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Descricédo

A presente invencfo refere-se a ensaios de
ligagdo a receptores celulares iseﬁtos'de células que permitem
a investigag&o do comportamento de ligacdo de proteinas recepto
ras situvadas na membrana celular frente a ligandos naturais ou
sintéticos. Nestes ensaios, cada receptor liga-se com uma molé
cula de suporte adequada, de preferéncia a cadeia pesada de
uma imunoglobulina, e fixa-se por meio do suporte a uma fase sé

lida adequada com conservagdo das suas propriedades bioldgicas.

A determinagéo do comportamento de ligacdo
de proteinas receptoras situadas na membrana celular frente a

ligandos naturais ou sintéticos é para muitas questSes em biolo
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logia e em medicina de grande importéncié. Para investigar
este comportaménto normalmente prepara—se um'ligante marcado
com isdtopos radioactivos e determina-se a sua ligacdo especi-
fica por métodos apropriados, como por exemplo centrifugacgéo

de gradientes, didalise de gradiente ou filtracfio. As moléculas
dos receptores podem neste caso permanecer ligadas as células
e neste caso o ensaio é efectuado com células inteiras, mas
também podem estar situadas em fracgdes celulares, como vesi-
culas da membrana, ou ser extralidas a partir da membrana celu
lar com detergentes adequados e ser estabilizadas em micelas de
detergente. Os ensaios de ligacdo de receptores conhecidos s&o
realizados com crescente dificuldade a medida que se conside-
ram moléculas cada vez mais numerosas de receptores de membra
na celular. Muitos receptores, especialmente os de maior inte
resse em medicina, s8o normalmente expressos apenas em escala
reduzida (na ordem de grandeza de alguns centos até alguns
milhares de moléculas por célula) sobre a superficie celular.
E o que acontece com, por exemplo, os receptores para o fac-
tor de estimulac&o de ooiénias de granﬁlécitos/macréfagos (GM-
-CSF), muitas interleuquinas, a -eritropoietina, o factord de

necrose de tumores (TNF), ete..

O objectivo preferido de acordo com a pre
sente invenc8o era o desenvolvimento de um ensaio de ligacéo

apropriado para os receptores referidos. Um ensaio de ligacdo
especifico, sensivel e de fdcil realizagfo possibilitaria por e
xemplo ensaiar numefosos compostos para investigagdo das suas
propriedades de ligacdo, identificando deste modo candidatos a
agonistas e antagonistas ("Screening " de receptores). Para
além disso, com ensaios deste tipo seria também possivel em
consequéncia investigar anticorpos dirigidos contra recepto-
res ou ligandos, para verificar se estes eram dirigidos contra
epitopos que desempenhassem uma func&o na 1iga§§o. De acordo
com a presente invencgdo procurou-se atingir o objectivo de de=-
senvolver um sistema de ensaio que preenchesse as condig8es
referidas. Nas publicagles de Patentes Europeias EP-A 0325 262
e EP-A 0314 317 e no pedido de Patente Alem& (DE) P 4020 607




~.deserevem-gseou reivindicam-se proteinas de fusdo constituidas

a partir de diferentes fracgfes dos dominios extracelulares de
protefinas de membrana humanas ou de proteinas soluveis (parcei
ro de fusdo) e'a,fracgéo'eonstahte (Fé) da..cadeia pesada de
uma Ig. Nestes casos a sequéncia de codificag&o-do parceiro
de fus8o € fundida ao nivel do ADN com um ADN que codificar
para a fracgdo Fc de tal modo. que o parceiro de fus&o de pre-
feréncia a fraccéo aminoterminél da proteina de fusdo. 0 ADN
recombinante é entdo expresso num sistema celular apropriado.

Os parceiros de fusdo para a fracgdo Fc sdo por umlado protei

nas que pertencem a famfilia das imunoglobulinas como o antigé
nio das células T CD4 (EP-A 0325 262 e 0314 317) e por ou-
tro lado também proteinas n&o estruturéis como a tromboplas-
tina ou o receptor para a interléuquina 4 (IL-4) (DE P
4020607.6). As referidas proteinas de fusdo s&o de preferén-
cia expressas em células animais. O parceiro de fuséo amino-
terminal conserva em geral a sua actividade bioldgica; se tem
origem por exemplo numa<proteina receptora situada normalmente
na membrana, liga-se a ligandos com uma afinidade gue iguala a
do receptor ligado a membrana. E também caracterizada ao ni-
vel do ADNs uma prote{na receptora cuja propriedade principal
consiste na possibilidade de produzir grandes quantidades das
moléculas dotadas de actividade bioldgica no sistema de expres
s&o recombinante. FEstas podem em seguida, conforme descrito
mals adiante, ser utilizadas num ensaio de ligag&o. As pro-
teinas de fus&o descritas s&o segregadas em células animais

e podem ser purificadas facilmente a partir do sobrenadante
da cultura por meio de cromatografia de afinidade, uma vez
que se ligam através da sua fraccedo Fc a protefna A, a qual
pode por sua vez ser acolada por‘eXemplo a Sepharose. A sinte-
se das proteinas de fus#o pode também ter lugar em sistemas
de expressdo procaridticos (E. Coli, Pseudomonas, Bacillus,

etc.) ou em leveduras (por exemplo Saccharomyces cerivisiae)

~usando vectores de expressfo conhecidos apropriados. Para

além da fracgdo Fc descrita preferida para a presente inven-

¢do (como suporte) podem acoplar-se de acordo com a presente




inveng&o também parceiros de fusfo de qualquer outra proteina
de suporte (por exemplo albumina, proteina A, proteina-B,

transferase de glutatido S, ‘nuclease de Staphylococcus aureus)

Para a réalizagéo do ensaio de ligacéo
de receptores de acordo com a. presente invengad usa-se em pri- .
meiro lugar um anti-soro (ou anticorpo monoclonal) dirigido
contra a fracgdo de suporte oﬁ um outro agente apropriado para
0 revestimento de uma fase sdlida, por exemplo uma placa de ané
lise por ELISA. Uma vez que se’ considera preferida para supor
te a fracgdo Fc de um anticorpo e especialmente preferida a
fracgedo de Fc de uma‘IgG1 humana, usa-se de preferéncia um
soro de coelho dirigido contra o dominio CH2 de uma IgG1 huma-
na. Em seguida ligam-se sobre a fase sdélida pré-revestida as

proteinas de fusé&o através da sua fracgdo de suporte.

Deste modo, os locais de ligagdo para
os ligandos conservam-se acessiveis localizados sobre a frac-
cdo do receptor. A fim de poder detectar entdo os ligandos 1i
gados, estes devem estar marcados. Esta marcagdo pode ser con-
seguida por exemplo por introdugdo de um nuclideo radioactivo
(por exemplo por introducdo de um nuclideo Siekierka, J.J. e
DeGudicibus, S., Anal. Biochem. Vol. 172 (1988), 514-517), de
preferéncia no entanto por biotinilacfo dos ligandos (King e
Catino, Anal. Biochem. Vol. 188 (1990), 97-100). A deteccgdo
é por sua vez efectuada por meio de um conjugado de estrepta-
vidina-enzima, de preferéncia por estreptavidima-peroxidase.

A realizacfo do ensaio da presente invencgéo é descrita resu-

-midamente na Figura 1.

Os ensaios de acordo com a presente in-
vengdo possuem amplas possibilidades de utilizagdo, de que se
apresentam seguidamente as preferidas e Que fazem parte igual-

mente da presente invencéo:

- Utilizacgd8o em "screening" de receptores:

a) Receptor na fase sdlida: Busca entre um grande numero

de substancias para identifica
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¢do de agonistas e antagonistas
do ligando.

b) Ligando na fase sdlida : Busca entre um grande numero
de substancias para identifica-
gdo de agonistas e antagonistas

do receptor.

- Utilizacdo em "screening" de anticorpos:

Identificag8o de anticorpos que influenciam o metabolismo de

ligandos e receptores.

- Utilizagdo para a andlise quantitativa da actividade de liga-

¢gdo de formas de receptores soltveis.

- Utilizac8o para a analise quantitativardaractividade biold-

gica de ligandos especificos.

- Analise funcional de ligandos modificados ("muteinas") ou de

fracges (por exemplo oligopeptideos) destes.

- Identificacdo de substancias que influenciam o metabolismo de
oeganismos patogénicos (por exemplo virus ou bactérias) com

os seus receptores celulares.

- 1Identificacgdo de substancias que influenciam o metabolismo de

moléculas de adesdo celular.

Os exemplos que se seguem destinam-se
mais completamente a elucidar a presente inveng&o, que se encon

tra, por outro lado, definida por meio das reivindicagles.

Exemplo 1
Ensaio de ligacfo de IL-U isento de células

A proteina IL-4RFe & conhecida da
Patente DE P 4020 607.6. Esta proteina é constituida pela frac-
¢do extracelular do receptor humano para a IL-4 fundida a frac-
¢do Fc da cadeia pesada de uma molécula de ' IgG1 humana. Re-
vestiram-se de um dia para o outro placas de andlise por ELISA
(Nunc, tipo B) a MQC com 100 ml de um soro de coelho contra um
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dominio CH2 de IgG huamna purificado por afinidade (Dakopatts).
A concentragdo era de 10 ug/ml em PBS (NaCl 137 mM, KCl1 2,7
mM, Na2HPO4 6,1 mM, KH2POY 3,9 mM, MgC12 0,5 mM, CaC12 0,1
mM, de pH 7,0). Apds cinco lavagens com PBS contendo 0,05 %

de Tween 20 incubdu-se a placa de analise com 275 ul de PBS
contendo 5 % de suco géstrico seco durante 60 min. a temperatu-
ra amblente e em seguida'lavou—se como anteriormente. Em segui
da efectuou-se em primeiro lugar uma "titulagdo de tabuleiro
de xadrez" a fim de determinar uma combinagﬁo adequada das cog'
centragbes do receptor e do ligando para a realizacgdo do ensaio.
Para este fim, incubou-se em primeiro lugar durante 60 min. a
temperatura ambiente a placa de analise com difefentes concen-
tragdes de proteina IL-4RFc purificada (100 pl) em meio de
Eagle (modificado segundo Dulbecco) contendo 10 % de soko fe-
tal de vitela (MEMD/SFV) e em seguida lavou-se como anterior-
mente. Biotinilou-se a IL-4 por meio de N-hidroxissuccinimi-
da-biotina (Sigma) (Niendorf, A. et al., J. Histochem. Cyto-
chem. Vol. 34 (1986), 357-361) e ligou-se a placa de andlise
pré-incubada com IL-4RFc em diferentes concentragSes em MEMD/
/sfv (100 ml) usualmente durante 60 min. a temperatura ambiente.
Apds 1lavagem como anteriormente incubou-se durante 30 min. a
temperatura ambiente com 100 ul de estreptavidina-peroxidase
(Amersham; 1:250 em MEMD/SFV) e em seguida lavou-se como an-
teriormente. Efectuou-se a detecgéo da peroxidase ligada por
desenvolvimento'de coloragdo em 100 ml de solugdo de substrato
de tetrametilbenzidina (Behringwerke). Apdés 30 min. de in-
cubacdo a temperatura ambiente, determinou-se a extincdo a U450
nm. Os resultados da experiéncia s&o apresentados na Figura 2.
Obtiveram-se numerosas curvas tipicas de ligag8o em fungdo das
quantidades utilizadas de receptor e deriigando. 0 sinal que
reflete os ligandos ligados atinge um patamar que € tanto mais
elevado quanto maior quantidade de receptor se utilizou para o
revestimento da placa de andlise. Para continuacgdo da experiég
cia com o ensaio competitivo apresentado esquematicamente na
Figura 1 utilizou-se uma combinacdo de 300 ng/ml de IL~U4RFec

para o revestimento e 300 ng/ml de IL-U4-biotina para a ligacgdo.




D

Para o calculo da concentracgdo da IL-4-biotina como também dos
ligantes apresentados nos exemplos 3 e 5 admitiu-se que todo o
ligando utilizado para a bilotinilagdo tinha sido realmente re-
cuperado. A combinagdo usada deu um sinal (Qerca de 2000 mU)
que (i) pode ser medido com nitidez e (iil) que se situa antes
de atingir o patamar para a concentracgéo usada para o recep-
tor. A fim de determinar a especificidade e a sensibilidade do
ensaio, experimentou-se até que ponto diferentes ligandos po-
diam competir com a'IL—M-biotinavna-ligagéo de IL-U4RFe (Fig.
3). Para este fim utilizou-se uma concentracgio constante (300
ng/ml) de IL-4-biotina na presenca de diferentes concentracgdes
de IL-1-alfa, IL-3 e IL-4. A Fig. 3 mostra que apenas a IL-Y4
pode competir de modo activo, enquanto que a IL-1-alfa e a IL-
-3 nas concentragfes utilizadas nfo apresentam qualquér activi-
dade de ligacdo. A concentracdo de IL-4 a qual se observa
uma inibic&o semi-mdxima da ligagdo de IL-4-biotina (IC50) é de
1 ng/ml.

Exemplo 2

Detecgfo de receptor de IL-4 soltuvel no ensaio de ligacé&o isen

to de células

7 Pretendia-se verificar se com o ensaio
se podia, para além da deteccdo de ligandos Competitivos, de-
tectar também formas recombinantes soluveis de receptores.
Para este fim seleccionou-se a propria protefna IL-4RFe. A
realizagdo do ensaio foi idéntica a descrita no Exemplo 1,com
a diferenga de que depois da incubagfo das placas de analise
com a concentracdo normal de IL-4RFec (300 ng/ml) se saturaram
0s locais de ligagabi de Fc¢ que tinham ficado livres por in-
cubagd@ com soro humano a 10 % em MEMB/SFV (60 min. 4 tempera-
tura ambiente?), Em seguida efecbuouese 0 ensaio de ligagdo na
presencga de diferentes cqncentragées de IL-U4RFc. A Figura' U4
mostra que é realmente possivel detecrtar a proteina IL-4RFec
neste ensaio competitivo, enquanto que a proteina IL-7RFc, uma

proteina de fusdo do receptor humano da IL-7, n8o apresenta
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riu-se novamente desta vez com BamHI. O plasmideo de expres-

qualquer actividade de ligag&o. A IC50 para a IL-4RFec situa-se
em 250 ng/ml.

Exemplo 3:
Ensaio de ligac&o de TNF isento de células

Isolou-se rapidamente ADNc da forma de
80 kD do receptor humano do RNF (Smith, C.A. et al., Science,
Vol. 248 (1990), 1019-1023). Este ADNc codifica para uma pro-
tefna tipica de membrana constitufida por o domfnio extracelu-
lar aminoterminal, uma regifo transmembrana e um dominio cito-
plasmatico carboxiterminal., Na regido de codificagdo para o
receptor do TNF situa-se imediatamente antes do cod&o para os
cinco Ultimos residuos de acidos aminados da regifo extrace-
lular um local de corte singular para a enzima de restrigéo
PvuII. Cortou-se com PvuIl o plasmideo de expressdo HuTNFR-
cavnot que contém o ADNe e ligou-se com adaptadores BamHI
(5' CGGATCCB 3'). Em seguida digeriu-se ainda com NotI, que
cortou imediatamente antes da regifo 3'°‘ndo tradizida do recep
tor TNF. As extremidades reentrantes resultantes forma pre-
enchidas por meio”da enzima de Klenow ¢ em seguida efectuou-
-se uma digestdo com BamHI. O fragmento NotI (preenchido)/
/BamHI (= 800 pb) codifica para todo o dominio extracelular
do receptor do TNF (com excepgdo dosrcinco residuos de acidos
aminados imediatamente antes da regido transmembrana) com um
quadro de leitura livre desde o codfo de inicio até a sequén-
cia nucleotidica GAT contida na sequéncia de rec@ﬁheoimento
BamHI, que neste quadro de leitura codifica para um residuo - de
asparagina. Este fragmento foi clonado no vector pMEGammaH
descrito na patente de DE P 4020607. Para este fim digeriu-se
o vector plEGaammaH com HiﬁdIII, preencheram-se as extremi-
dades desalinhadas com a enzima de Klehow e em seguida dige-

sgo obtido pTHFRFe codifica para a fracgdo extracelular do
receptor de TNF acoplada pof meio da regiéb de charneira

(hinge) a fraccdo Fc da cadeia pesada de uma IgG1 humana.
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0 vector pTNFRFec ¢& representado esquematicamente na Fig. 5 e
a sequénecia de acidos aminados do TNFRFe oodificado por aguele
vector é representada na Fig. 6. O vector pINFRFc foi transfec
tada em células BHK e obtiveram-se clones estaveis apds selec-
o0 dupla com metotrexato e GL18 (EP-A 0380 977). As taxas ti-
picas de expresséio si@uam—se em cerca de 20 ug/ml de sobrenadan
te, a partir do qual se isolou TNFRFc por meio de cromatogra-
fia sobre proteina A-Sepharose '(DE'P 4020607.6). Conforme se
descreve no Exemplo 1, efectuou-se em primeiro lugar éom TNFRFe
e TNF-alfa biotinilado uma titulagdo em tabuleiro de xadrés, a
fim de definir as condig¢Bes adequadas para um ensaio de ligacg#o.
A Fig. 7 mostra uma série de curvas de ligacdo que foram obtidas
nesta experiéncia. Para continuagdo da investigacfo seleccio-
nou-se para a ligacfo a combinagdo de 200 ng/ml dé TNFRFc para
o revestimento e 20 ng/ml de TNF-alfa-biotina para a ligagdo de
TNF tambm é sensivel e especifico para o TNF-alfa. Na Fig. 8
apresenta-se o resultado de um ensaio competitivo. Apenas o
TNF-alfa inibe a ligacdo de TNF-alfa~biotina com uma IC50 de

5 ng/ml, enquanto que a IL-1-alfa, a IL-3, a IL-4 e o GM-CSF
ndo apresentam qualquer eféito nas concéhtragﬁes usadas.

Exemplo U:

Deteccdo do receptor de TNF soluUvel num ensaio de ligagdo isen-

to de células

Esta experiéncia foi efectuada de forma
andloga a descrita no Exemplo 2 (Fig. 9). O TNFRFc provoca uma
inibig8o com uma IC50 de 35 ng/ml, enquanto que uma proteina
de fusdo do receptor da IL-1 humano e da fraccdo Fc de uma
IgG1 humana n&o apresenta qualquer actividade inibitdria.

Exemplo 5 :
Ensaio de ligacfo de GM-CSF isento de células

Isolou-se o'ADNo para um receptor humano
para o GM-CSF (Gearing, D.P. et al., Embo J. Vol. 8 (1989),
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‘Acad. Sci. USA Vol. 84, 8573-8577) incorporou-se o fragmento

3667-3676). O receptor do GM-CSF é uma proteina de membrana ti
pica com um dominio extracelular aminoterminal, uma regifo trans
membrana e um dominio intracelular carboxiterminal. Sintetiza-
ram-se dois oligonucledtidos que podem hibridar com regides na
regifo nfo traduzida 5! (oligonucledtido A : 5'AGCAGGTGGAAGGA
GAGGAAGCGG 3') ou com a regigo n&o traduzida 3' (oligonucled-
tido B: 5'AAGAATGGGAACAGGCAGGCCTGGGC 3'). Por amplificagdo do
ADN plasmidico de um banco génico de ADNe de placenta humana
(Simmons, D. e Seed, B., Nature Vol. 333 (1988), 568-570) com
polimerase de Taqg-ADN termoestavel obteve-se um fragmento de
ADN (cerca de 1400 pb), que corresponde na sua dimensdo ao
ADNe do receptor do GM-CSF. Por andlise de restrig&o confir-
mou-se a identidade do fragmento de ADN amplificado. Apos liga
¢cdo de adaptadores BstXI (Aruffo, A. e Seed, B., Proc. Natl.

no vector de expressdo eucariotica CDM8 tratado com BstXI (Seed
B., Nature Vol., 329 (1987), 840-842). Na Fig. 10 representa-
-se esquematicamente o'plasm{deb pCDM(GM-CSFR.

A fim de poder preparar uma fusdo da Fe
com o receptor de GM-CSF, efectuou-se uma nova amplificagfo de

ADN com polimerase de Taq-ADN termostavel em pCDMS8.

Para este fim. sintetizaram-se dois no-
vos oligonocledtidos. O oligonucledtido C (5'GATCGATTAAGCTTAG
AGGTGGAAGGAGAGGAAGCGGATGCCG 3') hibrida com a regido nio tradu-
zida 5' e incorpora antes desta um loeél de corte HindIII e~ o
oligonucledtido D (5'GCCATTGAATTTGGTTCTGAGGATCCAGATATGC 31') hi-
brida com o ADNc antes da régiéo de codificacdo para o dominio
transmembrana dé incorpora imediataménté antes desta um local
de corte BamHI. Obteve-se o fragmento de 1131 previsto e apés
tratamento com BamHI e HindIII introduziu-se no vector
piEGammaH cortado com BamHI/HindIII foi obtido. 0 plasmideo
de expressdo pGM-CSFRFc assim obtido codifica para a proteind
de fusdo GM-CSFRFec constituida,peloldom{nio ektracelular dox
receptor do GM-CSF, que se encontra acoplado através da regido
de charneira (hing) na fracgdo Fc de uma IgG1 humana. Nas




Figs; 11 e 12 representam-se o vector pGM-CSFRFc e a sequéncia

peptidica da proteina de fusdo GM-CSFRFc.

Exprimiu-se o vector pGM-CSFRFec transi-
toriamente em células COS. Para este fim transfectaram-se as
células COS com o auxilio de- dextrano-DEAE'com,o'vector pGM-
-CSFRFe (EP A 0325 262). Utilizaram-se os sobrenadantes para
os ensaios de ligacdo de GM-CSF isento de células.

A Fig. 13 apresenta o resultado da titu-
lag8o em tabuleifo de xadrés com GM-CSFRFc e GM-CSF biotinila-
do. Para continuagfo das investigagSes seleccionou-se a combina
¢do de 1000 ng/ml de GM-CSFRFc para revestimetno e 150 ng/ml
de GM-CSF-biotina para a 1ligacé8o.

0 ensaio de ligag8o é especificado para
o GM-CSF. Nas condigdes seleccionadas o GM-CSF ndo marcado ini-
be a ligagdd de GM-CSF com wuma IC50 de 200 ng/ml, enquanto
que o TNF-alfa, o G-CSF,- a IL-1-alfa e a IL-U4 nas concentracgdes
utilizadas n&o apresentam qualquer actividade inibitéria (Fig.
).

Exemplo 6:

Caracterizacfdo de anticorpos monoclonais contra GM-CSF em en-

salos de ligacdo dereceptores isento de células

Preparou-se uma série de diferentes anti-
corpos monoclonais contra o GM-CSF (Behringwerke). Usaram-se
simultaneamente com GM-CSF-biotina no ensaio de ligag&o nas con

digSes descritas no Exemplo 5 (Fig. 15).

0 anticorpo monoclonal 699/779 inibea a
ligacdo e é portanto dirigido muito provavelmente contra um re-
ceptor-epitopo de ligacgdo dé GM-CSF. Os anticorpos monoclonais
691/A40, 799/3, 3.G11, 932/453 bem como o anticorpo de compa
racdo BMAO31 (dirigido contra umvfeceptor humano das células
T) n8o inibem esta ligac&o. O anticorpo monoclonal 932/453

e em escala mais reduzida também o 691/A40 activam sim uma




aumento do sinal medido.

Legendas das Figuras

Legenda da Fig. 1:

Construcdo resumida do ensalo de ligacdo de receptores isento

de células:

A) Ligou-se um receptor/suporte -proteina de fus&o (3) a um
anti-suporte-anticorpo (4) ou a outro agente aproprlado
sobre uma fase s6lida. Norlocal de 11gagao do receptor €
possivel ligar um ligando marcado (2), Qque por sua vez
pode ser determinado atrayés de um sistema de detecgdo/
/amplificacgo (1).

B) é possivel detecfar um ligando ndo marcado do receptor
através da competicdo para o local de ligag&o =do recep-

tor.
C) & possivel detectar um receptor solivel através da compe-
ticdo para os ligandos marcados.

Legenda da Fig. 2:

Ensaio de ligagdo de IL-}4 isento de células: Relacdo entre a
ligacfo de IL-4-biotina e a concentragdo de IL-4RFc usada para
o revestimento da placa de andlise de ELISA. '

Legenda da Fig. 3:

Ensaio de ligacio de IL-4 isento de células:

Relacdo entre a ligacfio de IL-lU-biotina e a concentracdo dos
ligandos usados para'a competicgéo.

Legenda da Fig.'u:

Ensaio de ligacdo de IL-U isento de células:

Relacdo entre a ligagﬁo de IL-Y-biotina e a concentragdo de

receptor/Fc-proteina de fuséo usada para a competicéo.
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Legenda da Fig. 5:
Construcdo esquematica do plasmideo.de expressgo pTNFRFe.
Legenda da Fig. 6:
Sequéncia de acidos aminados da préﬁeina de fuséorTNFRFc.

Legenda da Fig. T:
Ensaio de ligacdo de TNF-alfa isento de células:

Relagdo entre a ligagdo de TNF-alfa-biotina e a concentragéo de
TNFRFe usada para o revestimento da placa de analise de ELISA.

Legenda da Fig. 8:
Ensaio de ligacdo de TNF-alfa isento de células:

Relac8o entre a ligac8o de TNF-alfa-biotina e a doncentragéo dos

ligandos usados para a competigdo.

Legenda da Fig. 9:
Ensaio de ligagfo de TNF-alfa isento de células:

Relac8o entre a ligacgdo de TNF-alfa-biotina e a concentracédo de
receptor/Fe-proteina de fusdo usada para a competicédo.

Legenda da Fig. 10:

Construcdo esquematica do plasmideo de expressfo pCDM8GM-CSFR.

Legenda da Fig. 11:

Construgdo esquemdtica do plasmideo de expressio pGM-CSFRFc.

Legenda da Fig. 12:

Sequéncia de acidos aminados da proteina de fusdo GM-CSFRFec.

Legenda da Fig. 13:
Ensaio de ligacgdo de GM-CSF isento de células:

Relagao entre a ligagdo de GM-CSF-biotina e a concentragédo de

GM-CSFRFc usada para o revestimento da placa de analise de

1
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ELISA.
Legenda da Fig. 14:

Ensaio de ligag&o de GM-CSF isento de células:
Relacgdo entre a ligacgcdo de GM-CSF-biotina e a concentragdo dos
ligandos usados para a competigfo.

Legenda da Fig. 15:

Ensaio de ligac&o de GM-DSF isento de células:

Relacdo entre a ligacgdo de GM—CSF-biotina e a concentracgdo de

anticorpo anti-GM-CSF usado para o ensalo de ligagdo.

=REIVINDICAGOES-=

Processo para a realizag8o de um ensaio
de ligac&o caracterizado: por

(1) acoplar a uma fase s6lida apropriada uma proteina de fu-
s&o recombinante (interveniente na ligacso I) duma pro-
teina de suporte por meio de um agente apropriado, de
preferéncia um anti-soro ou um anticorpo monoclonal, com
conservagdo da actividade de ligacg8o da fracgﬁo fundida

na proteina de fusdo, e

(2) marcar o outro interveniente de ligacdo I1 de modo apro-
priado para a medic8o da ligacédo.

- 2a _

Processo de acordo com a reivindicaggo 1,

1 =
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o

caracterizado por a fracgfdo fundida na proteina de fusdo recom
binante ser um dominio extracelular de um receptor celular ou

uma sua fracgéo.

- 38 -

Processo de acordo com a reivindicacg8c = 2,
caracterizado por o receptor celular ser um receptor de uma ci-
toquina.

- la .

Processo de acordo com a reivindicacao 2,
caracterizado por o receptor celular ser um receptor de um fac-

tor de crescimento.

Processo de acordo com a reivindicagdo 2,
caracterizado por o receptor celular ser um receptor de uma hor
mona. ' '

- 62 -

Processo de acordo com a reivindicacgdo 2,
caracterizado por o receptor celular ser um receptor de um neu-

rotransmissor.
- 78 -

Processo de acordo com a reivindicag8o 2,
caracterizado por o receptor celular ser um feceptor para um

organismo patogénico ou uma sua fracg#o.

Processo de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado por a fracgdo fundida na proteina de fus&o re-
combinante ser um dominio extracelular de uma molécula de ade-

sfo celular ou uma sua fraccéo.

15 =
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Processo de acordo com a reivindicag#o 1,
caracterizado por a fraccfo fundida na proteina de fusdo reconm-

binante ser uma proteina solivel ou uma sua fraccgso.

Processo de acordo com a reivindicag&o 1,
caracterizado por a proteina de suporte na proteina de fusfo re
combinante ser uma molécula de uma imunoglobulina ou uma sua

fracgéo.

Processo de acordo com a reivindicagdo 10,
caracterizado por a proteina de suporte na proteina de fus&o
recombinante ser a fracgio constante da cadeia pesada de uma

imunoglobulina ou uma sua fraccdo.

- 122 -

Processo de acordo com qualquer das reivin
dicagdes 10 ou 11, caracterizado por a proteina de suporte na
proteina de fus&o recombinante ser a fracgdo constante da ca-

deia pesada da IgG 1 humana ou uma sua fraccéo.

Processo de acordo com a reivindicagdo 1,
em que se utiliza uma proteina de suporte numa proteina de fu-
sfo recombinante, caracterizado por a referida proteina de su-
porte nido influenciar a actividade bioldgica da fracggdo fundida
da protefna na fusdo e por a protefna de fusdo tornar possivel

uma purificagdo por meio de cromatografia de afinidade.

- 1ha -

Processo de acordo com qualquer das reivin

16 =
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_dicagﬁes 1 a 13, caracterizado por o interveniente de ligacg&o

(II) ser um ligando natural ou sintético de uma fracgdo de uma
proteina de fusfo de acordo com qualquer das reivindciaces 2

a 9.

Processo de acordo com qualquer das reivin
dicagdes 1 a 14, caracterizado por o interveniente de ligacgéo
(II) ter uma marcacgido radioactiva e poder ser detectado por

meio dessa marcacdo.

Processo de acordo com qualquer das reivin
dicacles 1 a 14,Acaracterizado por o interveniente de ligacdo
(II) ser acoplado a um ligando de baixa massa molecular (por
exemplo biotina) e em consequéncia poder ser detectado por

meio de uma fase de reacgdo complementar.

Processo de acbrdo com qualquer das reivin
dicag8es 1 a 14, caracterizado por o interveniente de ligag#o
(II) ser acoplado a uma proteina dotada de actividade enzimati-
ca (por exemplo peroxidase, fosfatase alcalina'ou luciferase) e

poder ser detectado por meio dessa actividade enzimdtica.

Processo .de acordo com a reivindicacg8o 16,
caracterizado por se utilizar para a fase de reacg¢do complemen=-

tar estreptavidina acoplada a peroxidase.

Processo para a identificacdo de agonistas

| ou antagonistas naturais ou sintéticos de cada acc¢do reciproca




caracterizado por se utilizar um ensaio de ligagdo de acordo com
qualquer das reivindciag8es 1 a 18 para a selecgfo de recepto-

res.

Processo para a caracterizacdo de anticor-
pos dirigidos contra um dos dois intervenientes de ligac&o ca-
racterizado por se utilizar um ensaio de ligag8o de acordo com

qualquer das reivindciacgBes 1 a 18.

Processo para a detecgdo de actividade bio
16gica de receptores celulares soluveis caracterizado por se
utilizar um ensaio de ligacdo de acordo com qualquer das rei-
vindicagbes 1 a 18.

Processo para a detecgfo de actividade bio
16gica de ligandos caracterizado por se utilizar um ensaio de

ligacdo de acordo com qualquer das reivindciacgfes 1 a 18.

- 232 -

Processo para a analise funcional de 1li-
gandos modificados dirigidos ou de fracgdes destes caracteri-
zado por se utilizar um ensaio de ligagdo de acordo com qual-

quer das reivindciagfes 1 a 18.

- 2ha -

Processo para a identificacdo de substan-
cias relevantes para diagndstico ou terapia caracterizado por

se utilizar um ensaio deé ligacéo de acordo com qualquer das




reivindicacgbes 1 a 18.

A requerente reivindioa a prioridade do
pedido alem&o apresentado em 28 de Novembro de 1990, sob o
nimero de série P 40 37 837.3.

Lisboa, 27 de Novembro de 1991
0 AGENTE OFICIAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
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=RESUMO-=

"PROCESSO PARA A REALIZACKO DE UM ENSAIO DE LIGAGAO A RECEPTO-
RES CELULARES ISENTO DE CELULAS E DE IDENTIFICACAO, CARACTERI-
ZACEO E DETECCEO DE AGENTES BIOLOGICOS POR MEIO DESSE ENSAIO"

A invenc8o refere-se a um processo para a

realizacdo de um ensaio de ligac&o que compreendes

(1)

(2)

acoplar a uma fase s6lida apropriada uma proteina de fu-

- s8o recombinante (interveniente na ligag8o I) duma pro-

teina de suporte por meio de um agente apropriado, de
preferéncia um anti-soro ou um anticorpo monoclonal, com
conservag8o da actividade de ligacg&do da fracc8o fundida

na proteina de fusdo, e

marcar o outro interveniente de ligacdo II de modo apro-
priado para a medicdo da ligacgdo. '
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Estrutura primdria de TNFRFc

MAPVAVWAAL AVGLELWAAA HALPAQVAFT PYAPEPGSTC

RLREYYDQTA

QMCCSKCSPG QHAKVFCTKT SDTVCDSCED STYTQLWNWV

PECLSCGSRC

recepror humano de TNF —cm -~

SSDQVETQAC TREQNRICTC RPGWYCALSK QEGCRLCAPL
(extracelular ) ---

RKCRPGFGVA

RPGTETSDVV CKPCAPGTFS NTTSSTDICR PHQICNVVAI

PGNASMDAVC

TSTSPTRSMA PGAVHLPQPV STRSQHTQPT PEPSTAPSTS

FLLPMGPSPP

AEDPEEPKSC DKTHTCPPCP APELLGGPSV FLFPPKPKDT
~| |- adaprador ¢ charneira | |

LMISRTPEVT

CVVVDVSHED PEVKFNWYVD GVEVHNAKTK PREEQYNSTY
CH2

RVVSVLTVLH

OQWLNGKEYKC KVSNKALPAP IEKTISKAKG QPREPQVYTL

PPSRDELTEN

QVSLTCLVKG FYPSDIAVEW ESNGQPENNY KTTPPVLDSD
CH3

GSFFLYSKLT

VDKSRWQQGN VFSCSVMHEA LENHYTQKSIL SLSPGK
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Estrutura pnmdria de GM CSFRFc

MLLLVTSLLL

CELPHPAFLL IPEKSDLRTV APASSLNVRF DSRTMNLSWD

l

CQENTTFSKC

__________ receplor humaono de GM-CSF - -

SQRGFQQKLL

FLTDKKNRVV EPRLSNNECS CTFREICLHE GVTFEVHVNT

YPNSGREGTA AQNFSCFIYN ADLMNCTWAR GPTAPRDVQY

FLYIRNSKRR

( exFracelular }-- -~ -

REIRCPYYIQ DSGTHVGCHL DNLSGLTSRN YFLVNGTSRE

IGIQFFDSLL

DTKKIERFNP PSNVIVRCNT THCLVRWKQP STYQKLSYLD

FQYQLDVHRK

NTQPGTENLL INVSGDLENR YNFPSSEPRA KHSVKIRAAD

VRILNWSSWS

EAIEFGSEDP EEPKSCDKTH TCPPCPAPEL LGGPSVFLFP

PKPKDTLMIS

| |-adaptador e charneirg | [~ --===———-

RTPEVTCVVV DVSHEDPEVK FNWYVDGVEV HNAKTKPREE
CH2

QYNSTYRVVS

VLTVLHQWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE

PQVYTLPPSR

DELTKNQVSL TCLVRGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP
CH3

PVLDSDGSFF

LYSKLTVDKS RWQQGNVFSC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP

GK
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