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PROTEINA DE FUSAO COMPREENDIDA DE TACI TRUNCADO E
DE IMUNOGLOBULINA FC, SEQUENCIA DE DNA, VETOR, MICR ORGANISMO
TRANSGENICO, USO DA PROTEINA DE FUSAO, E COMPOSICAO
FARMACEUTICA
CAMPO DA INVENCAO
A invencédo refere-se a preparacdo de uma proteina

de fusdo otimizada, particularmente uma proteina de fusdo de
TACI-Fc, utilizando a tecnologia de recombinacgéo ge nética e a
sua aplicacao para o tratamento de doencas imunolég icas.

ANTECEDENTES DA INVENCAO
O processo de desenvolvimento e diferenciacdo de

linfécitos € controlado intensamente por Vérias cit ocinas. O
estimulador de linfécitos B {BLyS, ou o chamado BAF F, TNSF13B,
THANK, TALL-1, zZTNF4} e um ligando de inducdo de pr oliferacao
(APRIL) sdo citocinas que desempenham papéis import antes na
regulacdo da imunoresposta in vivo (Schneider, 2005 , Current
Opinion in Imunology, 17:282-289; Seyler et al., 20 05/ The Journal

of Clinic Investigation, 115:3083- 3092}. Elas esti mulam o
desenvolvimento e a proliferagdo de linfécitos B pa ra
aumentar a expressao de varias imunoglobulinas no s angue.
BLyS e APRIL também tém efeitos reguladores essenci ais na
maturidade de linfécitos T e desse modo na imunidad e celular

(Wang et al., 2001, Nature Imunology, 2:532-637).

BLyS e APRIL regulam a imunoresposta dos linfocitos
através dos receptores em superficies de células de linfécitos.
Ele se liga aos receptores de membrana de célula TA Cl
(ativador de transmembrana e CAML-interator) e BCMA
(antigeno de maturacgéo de células B). Além disso, B LyS também
pode se ligar a um outro receptor, BAFF-R. O linfoc ito B
expressa TACI, BCMA e BAFF-R. O linfécito T maduro
expressa TACT. BLyS e APRIL regulam a ativacdo, a
proliferacdo e o desenvolvimento de linfocitos atra vés de
transducgdes de sinais mediadas por estes receptores , € desse modo
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intensificam as imunorespostas. Além- disso, em tumores
derivados de 1linfécitos, BLyS e APRIL também promovem a
proliferagdo de células de tumor e suprimem a apoptose,
acelerando desse modo a progressdo do tumor.

A expressdo adicional de BLyS e APRIL é um dos
fatores de patogénese para muitas doengas auto-imunes, que
incluem mas ndo ficam a elas limitadas, lupus erythematosus
sistémico (SLE), artrite reumatoide (RA), sindrome de S
jogren, etc. Nas investigagles clinicas é mostrado que a
concentracdo de BLyS estd freqglentemente correlacionada
positivamente a gravidade de doengas auto-imunes. Portanto, a
inibicdo de BLyS e APRIL se transformou em um meio
potencialmente eficaz para O tratamento de doengas auto-
imunes relacionadas. Entrementes, uma vez que BLyS e APRIL
podem acelerar a progressdo do tumor de linfécitos B, a
inibicdo de BLyS e APRIL também pode ser utilizada no
tratamento de tumores de linfdécitos B, tais como a leucemia
de 1linfécito crénica, o mieloma maltiplo, o linfoma de
linfécitos B, etc.

Uma vez que TACI tem uma grande afinidade com cada
um de BLyS e APRIL, é possivel utilizar TACI soltvel (porgado
extracelular de TACI) para impedir as interagles de BLyS ou
APRIL com seus receptores de membrana (TACI, BCMA, BAFF-R),
desse modo bloqueando a atividade bioldgica de BLyS ou APRIL
e tratando de doencas auto-imunes ou tumores.

Foi demonstrado nos estudos que a proteina de fusdo
da porc¢do extracelular de TACI e © fragmento de IgG Fc (TACI-
Fc) podem inibir eficazmente a progressdo da doenga causada
por BLyS (Gross et al., 2001, Imunity, 15:289-302). No
entanto, nos estudos também é&é revelado que a proteina de
fusdo de TACI-Fc construida ao utilizar a porgédo extracelular
de TACI nativo é facil de ser degradada quando expressa nas

células, e os produtos obtidos desse modo sdao frequentemente
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heterogéneos. Portanto, a proteina de fusdo de TACI-Fc de
TACI nativo com fragmento de Fc ndo é apropriada para a
producdo industrial. O objetivo da presente inveng&o consiste
na melhoria da proteina de fusdo de TACI-Fc por meio da
tecnologia de engenharia genética de modo a desenvolver uma
composicdo farmacéutica aplicédvel para a produgdo industrial.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENGAO

A invencdo refere-se aos métodos para a construgdo
e a produgdo de uma droga de proteina que blogqueia BLyS e
APRIL, ao método da preparagdo da mesma e ao uso da mesma
para o tratamento das doencgas.

A invencdo apresenta diversas proteinas de fusdo
que sdo obtidas pela fusdo do fragmento de TACI com fragmento
de Fc de imunoglobulina e podem bloguear a proliferagdo de
linfécitos B, e a estrutura da proteina de fusdo &
caracterizada pelo fato de que:

a porgdo de TACI da proteina de fusdo compreende
uma sequéncia parcial da regido de terminal amino da regido
extracelular, a sequéncia inteira da regido rica em cisteina
e uma seqiiéncia parcial da regido de pediculo de TACI; ao
passo que a imunoglobulina Fc na proteina de fusdo compreende
a regido de dobradiga, a regido CH2 e a regido CH3; a
seqiéncia de TACI e a sequéncia de Fc sdo fundidas
diretamente ou através de uma sequéncia de ligante;

em que o fragmento de TACI pode ser selecionado do
grupo que consiste nas posigdes 13 a 108 ou 13 a 118 na
sequiéncia de aminoacido de TACI, e a dita seqUéncia de
ligante pode ser 9Gly, e

o fragmento de Fc de imunoglobulina pode ser
derivado de Fc da imunoglobulina humana ou animal, e pode ser
Fc de comprimehto total ou sua sequéncia parcial; e
adicionalmente Fc pode ser derivado de IgG, IgM, IgD e IgA,

cada um dos quais inclui todos os isotipos, respectivamente,
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tais como IgGl, IgG2, IgG3, e IgG4, e preferivelmente IgGl; e

em que o dito fragmento de TACI pode ser
selecionado do grupo que consiste em seqiéncias de TACI de
seres humanos e animais.

Particularmente, uma proteina de fusdo preferivel
da inveng¢do pode ser:

a. proteina de fusdo T1l: a qual €& produzida ao
fundir os 13°-108° aminodcidos de TACI e a imunoglobulina
IgGl Fc (SEQ ID NO.: 1),

b. proteina de fusdo T2: a qual é produzida ao
fundir os 13°-118° aminodcidos de TACI e a imunoglobulina
IgGl Fc (SEQ ID NO.: 2), e

c. proteina de fusdo T3: a qual €& produzida ao
fundir os 13°-118° aminodcidos de TACI, uma seqiéncia de
ligante de 9Gly e a imunoglobulina IgGl Fc (SEQ ID NO.: 3); e

em que TACI é selecionado do grupo que consiste nas
sequéncias de regides extracelulares para o TACI (ativador de
transmembrana e interator de CAML) de seres humanos e
animais.

A invencdo também se refere a uma sequéncia de DNA
que codifica a proteina da invengdo.

A dita seqiiéncia de DNA é ilustrada nas SEQ ID NO:

A proteina de fusdo de TACI-Fc com seqUiéncia de
TACT nativa ndo é aplicadvel para a produgdo industrial devido
a facil degradagdo da proteina. O documento PCT/US2002/015910
descreve que a fusdo do fragmento de TACI, em que toda a
regido de terminal amino e uma seqiiéncia parcial da regido de
pediculo s8o suprimidas, em que o fragmento de Fc pode
impedir a degradagdo de proteina da proteina de fusdo. No
entanto, foi relatado que a remogdo da regido de terminal
amino reduz significativamente a atividade bioldgica de TACI.

(Wu et al., 2000, The Journal of Biological Chemistry,
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275:35478-35485) .

A chave da invencdo reside no fato que um sistema
de software de computador de redes neurais artificiais de
convertase de Pro-proteina (PC) é utilizado para analisar a
seqiiéncia de aminodcido da regido extracelular de TACI. O
resultado da andlise mostrou gque a sequéncia da regido
extracelular de TACI inclui dois sitios de clivagem de PC (o
9° e o 135° aminodcido), e dois sitios adicionais (o 12° e ©
120° aminodcido) tém uma contagem perto do valor limite para
o sitio de clivagem de PC. Presume-se que estes sitios de
clivagem de PC possam ser essencialmente responsaveis pela
degradacdo de TACI no processo de expressdo. Com base nesta
descoberta, estes sitios de clivagem de PC foram removidos na
otimizacdo da molécula de TACI e os fragmentos de TACI foram
fundidos sem os sitios de clivagem de PC a Fc. A experiéncia
provou que a nova proteina de fusdo impede eficazmente a
degradacdo de TACI durante a expressdo. Uma sequéncia
truncada de TACI, bem como outros métodos, podem ser
utilizados para impedir esses sitios de clivagem de PC. Por
exemplo, a mutagénese dirigida a sitio de DNA pode ser
utilizada para remover esses sitios de clivagem de PC. Desse
modo, varios métodos de otimizagdo podem ser selecionados
para atingir a mesma finalidade. A proteina de fusdo de TACI-
Fc otimizada da invencdo retém a maioria dos residuos na
regido de terminal amino e uma sequéncia longa de aminoacido
na regido de pediculo da molécula de TACI. A proteina de
fusdo de TACI-Fc otimizada supera a questdo da degradagdo da
proteina. Em comparagdo com a fusdo de TACI-Fc em que a
regido inteira do N-terminal foi removida, as proteinas de
fusio de TACI-Fc otimizadas da invengdo mostraram um nivel
biolédgico mais elevado de atividade e expressdo da proteina.

A construcdo de proteinas de fusdo na invengdo &

baseada na tecnologia molecular convencional de clonagem, e
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os protocolos experimentais especificos podem ser consultados
nos vArios manuais de laboratério, tais como a segunda e
terceira edicdes de Molecular Cloning: A Laboratory Manual.

O método de sintese de PCR foi wutilizado para
clonar um DNA que codifica a proteina de fusdo acima em um
vetor. O vetor para expressar a proteina de fusdo pode ser um
plasmidio geralmente utilizado em biologia molecular. Uma
seqiiéncia de peptideo de sinal €& incluida na parte dianteira
do terminal amino da proteina de fusdo de modo a assegurar a
secrecdo de proteina das células. A sequéncia de vetor inclui
um promotor para dirigir a expressdo do gene, sinais de
inicio e interrupgdo para a translagdo da proteina, assim
como a sequéncia de poliadenilagdo (polyad). O vetor pode
incluir um gene de resisténcia dos antibidéticos para
facilitar a replicagdo do plasmidio nas bactérias. Além
disso, o vetor também pode incluir um gene de selegdo de
célula eucaridtica para a selegdo de cepas de células
transfectadas estaveis.

Apbds a construcgdo do plasmidio, a sequéncia de DNA
da proteina de fusdo é confirmada pelo arranjo em seqiéncia.
Entdo, a proteina correspondente pode ser expressa pela
transfeccdo do DNA de plasmidio em células. Muitos sistemas
de expressdo estdo disponiveis para expressar tais proteinas
de fusdo, os gquais incluem, mas sem ficar a eles limitados,
células de mamiferos, bactérias, levedura, células de
insetos, etc.

As proteinas expressas em células de mamiferos sao
glicosiladas no processo de modificagdo pbés-translacional. As
seqiéncias de aminoadcidos das proteinas de fusdo de TACI-Fc
da presente invengdo contém aminoacidos glicosilados; desse
modo, as células de mamiferos sdo as mais preferiveis para
expressar estas proteinas. H& varias células de mamiferos

apropriadas para a expressdo de proteina em grande escala,
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tais como células CHO, células SP20, células NSO, células
COS, células BHK, e células PerCé. Muitas outras células
também podem ser utilizadas para a expressdao e a produgao
destas proteinas, e desse modo sdo contempladas na invengdo.
Os polipeptideos de codificacdo de plasmidio podem entrar nas
células por meio de transfecgdo. H& muitos métodos para a
transfeccdo das células, e incluem (mas sem ficar a elas
limitados) a eletroporacdo, e a transfecgdo mediada por
lipossoma ou céalcio, etc.

Além das células de mamiferos, outros sistemas de
expressdo também podem ser utilizados para a expressdo destas
proteinas de fusdo, tais como bactérias, levedura e células
de insetos, que também sao contempladas na invengao. O
rendimento da proteina nestes sistemas de expressdo pode ser
mais elevado do que aquele em células de mamiferos, mas a
proteina produzida nestes sistemas de expressdo geralmente
ndo apresenta glicosilagdo, ou tem uma forma de conjugado de
acticar que & diferente daquela nas células de mamiferos.

Apbs a expressao da proteina, o ensaio
imunosorvente ligado por enzima (ELISA) ou outros métodos
podem ser utilizados para determinar as concentragdes das
proteinas de fusdo em sobrenadantes de cultura de células.
Devido ao fato gque estas proteinas de fusao contém o
fragmento de Fc de imunoglobulina, a cromatografia de
afinidade de proteina A ou G pode ser utilizada como uma
etapa inicial de purificagdo para isolar estas proteinas de
fusao.

A funcdo fundamental da proteina de fusdo de TACI-
Fc da invencdo & de bloquear BLyS e APRIL, ao passo que BLyS
e APRIL sdo fatores chaves para estimular o desenvolvimento
de B-linfécitos e a maturagao de T-linfbécitos.
Consequentemente, a proteina de fusdo de TACI-Fc pode ser

utilizada nas doencas relacionadas com a fungdo imunoldgica
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anormal e as doencgas causadas pela proliferacdo anormal de B-
linfécitos. Estas doencas incluem (mas sem ficar a elas
limitadas) a artrite reumatoide, lupus erythematosus
sistémico, e tumor de linfécitos B. A proteina de fusdo de
TACI-Fc pode ser injetada no corpo humano como proteina
recombinante purificada. Alternativamente, a sequéncia de DNA
que codifica a proteina de fusdo pode ser introduzida em um
vetor apropriado para expressar a proteina de fusdao no corpo
do paciente por meio da terapia de genes ou da terapia de
células. Portanto, hd muitas abordagens para a utilizagao da
proteina de fusdo da invengdo, as guais incluem o uso nao
somente da proteina em si, mas também do DNA que codifica a
proteina de fusao.

A invencd3o também se refere a uma composigdo
farmacéutica da proteina de fusdo, a qual pode compreender um
veiculo farmaceuticamente aceitavel. A composigao
farmacéutica pode ser qualquer forma de formulagdo
farmacéutica, preferivelmente uma formulagdo para a injegao,
incluindo a forma liquida e a forma liofilizada. A composigdo
farmacéutica pode ser preparada de acordo com a metodologia
farmacéutica convencional, a qual compreende a misturagdo do
ingrediente ativo, isto &, a proteina de fusdo da presente
invencdo, com um veiculo farmaceuticamente aceitavel para
preparar uma forma desejada de dosagem baseada na tecnologia
farmacéutica.

BREVE DESCRIGCAO DOS DESENHOS

A Figura 1 mostra a analise da sequéncia de
aminoacido de TACI por redes neurais artificiais de
convertase de pro-proteina (PC). O 9° e o 135° residuos de
aminoidcido na regido extracelular de TACI sdo indicados como
sitios de clivagem de PC. O 12° e o 120° residuos de
aminodcido também tém um valor préximo ao limite para o sitio

de clivagem de PC.



"

10

15

20

25

30

9/16

A Figura 2 mostra as estruturas da proteina de TACI
nativa de comprimento total e quatro proteinas de fusdo de
TACI-Fc.

A Figura 3 mostra a comparagdo da expressdo da
proteina das células CHO para as quatro proteinas de fusdo de
TACI-Fc.

A Figura 4 mostra o ensaio para uma ligagdo de
quatro proteinas de fusdo de TACI-Fc a BLyS. Os resultados
mostram que toda a proteina de fusd@o pode se ligar a BLyS, em
que T3 tem maior afinidade com BLYS.

A Figura 5 mostra a anadlise de SDS-PAGE da proteina
de fusdo T3 purificada. A proteina de fusdo T3 expressa em um
sistema de expressdo de CHO de alto desempenho apareceu como
uma Gnica faixa de proteina no gel, e tem um peso molecular
aparente de aproximadamente 42 kD, que é consistente com a
expectativa do peso molecular de proteina de fusdo T3
glicosilada.

A Figura 6 mostra o efeito significativo contra as
doencas auto-imunes da proteina de fusdo T3 no modelo de
artrite de camundongo induzida por colageno. A progressdo t
da artrite do camundongo foi medida por contagens clinicas de
artrite. Os resultados mostram que os camundongos tratados
com a proteina de fus3o de TACI-Fc T3 tém contagens clinicas
significativamente mais baixas do que aqueles do grupo de
controle (P < 0,01).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A invengdo apresenta  oOs seguintes exemplos
ilustrando detalhadamente o projeto, a construgdo e a
avaliacdo das proteinas de fusdo de TACI-Fc. No entanto, ©
contetido e o uso da invencdo ndo ficam limitados ao ambito
dos exemplos.

Exemplo 1: Andlise da sequéncia de TACI

A convertase de Pro-proteina (PC) pode clivar
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especificamente polipeptideos nas células. Para muitas
proteinas, a clivagem de PC & uma etapa importante durante a
modificacdo pés-translacional da proteina. A familia de PC
consiste em um nimero de enzimas, gue reconhecem e clivam
seqiiéncias especificas de aminoacidos. As redes neurais
artificiais de PC sd3o um sistema de software de computador
que utiliza um banco de dados para sitios conhecidos de
clivagem de PC para predizer os sitios de clivagem de PC dque
existem em uma sequéncia de proteina. O sistema pode ser
utilizado para analisar quaisquer sitios de clivagem de PC
potenciais em uma proteina. A invengdo analisou a sequéncia
de aminodcido de TACI utilizando a rede neural artificial de
PC, e foi verificado que existem dois sitios de clivagem de
PC (o0 9° e o 135° aminodcidos) na regido extracelular de
TACI. Além disso, dois sitios adicionais (o 12° e o 120°
aminoacidos) tém contagens préximas do limite para o sitio de
clivagem de PC (Figura 1). Portanto, & possivel projetar uma
proteina de fusdo de TACI-FC otimizada ao remover esses
sitios de clivagem de PC e ao fundir a sequéncia de TACI sem
de clivagem de PC potenciais a Fc, de modo a impedir a
clivagem da proteina. Com base nessas descobertas, foram
construidas diversas proteinas de fusi3o de TACI-Fc, em que as
seqiiéncias de TACI foram derivadas da seqguéncia de TACI
nativa entre o 12° e o 120° aminodcido (Figura 2). As
caracteristicas comuns compartilhadas por estas novas
proteinas de fusdo de TACI-FcC sdo que: 1) a seqléncia
principal da regido de terminal amino de TACI é compreendida,
2) toda a sequéncia da regido rica em cisteina é
compreendida, e 3) a sequéncia parcial da regido de pediculo
é compreendida.

Exemplo 2. Construgdo de proteinas de fusdo e
plasmidios que codificam as mesmas.

O RNA total foi isolado e purificado de células



"

10

15

20

25

30

11/16

mononuclear do sangue periférico humano utilizando o kit de
purificacdo de RNA total Qiagen. O cDNA foi sintetizado a
partir do RNA total com transcriptase reversa. Entdo os
fragmentos desejados de TACI foram obtidos através da
amplificagdo da reagdo de cadeia de polimerase (PCR) com
primers apropriados. O fragmento de Fc de imunoglobulina foi
obtido através da amplificag¢do de PCR de um plasmidio de IgGl
Fc clonado. Finalmente, as sequéncias TACI e de Fc foram
fundidas por meio de PCR, e conseqlentemente as seqiéncias de
DNA de proteinas de fusdo de TACI-Fc foram construidas com
sucesso.

As reacdes de PCR compreendem: trinta ciclos de
desnaturacdo a 95°C por trinta segundos; recozimento a 56°C
por 45 segundos; e extensdo a 72°C por dois minutos. Os
produtos PCR de TACI e de Fc foram clonados respectivamente
no plasmidio pCR2.1 ao utilizar o kit de clonagem TA. Os
plasmidios foram transformados em E. coli. Coldnias brancas
de E. coli foram selecionadas e desenvolvidas no meio LB
durante toda a noite. Os plasmidios foram entdo isolados ao
utilizar o kit de plasmidio Qiagen. As sequéncias de TACI e
de Fc foram confirmadas através de digestdes de enzimas de
restricdo e arranjadas em seqiéncia de DNA. Finalmente, OS
CDNA de TACI e de IgG Fc foram fundidos ao empregar um método
de PCR de sobreposicdo. Os fragmentos de fusdo de TACI-Fc
foram introduzidos em um plasmidio de expressdo de mamiferos,
os plasmidios recombinantes foram transformados em E. coli,
as coldnias positivas foram selecionadas, e as sequéncias
alvo foram confirmadas através de digestdo de enzimas de
restricdo e analise de arranjo em seqiéncia de DNA.
Finalmente, os plasmidios resultantes foram utilizados para
transfectar células CHO para expressar as proteinas de fusdo.

aminodcidos 13-108 de TACI da proteina Tl + SEQ ID
NO.: 1 e 5 de Fc
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aminodcidos 13-118 de TACI da proteina T2 + SEQ ID
NO.: 2 e 6 de Fc

aminodcidos 13-118 de TACI da proteina T3 + SEQ ID
NO.: 3 e 7 de seqiéncia de ligante de 9Gly + Fc

Além disso, este estudo também incluiu uma proteina
T4 de fusdo para a comparagdo. A diferenca da proteina T4 de
outras trés proteinas de fusdo é a auséncia da regido do N-
terminal de TACI em T4. Realmente, T4 & uma proteina de fusdo
entre os residuos de aminodcidos 30-110 de TACI e a sequéncia
de Fc (vide SEQ ID NO.: 4 e 8).

Sequéncias de primers para a proteina de fusdo Tl1:

Primer de avanco: AGCCGTGTGGACCAGGAGGAG

Primer reverso: GAGCTTGTTCTCACAGAAGTATG

Sequéncias de primers para a proteina de fusdo T2:

Primer de avango: AGCCGTGTGGACCAGGAGGAG

Primer reverso: GAGCTCTGGTGGAAGGTTCACTG

Sequéncias de primers para a proteina de fusdo T3:

Primer de avango: AGCCGTGTGGACCAGGAGGAG

Primer reverso: ACCTCCACCTCCACCTCCACCTCCACCGAGCTCT
GGTGGAAGGTTCACTGGGCTCCT

Seqiéncias de primers para a proteina de fusdo T4:

Primer de avanc¢o: GCTATGAGATCCTGCCCCGAAG

Primer reverso: TGAAGATTTGGGCTCGCTCC

Exemplo 3: Expressdo de proteinas de fusdo de TACI-
Fc nas células.

A invencdo ilustrou a expressdo de proteinas de
fusdo de TACI-Fc em células de mamiferos, por exemplo. Quatro
proteinas de fusdo, Ti, T2, T3 e T4 foram clonadas no
plasmidio pcDNA3.1 (Invitrogen). Uma seqUéncia de peptideo de
sinal Flt-1 foi adicionada na extremidade 5' de cada proteina
de fusdo. Quatro plasmidios de TACI-Fc foram purificados ao
utilizar o kit de purificagdo de DNA de plasmidio de alta

pureza (QIAGEN). O DNA de plasmidio foi introduzido entdo em
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células CHO, respectivamente, com o kit de transfec¢cdo FUGEN6
(ROCHE). O método de transfecg¢do transiente foi utilizado
para comparar os niveis de expressdo das quatro proteinas de
fusdio de TACI-Fc. As células CHO foram cultivadas em placas
de cultura de células no meio DMEM completo com soro fetal de
vitela a 10%. Quando as células alcanéaram uma determinada
densidade, o complexo de DNA de plasmidio com o reagente
FUGEN 6 (Roche) foi adicionado & cultura. Apds um cultivo por
trés dias, os sobrenadantes foram coletados, os quais contém
proteinas de fusdo expressas. As concentracdes de proteinas
de fusdo foram determinadas com o método ELISA. Os resultados
de concentracdes de proteinas foram mostrados na Figura 3: T3
tem a expressdo mais elevada, inter alia, seguida por T2. T4
tem o nivel mais baixo de expressdo. Desse modo, em vista da
expressdo da proteina, a proteina de fusdo T3 € a melhor
composigdo molecular.

Exemplo 4: Avaliagdo de atividades de ligagao da
proteina de fusdo a BLyS.

Apbds a expressdo de cada proteina de fusao, foi
determinada a sua atividade ode ligagdo a BLyS em um ensaio
de 1ligagao de BLyS. Neste ensaio, a proteina BLyS
recombinante (R&D Systems) foi revestida primeiramente sobre
placas ELISA de 96 cavidades. Os sitios de 1ligag¢do de
proteina ndo-especificos foram bloqueados com solugdo
bloqueadora de BSA a 2%. As proteinas de fuséo de TACI em
varias concentracdes foram adicionadas entdo nas respectivas
cavidades. As placas foram incubadas por duas horas a 37°C e
entdo lavadas antes da adicdo do conjugado de Ig anticorpo-
HRP anti-humano de coelho. Finalmente, o substrato de
peroxidase foi utilizado para o desenvolvimento da cor. Uma
leitora de placa ELISA foi utilizada para medir o valor de OD
para cada cavidade da placa de 96 cavidades, em que um valor

aumentado de OD indica a ligagdo da proteina de fusdo a BLyS.
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Foi verificado que T3 tem a melhor ligagdo a Blyé, Tl e T2
tém ligacdes moderadas, e T4 tem a ligagdo mais baixa (Figura
4). Desse modo, em vista da expressdo da proteina e da
atividade de ligacdo a BLyS, a proteina de fusdo T3 €é a
melhor composig¢do molecular.

Exemplo 5: Estabelecimento de linhagens de células
de expressdo elevada.

Depois de ter determinado que a proteina de fusdo
T3 é a melhor composi¢do molecular, foil estabelecida uma cepa
estidvel e de elevada expressdo de células CHO ao utilizar
transfecgcido estdvel e amplificagdo de genes. O gene que
codifica para a proteina de fusdo T3 foi clonado em um
plasmidio que contém o gene de DHFR. O DNA do plasmidio de
alta pureza foi purificado ao utilizar o kit de purificagéao
de plasmidio QIAGEN, e as células CHO foram transfectadas com
o plasmidio ao utilizar eletroporagdo. As células
transfectadas foram cultivadas no meio de selegdo para obter
clones resistentes. Methotrexate (MTX) foi adicionado para
amplificar o gene de T3 e para obter clones de células de
elevada expressdo. Finalmente, as células CHO do clone
selecionado foram expandidas na cultura, e a proteina de
fusdo foi produzida em grande escala no bioreator. A
concentracdo da proteina de fusdo foi determinada por meio de
ELISA. Utilizando esta abordagem, a proteina de fusdo T3 foi
produzida com sucesso em larga escala. O rendimento da
proteina de fusdo pode ser mais elevado de 20 pg por célula
por dia. A proteina de fusdo T3 pode ser purificada ao
utilizar cromatografia de afinidade de proteina A ou G.

Exemplo 7: Identificagdo eletroforética da proteina
de fusdo de TACI-Fc

A invencdo demonstrou experimentalmente que nenhuma
degradacgdo da proteina de fusdo ocorre durante a expressdo da

proteina de fusdo otimizada. A cepa de células CHO para a
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expressdo elevada da proteina de fusdo T3 foi cultivada no
frasco da cultura de célula. Depois que as célula alcangaram
a densidade elevada, o sobrenadante da cultura da célula foi
coletado e a proteina de fusdo foi purificada ao utilizar
cromatografia de afinidade de proteina A. A proteina de fusdo
purificada foi misturada com o tampdo de carga de SDS-PAGE e
fervida por trés minutos. A proteina de fusdo foi separada em
gel de poliacrilamida e tingida com o azul brilhante de
Coomassie. As faixas da proteina foram visualizadas depois
que o gel foi limpo com metanol. Foi mostrado que a proteina
T3 apareceu como uma Unica faixa no gel (Figura 5), com um
peso molecular aparente de aproximadamente 42 kD, que é
consistente com a expectativa do peso molecular da proteina
de fus3o T3 glicolisada. E importante que nenhuma faixa de
proteina a pesos moleculares menores do que 42 kD fosse
observada. Este resultado demonstrou que a proteina de fusao
de TACI-Fc otimizada da presente invengdo pode impedir
eficazmente a clivagem e a degradagdo da proteina no processo
de expressdo, e desse modo pode ser utilizada para a produgéao
industrial em grande escala.

Exemplo 8: Efeitos terapéuticos da proteina de
fusdo de TACI-Fc otimizada na doenga auto-imune

Foi demonstrado no modelo de artrite de camundongo
induzida por coldgeno que a proteina de fusdo de TACI-Fc
otimizada tem uma atividade Dbioldégica anti-auto-imune.
camundongos DBA/1 na idade de oito semanas foram divididos em
dois grupos com dez animais em cada grupo. Cada um dos
camundongos foi injetado intracutaneamente com 200 pg de
coldgeno do tipo II de bovino misturado com adjuvante de
Freund completo. Apds 21 dias, cada um dos camundongos foi
injetado intracutaneamente com proteina de coldgeno do tipo
II de bovino misturada com adjuvante de Freund incompleto. A

partir do dia 24, cada um dos camundongos no grupo de teste
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foi injetado subcutaneamente com 100 pg da proteina de fusdo
T3 por trés vezes na semana. Os camundongos no gJgrupo de
controle foram injetados com IgG humano normal a&a mesma
dosagem. A progressdo da artrite foi medida ao utilizar
contagens clinicas de artrite. Fol demonstradoc que a
gravidade da artrite nos camundongos tratados com T3 é
significativamente menor do gque aquela nos camundongos de
controle e que houve uma diferenga significativa (P < 0,01)
nas contagens clinicas entre os dois grupos (Figura 6).
Resumidamente, as proteinas de fusdo de TACI-Fc
otimizadas da invencdo impedem a degradagdo da proteina no
processo da expressdo, tém uma atividade bioldégica mais
intensa, e exibem niveis elevados de expressdo da proteina, e

desse modo elas podem ser utilizadas na produgao industrial

em larga : escala.



10

15

20

25

30

1/2

REIVINDICACOES
1. PROTEINA DE FUSAO COMPREENDIDA DE TACI TRUNCADO

E DE IMUNOGLOBULINA FC, caracterizada pela por¢éo d e TACI da
proteina de fusdo compreender uma sequéncia da regi ao de
terminal amino da regido extracelular comecando do décimo
terceiro residuo de aminoécido, toda a sequéncia da regiao
ricaem cisteina, e uma sequéncia parcial daregido de pediculo

de TACI; a por¢ao de Fc de imunoglobulina da protei na de fuséao
compreender a regido de dobradica, a regido CH2 e a regiao
CHS3; e a porcao de TACI e a porcdo de Fc serem fund idas
diretamente ou através de uma sequéncia de ligante; em que a
porcao TACI é selecionada do grupo que consiste no 13° a0 108°

aminoacidos e no 13° ao 118° aminoacidos de TACI.
2. PROTEINA DE FUSAO, de acordo com a reivindica¢éo

1, caracterizada pela a sequéncia do ligante ser 9G ly; e a
porcdo de Fc de imunoglobulina ser derivada de Fc d e
imunoglobulinas de seres humanos ou animais IgG, Ig M, IgD e

IgA, incluindo todos os isotipos de cada um.

3. PROTEINADEFUSAO, de acordo comareivindica¢io
1, caracterizada pela porcdo de Fc de imunoglobulin a ser
derivada de 1gG1.

4.  PROTEINADEFUSAO, de acordo comareivindica¢io

1, caracterizada pela sequéncia de aminoacido da pr oteina de
fusdo ser selecionada das sequéncias determinadas e m ID SEQ
NO.:1a3.

5. SEQUENCIA DE DNA, caracterizada pela sequéncia
ser determinada nas ID SEQ NO.5a 7.

6. VETOR, caracterizado por compreender a
sequéncia de DNA, conforme definida na reivindicaca o 5, que
esta operacionalmente ligado a um promotor.
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7. MICRORGANISMO TRANSGENICO, caracterizado por

compreender o vetor, conforme definido na reivindic acao 6, o
qual é utilizado para a expressdo da proteina de fu sao
correspondente, conforme definida na reivindicacéo 1.

5 8. USO DA PROTEINA DE FUSAO, conforme definida na
reivindicagdo 1, caracterizado por servir na manufa tura de um

medicamento para bloquear BLys ou APRIL.
9. COMPOSICAO FARMACEUTICA, caracterizada por
compreender a proteina de fusdo, conforme definida na
10 reivindicagéo 1.
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Proteina de fusfo de TACI-Fc
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