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“Activagdo local, selectiva, de membros da familia de
ligandos tnf de proteinas de fusdo de ligando tnf ndo-
anticorpo, sistemicamente inactivas”

RESUMO

O invento refere-se a polipéptidos compreendendo um
efector e um dominio de ligacdao de molécula de superficie
celular qgue sao ligados por um péptido de ligacdo. O dominio
efector, especialmente o dominio extracelular, é um fragmento
de um membro da familia de ligandos TNF (médulo 1) gque é
biologicamente inactivo per se ou é activo numa extensao
limitada. O dominio de 1ligacdao de molécula de superficie
celular (médulo 2) € uma secgdo de aminodcido que se liga
selectivamente a uma estrutura de superficie da membrana
plasmatica, de preferéncia a uma proteina de membrana, mas
que nao € derivada de imunoglobulina. O invento refere-se
também a construcgdes de 4cidos nucleicos que codificam os
polipéptidos, vectores que os contém, células hospedeiras
transfectadas com eles, composicgdes farmacéuticas contendo os
objectos do invento acima mencionados, métodos para a
produgao dos polipéptidos do invento e wutilizagdes dos
objectos do invento para fins terapéuticos.
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“Activagdo local, selectiva, de membros da familia de
ligandos tnf de proteinas de fusdo de ligando tnf ndo-
anticorpo, sistemicamente inactivas”

DESCRICAO

O presente invento refere-se a polipéptidos constituidos
por um efector e um dominio de 1ligagdo de molécula de
superficie celular que sao ligados por um péptido de ligacgao.
O dominio efector é um fragmento, em particular o dominio
extracelular, de um membro da familia de ligandos TNF (médulo
1) gque por si s6 é biologicamente inactivo ou de actividade
restrita. O dominio de ligagdo de molécula de superficie
celular (mdédulo 2) é um segmento de aminocdcidos que se liga
selectivamente a uma estrutura de superficie da membrana
plasmatica, de preferéncia a uma proteina de membrana, mas
nao ¢€é derivado de wuma imunoglobulina. Adicionalmente, o
invento proporciona construgdes de acidos nucleicos que
codificam os polipéptidos, vectores contendo estes, células
hospedeiras transfectadas com eles, composicgdes farmacéuticas
contendo os referidos objectos do invento, processos para a
construgao dos polipéptidos de acordo com o 1invento e
utilizagdes dos objectos de acordo com o invento para fins
terapéuticos.

Em estudos in vitro, as citocinas, por exemplo, o0s
membros da familia de ligandos TINF, por exemplo, TRAIL (INF
Related Apoptosis Inducing Ligand - Ligando Indutor de
Apoptose Relacionado com TNF), também denominado Apo2L (Wiley
et al. (1995), Immunity 6: 673-682, Pitti et al. (19%96) J
Biol Chem 271: 12687-12689), e, por exemplo, FasL tém uma
forte acgao apoptdética em muitas células de tumores de origem
animal e humana. No caso de TRAIL, parece que as células
malignas nao sao afectadas. Além disso, nos modelos animais
pré-clinicos estudados (ratinho, macaco) nao se observaram
quaisquer indicagdes de toxicidade aguda ou outros efeitos

secundarios sistémicos de TRAIL, o que pode ser visto como

limitante da terapéutica (Walczak et al. (1999) Nat Med
5:157-163, Ashkenazi et al. (19%99) J Clin Invest 104: 155-
162). No entanto, estudos recentes in vitro sobre hepatdcitos

humanos primarios indicaram uma forte acgdo citotdxica no

caso de um produto TRAIL recombinantemente produzido ou de
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TRAIL na membrana, a forma dgque ocorre naturalmente desta
citocina (Jo et al. (2000) Nat Med 6: 564-567, Ichikawa et
al. (2001) Nat Med 7: 954-960). Por conseguinte, actualmente,
estda excluida uma aplicagdo clinica sistémica de variantes
soluveis especiais de membros da familia de ligandos TNF (em
particular TNF, FasL, TRAIL e CD40L), gue sao biologicamente
activas e, por conseguinte, tém essencialmente a acgao dos
ligandos na membrana, devido aos efeitos secundarios que
ocorrem. O mesmo aplica-se aos anticorpos agonistas que
activam os receptores correspondentes a estes ligandos.
Assim, por exemplo, para FaslL (ligando do receptor Fas (Fas,
CD95)), o protdétipo de <citocinas apoptdticas, nao foi a
priori adquirida uma aplicagao clinica por razdes de
segurang¢a, uma Vvez dgue o0s anticorpos agonistas contra este
receptor, Fas, sao extremamente hepatotdxicos in vivo
(Ogasawara et al. (1993) Nature 364: 806-809). Finalmente,
foi também mostrado que FasL na forma soluvel, em contraste
com a sua forma na membrana, nao tem praticamente qualquer
actividade bioldgica (Schneider et al. (1998) J. Exp. Med.
187: 1205-1213).

Assim, as variantes dos membros da familia de ligandos
TNF disponiveis de acordo com o estado da arte néao séao
utilizaveis ou sdao apenas utilizaveis numa extensdo muito
limitada (por exemplo, no caso de TNF sob condigdes
denominadas “perfusao de membro isolado”) para aplicacao
terapéutica, por exemplo, para o tratamento de tumores, quer
devido a auséncia de actividade bioldégica quer devido aos

efeitos secunddrios extremos.

A WO 02/22680 descreve proteinas de fusdo, nas quais os
fragmentos que por si sdé nao sao biologicamente activos ou
que o Sao apenas numa extensao restrita, por exemplo, de
citocinas TNF, sao ligados através de um péptido de ligagao a
um anticorpo de ligacdo a antigénio ou a um seu fragmento de
ligagao a antigénio. No entanto, ha necessidade para sistemas
alternativos, uma vez gue, nhao raramente, nao ha quaisquer
anticorpos correspondentes (ou fragmentos de anticorpos)
disponiveis para certas moléculas de superficie celular, ou a
ligagao do antigénio ocorre num local diferente do esperado,

por exemplo, sem a especificidade adequada.
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Agora, o presente invento ¢é Dbaseado no objectivo de
proporcionar um sistema alternativo, em particular nao
dependente de anticorpos, com o qual seja possivel manifestar
a accgao de ligandos da familia TNF (ou seus fragmentos) de
uma forma alvo e especifica de tecido ou célula e assim
evitar ou, pelo menos, limitar marcadamente certos efeitos
secundarios sistémicos em tecidos/células nao pertencentes ao
tecido alvo, durante a utilizacao clinica.

Este problema ¢é resolvido pelas concretizagdes do

presente invento caracterizadas nas reivindicagdes.

De acordo com o invento, é proporcionado um polipéptido
compreendendo um segmento (1), gque contém um dominio de
ligagao de molécula de superficie celular (também denominado
médulo 2), em que o dominio de ligacao de molécula de
superficie celular nao é derivado de uma imunoglobulina, um
segmento (2), que é um péptido de ligacdao, e um segmento (3),
que contém um fragmento de um membro da familia de ligandos
TNF (também referida abaixo como “citocinas TNF” ou “familia
de ligandos de receptor TNF”) que por si sé é biologicamente
inactivo/de actividade restrita (também denominado mdédulo 1),
em que o fragmento no segmento (3) tem um dominio
extracelular de um membro da familia de ligandos TNF ou uma
variante da sequéncia nativa do dominio extracelular, tendo,
pelo menos, 80% de homologia de sequéncia e em que ©
fragmento no segmento (3) so6 se torna bioldégica e
completamente activo através da ligagcdo do segmento (1) a
molécula de superficie celular.

De acordo com uma concretizagao preferida, os segmentos
(1) a (3) no polipéptido (= proteina de fusao de acordo com o
invento = construcdao de proteina de acordo com o invento) sao

dispostos do terminal-N ao terminal-C.

O presente invento ¢é baseado na observagao de qgue os
ligandos da familia TNF gue ocorrem naturalmente na membrana,
quando sao proteoliticamente processados pelo organismo numa
forma soluvel correspondente ao dominio extracelular, ou séao
bioldgica e completamente inactivos, ou sao apenas activos
numa extensao restrita, por exemplo, em certos subtipos de

receptores de membrana. Isto aplica-se também a derivados



EP 1 551 977/PT

recombinantemente produzidos gque correspondam aos dominios
extracelulares dos ligandos em questao. De modo interessante,
talis ligandos soluveils, biologicamente inactivos, sao ainda
absolutamente capazes de ligagao ao seu receptor de membrana
complementar, sem, no entanto, efectuarem uma activacao do
receptor, i.e. a transdugao de sinal e desencadeamento de uma
reacgao celular. A descoberta de acordo com o invento é a de
que um tal ligando que ¢ 1inactivo/de actividade restrita
(médulo 1) através da fusao com um outro componente peptidico
(médulo 2), gque nao consista num anticorpo ou fragmento de
anticorpo e que permita uma ligacdo especifica a uma
estrutura situada na membrana celular independente da fraccgao
de ligando  TNF, atinja de novo actividade Dbioldgica
(completa) se este componente peptidico conduzir a ligacédo a
uma superficie celular. A reconstituicao da accao bioldgica
do médulo 1 assim obtido torna-se activa quer contra as
células alvo reconhecidas pelo préprio médulo 2 quer também
contra células adjacentes, desde que estas expressem cada uma
08 receptores adequados para o fragmento de ligando TNF
(médulo 1) contido na proteina de fusao.

O dominio de ligacao de molécula de superficie celular
(segmento (1) ou mdédulo (2)) da proteina de fusao de acordo
com o invento media a ligacao da proteina de fusao a células
gue tenham a estrutura de superficie adequada. O invento é
caracterizado com base nos médulos especificos através de
duas propriedades que tém como resultado o de que a proteina
completa adquira propriedades que nenhum dos mddulos

utilizado possuil isoladamente e gue nado sao previsiveis.

A primeira propriedade relacionada com isto é a de que o
dominio de 1ligacao de molécula de superficie celular na
proteina de fusdo nédo seja obtido pelo principio da
utilizagcao de anticorpos ou fragmentos derivados deles (por
exemplo, ScFv), correspondendo ao estado da arte, mas em vez
disso, contrariamente aos dominios de ligagao de antigénio de
anticorpos normalmente utilizados, outros dominios de ligacgao
de molécula de superficie <celular sejam inesperadamente
capazes de comunicar actividade efectora completa e, por
conseguinte, altamente eficaz especificamente dirigida para
as células alvo de fragmentos de citocinas TNF qgue por si sbé
eram biologicamente inactivas/de actividade restrita por
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ligagao a certas estruturas de superficie celular, em
particular a proteinas de membrana. Os dominios néo
imunoglobulina, preferidos, para ligacdo as estruturas de
superficie celular sao, por exemplo, hormonas de péptido ou
citocinas, péptidos pequenos, mas receptores especificos para
ligandos na membrana (ou, de preferéncia, em cada caso,

aqueles seus fragmentos que entram na ligacao especifica).

A segunda propriedade consiste em que o dominio efector
por si sé e também na proteina de fusdao seja biologicamente
inactivo ou tenha pouca actividade em células gue nao possuam
a estrutura de superficie que é reconhecida pelo dominio de
ligagao de molécula de superficie celular, i.e. o receptor
correspondente ao dominio efector nao seja activado. A
propriedade surpreendente, apenas possuida pela proteina de
fusdao completa, é a de que o dominio efector (fragmento de
uma c¢itocina TNF que por si soé seja bioclogicamente
inactivo/de actividade limitada) da proteina de fusdo sé6 se
torna Dbiologicamente activo apds ligagao a células que
expressam a estrutura de superficie que ¢é reconhecida pelo
dominio de ligacao de molécula de superficie celular. Assim,
o dominio efector do polipéptido de acordo com o invento
activa apenas o receptor correspondente a ele numa célula que
tenha a estrutura de superficie correspondente ao médulo de
ligagao de molécula de superficie celular ou numa célula gque
seja adjacente a uma célula equipada com a estrutura de
superficie. Por conseguinte, a proteina de fusao, mas nao os
seus componentes individuais (médulo 1 e médulo 2,
respectivamente) e também nao uma forma activa do dominio
efector, activa selectivamente o receptor correspondente ao
dominio efector nas células (ou células adjacentes a ele) que
expressam a estrutura de superficie que ¢é reconhecida pelo
dominio de ligagao de molécula de superficie celular. Esta
nova propriedade (activagao selectiva de receptor local) do
polipéptido de acordo com o invento torna assim possivel
evitar os efeitos secundarios sistémicos que sao apresentados
pelas citocinas TNF activas a partir das quais deriva o
dominio efector de acordo com o invento, ou anticorpos
agonistas conhecidos no estado da arte gque activam o receptor
correspondente. Por conseguinte, o polipéptido de acordo com
0 invento possibilita a manifestagao de acg¢ao local alvo no

organismo completo.
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O dominio de ligacao de molécula de superficie celular é
vantajosamente seleccionado de modo a que a estrutura de
superficie que é reconhecida por este esteja selectivamente
presente ou, pelo menos, esteja enriquecida nas células,
locais ou orgaos nos quais o dominio efector deva ser activo.
Além disso, o dominio de ligacao de molécula de superficie
celular é seleccionado de modo a gque nao permita auto-
activacao da proteina de fusao, por exemplo, por agregacao.

Os membros da familia de ligandos TNF, por exemplo, TNF

(Tumour Necrosis Factor - Factor de Necrose de Tumores; No.
de acesso no GenBank NM_000594), por exemplo TRAIL (INF
Related Apoptosis Inducing Ligand - Ligando Indutor de

Apoptose Relacionada com TNF; No. de acesso no GenBank
U37518), também denominado Apo2L, por exemplo CD40L (No. de
acesso no GenBank NM_011616) e, por exemplo, FasL (No. de
acesso no GenBank Ul11821) tém actividade apoptdtica e/ou
reguladora do sistema imune. Para além de algumas excepcgdes,
os membros da familia de 1ligandos TINF sao proteinas de
membrana tipo II. No entanto, em muitos casos podem também
ser derivadas destas formas na membrana, formas soluveis, por
protedlise ou corte alternativo, especificos. Em particular,
as formas soluveis podem também ser produzidas por métodos de
engenharia genética. No entanto, os membros sollveilis e também
na membrana da familia de ligandos TNF manifestam a sua acgao
bioldégica por interacgao com os membros de uma familia
correspondente de receptores - o0s membros da familia de
receptores TNF. Em muitos casos, as formas solUvels e na
membrana da familia de ligandos TNE podem diferir
consideravelmente na sua actividade bioldgica. Assim, por
exemplo, o TNF soluvel é um activador muito forte de TNF-RI1,
mas tem apenas acg¢ao muito restrita ou nenhuma acg¢ao no TNF-
R2. Por outro lado, a forma na membrana do mesmo ligando pode
activar os doils receptores TNF igualmente bem. Exemplos
adicionais nos quais diferem as formas solUveis e na membrana
de membros da familia de ligandos de receptor TNF s&ao, inter
alia, FasL, CD40L e TRAIL.

De acordo com o invento, por variante quer-se dizer, em

geral, sequéncias qgue tém, pelo menos, 80% da sequéncia
nativa e diferem da sequéncia nativa, por exemplo, por

delecdo(bes), insercao(des) e/ou, pelo menos, uma mutagao.
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Aqui, prefere-se uma homologia de sequéncia de, pelo menos,
90%, de preferéncia, pelo menos, 95% e, mais preferivelmente,
pelo menos 97% com a correspondente sequéncia nativa. Um
fragmento funcional pode ter sequéncias N-terminal, C-
terminal ou intra-sequencialmente reduzidas das formas
soluveis dos membros da familia de ligandos de receptor TNF.
As variantes biologicamente activas destes fragmentos sao
também descritas de acordo com o invento. As variantes
derivadas no sentido do invento  tém, de preferéncia,
propriedades de ligagao a receptor selectivas podendo ser
optimizadas, por exemplo, no que se refere a sua actividade

bioldégica especifica ou a outras propriedades (estabilidade).

O principio de acgao das construgdes de acordo com O
invento ¢ aplicavel em particular para todos os membros da
familia de ligandos de receptor TINF que sao eficazes
exclusivamente para certos receptores ou numa extensao
particularmente boa como moléculas de membrana. Tal como
FasL, CD40L estes incluem também TNF, TRAIL, 41BB, CD30L e
Ox40L. Por conseguinte, sao particularmente preferidos no
médulo 1 (segmento (3)) dos polipéptidos de acordo com o
invento aqueles membros da familia de ligandos de receptor
TNF que activam naturalmente o seu receptor complementar

apenas como uma proteina de membrana.

Muito especialmente preferido como segmento (3) €& um
dominio extracelular soltvel de TRAIL, FasL, CD40, 41BBRL,
CD30L, 0x40L ou TNF.

O segmento ligante (2) entre os segmentos (1) (dominio
de ligagdo de molécula de superficie celular; médulo 2) e (3)
(fragmento de ligando de receptor TINF; mdédulo 1) nas
construcgbes de polipéptido de acordo com o invento €&, de
preferéncia, por exemplo, wuma ligagao flexivel, mas, de
preferéncia, sem influenciar adversamente as propriedades de
trimerizacao intrinseca do fragmento de ligando de receptor
TNF em questao (médulo 1), como mostrado abaixo nas
construgdes (A) e (B) de exemplo.

No segmento (2), ¢é possivel uma qualquer sequéncia de
péptidos que ocorra naturalmente ou seja sinteticamente

preparada. Em principio, pode ser adequado, um ligante de uma
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sequéncia nativa ou variada (em parte) de todos oS
organismos, de preferéncia, de vertebrados, em particular de
mamiferos, acima de tudo do homem. Adicionalmente, sao
adequados como ligantes, por exemplo, todos os segmentos de
sequéncias de proteinas que originem trimeros por
desenvolvimento de estruturas supersecundarias. Em todos os
casos, as sequéncias de polipéptidos nativos ou fragmentos
destes polipéptidos nativos que sao utilizadas como ligantes
no segmento (2) de um polipéptido de acordo com o invento,
podem também ocorrer na forma de variantes biologicamente
activas da mesma no sentido deste invento e de acordo com a

definig¢ao acima.

O dominio de ligacado de molécula de superficie celular
(segmento (1)) do polipéptido do presente invento pode
compreender, por exemplo, o segmento de um receptor para um
ligando na membrana necessario para a interacgdo especifica
com a molécula de superficie celular. ©No entanto, séao
preferidos no contexto do presente invento, aqueles
polipéptidos que tém um dominio de ligacgdo de ligando soluvel
de um receptor, em particular de um membro da familia de
receptores TNF. Aqui, o componente receptor nao tem que ser
complementar ao fragmento de ligando de receptor TNF presente
no segmento (3).

De acordo com uma outra concretizagao preferida do
polipéptido, O segmento (1) compreende, pelo menos, o)
segmento de um ligando de um receptor na membrana necessario
para a interacgao especifica com a molécula de superficie
celular. Por conseguinte, os ligandos ou péptidos solaveis
que reconhecem receptores nas células sao adequados de acordo

com o 1invento. O0Os fragmentos de 1ligando de receptor TINF

difentes do segmento (3) (médulo 1) sao também adeguados.
Aqui, um polipéptido de acordo com o invento é
particularmente preferido quando o segmento (1) ¢ um

fragmento de ligando/receptor soluvel de um mamifero, em
particular de origem humana, e interage especificamente com
estruturas alvo complementarmente definidas em células e

tecidos de mamiferos, em particular humanos.

O segmento (1) de um polipéptido de acordo com o invento

vai, de preferéncia, exibir especificidade para uma proteina
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de superficie celular selectiva ou dominantemente expressa no
tecido de tumor ou em células activadas do sistema imune (por
exemplo, células T, células B, macréfagos, células
dendriticas). Exemplos de tais proteinas de superficie
celular selectivas ou predominantemente expressas gue podem
ser ligadas pelo segmento (1) de um polipéptido de acordo com
o invento estao em tecidos de tumor, tais como o VEGFR ou o
complexo VEGFR/VEGF, todas formas mutadas e de tipo selvagem
da familia de receptores EGF ou CD30, em células T activadas,
por exemplo, CD40L ou no receptor IL2, em células B, por
exemplo, Baff-R ou CD40, em macrdéfagos, por exemplo, TNF de
membrana ou no ligando B7 e em células dendriticas, por
exemplo, tal como o ligando B7.

Por conseguinte, as hormonas de proteina ou péptido, por
exemplo, factores de crescimento tal como EGF, e factores de
angiogénese tal como VEGF, e também os dominios
extracelulares soluveis de receptores tais como, por exemplo,
todos os membros da superfamilia de receptores TINF, em
particular, TNF-R2, CD30 e CD40, e de outros receptores, por
exemplo, CD28, mostraram ser preferidos para segmento (1) de

um polipéptido de acordo com o invento.

Assim, um polipéptido preferido de acordo com o invento
é uma proteina de fusao recombinante que em principio contém
0s seguintes elementos estruturais (mondémeros) numa sequéncia
definida: segmento (1), por exemplo, N-terminalmente, um
ligando ou fragmento receptor ou péptido; segmento (2), uma
sequéncia de ligacgao; segmento (3), por exemplo, C-
terminalmente, o dominio extracelular humano de FasL ou de
TNF ou de CD40L. Analogamente, por exemplo, CD30L, O0x40L ou
outros membros da familia TNF podem servir como segmento (3)
em polipéptidos correspondentes de acordo com o invento.

Um outro objecto do presente invento sao Aacidos
nucleicos com sequéncias nucleotidicas (em particular
sequéncias de ADN) que codificam proteinas de fusao da
natureza acima mencionada de acordo com o) invento
(construgdes de 4acidos nucleicos) ou contém uma tal regiéo
que codifica um polipéptido de acordo com o invento. Tais
construgdes de acidos nucleicos sao, de preferéncia,

expressas em vectores de expressao. Os vectores
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correspondentes que contém uma sequéncia de ADN para as
proteinas de fusao de acordo com o invento sao assim também
objectos do presente invento. De preferéncia, os vectores de
acordo com o 1invento tém a capacidade de expressdo e/ou
amplificacdo numa célula procaridtica e/ou eucaridtica. Em
particular, o presente invento refere-se também a vectores
retrovirais e a todos os sistemas de vectores dque sao
utilizados em terapéutica genética, por exemplo, também
sistemas de vectores adenovirais. Por conseguinte, no
contexto do presente invento, os procedimentos de terapéutica
genética com os vectores ou construgbes de acidos nucleicos
de acordo com o invento sao também descritos como métodos de
tratamento para as indicagdes médicas descritas de acordo com

o invento.

Um outro objecto do presente invento sdo as células
hospedeiras que sao transfectadas com acidos nucleicos que
codificam as proteinas de fusao de acordo com o invento.
Neste contexto, as células hospedeiras gue sao transfectadas
com vectores de expressao de acordo com o invento ou
construgdes de acidos nucleicos de acordo com o invento, em
que o0s vectores de expressao por seu lado contém sequéncias
de ADN que codificam proteinas de fusdo de acordo com o

invento, sao particularmente preferidas.

Um outro objecto do presente invento sao processos para
a produgao (expressao e isolamento) de polipéptidos de acordo
com o invento, em gue um processo de isolamento de acordo com
o invento é tipicamente caracterizado por (a) fornecimento de
um vector ou de uma construgdo de acidos nucleicos de acordo
com o invento, (b) transfeccao de células com um vector ou
construcgdo de acidos nucleicos obtidos de acordo com o passo
(a) do processo, {(c) cultura das células transfectadas de
acordo com (b) e (d) isolamento dos polipéptidos de acordo
com O invento expressos sob condigdes adequadas a partir das
células hospedeiras e/ou do sobrenadante de cultura. Aqui, a
expressao da proteina de fusdao é tipicamente efectuada de
acordo com o estado da arte em sistemas de expressao
adequados, de preferéncia, como um produto segregado de
transfectantes estaveils, por exemplo, células CHO ou noutras
células animais tais como Cos7 ou SF9 (células de insecto) ou

outros sistemas de células eucaridticas, em particular, em
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leveduras, por exemplo, Pichia pastoris. De preferéncia, os
polipéptidos expressos de acordo com o invento tém sequéncias
de comando relevantes adequadas para secrecdao no sistema de
células. Por conseguinte, os vectores de acordo com o invento
utilizados para expressao vao também conter sequéncias de

codificacao que codificam uma sequéncia de comando funcional.

Os polipéptidos de acordo com o 1invento, e quando
adequado também as construg¢des de acidos nucleicos, vectores
ou células hospedeiras (agui sumarizadas sob a categoria
“substancias de acordo com o invento” ou “objectos de acordo
com © invento”) sado também possiveis como farmacos ou para a
producdao de um farmaco. Eles podem ser utilizados, em
particular, quando as substdncias de acordo com o invento,
apdés ligacao da proteina de fusdao através do seu médulo 2
(segmento (1)) a uma molécula alvo na membrana especifica
(célula) se destinam a manifestar acgao bioldégica através do
receptor correspondente do fragmento de ligando de receptor
TNF de acordo com o mdéddulo 1 (segmento (3)). Por seleccgao
adequada do médulo 2, a actividade de ligando de receptor TNF
da substéncia de acordo com o invento é dirigida para o
tecido a ser tratado ou o tipo de célula a ser tratado
podendo ser produzido um agente terapéutico
adaptado/optimizado para a indicacdo em questao.

Apdés administragao in vivo, por exemplo, durante a
utilizagcao como um agente terapéutico de tumores, em
particular para o tratamento de tumores sdélidos, e também
tumores linfaticos (benignos ou malignos), um polipéptido de
acordo com o invento é primeira e especificamente ligado pelo
dominio de ligagdo de molécula de superficie celular (mdédulo
2) na proépria area do tumor ou no estroma de tumor
reactivo/sistema vascular de tumor e assim activado. Os
receptores correspondentes ao fragmento de ligando de
receptor TINF (mdédulo 1) podem entao ser activados e, por
exemplo, induzir apoptose (mdédulo 1, por exemplo, fragmento
soluvel de FasL ou TRAIL) ou activar células T infiltrantes
(médulo 1, por exemplo, fragmento soluvel de CD40L). Apds
administragao in vivo, por exemplo, durante a utilizagao como
um agente terapéutico em doencgas autoimunes, um polipéptido
de acordo com o 1invento fica primeiramente ligado pelo

dominio de ligagao de molécula de superficie celular (mdédulo
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2) a um marcador de superficie de células T activadas (por
exemplo, CD40L) ou macrdéfagos activados (por exemplo, TNF de
membrana) ficando assim bioldégica e completamente activo. Os
receptores correspondentes ao fragmento de ligando de
receptor TINF (mdédulo 1) podem entao ser activados e, por
exemplo, induzir apoptose (mdédulo 1, por exemplo, fragmento
soluvel de FasL ou TRAIL).

No entanto, em principio, a utilizacdo de substéncias de
acordo com o invento ¢ também sempre desejavel para
utilizagdao no campo terapéutico se for para desencadear a
activagao de uma cadeia de transdugao de sinal, por exemplo,
as cascatas de sinal desencadeadas pela familia de receptores
TNF, por exemplo, uma cascata de sinal apoptdético. Assim, a
utilizacadao de substéncias de acordo com o invento no
tratamento ou para a produgdo de um farmaco para o tratamento
de todas as doencgas hiperproliferativas é uma possibilidade,
por exemplo, também para eliminagao alvo de células do
sistema imune em reacgdes imunes excessivas, por exemplo, em
doencgas autoimunes, tais Ccomo por exemplo, esclerose
multipla, artrite reumatdide, diabetes mellitus e TEN, ou em
reacgdes 1imunes aberrantes contra antigénios estranhos tal
como pode ocorrer, por exemplo, em doengas infecciosas
(bacterianas (por exemplo, devidas a micobactérias), virais
ou por protozoarios). E também uma possibilidade, o)
tratamento de doencgas metabdlicas ou condigdes
hiperinflamatdrias gerais, em particular inflamac¢ao crénica,
por exemplo, também em alergias, e também no tratamento de
reacgbes de rejeicao pelo sistema imune do doente contra
tecido estranho. Nos casos acima mencionados, o dominio de
ligagao de molécula de superficie celular (mdédulo 2), i.e. o
segmento (1) de um polipéptido de acordo com o invento deve
em cada caso reconhecer marcadores <caracteristicos na
superficie das células alvo, nos gquais é, de preferéncia,
desencadeada uma cascata de sinal apoptdético com a finalidade
de morte celular. Assim, por exemplo, no caso do tratamento
apdés transplante de tecido estranho, as células enddgenas do
sistema 1imune do doente transplantado responsavels pela
reacgao de rejeigdo vao servir como células alvo. Assim, por
exemplo, no caso do tratamento da artrite reumatdide, os
macréfagos activados endégenos que contribuem

substancialmente para a doenga vao servir como células alvo.
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Os objectos de acordo <com o invento, tais como
construgdes de acidos nucleicos, vectores de expressao ou
células hospedeiras - como acima referido - tém também
hipdtese como farmacos, por exemplo, no tratamento das
doencgas acima mencionadas. Neste caso, as células a serem
transfectadas sao, de preferéncia, removidas do doente a ser
tratado, sao transfectadas in vitro com vectores de expressao
de acordo com o 1invento, cultivadas e depois transferidas
para o doente como um retransplante. A transfeccao é
realizada, de preferéncia por meio de construgbdes de acidos
nucleicos ou vectores de expressao de acordo com o invento
gque associam a expressdao a um promotor controlavel. Os
autotransplantes transfectados podem ser administrados
localmente, por exemplo, 1injectados, dependendo da doenga
especifica e das células alvo especificas. A administracao
local ¢é, por exemplo, preferida no caso da terapéutica de
tumores. Nesta, as células de tumores sao removidas do
doente, transfectadas in vitro e depois, de preferéncia,
directamente injectadas no tumor. Este procedimento é
adequado por exemplo, para o tratamento de tumores da pele
(por exemplo, melanomas), tumores do sistema nervoso (por

exemplo glioblastomas), etc.

Um outro objecto do presente invento é uma composicgao
farmacéutica contendo polipéptidos de acordo com o invento,
construgdes de acidos nucleicos de acordo com o invento,
vectores de acordo com o invento e/ou células hospedeiras de
acordo com o invento e substdncias auxiliares, aditivas e/ou
de veiculo (por exemplo, também solubilizantes)
farmaceuticamente inofensivas. Assim, de acordo com o invento
¢ descrita uma combinacdo de substdncias de acordo com o
invento com substdncias de veiculo, auxiliares e/ou aditivas
farmaceuticamente aceitaveis. As vias de producdo adequadas
estao descritas em “Remington's Pharmaceutical Sciences”
(Mack Pub. Co., Easton, Pa, 1980) . Para administracao
parentérica sdo, por exemplo, possiveis como veiculos, agua
estéril, solugbes salinas estéreis, polialquilenoglicdis,
naftaleno hidrogenado e, em particular polimeros lactido,
copolimeros lactido/glicdlido ou copolimeros
polioxietileno/polioxipropileno biocompativeis. Tais
composigdes de acordo com o invento sao possiveis para todas

as indicag¢des médicas acima descritas.
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Em principio, no contexto do presente invento, séao
descritas todas as vias de administracao conhecidas na arte
para as substédncias de acordo com o invento ou as composigdes
de acordo com o invento. De preferéncia, a administracgao de
um farmaco para o tratamento das doengas ou desordens
anteriormente mencionadas é efectuada pela via de
administracao parentérica, i.e. por exemplo, subcutéanea,
intramuscular ou intravenosa ou oral ou intranasal.
Tipicamente, as composigbdes farmacéuticas de acordo com o
invento vao ser sdélidas, ligquidas ou aerossdis (por exemplo,
formuladas como pulverizadores). No entanto, a forma da
composigdo sera modificavel dependendo da natureza da
apresentacao.

Em resumo, pode-se afirmar que de acordo com o invento,
sao proporcionadas proteinas de fusao duplas especificas com
propriedades proé-apoptdticas e imunomoduladoras, gque contém,
a priori, fragmentos soluveis de ligandos de receptor TNF na
membrana gque sao inactivos/de actividade restrita, que podem,
no entanto, ser activados localmente por ligagao a estruturas
de superficie celular gue nao interajam com o fragmento de
ligando de receptor TNF. O dominio de ligagao de molécula de
superficie celular pode ele préprio ser uma segunda citocina,
um receptor para ligandos na membrana ou um outro péptido de
nao anticorpo (ou um seu fragmento) gque entra em ligacao
especifica com as estruturas de membrana celular. Através
deste dominio de ligacdao de molécula de superficie celular, a
actividade de 1ligando de receptor TINF é dirigida para o
tecido a ser tratado ou para os tipos de células a serem
tratados, podendo-se produzir um agente terapéutico
adaptado/optimizado para a indicag¢do particular. Assim, no
global a selectividade da acgao de ligando de receptor TNF é
alcancada com o©0s presentes polipéptidos de acordo com o
invento através de dois mecanismos: por um lado, através do
enriguecimento da proteina de fusadao que ¢é 1inactiva ou de
actividade restrita no estado nao ligado mediado pelo dominio
de ligacao de molécula de superficie celular e de forma mais
importante através da sua activagao pela ligacao da molécula
de superficie celular, i.e. imobilizacgao.

O presente invento é ilustrado com mais detalhe pelos

diagramas seguintes.
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Na Fig.l, sao apresentados os resultados dos estudos
relacionados com a inducao de apoptose preferencial pelas
proteinas de fusdao de acordo com o invento, no caso de
células positivas a CD40L. De forma a ser facilmente capaz de
detectar a expressao de CD40L, a proteina fluorescente

amarela YFP foi fundida no dominio intracelular de CD40L.

A Fig.lA apresenta a expressao da proteina de fusao
CD40L-YFP em células KB e HT1080 parentais e transfectantes
derivados destas que expressam estavelmente CD40L-YFP,
utilizando analise FACS. Obtém-se também  uma figura
correspondente por andlise FACS com anticorpos que reconhecem
o dominio extracelular de CD40L (dados nao apresentados).

As Figs.1lB a 1D apresentam, respectivamente, um grafico
da viabilidade de células (em %) contra a concentracao da
respectiva proteina de fusao referida. As curvas no grafico
reproduzem os resultados do tratamento de células HT1080 e KB
positivas a CD40L (HT1080-CD40L, KB-CD40L) ou negativas a
CD40L com as construgdes CD40ex-Flag-FasLex e CD40ex-Flag-
TRATLex.

Nas experiéncias de acordo com a Fig.1lB, as células
HT1080 e HT1080-CD40L-YFP (diagrama da esquerda) e as células
KB e KB-CD40L-YFP (diagrama da direita) foram respectivamente
cultivadas durante a noite numa placa de cultura de células
com 96 cavidades. No dia seguinte, as células foram
estimuladas com as concentragdes referidas de CD40ex-Flag-
FasLex. Em paralelo, para sensibilizagao da indugao de
apoptose, as células foram tratadas com CHX (2,5 Hg/ml). No
dia seguinte, determinou-se a vitalidade das c¢élulas por
coloracao com violeta de cristal.

Nas experiéncias de acordo com a Fig.1lC, as células
HT1080 e HT1080-CD40L-YFP foram cultivadas durante a noite
numa placa de cultura de células com 96 cavidades. No dia
seguinte, as células foram estimuladas com as concentragdes
referidas de CD40ex-Flag-TRAILex. Caso contrario, utilizou-se
0 procedimento descrito na Fig.l1B.

Na Fig.1lD, por exemplo, mostra-se que a morte celular
induzida em células HT1080 que expressam CD40L por CD40ex-
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Flag-FasLex ¢é mediada por Fas. De novo, as células HT1080-
CD40L-YFP foram cultivadas durante a noite numa placa de
cultura de células com 96 cavidades. No dia seguinte, as
células foram estimuladas com 100 ng/ml de CD40ex-Flag-
FasLex. Quando referido, o reagente CD40ex-Flag-FasLex foi
antecipadamente pré-incubado com 2 UHg/ml de Fas-Fc ou Fas-
Comp, respectivamente. Caso contrario, utilizou-se o)
procedimento descrito na Fig.1lB ou 1C, respectivamente.
Mascarando o contetdo de FasL em CD40ex-Flag-FaslLex com 08
reagentes solUveis de ligacdo a FaslL Fas-Fc e Fas-Comp, a
inducadao de apoptose em células positivas a CD40L podia ser
parcial ou completamente bloqueada, respectivamente.

O presente invento é ilustrado com mais detalhe pelos

exemplos praticos seguintes.

Exemplo 1

Construcao dos polipéptidos de acordo com o invento CD40ex-
Flag-Fasleg e CD40ex-Flag-TRAILex.

Construgdo (A): CD40ex-Flag-FasLex

NH,-[CD40(1-192)]1-[Ligante com marca flag]l-[FasL({(139-281)]1-

COOH

CD40(1-192): dominio extracelular de receptor CD40
humano incluindo a sequéncia de comando
(AA 1-192)

Ligante 1: ligante com epitopo flag (tipo negrito)
GSDYKDDDDKEFGRGDSPGRGDSP

FasL(139-281): dominio extracelular de FasL humano (AA
139-281)

Construgdo (B): CD40ex-Flag-TRAILex

NH,-[CD40(1-192) ]-[Ligante=marca flag]-[TRAIL(95-281)]-COOH

CD40(1-192): dominio extracelular de receptor CD40
humano incluindo a sequéncia de comando
(AA 1-192)

Ligante 1: ligante com epitopo flag (tipo negrito)
GSDYKDDDDKEF

TRAIL(95-281) : dominio extracelular de TRAIL humano

(AA 95-281)
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As proteinas de fusao foram preparadas como se segue:

CD40ex-Flag-FasLex:

1. O ADNc correspondente ao dominio extracelular do receptor

CD40 (aminodcidos 1-192 incluindo a sequéncia de comando) foi

amplificado por PCR de “leitura de prova” (“proof-reading”) a
partir de um grupo de ADNc de células B activadas. Durante
isto, ©por meio dos iniciadores utilizados (No.1160 e
No.1l1l61), inseriu-se um sitio de clivagem Hind3 na

extremidade 5’ do amplicdo e um sitio de clivagem BamHl na
extremidade 3’. O amplicaoc digerido com Hind3 e BamH1l foi
entdo introduzido no vector de expressao eucaridtica pCR3
(Invitrogen) similarmente digerido com Hind3 e BamHI1.

2. 0O ADNc correspondente ao dominio extracelular do FasL
(aminodcidos 139-281) foi amplificado por PCR de “leitura de
prova” a partir de um grupo de ADNc de células T activadas.
Durante isto, por meio dos iniciadores utilizados (No.1160 e
No.1l1l61), inseriu-se um sitio de clivagem EcoR1 na
extremidade 5’ do amplicdo e um sitio de clivagem Xhol na
extremidade 37. Adicionalmente, por meio do iniciador
anterior, introduziram-se sels aminoacidos como ligante. O
amplicao digerido com EcoR1l e Xhol foi entdao introduzido no
produto intermédio que foi obtido em 1., similarmente
digerido com EcoR1l e Xhol.

3. Finalmente, para fins analiticos, inseriu-se uma marca
flag por meio de oligonucledtidos de ligagao entre o sitio de
clivagem BamHl e EcoRl do produto intermédio obtido em 2. A
construgao assim obtida (pCR3-CD40ex-Flag-FasLex) codifica
uma proteina de fusdo com o dominio extracelular da molécula
CD40 e o dominio extracelular do ligando Fas, gque sao ligados
por uma marca flag e alguns outros AA.

CD40ex-Flag-TRAILex:

1. O ADNc correspondente ao dominio extracelular de TRAIL
(aminoacidos 95-281) foi amplificado por PCR de *“leitura de
prova” a partir de um grupo de ADNc de células T activadas.
Para 1sto, por meio dos iniciadores utilizados (No.1302 e

No.1334), inseriu-se um sitio de clivagem EcoR1 na
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extremidade 5’ do amplicdo e um sitio de clivagem Xbal na
extremidade 3’. 0O amplicao digerido com EcoRl e Xbal foi
entdo introduzido no vector de expressao pCR3-CD40ex-Flag-
FaslL-ex similarmente digerido com EcoRl e Xbal. Antes da
ligagao, removeu-se o fragmento FasL libertado a partir de
pPCR3-CD40ex-Flag-FaslL-ex por digestao. A construcao assim
obtida (pCR3-CD40ex-Flag-TRAILex) codifica uma proteina de
fusdo com o dominio extracelular da molécula CD40 e o dominio
extracelular da molécula TRAIL que sao ligados por uma marca
flag e alguns outros aminoacidos (AA).

Para obter CD40ex-Flag-FaslLex e CD40ex-Flag-TRAILex, as
células HEK293 ou Cos7 foram transfectadas com as construgdes
acima descritas com lipofectamina (Gibco-BRL) de acordo com
as instrucdes do fabricante. 48-96 horas apds transfeccgao, os
sobrenadantes de proteina de fusdo foram filtrados por

esterilizacdao e armazenados a 4°C até posterior utilizacgao.

Todos o0s passos de clonagem e amplificagao por PCR foram
realizados por procedimentos padrao normais com os
iniciadores seguintes. Todas as construgdes foram

sequenciadas para verificagao da sequéncia de ADNc.

Iniciador 1106

57 CCG GAA TTC GGC CGG GGC GAC TCA CCC GGC CGG GGC GAC TCA
CCC GAA AAA AAG GAG CTG AGG AAA GTG GCC 37

Iniciador 1107

5' CCG CTC GAG GTG CTT CTC TTA GAG CTT ATA TAA GCC G 3'
Iniciador 1160

5" CCC AAG CTT CTC GCC ATG GTT CGT CTG CCT CTG CAG 37
Iniciador 1161

5' CGC GGA TCC CAG CCG ATC CTG GGG ACC ACA GAC 3!
Iniciador 1302

5’7 CCG GAA TTC TAC GCA TAT TAC ACC TCT GAG GAA ACC ATT TCT
ACA G 37

Iniciador 1334

5' TGC TCT AGA CCA GGT CAG TTA GCC AAC TAA AAA GGC 3!
Exemplo 2
Demonstracao da activacao dependente de CD40L de CD40ex-Flag-

FaslLex e CD40ex-Flag-TRAILex no caso de células que expressam
CD40L (ver também Fig. 1A).
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CD40ex-Flag-FasLex e CD40ex-Flag-TRAILex foram
preparados como descrito no exemplo 1. As células que
expressam CD40L (HT1080-CD40L; KB-CD40L-YFP) e negativas a
CD40L (HT1080; KB) foram cultivadas durante a noite em placas
de cultura de células com 96 cavidades. No dia seguinte, as
células foram incubadas com as concentragdes indicadas de
CD40ex-Flag-FaslLex e C(CD40ex-Flag-TRAILex durante 8 h na
presenga de CHX (2,5 Ug/ml). As células sobreviventes foram

quantificadas por coloracgao com violeta de cristal.



EP 1 551 977/PT

REQUERENTE

1. NOME:
RUA:
CIDADE:

cODIGO POSTAL:

TELEFONE:
TELEFAX:

2. NOME:
RUA:
CIDADE:

cODIGO POSTAL:

TELEFONE:
TELEFAX:

TiTULO DO INVENTO:

NUMERO DE SEQUENCIAS

20

LISTA DE SEQUENCIAS

Prof. Dr. Klaus Pfizenmaier
Seehausstralbe 7

Tiefenbronn

75233

07 11/6 85 69 86

07 11/6 85 74 84

PD. Dr. Harald Wajant
Sonnenblhl 2
Leinfelden-Echterdingen
70771

07 11/6 85 69 86

07 11/6 85 74 46

Activagao local, selectiva, de membros
da familia de ligandos TNF de
proteinas de fusao de ligando TNF nao-

anticorpo, sistemicamente inactivas

2 sequéncias de ADN

2 sequéncias de proteinas

FORMA DE LEITURA POR COMPUTADOR:

TIPO DE MEIO:
COMPUTADOR :

SISTEMA OPERATIVO:

SOFTWARE:

Descricgado

codificacgao

nucledtidos (NT)

(abaixo,
1-1080)

apenas

Disquete
PC

MS DOS
Windows NT

sequéncia 1: Sequéncia de ADN de

cadeia de ADN de codificagao,

e sequéncia de aminoacidos traduzida

(acima, cédigo de uma letra dos aminoacidos (AA) 1-359) de

uma proteina de fusao do invento pelo exemplo de CD40ex-Flag-

FasL (construgao A).
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GAG

GAC

ccc

ACC

GAG

CAG

GGC

ACA

AAG

GGC

GGC

GGA

ATC

GGT

AAC

AGC

GCA

GAG

TAT

L
CTG

CCA

TGT

TTC

ACC

AAC

ATC

AGC

ATT

TTC

AGC

ACT

GAC

GAC

ARG

ATT

AAT

CAA

TCT

TAC

GTG

CTC

ARG

Q
CAG

cCccC
TCT
ACT
TGG
cTa
TGC
TGT
GCT
TTC
TGT
GAT
GAT
TCA
TCC
GTC
qAA

TCT

AAG

TGC

TTC

TCT

CTC

Cc
TGC

ACT

TAT

ACT

AAT

CTG

TAA
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v L

GTC CTC

GCA TGC

TGC CAG

ACG GAA

AGA GAG

CTT CGG

TGT GAA

CTG CAC

GGG GTT

AAT GTG

ACC ARA

GTC TGT

GAT RAA

GAA AAA

TCA RAGG

CTT TCT

GGG CTG

AAC AAC

s

P Q

W
TGG

AGA

cca

TGC

ACA

GTC

GAA

CGC

TCT

TCA

GAC

GGT

TCC

GGA

TAC

CTG

D

- G
GGC

GAA
GGA
CTT
CAC
CAG
GGC
TCA
GAT
TCT
CTG
[oele}
TTC
GAG
ATG
GTG
TTT

ccc

L

C
TGC

CAG
CCT
TGC
CAG
TGG
TGC
ACC
GCT
GTT
CAG
GGC
CTG
CCT
ARG
GTA

CTG

\Y

L L
TTG CTG

CAG TAC
RAA CTG
TGC GGT
CAC CAG
AAG GGC
CAC TGT
TCG CCC
ATC TGC
TTC GAA
GTG CAA
GAT CGG
CGG GGC
AGG AAA
CTG GAA
TAT AAG
TAT TCC

AGC CAC

M M

T
ACC

CTA

GTG

GAA

CAC

ACC

ACG

GGC

GAG

CAG

CTG

GAC

GTG

TGG

ARG

E

CCC CAG GAT CTG GTG ATG ATG GAG

T G

Q

M

W

A R

S

ACT GGG ,CAG ATG TGG GCC CGC AGC

L T

S

A

D

H L

Y

CTT ACC AGT GCT GAT CAT TTR TAT

v N

F

E

E

s Q

T

GTC AAT TTT GAG GAA TCT CAG ACG

16
48

32
96

48
144

64
192

80
240

96
288

112
336

128
384

144
432

160
480

176
528

192
576

.208
624

224
672

240
720

256
768

272
816
288
864

304
912

320
960

336
1008

352
1056

359
1080
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Caracteristicas da construgdo A:

Sequéncia do dominio extracelular de CD40 (AA 1-192)
incluindo a sequéncia de comando: NT 1-576, AA 1-192

Sequéncia do epitopo “Flag” contendo o 1ligante entre os
dominios extracelulares de CD40 e FasL: NT 577-648, AA 193-
216

Sequéncia do fragmento FasL humano (dominio extracelular, de
AA 139-281 da molécula FaslL humana que ocorre naturalmente):
NT 649-1077, AA 217-359

Codao de paragem: NT 1078-1080.

Descrigdo da sequéncia 2: Sequéncia de ADN de
codificagao (abaixo, apenas cadeia de ADN de codificacgao,
nucledétidos (NT) 1-1176) e sequéncia de aminoacidos traduzida
(acima, cdédigo de uma letra dos aminocdcidos (AA) 1-391) de
uma proteina de fusao do invento pelo exemplo de CD40ex-Flag-
TRAIL (construgao B).

1 M v R L P L Q C v L w G (o L L T 16

1 ATG GTT CGT CTG CCT CTG CAG TGC GTC CTC TGG GGC TGC TTG CTG ACC 48
17 A v H P E P P T A C R E K Q Y L 32
49 GCT GTC CAT CCA GAA CCA CCC ACT GCA TGC AGA GAA AAA CAG TAC CTA 96
33 I N S Q C C S L C Q P G Q K L v 48
97 ATA AAC AGT CAG TGC TGT TCT TTG TGC CAG CCA GGA CAG AAA CTG GTG 144
49 S D [of T E F T E T E Cc L . P o] G E 64
145 AGT GAC TGC ACA GAG TTC ACT GAA ACG GRA TGC CTT CCT TGC GGT GAA 192

65 S E F L D T W N R E T H c H Q H 80
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193

81
241

97
289

113
337

129
385

145
433

161
481

177
529

193
577

209
625

225
673

241
721

257
769

273
817

289
865

305
813

321
961

337
1009

353
1057

" 369
1105

385
1153

AGC

TCA

AGT

TTT

ccc

TGT

GCA

GGA

ACC

AGA

GGA

CTG

TTC

GAA

TAC

GAA

GAG

GGG

TGC

CAC

GGC

TCC

‘ATT

GAA

AGA

GGC

CTG

GGG

ATA

AAT

CAA

GTA

GGG

TTC CTA

TGC GAC

ACA GAC

GCC TGT

GTC AAG

CCA GTC

CCT TGG

ACA ARC

GAT TAC

TCT ACA

AGA GGT

AGC AAC

CGC AAA

AGC AAC.

TTT TAC

TAC ACA
AGT TGT
GGG GGA
ACA AAT

GCC TTT

GAC

[olele}

GTT
CCT
ACA
ATA
TG
TAC
AAC
AGT
TGG
ATA
GAG

TTA

ACC

AAC

ATC

AGC

ATT

TTC

AGC

ACT

GAC

CAA

CAG

TTG

AAC

CAC

ATC

ACA

TAT

TCT

TTT

CaC

GTT

TGG

CTA

TGC

TGT

GCT

TTC

TGT

GAT

GAT

GAA

AGA

TCT

TCC

TTG

TAT

ARG

CCT

AAR

GAG

TTG

GGC

Caracteristicas da construgdo B:

Sequéncia

do

dominio

incluindo a sequéncia de comando:

Sequéncia do

epitopo

23

AAC AGA GAG ACA CAC TGC CAC CAG CAC 240
G L R v Q Q K G T 96
GGG CTT CGG GTC CAG CAG AAG GGC ACC 288
T c E E G W H C T 112
ACC TGT GAA GAA GGC TGG CAC TGT ACG 336
V. L H R S Cc S P G 128
GTC CTG CAC CGC TCA TGC TCG CCC GGC 384
T G v S D T 1 C E 144
ACA GGG GTT TCT GAT ACC ATC TGC GAG 432
S N v S S A F E K 160
TCC AAT GTG TCA TCT GCT TTC GAA AAA 480
E T K D L v v Q Q 176
GAG ACC ARA GAC CTG GTT GTG CAA CAG 528
v v ¢ 6 P Q D R L 192
GTT GTC TGT GGT CCC CAG GAT CGG CTG 576
D D K E F T S E E 208
GAC GAT AAA GAA TTC ACC TCT GAG GAA 624
K © @ N I s P L V 224
AAG CAA CAA AAT ATT TCT CCC CTA GTG 672
v A A H I T G T R 240
GTA GCA GCT CAC ATA ACT GGG ACC AGA 720
's P N S K N E K A 256
TCT CCA AAC TCC AAG AAT GAA AAG GCT 768
W E S s R S G H S 272
TGG GAA TCA TCA AGG AGT GGG CAT TCA 816
R N G B L v I H E 288
AGG AAT GGT GAA CTG GTC ATC CAT GAA 864
S Q T Y F R F Q E 304
TCC CAA ACA TAC TTT CGA TTT CAG GAG 912
N b K Q M v Q Y I 320
AAC GAC BAAA CAA ATG GTC CAA TAT ATT 960
p P I L L M K S A 336
GAC CCT ATA TTG TTG ATG ARA AGT GCT 1008
D A E Y G L Y S I 352
GAT GCA GAA TAT GGA CTC TAT TCC ATC 1056
L K E N D R I F A 368
CTT AAG GAA AAT GAC AGA ATT TTT GTT 1104
I D M D H E A S F 384
ATA GAC ATG GAC CAT GAA GCC AGT TTT 1152
* 391
TAA 1176

extracelular de CD40 (AA 1-192)
NT 1-576, AA 1-192

“Flag” contendo o ligante entre os

dominios extracelulares de CD40 e TRAIL:

204

NT 577-612,

AA 193-
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Sequéncia do fragmento FasL humano (dominio extracelular, de
AA 139-281 da molécula FasL humana que ocorre naturalmente):
NT 613-1173, AA 205-391

Codao de paragem: NT 1174-1176.

Lisboa, 2011-07-19
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REIVINDICACOES

1. Polipéptido compreendendo um segmento (1), que contém
um dominio de ligagao de molécula de superficie celular, nao
sendo o dominio de ligacadao de molécula de superficie celular
derivado de uma imunoglobulina, um segmento (2), que € um
péptido de ligagao, e um segmento (3), gue contém um
fragmento de um membro da familia de ligandos TNF que por si
sd é biologicamente inactivo/de actividade restrita, em que o
fragmento no segmento (3) contém um dominio extracelular de
um membro da familia de ligandos TNF ou uma variante tendo,
pelo menos, 80% de homologia de sequéncia a sequéncia nativa
do dominio extracelular, e em que o fragmento no segmento (3)
se torna bioldgica e completamente activo apenas dgquando o
segmento (1) se liga a molécula de superficie celular.

2. Polipéptido de acordo com a reivindicagao 1, no qual
os segmentos (1) a (3) sao dispostos do terminal-N ao

terminal-C.

3. Polipéptido de acordo com a reivindicagao 2, no qual
o segmento (3) contém o dominio extracelular de TRAIL, FasL,
TNF, 41 BBL, CD40L, CD30L ou 0Ox40L.

4, Polipéptido de acordo com dqualquer uma das
reivindicag¢des precedentes, no qual o dominio de ligacao de
molécula de superficie celular se liga a uma proteina de

membrana.

5. Polipéptido de acordo com a reivindicagdo 4, no qual
o dominio de 1ligacdao de molécula de superficie celular
compreende, pelo menos, o0 segmento de um ligando de um
receptor na membrana gque ¢é necessario para a interacgédo

especifica com a molécula de superficie celular.

6. Polipéptido de acordo com a reivindicagdo 5, no qual
o ligando é uma hormona de péptido ou proteina de ligacédo a
receptor ou um fragmento de ligagao a receptor de uma

citocina.

7. Polipéptido de acordo com a reivindicagdo 6, no qual
o fragmento de <citocina é um fragmento de um membro da
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familia de ligandos TNF, com a condicdo de que o membro da
familia de ligandos TINF, a partir do qual derivam os
segmentos (1) e (3), seja diferente.

8. Polipéptido de acordo com a reivindicagao 6, no qual
a hormona ¢ seleccionada a partir do grupo constituido por
factores de crescimento, especialmente EGF, e factores de
angiogénese, especialmente VEGEF.

9. Polipéptido de acordo com a reivindicacédo 4, no qual
o dominio de 1ligacao de molécula de superficie celular
compreende, pelo menos, o0 segmento de um receptor para um
ligando na membrana que ¢é necessario para a interaccgéo
especifica com a molécula de superficie celular, com a
condicdao de o segmento de receptor nao se ligar ao dominio
extracelular do membro da familia de ligandos TNF de acordo

com o segmento (3).

0. Polipéptido de acordo com a reivindicagao 9, no qual
o receptor ¢é seleccionado a partir da superfamilia de

receptores TNEF'.

11. Polipéptido de acordo com a reivindicagdao 9 ou 10,
no gqual o receptor ¢é seleccionado a partir do grupo
constituido por TNF-R2, CD30, CD40 e CD28.

12. Construgao de acidos nucleicos contendo uma
sequéncia de nucledtidos que codifica um polipéptido de

acordo com uma das reivindicagdes precedentes.

13. Vector contendo a construcao de acidos nucleicos de

acordo com a reivindicagao 12.

14. Célula hospedeira contendo a construgdo de acidos
nucleicos de acordo com a reivindicacgdo 12 e/ou o vector de

acordo com a reivindicagao 13.

15. Processo para o isolamento de um polipéptido de
acordo com qualgquer uma das reivindicagdes 1 a 11, no qual
(a) é preparado um vector de acordo com a reivindicacao 13 ou
uma construgdo de acidos nucleicos de acordo com a

reivindicagéao 12,
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(b) as células sao transfectadas com um vector ou construgao
de 4acidos nucleicos obtidos de acordo com o passo (a) do
processo,

(c) as células transfectadas de acordo com (b) sao
cultivadas, e

(d) os polipéptidos expressos sob condigdes adequadas sao
isolados a partir das células hospedeiras e/ou do
sobrenadante de cultura.

16. Polipéptido de acordo com qualquer uma das
reivindicagbées 1 a 11, construgdo de acidos nucleicos de
acordo com a reivindicagao 12, vector de acordo com a
reivindicagdo 13 ou célula hospedeira de acordo com a

reivindicagao 14 como medicamento.

17. Polipéptido de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 11, construcdo de acidos nucleicos de
acordo com a reivindicagao 12, vector de acordo com a
reivindicagdo 13 ou célula hospedeira de acordo com a
reivindicagao 14 para utilizagao no tratamento de doengas
cancerigenas, especialmente tumores sdélidos ou linfaticos,
doencgas infecciosas, doencgas metabdlicas, estados
inflamatérios e doencas autoimunes, especialmente doencgas

reumdticas/artriticas.

18. Composicao farmacéutica contendo, pelo menos, um
polipéptido de acordo com qualgquer uma das reivindicagdes 1 a
11 e/ou uma construcao de acidos nucleicos de acordo com a
reivindicacao 12 e/ou um vector de acordo com a reivindicagéo
13 e/ou células hospedeiras de acordo com a reivindicacao 14
e substancias auxiliares, aditivos e/ou excipientes

farmaceuticamente aceitaveis.

19. Composigao farmacéutica de acordo com a
reivindicacao 18 para utilizacgao no tratamento de doencas
cancerigenas, especialmente tumores sdélidos ou linfaticos,
doencas infecciosas, doencas metabdlicas, estados
inflamatérios e doencas autoimunes, especialmente doencgas

reumdticas/artriticas.

Lisboa, 2011-07-19
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Figura 1
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