo. Para examinar a atividade especifica de proteina de
fusdo CD40 em um sistema biol6gico, tentou-se inibir a proliferagdo dependen-
te do CD40L de células B humanas, que foram co-estimuladas com receptor de
célula anti-B. Nem CD40;Fc nem CD40:Fc/PA puderam prejudicar a prolifera-
cdo significativamente, mesmo no caso, que ser administrada em grandes do-
ses. Ao contrario disso, a CD40:COMP de acordo com a invengéo estava em
condigao, de bloquear a proliferagao ja em doses relativamente baixas.

Resumindo, pode verificar-se das experiéncias do presente exem-
plo de execugao, que a inibicdo da apoptose induzida pelo FasL aumentou pe-
los inibidores competitivos independente do grau de oligomerizagéo e as ativi-
dades relativas dos diferentes inibidores (expressas como razdo de seus respec-
tivos valores IC50) permaneceram relativamente constantes para as diferentes
linhas de células. A eficcia inibidora aumentada de Fas:COMP de acordo com a
invencdo em comparagao com Fas.Fc & provavelmente o resultado de sua maior
atividade. Resultados semelhantes também puderam ser determinados para a
atividade da proteina de fusao CD40. CD40:COMP de acordo com a invengao €
nitidamente superior a CD40:Fc na inibicao da proliferagdo induzida por CD40L
de células D primarias in vitro. Com isso, os resultados do exemplo de execugao
7 mostram, que as constantes de dissociagdo na faixa nanomolar baixa podem
ser obtidas para aqueles receptores, tais como por exemplo, Fas e CD40, que se
destacam nativos por atividade média para seus ligantes, quando eles - tal como
previsto de acordo com a invengao, sdo componente de proteinas de fusao, que
se destacam por um maior grau de oligomerizacao.

Sao anexadas as listagens de sequiéncias referentes as seqiién-
cias SEQ ID NOs. 1 a 8.
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REIVINDICACOES

1. Proteina de fusao consistindo em um componente A e um
componente B, caracterizada pelo fato de que o componente A é um frag-
mento extracelular de uma citocina TNF e o componente B contém um frag-
mento multimerizante ou oligomerizante de uma proteina ACRP30, que mul-
timeriza e oligomeriza a proteina de fusdo sem a acao de moléculas exter-
nas.

2. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicacao 1, caracteri-
zada pelo fato de que o fragmento do componente B corresponde a sequén-
cia de aminoacidos do fragmento de mACRP30 presente nas posicoes 17 a
108 da SEQ ID NO:4 ou a sequéncia de aminoacidos do fragmento hA-
CRP30 presente nas posi¢coées 17 a 107 de SDEQ ID NO:8.

3. Proteina de fusé&o de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, ca-
racterizada pelo fato de que o componente A & um fragmento extracelular de
uma citocina TNF, selecionada a partir do grupo consistindo na sequéncia de
aminoacidos do fragmento de hFasl presente nas posigbes 111 a 252 de
SEQ ID NO. 4, na sequéncia de aminoacidos do fragmento de hTRAIL pre-
sente nas posigdes 111 a 296 de SEQ IN NO:5, na sequéncia de aminoaci-
dos do fragmento de hCD40L presente nas posicoes 111 a 255 de SEQ ID
NO. 7 e na sequéncia de aminoacidos do fragmento de mTNF ou hTNF pre-
sente nas posicées 111 a 268 de SEQ ID NO:6.

4. Proteina de fusdo de acordo com qualquer uma das reivindi-
cagbes 1 a 3, caracterizada pelo fato de que as proteinas recombinantes
compreendem um ligante entre o componente A e o componente B, em que
o ligante é a sequéncia de aminoacidos LQ presente nas posi¢coes 109-110
de SEQ ID NO: 4 ou a sequéncia de amihoécidos MHVD presente nas posi-
¢oes 108 a 111 de SEQ ID NO: 8.

5. Oligbmeros, caracterizados pelo fato de que séo de proteinas
de fusao recombinantes, como definidas em qualquer uma das reivindica-
¢Oes 1a4.

6. Sequéncia de DNA recombinante, caracterizada pelo fato de

que codifica uma proteina de fusdo, como definida em qualquer uma das



reivindicagbes 1 a 5.

7. Uso de oligbmeros, como definidos na reivindicacao 5, carac-
terizado pelo fato de ser para a preparacdo de um medicamento para o tra-
tamento de distarbios hiperinflamatoérios, doencas autoimunes, doencas ori-
ginadas de disturbios hiper- ou hipoapoptoéticos, doengas infecciosas, espe-
cialmente infecgbes virais, doengas de tumores, especialmente tumores do
sistema linfatico e/ou disturbios endocrinologicos.

8. Uso de oligbmeros, como definidos na reivindicagao 6, carac-

terizado pelo fato de ser para diagndstico in vitro.
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RESUMO
Patente de lnvengéo‘: "PROTEINA DE FUSAO RECOMBINANTE, OLIGO-
MEROS E USO DOS MESMOS, BEM COMO SEQUENCIA DE DNA RE-
COMBINANTE".

A invencao refere-se a oligbmeros de um dimero, trimero, qua-
tromero ou pentamero de proteinas de fusdo recombinantes. Tais oligbme-
ros séo caracterizados pelo fato de que as proteinas de fusdo recombinantes
tém pelo menos um componente A e pelo menos um componente B, sendo
que o componente A contém uma proteina ou um segmento de proteina com
uma fungao biolégica, especialmente com uma fungao ligante para anticor-
pos, para moléculas de sinal soliveis ou membranosas, para receptores ou
um segmento de anticorpo e o componente B contém uma proteina ou um
segmento de proteina que dimeriza ou oligomeriza os dimeros, trimeros,
quatrémeros ou pentameros da proteina de fusdo recombinante, sem a agao
de moléculas de terca parte. A invencao refere-se também ao uso de dime-
ros ou oligbmeros deste tipo para produzir um medicamento, as proteinas de
fusdo que se agrupam em dimeros ou oligdmeros e as suas seqiiéncias de
DNA e vetores de expressao ou células hospedeiras contendo esta seqién-
cia de DNA.
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