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A invengdo diz respeito a moléculas que influenciam a clivageﬁl do receptor p55 do
factor de necrose tumoral ligado as células (R-p55-FNT), conjuntamente com métodos para a
sua produgao.

Mais particularmente, a invenéﬁo diz respeito a proteases que clivam o R-p55-FNT
ligado as células, criando assim o receptor solavel, e diz respeito aos imbidores para essas
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Descricio

“Inibidores de uma protease que é capaz de clivar o receptor soluvel p55 de FNT

separando-o do receptor de FNT ligado as células”

A presente invengdo diz respeito a moléculas que influenciam a clivagem do receptor
do factor de necrose tumoral p55 ligado as células (R-p55-FNT, em inglés p35-TNF-R) € a
sua preparagdo. Mais particularmente, a invengéo diz respeito a inibidores de uma protease
que cliva o R-p55-FNT ligado as células, criando assim um receptor solivel, ¢ também diz
respeito a sua utilizagdo.

Sabe-se que ha muitas proteinas da superficie das células que ocorrem também em
formas soliveis. Algumas dessas moléculas soliiveis séo criadas tal qual in vivo a partir dos
distintos ARNm e sdo transcritas por mecanismos de jungdo alternativos a partir dos mesmos
genes que codificam as proteinas das superficies das células. Ha outras que sdo obtidas a
partir de proteinas das superficies daé células, presumivelmente por clivagem proteolitica ou
entio, no caso das proteinas fixadas aos lipidos, pela clivagem do seu fixador lipidico. A
clivagem das proteinas das superficies das células pode ocorrer espontaneamente e a titulo de
exemplo refere-se que presumivelmente as células cancerosas tém propensdo para fazerem o
mesmo. A separagdo também pode ser induzida por diversos agentes estimuladores.

O conhecimento dos mecanismos implicados na separagdo das proteinas das superficies
das células e na sua regulagio ¢ bastante limitado. Até a0 momento presente ainda néo foi
identificada nenhuma protease ou lipase que faga parte desse mecanismo. Nao ha também

nenhuns sinais evidentes respeitantes ao local subcelular em que isso ocorre - sobre a superficie
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da célula ou no interior de quaisquer outros compartimentos intracelulares, tais como 0s
lisozomas para onde sdo transportadas as proteinas das superficies das células.

Estamos agora habilitados a esclarecer os mecanismos pelos quais uma proteina da
superficie celular, que serve de receptor para uma citoquina, o receptor pS5 de FNT, ¢ clivada
pelas células. Ha dois receptores distintos, os receptores p55 € p75, através dos quais o FNT,
que é uma citoquina produzida fundamentalmente pelos fagocitos mononucleares, inicia os
seus efeitos maltiplos sobre a actividade celular. Os dois receptores s30 expressos em muitos
tipos de células, ainda que em quantidades e propor¢des diferentes. A variagdo das suas
quantidades parece afectar significativamente a natureza € a intensidade da resposta celular ao
FNT. Uma das formas pela qual a sua expressdo € regulada ¢ através de uma clivagem
induzida dos teceptores. Estes podem ser clivados em resposta a tipos diferentes de agentes
indutores, dependendo isso do tipo de células. Por exemplo, os granuldcitos clivam os dois
receptores em resposta ao péptido quimiotactico fMLP (fonnil—metionil—leucil-fenilalanina) €
clivam especificamente o seu receptor p75 quando tratado pelo FNT, ao passo que a clivagem
do receptor p75, que € a espécie predominante de receptor de FNT nessas células, ocorre por
estimulagiio com antigénios.

A clivagem dos dois receptores também pode ser induzida eficientemente pelo AMF
(em inglés PMA) (acetato do miristato de forbol), pelo inibidor do fosfato de serina conhecido
por 4cido ocadeico € pelo ionoforo do calcio A23187. Poder-se-ia demonstrar que o efeito do
AMF reflecte a activago da proteina cinase C, a0 passo que o efeito do acido ocadeico parece
envolver a fungdo de outras cinases da serina. As sequéncias de aminoacidos das formas sohaveis
dos dois receptores que haviam sido isolados a partir da urina, correspondem a sequéncias de

um médulo rico em cisteina que se prolonga ao longo de uma parte substancial do dominio
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extracelular dos dois receptores das superficies celulares. O terminal C da forma solivel, obtida a
partir da urina (Nophar Y. et al,, EMBO J., Vol. 9, N° 10, pags. 3269-3278 (1990)) dos receptores
p55, foi definida inicialmente como sendo Asn 172 que esté localizada 11 residuos a montante do
dominio transmembranar deste receptor, a0 passo que o terminal C da forma solivel do receptor
p75 corresponde ao residuo localizado 44 aminoacidos a montante do dominio transmembranar
deste receptor. No entanto, foi revelado posteriormente que também ha na urina uma forma
solivel algo comprida do receptor p55, que se prolonga por mais 2 aminoacidos para jusante,
110 sentido do dominio intracelular (Wallach D. ef al., Tumor Necrosis Factor ITL, (Eds. T. Osawa
e B. Bonavida) S. Karger Verlag (Basel) pags. 47-57 (1991)). Ainda ndo se sabe se estes
terminais C correspondem aos locais onde o receptor havia sido inicialmente clivado apds a
sua libertagdo da superficie da célula ou se reflectem alguma outra clivagem da forma solavel,
que tenha ocorrido no soro ouna urina.

Para além do impacto da clivagem dos receptores do FNT sobre as quantidades dos
receptores expressos nas supetficies das células, presume-se que este processo também contribua
para o controlo da fungiio do FNT através dos efeitos das formas soliiveis dos receptores que
conservam a capacidade para se ligarem ao FNT e que ao fazé-lo podem afectar a sua actividade
de duas maneiras praticamente opostas. Por um lado, inibem a fungdo do FNT ao competirem por
ele com os receptores das superficies celulares e, por outro lado, tém também um efeito
estabilizador sobre o FNT e por tal motivo podem prolongar os seus efeitos. As formas soluveis
das duas espécies dos receptor de FNT oéonem no soro humano em concentragdes que sao
normalmente muito baixas, ainda que aumentem extraordinariamente em diversas situagdes
patologicas, aparentemente devido a uma maior clivagem dos receptores, atingindo niveis em

que podem modular eficientemente a fung&o do FNT.
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Para se adquirir conhecimento sobre os mecanismos de clivagem dos receptores de
FNT, temos procurado identificar os elementos estruturais no interior dos receptores que estio
implicados na sua clivagem. Examinamos previamente o efeito das supressdes citoplasmicas
sobre a actividade e a clivagem do R-p55-FNT. Concluimos que a actividade sinaladora do
receptor depende de algumas fungdes da parte do terminal C do dominio intracelular. No entanto,
a sua clivagem e a intensificago da clivagem pelo AMF ocorre mesmo na auséncia total deste
dominio ((Brakebusch C. et al., EMBO J., Vol. 11, pags. 943-950 (1992)).

Foi desvendada a existéncia de uma protease que é capaz de clivar o R-FNT soluvel a
partir do R-FNT ligado as células, em que o R-FNT ¢ preferencialmente o R-p55-FNT.

E possivel preparar uma protease capaz de clivar 0 R-FNT solavel, a partir do R-FNT
ligado as células, por meio de um método que compreende 0s passos seguintes:

a) preparagio de um arquétipo que possui uma sequéncia de aminoacidos que mibe a
protease,

b) fixar o referido arquétipo a uma coluna de cromatografia por afinidade,

¢) fazer passar pela coluna uma amostra biologica que contenha a protease ¢

d) recuperar a protease a partir da coluna.

Ap6s o isolamento purifica-se a protease por métodos convencionas.

O arquétipo anteriormente referido pode ser preparado por métodos recombinantes
conhecidos.

O arquétipo pode conter um péptido sintético.

A presente invengo diz respeito a inibidores de uma protease capaz de clivar o R-p55-
-FNT solivel a partir do R-FNT ligado as células, que consiste de uma sequéncia que compreende

os residuos aminoécidos, indicados na figura 5, dos arquétipos seguintes:




a)  A172-173
b)  A173-174
¢)  A174-175
d AI173

e) VIT3P
f) KI174P
2) G175P
h) V173D
i) V173G

Tais inibidores também podem ser muteinas dos arquétipos referidos antes.

A figura 1 ilustra a sequéncia de nucledtidos e de aminoacidos do R-p55-FNT, em que
a regifio transmembranar esta assinalada por um rectingulo de extremidades arredondadas, os
residuos cisteinas estdo enquadrados por rectingulos e os locais de glicosilagdo putativa estdo
sobrelinhados. O sobrelinhado a trago interrompido indica o terminal N do R-p55-FNT
sohivel e as setas indicam os terminais C principal e secundario do R-p55-FNT solavel.

A figura 2 é uma representagdo diagramatica das moléculas quiméricas do receptor de
FCE (em inglés EGF) dos murinos e de R-p55-FNT dos seres humanos, utilizadas para se
estudar o envolvimento dos dominios transmembranar e intracelular do R-p55-FNT na sua
clivagem.

A figura 3 mostra o resultado de um teste sobre a capacidade do AMF para induzir a
clivagem de moléculas quiméricas da figura 2, isto em termos da capacidade de as células as
exprimirem para se ligarem ao FNT marcado radioactivamente apos o tratamento com AMF.

A figura 4 mostra os resultados do teste, tal como na figura 3, mas em termos da

quantidade de R-p55-FNT solitvel clivado pelas células.
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A figura 5 mostra os mapas de diversos mutantes de R-p55-FNT testados no estudo
das exigéncias estruturais para a separagao.

A figura 6 mostra os resultados de um teste sobre a capacidade do AMF para induzir a
clivagem de alguns dos mutantes da figura 5, em termos da capacidade de as células A9 os
exprimirem para se ligarem ao FNT marcado radioactivamente ap0s o tratamento com AMF.

A figura 7 mostra os resultados de um teste sobre a capacidade do AMF para induzir a
clivagem de alguns dos mutantes da figura 5, em termos das quantidades de R-p55-FNT
solitvel separado pelas células.

A figura 8 mostra os resultados de um teste sobre a capacidade do AMF e do pervanadato
para induzirem a clivagem de alguns dos mutantes das figuras 2 e 5, em termos da capacidade
das células COS-7 os exprimirem transitoriamente para se ligarem ao FNT marcado radio-
activamente apos o tratamento com AMF.

A figura 9 mostra os resultados de um teste sobre a capacidade do AMF e do pervanadato
para induzirem a clivagem de alguns dos mutantes das figuras 2 e 5, em termos das quantidades de
R-p55-FNT solivel separado pelas células.

Conforme aqui descrito, utilizamos agora uma metodologia diferente para a determinagdo
do papel dos diferentes dominios do R-p55-FNT sobre a sua clivagem. Para o efeito, substituimos
diferentes partes do R-p55-FNT com as partes correspondentes do receptor de FCE que ndo ¢
clivado em resposta a agentes que induzam a clivagem do R-p55-FNT. O estudo da separagio
destas moléculas quiméricas indicou que essa separagao (clivagem) e a sua intensificag@o por
meio de agentes indutores ndo sao afectadas pela estrutura das regides da molécula receptora
que estdo inseridas na célula - tanto os dominios intracelular como transmembranar - nem
pela parte do receptor que € clivada, designadamente o médulo rico em residuos cisteina no

seu dominio extracelular. A {mica regifio cuja estrutura afecta a separagdo € a que esta localizada

%
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junto aquilo que parece ser 0 local de clivagem do receptor, designadamente a regido separadora
1o dominio extracelular que liga o modulo rico em residuos cistefna ao dominio transmembranar.
Num esforgo para se definir ainda melhor as exigéncias estruturais da clivagem, estudos
minuciosos sobre a clivagem por acgdo das mutagOes na regido separadora revelaram que a
clivagem depende da sequéncia de uma forma bastante complicada e com base nisso deve ser
possivel conceber agentes farmacéuticos que permitam controlar a actividade da protease.
Para se esclarecer as exigéncias estruturais da clivagem dos R-p55-FNT, fez-se uma
avaliagio dos efeitos de diversas mutacdes do receptor sobre a sua clivagem. Numa primeira
fase, tivemos como objectivo a ideia geral da relagdo das necessidades estruturais para a clivagem
do receptor e para a sua sinalizagio. Assim, efectuamos a expressdo dos diversos mutantes
constitutivamente em células A9 do murganho que séo sensiveis ao efeito citocida do FNT,
tendo entiio sido determinada a sua clivagem por €ssas células. No entanto, uma vez que a
variagdo interclonal indigena desta forma de proceder nfo permitiu uma avaliagdo suficientemente
sensivel dos efeitos parciais das mutagdes sobre a clivagem dos receptores, considerou-se que
era preferivel determinar a clivagem dos mutantes receptores pela sua expressio transiente em
células COS-7 do macaco. Este ensaio de expressio transiente também obviou a necessidade
de se efectuar o isolamento tedioso de clones de-células que exprimem os receptores transfectados.
Embora as células aplicadas em sistemas de ensaio de expressdo constitutiva e transiente
tivessem sido diferentes, a clivagem do receptor p55 por meio delas ocorreu de maneiras
semelhantes e foi afectada igualmente por um conjunto de mutagdes diferentes. Nos dois
sistemas de ensaio, o acetato do miristato de forbol (AMF), que € um activador da cinase C da
serina das proteinas, e também o ortovanadato € com menor significado o peroxivanadato, que
facilita os efeitos da cinase da tirosina, provocaram um aumento nitido da clivagem, manifestado

por uma maior velocidade de aparecimento de receptores solaveis nos meios de crescimento
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das células, concomitantemente com uma diminuigdo da quantidade dos receptores expressos
a superficie das células. Este efeito foi rapido, atingindo uma intensidade significativa em
menos de um minuto. A sua velocidade inicial foi pouco afectada pelo agente CHI que bloqueia a
sintese de proteinas, ou pelo cloreto de aménio que inibe as actividades lisozOomicas. Oﬁservou-se
uma diminuigo significativa da velocidade de clivagem também no caso em que as células
ficaram a incubar a uma temperatura baixa. No entanto, em incubagdo prolongada foi possivel
observar um certo grau de clivagem, mesmo a 0°C.

Também foi possivel observar um certo grau de clivagem dos receptores na auséncia
de qualquer agente indutor. A velocidade desta clivagem espontanea variou de um mutante
receptor para outro, proporcionalmente as suas velocidades de clivagem induzida. Nas células
COS-7 de expressio transitoria, a velocidade de clivagem espontanea foi bastante elevada, dai
resultando a acumulagdo de quantidades significativas dos receptores soliiveis nos meios de
crescimento, ja antes da aplicagio de quaisquer agentes indutores; pareceu suficientemente
elevada para afectar o nivel do estado estacionario dos receptores das superficies celulares,
uma vez que se concluiu que os receptores que podiam ser eficazmente clivados era expressos
pelas células COS-7 em quantidades significativamente mais pequenas do que os receptores
mutacionados, de uma forma que diminuiu a sua clivagem. Para levar em consideragdo esta
diferenga na expressao dos diversos mutantes receptores, Optamos por comparar a eﬁcacia da
clivagem dos diversos mutantes, procurando relacionar a proporgao quantitativa entre a
quantidade de receptores soliveis que se acumularam nos meios de crescimento durante o
periodo de indugdo da clivagem e a quantidade dos receptores das superficies celulares no
inicio do periodo de indug@o.

Concluimos que a clivagem do R-p55-FNT ocorre independentemente das propriedades

das sequéncias do dominio intracelular ou transmembranar do receptor, ou independentemente da
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estrutura da parcela do dominio extracelular que é clivada. A tmica regido cuja sequéncia de
aminoacidos afecta a clivagem do receptor € aquela em que ocorre a clivagem, designadamente a
regido separadora que une 0 médulo rico em residuos cisteina no dominio extracelular com o
dominio transmembranar, Parece que no interior desta regido, ndo s6 os residuos que se
encontram imediatamente adjacentes ao local de clivagem mas também alguns dos outros
residuos afectam este processo.

A clivagem do receptor p55 foi induzida utilizando agentes que reforgam a fosforilagdo das
proteinas,. O envolvimento da fosforilagdo induzida, em termos de indug@o deste processo, €
o de ser provavelmente responsével, pelo menos parcialmente, pela sua dependéncia energgtica.
Aparentemente, a clivagem pode ser induzida pelos efeitos de diversas cinases diferentes,
incluindo outra cinase C das proteinas, distinta (Brakebusch er al., 1992, ver supra), a cinase
da serina e conforme se descortinou agora, também as cinases da tirosina. No entanto, nao
observamos nenhuma diferenga nitida na forma pela qual as mutages no R-p55-FNT afectam
a clivagem induzida pelo AMF, que € um activador da cinase C das proteinas, ou pelo per-
vanadato, que facilita a actividade das cinases da tirosina, sugerindo isso que estas diferentes
cinases activam o mecanismo comum de clivagem.

E improvavel que a proteina cuja fosforilagéo tem como resultado a induggo da clivagem
do receptor possa ser o proprio receptor. O facto de a clivagem nfio ser evitada pela substituigdo
dos dominios do R-p55-FNT que sdo inseridos no interior da célula, com as comrespondentes
partes do R-FCE, que ¢ um receptor que ndo é clivado, parece comandar um envolvimento da
fosforilagdo do receptor, ou de qualquer outra alteragio nele induzida, no mecanismo de
clivagem. A respeito disso, ha um interesse particular, para além da falta de um efeito sobre a
clivagem, no facto de as regides da molécula do R-FCE que foram introduzidas na quimera

com o R-p55-FNT ndo imporem a incorporagdo do receptor, 0 que parece excluir um papel
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para a incorporagdo induzida na clivagem. A resisténcia da clivagem ao cloreto de aménio e a
cloroquina, que sio agentes sobre 0s quais se sabe que inibem os processos degradativos no
interior dos compartimentos acidicos intracelulares, e tendo em conta o facto de ocorrer um
certo grau de clivagem mesmo quando a incubagdo das células ¢ feita a 0°C, o que devena
evitar qualquer incorporagdo de proteinas, exclui a existéncia de outro papel da incorporagdo
dos receptores no processo.

Os requisitos das sequéncias para a clivagem do R-p55-FNT nas células A9 do murganho
e nas células COS-7 do macaco sdo muito semelhantes, talvez idénticos, sugerindo isso que
participam na clivagem proteases iguais ou semelhantes, nestas células diferentes. Dito de
forma mais concreta, os resultados obtidos, de acordo com a presente invengo, indicam que a
sequéncia curta de aminoécidos no R-p55-FNT ¢ essencial e suficiente para a sua clivagem.
Esta sequéncia esta situada na chamada sequéncia separadora entre a regiéo transmembranar €
a regido do dominio extracelular rico em Cis pertencente ao receptor, sendo mais importantes
os residuos aminoacidos Asn 172, Val 173, Lis 174 e Gli 175 ¢ em particular o residuo Val
173. De forma interessante, a clivagem do receptor ¢ geralmente independente da identidade
da cadeia lateral dos residuos anteriormente referidos, com a excepgéo de uma dependéncia
relativa da identidade de Val 173 (v.g., a substituigdo de Asn 172, Lis 174 € Gli 175 por Ala)
ndo ter afectado prejudicialmente a clivagem do receptor. No entanto, as mutagdes que
alteram a conformagdo da proteina (v.g., a substituigdo de qualquer dos residuos anteriores
com Pro) afecton prejudicialmente o processo de clivagem. Este atributo da sequéncia €
bastante diferente de qualquer atributo da sequéncia para a actividade de proteases conhecidas
e até a0 momento descritas.

A identificagdo e a purificagdo da protease, apesar de ndo haver um conhecimento

minucioso sobre as suas propriedades bioquimicas especificas, podem ser conseguidas, v.g.,
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por cromatografia de afinidade. Para o efeito, os arquétipos que comprovem que actuam
como inibidores da protease sdo acoplados a uma coluna convencional de cromatografia por
afinidade, (isto ¢, carregada com ‘Affi-Gel 10°. Também é possivel utilizar outros suportes
solidos conhecidos, tais como outras geloses, resinas ou plasticos.

Ha intmeros materiais biologicos disponiveis como fontes de actividade das proteases.
Entre estes estdo compreendidos tecidos, células, extractos ou fluidos aqueles associados que
sejam preferencialmente, mas ndo necessariamente, de origem imunologica. Também podem
ser utilizadas linhagens de células bem definidas. Em geral, ¢ possivel utilizar todas as células que
exprimam os R-FNT, enquanto fontes de proteases.

As células podem ser utilizadas como na purificagdo por afinidade ou podem ser
estimuladas para produzirem niveis mais elevados de proteases, sendo para tal usados activadores
conhecidos para as células particulares utilizadas.

E possivel utilizar uma protease, tal como aqui descrita, ou qualquer molécula dela
derivada e que aumente a actividade da protease, para fazer diminuir a quantidade dos R-FNT
ligados as células e consequentemente para conferir protecgdo contra uma resposta excessiva
aos FNT.

Assim sendo, estas proteases sdo indicadas para o tratamento de doengas provocadas
por um excesso de FNT, quer sejam administradas por via exogena quer sejam produzidas
endogenamente.

Pelo contrario, é possivel utilizar os inibidores de proteases para evitar a clivagem dos
R-FNT, v.g nos casos em que seja necessario reforgar as actividades benéficas dos FNT, v.g,,
1o tratamento de células tumorais utilizando os FNT. Isto ird levar a um aumento da eficacia

da actividade antitumoral.




Seguidamente ilustrar-se-a a invengdo por meio de exemplos ndo limitativos adiante

descritos.

Materiais e procedimentos gerais

a) Construgio dos mutantes de R-p55-FNT e das quimeras de R-p55-FNT-R-FCE
Fez-se digerir o ADNc do R-p55-FNT-hu (em inglés hu-p55-TNF-R) (Nophar Y. et
al, EMBO J,, Vol. 9, pags. 3269-3278 (1990)) com Banll ¢ Nhel, dai resultando a remogdo da
maior parte das sequéncias niio codificadoras em 5” e 3”. Os mutantes R-p55-FNT foram gerados
por mutagdo dirigida pelos oligonucleétidos, tendo para tal sido utilizado o estojo de mutagénese
‘Altered Sites’ (Promega, Madison, WI). As mutagdes foram confirmadas por sequenciagdo das
regies relevantes. Os fragmentos dos ADNc do R-p55-FNT-hu e do receptor de FCE (R-FCE),
utilizados para a criagdo das quimeras de receptores, foram produzidos por RCP, utilizando a
polimerase de ADN “Vent’ (New England Biolabs, Beverly, MA). Algumas das quimeras
(designadas por C3, C4, C5 e C6 na figura 2) foram construidas utilizando ADNc de R-FCE de
murganho (Avivi A. ef al., Oncogene, Vol. 6, pags. 673-676 (1991)), gentilmente fornecido pelo
Dr. D. Givol do Instituto Weizmann em Rehovot, Israel, e outras quimeras (v.g., a designada
por C9 na figura 2) foram construidas utilizando ADNc de R-FCE (Merlino G.T. et al., Mol.
Cell. Biol,, Vol. 5, pags. 17221734 (1985)), gentilmente forecidas pelo Dr. G. Merlino e pelo Dr.
L. Pastan, NIH, Bethesda, MD. Para a expressdo constitutiva dos receptores de tipo natural ou
mutacionados, em células A9, aqueles foram introduzidos no interior do vector de expressdo
eucaridtica pMPSVEH (Artelt P. et al., Gene, Vol. 68, pags. 213-219 (1988), gentilmente
fornecido pelo Dr. H. Hauser, GBF, Braunschweig, Aiemanha), o qual contém o promotor do

virus do sarcoma mieloproliferativo. Para a expressdo transiente dos receptores em células
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COS-7, aqueles foram introduzidos no interior do vector pEXV1 (Miller, J. € Germain, R.N.,
J. Exp. Med. Vol. 164, pags. 1478-1489 (1986), o qual contém o promotor antecipativo € 0
intensificador do virus VS40. Em todos os arquétipos de R-p55-FNT-hu expressos em
células COS-7, os receptor foi citoplasmicamente truncado a partir do residuo 207 a jusante

(para além das outras mutagdes especificadas).

b) Expressio constitutiva e transiente dos receptores de tipo natural e mutantes
Criou-se em cultura células A9 (Littlefield, J.W., Nature, Vol. 203, pags. 1142-1144
(1964)) e células COS-7 (Gluzman, Y., Cell, Vol. 23, pags. 175-182 (1981)) em Meio de Eagle
Modificado por Dulbecco (MEMD) que continha 10% de soro fetal de vitelo (SFV), penicilina na
concentragdo de 100 unidades/mL e estreptomicina na concentragdo de 100 pg/mL (meio de
crescimento). As células A9 foram transfectadas com os arquétipos de expressio pMPSVEH
conjuntamente com o plasmideo pSV2neo € as colonias de células que exprimem de forma
constitutiva estes arquétipos foram isoladas conforme ja descrito previamente (Brakebusch C.
et al, EMBO J., Vol. 11, pags. 943-950 (1992)). A expressdo transiente dos arquétipos pEXV1
em células COS-7 foi realizada do modo seguinte: um dia depois de as células COS-7 terem sido
utilizadas como indculos, segundo uma densidade celular de 60%, foram transfectadas aplicando-
_lhes 0 ADN dos arquétipos durante 4 horas, segundo uma concentragdo de 3 pg/mL em
MEMD (4 mL/prato de 10 cm, 10 mL/prato de 15 cm) contendo DEAE-dextrano (200 pg/mL,
Pharmacia, Uppsala, Suécia). As células foram entio enxaguadas com MEMD e ficaram a
incubar durante 2 minutos em STP (cloreto de sodio 0,154 M + fosfato de sédio 10 mM a pH
7,4) contendo CaCl, 1 M, MgCl, 1 mM e 10% (v/v) de DMSO. Enxaguou-se as células que

ficaram outra vez a incubar durante 10 horas em meio de crescimento e depois foram separadas




por tripsinizagdo e usadas como inéculos quer em pratos de cultura de 1,5 cm (10° células/prato)
quer em pratos de 15 cm (para se avaliar a clivagem do R-FCE marcado metabolicamente), a
razio de 1,2 x 10° células/prato. A expressdo e a eficécia da clivagem dos receptores codificados

pelos arquétipos transfectados foram avaliadas 48 horas mais tarde.

c) Determinacio da ligagiio do FNT e do FCE is células

Utilizou-se F-aNT (em inglés TNFa) humano recombinante (FNT, 6 x 10’ U/mg de
proteina, Genetech Co., San Francisco, CA, gentilmente fornecido pelo Dr. G. Adolf do Instituto
Boehringer, Viena de Austria) que foi marcado radioactivamente com cloramina T até se
obter uma radioactividade especifica de 500 Ci/mmol (Israel, S. et al., Immunol. Lett, Vol. 12,
pags. 217-224 (1986). O FCE (B-urigastrona, Boehringer Mannheim GmbH, Biochemica,
Mannheim, Alemanha) foi marcado com [125 T] até se obter uma radioactividade especifica de
300 Ci/mmol utilizando o reagente TODOGEN’ (Pierce Chemical Co., Rockford, IL, E.U.A),
em conformidade com as instrugdes do fabricante. A ligagdo do FNT e do FCE, marcados
radioactivamente, as células foi determinada aplicando-os as células sobre gelo, para uma
concentragio de 1 nM, quer por si s0s quer com um excesso 100 vezes superior de citoquinas

néio marcadas, conforme ja previamente descrito (Brakebusch et al. (1992), supra).

d) Medigciio da clivagem das formas soliveis de R-pS5-FNT-hu e de R-FCE

Com as células A9 que exprimem constitutivamente os arquétipos transfectados
inoculou-se, 24 horas antes da experiéncia, placas de cultura de tecidos de 1,5 cm, segundo uma
densidade de 2,5 x 10° células/placa. Com as células COS-7 que exprimem transientemente

0s arquétipos transfectados inoculou-se placas de cultura de tecidos de 1,5 cm, 48 horas antes
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da experiéncia, conforme descrito supra. No instante 0, colocou-se algumas placas sobre gelo
para se determinar a ligagdo dos FNT ou FCE, marcados radioactivamente, as células, antes
da inducdo da clivagem. O meio existente nas outras placas foi substituido por MEMD
Arecente (200 pL/placa), quer na auséncia de soro (para os testes em que se utilizou PV como
agente para induzir a clivagem) quer com 10% de SFV (para os outros testes). Salvo quando
indicado de outro modo, aplicou-s¢ AMF (20 ng/mL), preparado conforme descrito por Fantus,
LG. et al., Biochemistry’, vol. 28, pags. 8864-8871 (1989)) as células durante 1 hora. A aplicagdo
de cloroquina (50 pg/mL), cloreto de aménio (10 mM) ou ciclo-heximida (50 pg/mL) as
células foi feita 30 minutos antes da aplicagdo de AMF ou PV, a que se seguiu um periodo de
incubagdo com estes agentes durante 20 minutos apos a adicdo dos tltimos reagentes. Depois
de terminada a incubagio com os agentes indutores da clivagem, transferiu-se as placas para
gelo para se determinar a ligagdo do FNT ou do FCE, marcados com radioisétopos, as células.
Determinou-se as quantidades da forma solavel do R-p55-FNT-hu nos meios de crescimento
das células, apés a centrifugagdo a 3000 x g durante 5 minutos para se remover as c€lulas
destacadas e os residuos celulares, seguindo-se uma concentragdo dos meios para um valor 5
vezes superior, tendo para tal sido utilizado o concentrador ‘SpeedVac’ (Savant, Farmingdale,
NY). Ffectuou-se a determinagéo por meio de um protocolo de EISLE de captura em dois
locais, utilizando um anticorpo monoclonal de murganho ¢ o anti-soro de coelho contra esta
proteina, conforme descrito (Aderka, D. et al., Cancer Res., vol. 51, pags. 5602-5607 (1991)).

Para se avaliar a formagdo da forma solivel do R-FCE foram utilizadas célula COS-7

transfectadas com os arquétipos de R-FCE (1,2 x 10° células, utilizadas como indculos em pratos

3

de 15 cm, conforme descrito antes) que foram marcadas com [5 S}-metionina, por incubagdo

durante 10 horas a 37°C em MEMD (sem metionina) contendo [>>S]-metionina ao valor de
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70 nCi/mL e 2% de SFV dialisado. Depois enxaguou-se as células que ficaram outra vez a
incubar durante 1 hora em meio de crescimento que continha AMF (20 ng/mL). Recolheu-se
o meio, eliminou-se dele os residuos celulares por centrifugagdo e depois fez-se ainda mais
uma limpeza para lhe retirar as proteinas que se ligam de forma ndo especifica a proteina A,
isto por incubagdo do meio 2 vezes a 4°C durante 4 horas com proteina A imobilizada
(Repligen Inc., Cambridge, MA; 100 pL/7 mL de meio/placa), uma vez por si sO € uma vez na
presenca de 10 pg de anticorpos monoclonais irrelevantes de murganho. Depois efectuou-se uma
imunoprecipitagdo por incubagdo de amostras do meio a 4°C durante 2,5 horas com um
anticorpo monoclonal contra o R-FCE humano ou entdo, como contraprova, utilizando um
anticorpo monoclonal contra o R-p55-FNT-hu, em cada caso a razdo de 5 pg/amostra,
seguindo-se outra incubagdo durante 2,5 horas com proteina A imobilizada (40 pL). As
esférulas de proteina A foram lavadas trés vezes com STP que continha 0,2% de desoxicolato
de sodio e 0,2% de NP-40 e depois as proteinas que lhe ficaram acopladas foram analisadas
por EGPA-DSS em condigdes redutoras (7,5% de acrilamida). Foram obtidas autorradiografias
apos o tratamento do gel com o reagente intensificador ‘Amplify’ (Amersham International

plc, Amersham, UK).

e) Apresentacio dos resultados

Todos os resultados sobre a clivagem dos receptores, apresentados nos exemplos 1 a 3
subsequentes e nas figuras anexas, isto €, figuras 3, 4 ¢ 6 a 9, sio exemplos representativos
correspondentes pelo menos a 4 experiéncias com resultados qualitativamente semelhantes,
em que cada arquétipo foi testado em triplicado. Faz-se observar que a eficacia da expressdo

dos arquétipos variou de forma bastante intensa (na sua expressdo constitutiva entre diferentes
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clones de células € na sua expressdo transiente entre arquétipos diferentes). Os resultados
sobre a intensidade da clivagem foram pois normalizados mediante a determinacdo da sua
relagio com os niveis iniciais de receptores nas células, antes da indugdo da clivagem. As
quantidades de receptores ligados as superficies das células, obtidos apés a indugdo, sdo
apresentadas em termos de percentagens das suas quantidades iniciais (ver as figuras 3, 6 € 8)
e portanto, as formas dos receptores que sd0 clivados revelam uma percentagem menor de
receptores remanescentes nas superficies das células do que as formas que ndo sdo clivadas.
As quantidades de receptores solfiveis formados em consequéncia da clivagem sio apresentadas
em unidades relativas (ver as figuras 4, 7 € 9), isto é, a quantidade dos receptores soluveis
produzidos durante a indugéo da clivagem (em pg) por quantidade de receptores das superficies
das células imediatamente antes da indugdo da clivagem (em cpm X 10® de FNT marcado
radioactivamente ¢ ligado as células), € consequentemente as formas dos receptores que sdo
clivados revelam quantidades mais elevadas do que as dos receptores que ndo sdo clivados. A
numeragio dos residuos no R-p55-FNT-hu esta em conformidade com a metodologia de
Schall, T.J. et al., Cell, vol. 61, pags. 361-370 (1990), no R-FCE do murganho esta de acordo
com a metodologia de Avivi, A. et al., (1991), supra, ¢ no R-FCE humano esta de acordo

com a metodologia de Ulrich, A. et al., Nature, Vol. 309, pags. 418-425 (1984).

Exemplo 1: utilizagfio de quimeras do receptor p55 do FNT e do R-FCE para a avaliacio
do papel que tém na sua clivagem as diferentes regides existentes no receptor de FNT

O nosso estudo sobre trabalhos anteriores respeitantes a clivagem de mutantes do
receptor p55, obtidos por supressoes citoplasmicas, indicou que a clivagem € o seu reforgo

efectuado pelo AMF ocorrem independentemente do dominio intracelular do receptor. Para
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se explorar melhor o papel dos diferentes dominios existentes no receptor sobre a sua clivagem,
procuramos substitlii-los com a regido correspondente num receptor que ndo € clivado. O
receptor para o factor de crescimento epidermal (FCE) pareceu-nos ser adequado para esse
fm. O AMF induz uma diminuigio da expressdo deste receptor, ainda que aparentemente
ndo pela sua clivagem mas pela indugdo da incorporagdo deste receptor no interior da célula.
Esta incorporagdo foi relacionada com a fosforilagao induzida do seu dominio intracelular.
Foi criado um conjunto de quimeras (ver a figura 2 para as diversas quimeras designadas por C3,
C4, C5, C6 e C9) entre 0 R-p55-FNT ¢ o mutante do R-FCE obtido por supressdes citoplasmicas,
tendo sido testadas essas quimeras com o intuito de se pesquisar a intensidade da clivagem
das quimeras em resposta a0 AMF e ao pervanadato (ver o capitulo respeitante a procedimentos
gerais, supra). O R-FCE mutacionado ndo foi clivado nem incorporado pelas células em
resposta a0 AMF, nem em resposta a0 pervanadato (resultados ndo apresentados). Os dois
agentes induziram realmente a clivagem de um receptor quimérico constituido pela parte
restante do dominio intracelular ¢ do dominio transmembranar do receptor do FCE e pelo
dominio extracelular do receptor p55 do FNT (figura 2, quimeras C5 e C6). No entanto, 0s
receptores quiméricos em que foi suprimida a regido “separadora” no dominio extracelular do
R-p55-FNT, que liga o modulo rico em cisteina com o dominio transmembranar (figura 2,
quimeras C3 e C4) ou em que essa regido foi substituida com a regido correspondente no R—FCE
(figura 2, quimera C9), ndo puderam ser clivados. Estes resultados indicam que os requisitos
estruturais para a clivagem do receptor p55 do FNT e para o seu reforgo pelo AMF ¢ pelo
pervanadato estdo totalmente confinados a regido separadora.

Conforme se observa nas figuras 3 e 4, que apresentam os resultados de um teste sobre

a clivagem das quimeras de receptores p55 FNT/FCE ilustradas na figura 2, expressas
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constitutivamente em células A9, as quimeras que contém a regido separadora do R-p55-FNT
(quimeras C5 e C6) sio clivadas ao passo que as que ndo contém essa regido (quimeras C3 e
C4) ndo sdo clivadas em resposta a0 AMF. Conforme se observa nas figuras 8 € 9, 0 mesmo

é vélido para a clivagem destes arquétipos em resposta quer ao AMF quer ao pervanadato

(PV) pelas células COS-7 que os exprimem transientemente.

Exemplo 2: efeitos das supressdes de aminoacidos na regido separadora, sobre a clivagem

Demonstramos anteriormente que os mutantes de R-p55-FNT dos quais foi suprimida
a maior parte da regido separadora ndo clivam nem espontancamente nem em resposta ao
AMF (Brakebusch D. ef al., Tumor Necrosis-Factor IV (Ed. W. Fiers) S. Karger, Verlag (Basel)
pags. 191-198 (1993)). Para se definir melhor quais os residuos aminoacidos cuja supressdo €
importante para a inexisténcia de clivagem dos receptores, criamos formas mutantes de receptores
em que foram suprimidos diversos pares de aminoacidos consecutivos no interior das regioes
separadoras e examinamos a sua clivagem (ver o capitulo respeitante a procedimentos gerais,
supra). Os diversos mutantes obtidos por supresses, que foram estudados, estio representados
na parte superior da figura 5 em que o simbolo “A” indica a supressio e ofs) nimero(s) a seguir ao
stmbolo “A” indicam os residuos aminoacidos que foram suprimidos.

Conforme se observa nas figuras 8 e 9, qualquer supressdo de dois ou mais aminoécidos
no interior da regjdo separadora tem como resultado uma certa diminuigdo da eficiéncia da
clivagem do receptor a partir das células COS-7 que os exprimem transientemente, €m resposta ao
AMF ou ao pervanadato. No entanto, a diminuigdo mais extraordinaria de eficiéncia ocorre
na supressio de Val 173 ou do par 173-174. Foi observada uma diminui¢do um pouco menos

eficaz ao suprimir os pares 172-173 e 174-175. Os dados que constam das figuras 6 ¢ 7, sobre
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a clivagem a partir de células que exprimem constitutivamente os mutantes dos receptores,
revelam que as supressdes 172-173 € 173-174 também tém um efeito redutor extraordinario
sobre a clivagem dos receptores a partir das células A9 que os exprimem constitutivamente.
Estes dados demonstram que os residuos 173, 174 e 175 tém um papel importante na
determinagio da especificidade da protease que cliva 0 R-p55-FNT. Além disso, fica implicito
que ha também outros parametros restritivos estruturais na regido separadora que afectam a

sua clivagem.

Exemplo 3: efeitos das substituicdes de aminoicidos na regido separadora, sobre a
clivagem

Para se definir melhor quais os residuos aminoécidos no interior da regido separadora
que afectam a clivagem dos receptores, substituimo-los, um por um, com alanina (para os
mutantes por substituigdo com alanina veja-se a secgdo média da figura 5 em que o residuo
aminoacido que ocorre normalmente esta identificado a esquerda dos nimmeros correspondentes e
a alanina (A) que substitui esse residuo esta indicada a direita desses nimeros, representando
tais niimeros a posigdo da substituigdo). A avaliagdo da clivagem destes receptores mutacionados,
depois de terem sido expressos constitutivamente em células A9, ou depois de terem sido
expressos transientemente em células COS-7, ndo permitiu concluir se havia um efeito de
qualquer destas mutagdes, conforme ilustrado nas figuras 6 € 7 (células A9) e nas figuras 8 9
(células COS-7), em que os mutantes por substituigdo com alanina estdo identificados por um
“A” antes do namero do residuo da substituigdo.

No entanto, a substituigdo dos residuos 173, 174 e 175 por prolina (P) teve como

resultado uma diminuigio extraordinaria da clivagem dos receptores pelas células A9 que os

-
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exprimem transientemente. Além disso, outras substituigdes determinadas de aminoacidos na
posigdo 173 também tiveram cOmo resultado uma diminuigdo significativa da eficiéncia da
clivagem (figuras 6 a 9). Estes dados permitem conchuir mais uma vez que os residuos 173-175
t&m um papel importante na restrigdo da actividade da protease que cliva o R-p55-FNT (para
os mutantes por substituigdes com prolina (P) e com outros aminoacidos veja-se a secgdo

inferior da figura 5 em que as denotag3es das mutagdes sd0 como se disse antes).

Exemplo 4: purificacio da protease por afinidade

Liga-se de forma covalente um péptido, cuja estrutura corresponde a da regido separadora
do R-FNT mutacionado de modo a interferir com a sua clivagem, ainda que ndo interfira com
o seu reconhecimento pela protease, a resina de uma coluna de purificagdo por afinidade. Os
extractos detergentes de membranas isoladas a partir de células que exprimem a protease
capaz de clivar o R-p55-FNT séo obrigados a passar através da coluna e 0 material que ndo
fica ligado ¢ lavado. Depois efectua-se a eluigdo da protease, quer aumentando a concentragio

salina quer diminuindo o valor do pH, e a seguir purifica-se ainda mais.

Exemplo 5: anticorpos para a protease

Siio utilizados fémeas de murganho da estirpe Balb/c (com 8 semanas de idade) que
si0 injectadas com 1 pg de protease obtida no exemplo 4, numa emulsdo de adjuvante completo
de Freund, nas almofadas das patas traseiras, e decorridas cerca de 3 semanas 08 animais sao
injectados subcutaneamente no dorso, tendo sido utilizado ento adjuvante incompleto de Freund.
As outras injecgdes sdo administradas a intervalos semanais por via subcutanea, sendo o veiculo
STP. Sio administrados reforgos estimuladores 4 dias (i.p.) € 3 dias (i.v.) antes da fusdo em

STP. A fusdo é realizada utilizando células NSO/Mr e linfocitos preparados a partir do bago e
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utilizando também linfécitos locais das patas traseiras, como parceiros de fusdo. Os hibridomas
sdio seleccionados em MEMD enriquecido com HAT, 15% de soro de cavalo e gentamicina
na concentragio de 2 pg/mL. Os hibridomas para os quais se conclua que produzem anticorpos
contra a protease sio subclonados pelo método da diluigfio limitada e s3o injectados nas fémeas
de murganho Balb/c que foram estimuladas com pristano para a produgao de liquido ascitico.
As imunoglobulinas sdo isoladas a partir do liquido ascitico pelo método da precipitagdo em
sulfato de aménio (saturagio a 50%) e depois sdo dialisadas em presenca de STP contendo
0,02% de azida. Estima-se a pureza por analise segundo um protocolo de EGPA-DSS e por
contrastagdo com o corante azul de Coomassie. Os isotipos dos anticorpos sdo defimdos com o

recurso a utilizagdo de um estojo de EISLE disponivel nos circuitos comerciais (Amersham, UK.).

Exemplo 6: purificagio por afinidade

Os anticorpos contra a protease podem ser utilizados para a purificagdo da protease por
cromatografia por afinidade, de acordo com o procedimento a seguir descrito. S0 seleccionados
anticorpos monoclonais para cromatografia por afinidade, testando a sua capacidade de
ligagio ao antigénio marcado com radioisotopos num radioimunoensaio em fase solida. O
liquido ascitico de todos os hibridomas € purificado por precipitagdo com sulfato de amonio para
um valor de 50% da saturagdo, a que se segue uma dialise exaustiva em presenga de STP. Séo
utilizadas placas de 96 cavidades feitas de PCV (em inglés PVC), recobertas com os AcM
purificados e depois de se ter bloqueado as placas com STP contendo 0,5% de ASB, 0,05%
de “Tween 20’ (Sigma) e 0,02% de NaNj, deixa-se ficar as cavidades a incubar com '“I-FNT

a 50 000 cpm durante 2 horas a 37°C, efectuando-se depois a sua lavagem e a quantificagdo da

radioactividade que se liga a cada cavidade, utilizando para tal um contador de raios y. Efectua-se
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um exame dos anticorpos com a mais elevada capacidade de ligagdo para se pesquisar O seu
potencial na cromatografia por imunoafinidade.

Utiliza-se como resina gelose de hidrazida poliacrilica para a imobilizagio dos anticorpos.
As imunoglobulinas semipurificadas sdo concentradas e acopladas conforme especificado por
Wilchek e Miron (‘Methods in Enzymology’, Vol. 34, pags. 72-76 (1979)). Sdo construidas
colunas de anticorpos com um volume de leito igual a 1 mL. Antes da utilizagio, todas as
colunas sdo sujeitas a 10 lavagens com tampéo de elui¢iio, seguindo-se a cada lavagem uma
neutralizagdo com STP. Carrega-se as colunas com a protease obtida no exemplo 4 em STP
com 0,02% de NaN;. Ajusta-se o caudal de escoamento das colunas para um valor entre 0,2 mL e
0,3 mL por minuto. Depois de carregadas as colunas sio lavadas com 50 mL de STP e a seguir
efectua-se a sua eluigio com uma solugdo contendo acido citrico 50 mM a pH 2,5, NaCl 100 mM
e 0,02% de NaN;. Recolhe-se fracgdes de 1 mL. Sdo tomadas amostras da protease aplicada,
da dltima porgdo do fluido de lavagem (1 mL) e de cada fracgiio do fluido de eluigdo (8 fracgdes
de 1 mL por coluna) e depois sdo testadas para se determinar a concentragio das proteinas. Todas
as medigdes de proteinas sdo efectuadas de acordo com um método de microfluorescamina
por comparagdo com uma solugdo padriio que contém ASB na concentragdo de 100 pg/mL

(Stein, S. E Moschera, J., Methods Enzymol., Vol. 79, pags. 7-16 (1981).

Exemplo 7: purificaciio cromatogrifica da protease

Neste exemplo sio utilizadas preparagdes impuras da protease obtida por extracgio
das membranas das células com um meio detergente, células essas que exprimem a protease,
ou entiio sio utilizadas preparagdes parcialmente purificadas da protease formada no exemplo

4, as quais sdo submetidas a um conjunto de passos cromatograficos de fraccionamento, v.g.,
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com base na carga eléctrica, tamanho, ponto isoeléctrico € hidrofobicidade das proteinas
fraccionadas. Ao longo dos passos de fraccionamento foi sendo acompanhada a actividade da
protease, mediante a determinagdo da capacidade que a fracgdo testada tem para provocar a
clivagem do R-p55-FNT ou de um péptido dele derivado, ¢ pelos requisitos das sequéncias

que devem ser iguais aos observados para a clivagem do receptor nas células.

Exemplo 8: clonagem da protease

As células que exibem actividade de protease (designadamente as que exibem uma
clivagem induzivel dos seus R-p55-FNT) sdo mutacionadas por mutagénios quimicos. Os
mutantes de células deficientes em actividade de protease sio isolados por contrastagdo com
um SCAF (em inglés FACS) para o R-p55-FNT ap6s a indugdo da clivagem. Examina-se a
sequéncia dos nucledtidos no gene R-p55-FNT, no interior das células mutacionadas, para se
confirmar que a inaptiddo para a clivagem ¢ realmente devida a uma aberragdo do mecanismo
de clivagem e nfio a uma mutagio na regido separadora no receptor. As células mutantes sdo
depois transfectadas quer com o ADN gendmico quer com um banco de ADNc proveniente
das células que exprimem a protease. Os clones das células que readquiriram a capacidade para
efectuar a clivagem, devido a transfecg@o, sdo isolados por analise por meio de um SCAF,
conforme descrito antes, e isola-se o gene transfectado que tenha complementado os seus
defeitos. Em alguns destes mutantes, antevé-se que 0 gene transfectado ou 0 ADNc que tenba

complementado o defeito seja o gene para a protease.

Lisboa, 24 de Setembro de 2001 .
/j/ O Agasie Uficial da Propriedade Industidl

A.O.P.V

Rua do Salitre. 105, ric-Drt.
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Reivindicagoes

Tnibidor de uma protease capaz de clivar o R-p55-FNT solavel a partir do R-FNT ligado

as células, constituido por uma sequéncia que compreende os residuos aminoacidos

indicados na figura 5, dos arquétipos seguintes:

a)
b)
©)

d)

g)
h)

A 172-173

A 173-174

A 174-175

A173

V173 P

K174P

G175P

V173D

V173 G.

Inibidor de acordo com a reivindicagdo 1, constituido pelos residuos aminoacidos

indicados na figura 5, dos arquétipos seguintes:

a)
b)
©)

d)

A 172-173

A173-174

A 174-175

A 173

V173P

K174 P




2) G175P
h) V173D
1) V173 G.

3. Inibidor de acordo com uma das reivindicages 1 ou 2, 0 qual compreende as muteinas

dos arquétipos desde (¢) até (1).

' 4. Inibidor de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 3, utilizavel na manutengao
de efeitos benéficos prolongados do FNT em mamiferos, quando utilizado em conjunto

com FNT administrado exogenamente.

Lisboa, 24 de Setembro de 2001

\

7 .
/ O Agamte Oficial da Propriedade Industrial

Rua do Salitre, 195, r/c-Drt.
1269-063 LISBOA




Resumo

“Inibidores de uma protease que é capaz de clivar o receptor solivel pS5 de FNT

separando-o do receptor de FNT ligado as células”

A invengdo diz respeito a moléculas que influenciam a clivagem do receptor pS5 do
factor de necrose tumoral ligado as células (R-p55-FNT), conjuntamente com métodos para a
sua produgdo.

Mais particularmente, a nvengao diz respeito a proteases que clivam 0 R-p55-FNT
ligado as células, criando assim o receptor soluvel, e diz respeito aos inibidores para essas

proteases que compreendem a sequéncia asn-172 até thr-182 do R-p55-FNT ou as suas muteinas.

Lisboa, 24 de Setembro de 2001

|
7 . .
W/ O Agemie Oficial da Propriedade Industial

i
JOSE DE SAMPAIO
A.O.P.L
Rua do Salitre, 195, ric-Dre.
1180-063 LISBOA




256

346

436

526

616

7086

796

886

576

1088

1246

1336

1426

bt
w
-
oy

1606
1719
1838
1957
2676

1/4

1 _SSCttamTsa— :
ACTTIAAASSITASAATTOSASIITIASTICASAGAATTT TOASAAAA T T ARAGT ASACAGSACSIGASACATCATT SSLAC SACSC L ST AT L T TATSC T CAGT I TAAC ST A
'

CTSTOACCI ARG AT T TGS CACTTC T TORACAGACTSASTCSCCGEAAGS S CAGCACTCCCS
. S

TG GG CACAC IO TTO AU CCAAAI GOUT CAG TUAGAGSTCATACSTOTC TS

Het Gly Leu Ser Thr Val Pro Asp Leu Leu Leu Pro Leu Val Leu Leu Glu Leu Leu Val Gly Ile Tyr Pro Ser Gly Val Ile Gly Leu

ATG GGT CTT TTT ACT CTC CCT GAC CTC TTG TG CSC CTG GTG CTC CTG GAG CTG TTG CTG GSA ATA TAC CCC TTA CGS CTT ATT G3A O

val Pro Hia Leu Gly Asp Arg Glu Lys Arg Asp Ser VA Pro Gln Gly Lys Tyr Ile His Pro Gln Asn Asn Ser Ild Cysl C‘/g The

GTT CCT CAC CTA GGG GAC AGS GAG AAG AGA GAT AGT GTC TGT CTC CAA GGA AAA TAT ATC CAC CCT CAA AAT AAT TCC ATT TGS TGT ACC

Lys Cvs| His Lys Gly Thr Tyc Leu TyTr Asn u@ Pro Gly Pro Gly Gln Asp Thr A:[..{ Cvs{ Axrg Glu Cvs{Glu Ser Gly Ser Phe Thr

AAG TGS CAC AAA GGA ACT TAC TTS TAC AAT GAC TCT CCA GGT CCS GGS CAG SAT ACS GAC TGS AGS GAG TGT GAG AGS GGC& TS TTC AcC

Ala Ser Glu Asn His Leu Arg Hi Leu Se Ser Ly)q:g Lys Glu Mec Gly Gln val Glu Ile Ser
GCT TCA GAA AAC GAC CTC AGA CAC TGC CTC AGS TGC TCT AMA TGO

Arg Asp Thr Va@ Gl Ary

Lys Aan Gln Tyr Acg Eis Tyr Trp Ser Glu Asun
CGS GAC ACT GTC TGT GGS TGT AGS AAG AAC CAGC TAC CGG CAT TAT TGS AGT GAA AAC

Asn Gly Thr Val His Leu Sex‘! Wsl Gln Glu Lys Gln Asn Thr Va Th His Ala Gly Phe Phe Leu Arg Glu Asn Gl\{ cvg val

AAT GSC ACC GTG CAC CTT TCT TGC CAG GAG AAA CAG AAC ACC GTG TGC ACT TGS CAT GCA GST TTC 7T CTA AGA GAA AAC GAC TST CTC

*ns
sed Cvs| ser As Lys Lys Ser Lsu Gl\l CVS! Thr Lys Le\i :\_'sl Leu Pro Gln Ile Glu Asn Val Lys Gly Thr Slu Asp Ser Gly Ths
TCC TCT AGT AAC TST AAG AAA AGC CTG GAG TGT ACG AAG TTG TGC CTA CC2 ATT GAG AAT GTT AAG GGC ACT GAGC GAC TTA GGT acc

>

Thr{ Val Leu Leu Pro Leu Val Ile Phe Phe Gly u‘{ Cys| Leu Lau Ser Leu Leu Phe Ile Gly Leu Met @ AIg TyTr Gln Arg Tmp Lys

ACA GTG CTC TIC CCC CTS GTC ATT TTC TIT GOT CTT TCT CIT TTA TCC CTC CTC TTC ATT GST TTA ATG TAT CGS TAC CAA CGG TGG AAG

0 (e

Ser Lys Leu Tyr Ser ile Va;i‘ Cys|Gly Lys Ser Thz Pro Slu Lvs Glu Gly Glu Leu Glu Gly Thr Thr Thr Lys Pro Leu Ala Pro Asn

TCC AAG CTC TAC TCC ATT CTT TGT GGG AAA TTG ACA CUT GAA AAA GAG GGG GAG CTT GAA GGA ACT ACT ACT AAG CCCT CTSG GTT CTA AAC

Pro Ser Phe Ser Pro Thr Pro Gly Phe Thr Pro Th= Leu Gly Phe Ser Pro Val Pro Ser Ser Thr Phe Thr Ser Ser Ser Thr Tyr Thr

CCA AGT TTCT AGT CCT ACT CCA GGC TTT ACT C2C ACT CT6 GSC TTC AGT CIZ GTG CCT AGT TCT ACS TTC ACT TCT AGS TTC ACT TAT ACT

Pro Gly Asy Cys| Pro Asn Phe Ala Ala Pro Arg Arg Glu Val Ala Pro Pro Tyr Gln Gly Ala Aup Pro Ile Leu Ala Thr Ala Leu Ala

CCT GST GAC TGT CCTC AAC TTT GOG GTT CCT CGT AGA GAG GTG GOA CCA CCCT TAT CAG GSS GTT GAC CCC ATC CTT GSG ACA GCC CTC

8
(3]

Ser Asp Pro Ile Pro Asn Pro Leu Gln Lys Trp Glu Asp Ser Ala His Lys Pro Gln Ser Leu Asp Thr Azp Asp Pro Ala Thr Leu TyT

TCC GAC CCT ATC CTT AAC CCT CTT CAC AAG TGS GAG GAC AGS GCT CAC ARG CCA CAG AGS CTA GAC ACT GAT GAC CC G ACG CTG TAC

Ala Val val Glu Asn val Pro Pro Leu Arg Trp Lys Glu Phe Val Arg Arg Leu Gly Leu Ser Asp His Glu Ile Asp Arg Leu Glu Leu

GCZ CTG GTG GAG AAC OTS CCCT CCS TTC CGC TGS AAG GAA TUC GOTS CGS TGC CTA GGG CTG AGT GAC CAT GAG ATC SAT CGG CTG GAG CTS

Gln Asn Cly Arg c/a Leu Arg Gluy Ala Gln Tyr Ser Met Leu Ala Thr T-p Arg Arg Arg Thr Fro Arg Arg Glu Ala Thr Leu Glu Leu
CAG AAC GGS CSC TGC ST CGT GAG GTS CAA TAC AGT ATS CTC GIG ACT TGS AGSG €SS TCGC ACS CCC CGS ©5C GAG 6o ACG €T GAG 1%

Leu Gly Ars vVal Leu Arg Asp Het Asp Leu Leu Gl){ O_/sl Leu Glu Asp Ile Glu Glu Ala Leul O,rq Gly Pro Ala Ala Leu Pro Pro Ala

CTG GGA CST STT CTTT C5ST SACT ATS CAC O7TC CTG GSOT TGC TTG GAS GAC ATT GAG SAC GCS CT7T TGC GGC TCC GCT STT CTC C2C €CT GSS

Pro Ser Leu Leu Arg Ind

CCC AGT CT7T CTT AGA TGA GECTSCTCTTTOCSGGCAGT IO TAASSACCS TCT TGS GAGATCSCCTICCAACT S CACT T T TS TCSAAAGS A TCCTGCA AAGTA
*

GO AG T ACTAGL CEC S TACT TGS TGS TAACCC T TCGATG TACATACTTTTTCY A T C T TR SC o TS CCACAGTTACT ST < AGAGAGST

Lt epreb (rn e rprerpampa et (et §io? el Totrmpy b pviatepsed b peatelslopppparie et eysstapye’ (etel (eled U (e apy vrapy ol el e Tul ol staws rirparaatopyotel

ATAACTAGTT 77 e T T e S T T DA A T A T A TS T T ACAL T AA T A A A A C T TS S S AT T T TS T T oI oI CCoT S GACAAGTSACATACCAAGCTGAAC
TOTTCTAACSTAGSSSCS, ACTACGIAACAATY TTTAGITGIAGTTCTSSACTTITSTACATACACTAAAATTTTGAAGTTAAAAAAAAAAAAAAAN 2175

Fﬁcr.ll/d 4

CGA AAG GAA ATC GST CAGC CTGC GAG ATT TCT TTT TGC ACA GIG GAC
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