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RESIMG
PROTEINAS DE FUSAS DA RECIAS CONSTANTE O
TRUNSGLORDLING /NECEDPYOR DO FTC-BETA DO TIPO II

& presente invencdo tem por objecte prctsinas de fusao
que compreendem = receptor de FTC-beta {(factor

transformac¢do do crescimento) dc tipc II,

-t

porcdo de cadeia constante de imunoglobulina. Também

tem por objecto os processos de utilizagdo das proteinas de
fusdo da presente invengdo, para tratar uma variedade ae

distirbios fibro-proliferarivos.
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PROTEINAS DE FUSZ0 DA REGIAO CONSTANTE DA
‘RREOBSTOR DO FTC-BETA DO TIPO II

A presente invencgado tem por objecto proteinas de fusao
soluveis do receptor do FTC-beta e as suas utilizacbes em
processos ou em condigbes de tratamento, caracterizadas por
ura  sobre-producao de FTC-beta, incluindo a <Ifibro-

proliferacéo.

SHTROEDENTES

0 factor beta de transformacdo do crescimento (FTC-
beta) representa uma familia de polipéptidos, dos guais
trés estao presentes nos mamiferos, FTC-beta 1, FTC-beta 2
e FTC-beta 3. Estes factores tém efeitos globais no
crescimento e na diferenciagdo das células (Roberts e Sporn
(1990) Handok. Exp. Pharm. 95: 419-58). H& um crescente
corpo de evidéncias de que o FIC-beta também mcdula o
processo imunitério (Wahl et al. (1989) Immunol. Today 10:
258-61). Para além da estimulac¢do da congregacdo de células
imunitdrias no sitio do trauma, o FTIC-beta também providen-
cla uma reacgdo fortemente positiva & sua prdpria sintese
continuada (Kim et al. (1930} Mol. Cell. Riol. 10: 1482Z-

1497) .

0 FTC-beta pode ser um factor proeminente na sticlogia
dos distlrbics fibroprcliferativos. O FIC-beta é conhecido
por estimular as células a produzir mais proteinas,
incluindo colagénic, biglicano, decorina e fibronectina; e

que degradam estas proteinas. Assim, o
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por inibir enzim



causar acumulacido de tecido fibroso. Por

patia diabética e na giomerulonefrite
mesangial humana, ambas distirbios fibroproliferatives, uma
caracteristica patoldgica proeminente e importante €& a

da matriz mesangial {(Maver et ail. (1984) J.

Clin. Invest, 74: 1143-55). Do mesmo modo, a fibr

o
radiacdo é caracterizada por um excesso de FTC-beta, pela
proliferacédo de fibroblastos e pela sobre-producdo de teci-
do conjuntive (Canney e Dean (1990) Brit. J. Radiol.
63:620-23). 0s investigadores que trabalharam neste dominio
t m tentado suprimir os efeitos do FIC-beta por meio da
administracdo de um anticorpo anti-FTIC-beta. Ver, Border et
al. {(1990) Nature 346: 371-74; Border et al. ((1992) Kidney

Int. 41: 566-570).

Os efeitos bioldgicos de FTC-beta sao mediados por
varias proteinas especificas da superficie das células,
incluindo os chamados receptores de FTC-beta do tipo I, do
tipo IT e do tipo III. A maior parte destes receptores
foram inicialmente identificados por FIC-beta radic-iodado,
reticulados guimicamente com proteinas da superficie das
células utilizando o reagente bifuncional DSS. Quase todas
as linhas de células que respondem a FTC-beta expressam
tanto os receptores do tipo I como os do tipo II, embora os
niveis da sua expressdc possam variar entre diferentes
tipos de células. Nenhum dos receptores do tipo I ou do
tipo 11, na auséncia um do outro, pode mediar uma resposta
de FTC-beta, embora o receptor dc tipo i sozinho seja

capaz ce se ligar a FTC-beta.

No degenvolvimento de melhores in:bidores de FIC-beta
para tratar importante

.



FTC-beta. Esta combinzsgio de caracteristicas vai permitir
doses muito mais Caixas e vail aumentar a facilidade de
administracdo. Além disso, uma proteina natural nac wvai

causar reacgbes cruzadas com outras espécies.

De acordo com isto, a presente invencac tem por
objecto novas composicdes e utilizacgdes dessas composigdes
em processos para o tratamento terapfutico de pacientes com
disturbios fibroproliferativos, conforme se descreve aqui a

seguir.

A presente invencao tem também por objecto vectores de
ADN recombinante que permitem a expressao de proteinas de
fusao dos receptores de FTC-beta em células hospedeiras
bacterianas e de mamiferocs e processocs para a sua

utilizacao.

Um dos aspectos da presente invencao # uma proteina de
fusdo do receptor de FTC-beta isolada, que inibe concorren-
cialmente a ligacdo de FTC-beta ao receptor de FTC-beta, em
que esta proteina & um receptor de FTC-beta do tipo II, que
compreende (a) um polipéptidco codificado pelo polipéptido
mostrado na SEQ ID N°. 2; (b} um polipéptido que compreende
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID N°. 8; ou (c) um

olipéptl u T uénci inoaci u
lipéptido e compreende a sequéncia de aminoacidos e

g

, pelo menocs 98 % idéntica & sequéncia de amincécidos da

[N

SEQ ID N°. 8 ligada a uma segunda proteina que ndo # um

receptor de FTC-beta do tipo II, em que a segunda proteina

= regiZo constante de uma imcnoglobulina.

proteinas preferidas contém a nova sequéncia de amincicidos

N

da SEQ ID ®*®. 1i, que engloba a recifo da fusio em cada um

dos lados da juncgio de receptor de FIC-betaz/imurnoglobulina.



As composicgdes farmacéuticas da presente invengaoc sao
exermplificadas por uma proteina de fusd&c do receptor de
FTC-beta, que compreende (a) um polipéptido codificado pelo
polipéptide mostrado na SEQ Ir! %, 2; (b) um polipéptido
que compreende a sequéncia de asmincdcidos da SEQ ID N°. §;
ou {=' um polipéptidc gque compreende uma sequéncia de

c

amincdcidos que &, pelo menos, 38 % idéntica & sequéncia de

aminocdcidos da CEQ Ir! N°. 8, num veiculc sob o
ponto de vista farmacéuticc, sendo que a proteina de fusao
estéd numa quantidade suficiente para inibir concorrencial-

mente a ligagao de FTC-beta a um ligando de FTC-beta.

Noutro aspecto, a presente invencao tem por objecto a
utilizagao de uma proteina de fusdo de R FTIC-beta II, que

compreende

(a) um polipéptido codificado pelo polinucledtido mostrado

na SEQ ID N°. 2 ou 4;

(b) um polipéptidc que compreende a sequéncia de

aminodcidos da SEQ ID N°. 8 ou 9; ou

(¢) um polipéptido que compreende uma sequéncia de
aminodacidos gue &€ pelo menos 98 % idéntica & sequéncia

de aminocdcidos da SEQ ID N°. 8 ou 9,

e uma vregido constante de wm imunoglobulina, em que a

[sed

referida proteina de fusdo de R FTC-beta II se liga a FTC-

beta para a preparagdo de uma composigio farmacéutica para

o tratamento de gue sofre de um disturbio

edtidos isolados estdo

ra

aqui, codificando, ra expressio, receptor de FIC-

e
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beta do tipo II ligado a uma segunda proteina, gue ndo é um
receptor de FTC-beta do tipo 1T, confcrme descrito agui. Os

proferidos seleccionam-se no grupoe que

SE¢ ID HWes. 1, Z, 3, 4, 10 e 12. Os
polinucledtidos que hibridam com estas sequéncias em

de hikridacdo normalizadas e que codificam uma

proteina gue tém uma actividade inibidora de FTC-beta de
uma prcteina de fusao do receptor de FIC-beta do tipo II,
estdao também aqui descritas. Osg polinucledétidos que
codificam na expressdo de uma proteina codificada pelas
sequéncias referidas de polinucleétidos estac também agui

englobados.

Os processos da presente invencao incluem um pProcesso
para a produg¢do da proteina de fusdo do receptor de FTC-
beta conforme aqui descrito, compreendendo a cultura de uma
célula hospedeira contendo um vector da presente invencao,
permitindo que a referida célula expresse a proteina de

fusao, isolando e purificando a proteina de fusao.

Um enquadramento € a utilizagdo de uma composig¢do num
processo para o© abaixamento dos niveis de FTC-beta num
individuo, que compreende a administracdo ao individuo de
uma quantidade efectiva de um antagonista de FTC-beta, que
€ proteina de fusdo do receptor de FTC-beta, gue compreende

a seguéncia de amirnocécidos das SEQ ID N°s 8, 9, 11 e 13.

Outro enguadramento, consiste na utilizagdo de uma
composigdo num processo para abaixamento dos niveis de FTC-

artrite, que compreende a

betz  num  individuo

de um

de uma quantidade -

que

proteina de

compreendendc  a

Neg. 8, 9, i1 e 13, Num




a presente invengdo providencia a utilizacgédo

num processo para © tratamento de um

cendigdo médica  associada  com  um

individuo, de

distuirbio fibroproliferativo. O processo providencia a

1

N

utilizacic, para uma administragfo parentérica, cral ou
local de wuma quantidade suficiente da proteina de fusao
soluvel do receptor de FTC-beta a um individuo, para
reduzir ou melhorar o disturbio =/cu blogquear a actividade

de ETC-beca no individuo.

Ainda noutro enquadramento, a utilizacado da composicao
no processo da presente invencao providencia a
administrac¢do da proteina de fusao do receptor de FTC-beta
por processos intravenocsos, intraoculares, intra-articula-
res, transdérmicos e entéricos. Noutro enquadramento da
presente inveng¢do, a composicao compreende a administracao
da proteina de fusao do receptor de FTC-beta a pacientes
com disturbios wvasculares do colagénio, tais como,
esclerose sistémica, polimiosite, escleroderma, dermatomic-

glte ou luUpus eritematoso sistémico.

Ainda noutro enguadramento da presente invencao, a
composicao compreende a administracdo da proteina de fusao
do receptor de FTC-beta a pacientes com £fibrcse intra-
ocular e pulmonar. Ainda noutro enguadramento, a proteina
de fusé&o do receptor de FTC-beta € administrada a pacientes
com nefropatia diabética, glomerulcenefrite, wvitreorstino-
patia proliferativa e artrite reumatodide.

Ainda enquadramento, a utilizagdc da composigic

O tratamento

no processo da
de uma ferida num individuo para evitar u sobre-produgzo da

tecido




processo providencia a administragac de uma gquantidade
suficiente da proteina de fusdo do receptor de FTC-beta ao
individuo, para reduzir a quantidade ou a actividads de
FTC-beta nesse individuo. Noutros enguadramentos, o0s tipos

feridas incluem  incisdes cirfirgicas, zceracdes

induzidas por traumas e feridas que envolvem o peritoneu
para 0S8 qualis a sobre-producao da formagao <o tecido
conuntive constitul adesdes abdominais. Ainda noutro
enquadramento, a sobre-produgao da formagdo de tecido
conjuntivo que serao evitadas incluem escaras, incluindo as
escaras que envolvem a restenose de vasos sanguineos e

escaras hipertrdficas e queldides.

Noutro enguadramento, a presente invencao providencia
a utilizacao de uma composigaoc num processo que previne a
fibrose apds radiagao num individuo que sofre ou estara
préoximo de sofrer terapia de radiacdo. A proteina de fusao
do receptor de FIC-beta €& administrada numa quantidade
suficiente para prevenir a sobre-producac da formacao de

tecido fibroso.

Deve entender-se que tanto a descrigao geral anterior
como a descricdo detalhada que se segue sao exemplifica-
tivas e explanatérias e pretendem providenciar uma maior
explanacdo da invencgdo conforme € reivindicado.
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SEQ ID N°. 1 Sequéncia de Nucledtidos do Vector de

¥

Expressao de R ¥+ II : Fc de Coelho
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CTCCGACGGC
GGTGGCAGCA
CACAACCACT
GCggcegeGT
GTCCGGACGC

AGCATCSCCC

TGTTAGUGGG

1 CGRETCCGECC

2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2301
2851
2901
2951
3001
3051

CCACCGICTT
CAGGTGACTC
CCAGAAGGGG
TGCCIGCGCG
CGCCICGGGG
GTCCCGIGCC
GTAGGGCTTC
GGCCTCTCTT
CTTCCCCTCT
CACGGTCCTIC
TCGTICICIG
CTCGGCCCGG
TAGGCTGCAA
GGCCCGGGLT
ACTGCAAGGAR
CTTGGCGGGA
AGCGACGGCG
GGCACGGTCC
TGGACAGTTB

CCGAGCCGTG

CCGRACCTCE

AGGAGGCCCC

TCCTITCITCC

! \ ks Y
GGGGAACGTC
'l laTarel Fa il
ACACGCAGAA

CGACCGTGAC

GCCCCAGCTC

CCCGTIGGGAC
CTGTAGCGC

TCAGGCCCCG
TGCGCAGCAC
CCCCTGSACT
GAGCTTCTGG
ACACCCAGGC
CACGGCCGGT
CCGGGGCTCC
TCTTAGGTCT
CTCCGAGGCC
CCGGACGGCC
CAGCCTICCCG
GGCGCAGGCG
GACAGAGTGG
CCTTICTTTICC
AGCTCTTACC
CCCAGGGCTC
TCTGCAGCGA
ACACTGICCA
GAGTGGGGCT

v GUGGETCCCCA

AT

TCTACAGCAA
TTCTCATGGT
GASCCICTCC
CCCTGCGCCG
GCGCCCCTTC

o CAGCAAGCAA

CTCCCTTGCC
CGCTGTCTCT
GACTTGGTGC
TCGCTTTATT
CCGGLCGCGGG
CGACTCCCAG
CIGCTICTTIC
GGCCCCCTTC
CTGGCGGCCC
CTCCTCCTTC
TCTCCTTGGG
TCTCCGGTGG
ACTCCCGGGA
GCGCTGATGG
GGTCCTGGGG
TIGGGGATGA
AGGGGCGACG
GGGCACACGT
CAGGGTCGGG
TCCCTICCCTC
CCCCCGGLAG

" CCGGGACICC

TGGTEATTCT

Il Yarlalalalsr sy
y GGAGGGGETTG

GCTCACCGTS
CCGTGATGGA
CTGTCICCGG
CECGLACTCC
CCATATTTAT
CCGGCTGGGG
GICICTCCIC

CCCCTIGCCTC &

CGGGTICCAGG
TCSCCAGAGT
GCCGGCICAG
GCCGCTGCTC
CTIGGGCICGG
GCGTGACTCC
GTGGCCTICTC
CGCGGCTTCT
TCCCTIGGTICT
CCTCGCCGGG
ATCTTGGGTIC
AGGCGCCTGG
TAAGCGCCCA
AGGTCCCAAT
ATGGCTCCCT
GCTTGGAGTG
ACCCGAGTICA
ACCCCTAGAG
GGCTGAGACT

GACAAGAGCA
TGAGGCTCTG
GTARATGAGT
IGCCCCGAGG
TCGGACCCCA
TSTCCGTGCG
GCGCACGGCC

CGTAAAGGAG
CGCGGGGCGT
TCCCGCCCCT
CTCGTICGGGA
CGICCCIGGA
CAGCGCTGGG
CTCTTTCCGC
CCTTCCGCGG
GCGAGGGTCA
CTCCICCTCG
TGACCTCTGC
GCCTCGAACT
CCTTCCCCCC
GCCCGCGGTC
CGGGGCTGAG
CTGCCTCCGC
GCTIGGGCCGA
ccceeereee
RAGGATGCCC
CGCCCCSTCT
CACGGGCTGS

D GGGGEGCGET




AGTIGTICTGCT

TAATTTGTAA

AGAGATCATA

AATTATCGCAA

ARATATTCIG

v ACTGTTTTTIT

ATTAATAACT
AGGGGTTAAT

ATCAGCCATA

i ACACCTCCCC

GTTGTTGTTA
TAGCATCACA
GIGGTTTGTC
GCCGGACGCA
CGCCTATATC
GGCTCATGAG
GGGGGACTGT
GGTGCICAAC
CGCATAAGGG

AN

CTGTTGACAT
ARGGGACTTC

ACTTGTTTAT
AATTTCACAA
CAAACTCATC
TICGTGGCCGG
GCCGACATCA
CGCTTGTITIC
TGGGCGCCAT
GGCCTCAACC
AGAGCGTCGA

% ARAGGGCCCT

TTGTGGGCTG
CCAGATATTT
CCAATTTCCT

ATGCTCRAAA
AAGGAATATT
CCACATTTGT
CTGAACCTGA
TGCAGCTTAT
ATAARGCATT
AATGTATCTT
CATCACCGGC
CCGATGGGGA
GGCGTGGGTA
CTCCTTGCAT
TACTACTGGG
GACTCCATCT
TGTGCAFSIGC
ITTACCAACA
TARAATTACC
TTTTGTTAAG

TAACCTTTAI

CTTACTCCAC
ATTGTGTACC
TGATGTATAG
AGAGGTTTTA
ARCATAARAT
ARTGGTTACA
TTTTTCACTG
ATCATGICTG
GCCACAGGTG
AGATCGGGCT
TGGTGGCAGG
GCACCATICC
CTGCTTCCTA
CAAAAATAAA
TGACAGCTTG
CTTCTGGAAC
CTTAGAAAGC
TGACCTAATT

3551 GTCAAGGAAC CTTACSTCTG TGGTGTGACA TAATTGGACA &

3601 AGASATTTAA AGCTCTAAGG IF ' GTATAATGTG

3651 TTABACTACT GATTCTAATT GITTGTGTAT TTTAGATTCC AACCTATGGA

3701 ACTGATGAAT GGGAGCAGIG &

=;5"" TTGCTCAGAL GAARTGCCAT

3801 BACATTCTAC TCCTCCAARA |

3851 TTTCCTTCAG AATTGCTAAG TTTTTTGAGT CATGCTGTGT TTAGTARTAG
RACTCTTGCT TGCTTTGCTA TTTACACCAC % GCTSCACTGC

AAGTAGGCAT
ACAGGCATAU
TTTAGCTTTT
SGCCTTGACT
CTTGCTTTAA
GRAATGCAATT
DATAAAGCARA
CATTCTAGTT
GATCCTCTAC
CGGTTGCTGG
CGCCACTTCG
CCCCGTGGCC
TTGCGGCGGC
ATGCAGGAGT
ATARARTAAR
TATGTTTICTG
ACAGCAGTGG
GGTCTGTGAR

AACAGGAGGA

AAACCCCTAC
i TCAAGTAGAG

GGATIGGGCAG CCTATGATIGC

CTTCCTGGEE

TTTATGAGGA

GAGGTTAGGG CACAGAGGAG

GATARGATAC

sl

i

e e TR R
- GCACTATACA

TCTACAARATG T



CTTATTAACC
CATAGTTATT

» AGTATGTFAT

TTTTSCCATA

. AARCTTAGCA

TCATCASCAC
ABRAGGCATTC

ARAATACACA &

AATTTTATAT
TTATGTCACA

" CTTTTTTGGA

SAGATGGCAT
CACCACTGC

TTACCTTAGA
CCACAGAAGT

. TGGTCTTATA

AACTTGARAG

ATACTTGATG
CTGGGAGAAG
CTTTCARAATT
TTGATTCATG
TGTCTACTTT
TCCAAACTTT
TCTACTGAGA
GAATGGAGAA
TCCACTGAAG
GAGCGGAGGC
ACACGGCGAC
ARATCCTACC

CGCAGGCCIG &

CCICGGCCTC

It lalalalalal W Vel
L TGGGCGGAARL

: T T
. CCTCTG

CATCTICCTG
CCTTTTTCCT
TTTATATTTC
CCTGCATGAT
GCTICCTGGT
ACTTGCCAAT
TGGCAAGARA
ACTATATTAA
CCAGGTTITTC
AGGTTGTGGT
CAGGGTAGGT
GATGCAGTTC
AGSCTICACG

CCTCCTCACT
TGCATAAATA

TSN SRR, Y
TGGGECGGAGT

CAC I

CCTTTACAAA T

AATAGCAGAC
CATTATAACT

ATTTTCTIGT

ATAGCAGTGC

% GTSCTATTAC

ATTCTGRAGG

GCAGTAGAAT

TSCSTCTGAG i

CCCATTCATC

v« ATCAGTAGTT

GCTTTAAATC
ARGGTTCCTT
AAAATGCATA
TTAGTCTTTC
CCTGGACCTC
CCCAAATCAA
CCTTGICACA
AAACAGARCT
TCCGGTTGTT
ATGAGCTCCS
TTICIGTCCTS
CTACCCATAA

CATTCTTIGG

CTCCGTIICTIT

ARAGTCCTTG

AGTTCCATAG
TALRCACATTA
TCTGTAGGTA
CACAAAGATC
GCITTAGGAG
TTCTCGTAGA
AGAGAGGACG
TTTCTGGGAA
AAGAGTCTGA
GCCTCCGACT
CAATAAGTCT
CGTGGTGGTT
TAAAGGTCGA
TCACCAGATT
AAGTACTTGA
GCCAATCCCC

i CCATGATGGC

CTAGGATTGC

i CCCCCCAAGT

ACTTCTGGAA

G CoTe

CGTCAAGTTT
TTTTTGCAAA

TRGCTCAGAG

GSSAGCCASG &

ATGGGCGGAG

alalealala)
GCGCET

AGCTTTTTCC

TAAACACAGC

AGCAGTAGCL

‘T TTTCCTCATT

GTTGGAATCT
TACACTTAARR
GITTGTCCAA
TAAAGCCAGC
GGGAGCAGAG
CTTCARACTT
CCTGGATATT
ARACGTGTCA
GGTGGCCTGG
ATCCAAACCA
TAAGGCATCA
CTTTGAGTTC
TTCTTICTCAG
CTGTTTACCT
ACTCGTTICCT
ATATTTTGGG
AGCGGGGATA

SGCCCCARAAT
AGCCTAGGCC

GCCGAGGLGGE

TTAGGGGCGEG

TTCGETGATG




7501
7551
7501
7651
7701
7751
7801
7851

7301

7351 &&

8001
8051
8101
8151

GAGTGTATAC

TGCACCATAT

CGCATCAGGC G

TiE

CGTICGGZTG

TATCCACAG

T

CAGCAARAGE
TAGGYSCCGC

GETGGCGARA

- AGCTCCCTCG

GSCCGCCTTT
GTASGTATCT
CACGAACCCC
TCTTGAGTCC
CTGGTAACAG
TTGAAGTGGT
CTGCGCTCTG

GATCCGGCAA

CAGCAGATTA
TTCTACGGGG
TGGTCATGAG

CAGTTACCAA
TSCGTTCATIC
CGGGAGGGCT
ACGCTICACCG

CCCGAGCGCAG

| TGTGCA

CCAG

CCCCCTGRCGE

CCCGACAGGA i

TGCGCTCTCC
CSCCCTSCGG
CAGTTCGGTG
CCGTITCAGCC
AACCCGGTAA
GATTAGCAGA
GGCCTARACTA

CTGRAGCCAG

CGCGCAGAAA
TCTGACGCTC
ATTATCARARD

& TTAAATCAAT

TGCTTAATCA
CATAGTTIGCC
TACCATCTGG
GCTCCAGATT

AAGTGGTCCT

3
e
b
]
ez
[}

b
]
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il GCGTTIGCTUG

Intub Nyl
AGCATCACH?

IGTTCCGACC
GAAGCGTIGGC
TAGGTCGTTC
CGACIGCTGC
GACACGACIT
GCGAGGSATG
CGGCTACACT

TTACCTTCGG &
¢ GCTGGTAGCG

AAAAGGATCT
AGTGGMCGA
AGGATCTTICA
CTAAAGTATA
GIGAGGCACC
TCACTCCCCG
CCCCAGTGGT
TATCAGCAAT

GCAACTTTAT

¢ AGTAAGTAGT

GYCATTGCTG

ATTCAGTTCC

CAGGCATCGT

W AGCGGTTAGC

T VT TURTIT A ! o
CAGTCTTATC

AGAGIAGATT

GTACSGAGAG

GAGRARATAC

7 TICGCSCGGT

CTCAAAZGCG

t AGAACATGTG &

ARATCGACGC Fi
T ACCAGGCGTT

CTGCCGCTTA
GCTTTCTCAT
GCTICCAAGCT
GCCTTATCCG
ATCGCCACTG
TAGGCGGTGC
AGAAGGACAG

A S
GTGGTITTTTT
CAAGAAGATC
AARCTCACGT
CCTAGATCCT
TATGAGTAARL

TATCTCAGCG

TCGTGTAGAT &

GCAATGATAC
AAACCAGCCA
CCGCCTICCAT
TCGCCAGTTA
GGTGTCACGC

T GATCAAGGCG

TCCTTCCETC |

GTARATACGCGT

TCCCCCSGGA
CCGGATACCS
AGCTCACGCT
GGGCTGTGTIG
GTAACTATCG
GCAGCAGCCA
TACAGAGTIC

TATTTGGTAT

T GGTAGCICTT

TGTTTGCAAG
CTTIGATCTT
TMGGGATTT
TTTAAATTRAA
CTTGGTCTGA
ATCTGTCTAT

N

CGCGAGACCC
GCCGGARGGEG
CCAGTCTATT
ATAGTTTIGCG
TCGICGTITIG

AGTTACATGA

S Y R
GCCGACCGAG

L CATAGCAGARA



8651 CTITAAARGT GCTCATCATT GGAAAACGTT CTTCGGGGCG AARACTCTICA

8701 AGGATCTTAC CGCTGTTGAG ATCCAGTTCG &% & CTCGTUCACC

s TCAGCATCTT & CAGCGTTTCT GGGTGAGCAA

8801 AAACAGGAAG GCAARATGCC GUARAARNGG GAATAAGGGC GACACGGAAR

8851 TGTTGAATAC TCATACTCIT £ R % GCATTTATCA

T
ERRES

8901 GGGTTATTGT CSCATGAGCG GATACATATT
GGTTCCGCUC ACATTTCCCC GAARAGTGCC ACCTGACGTC

& TSATTATCAT GACATTAACC - % GGCGSATCAC

9051 GAGGCCCTTT CGTCTTCAAG AATTCCG

SEQ ID N°. 2: Sequéncia de Nucledétidos de R FIC-f8 II : Fc¢

de Coelho

ATGGGTCGGGGGCTGCTCCGGGECCTGTGGCCGCTGCACCTCGTCCTGTGGACGCGCATC

832
GCCAGCACGATCCCGCCGCACGTTCACGAAGTCGGTTAATAACGACATGATGGTCACGGAC

892

952
TGTGACAACCAGAAGTCCTGCATGAGCAACTGCAGCATCACGTCCATCTGIGAGAAGGCA

1012
CACGAAGTCTGCGTGGCCGTCTGGAGCGAAGAACCGATGARAACATAACCCTGGAGACTGTG
1072
TCTCACGACCCCAAGCTCGCCTACCATGGATTCCTTCTGGARAGATTCTGUCTCTCCARAG
1132
TCTATCATGAAAGARAACAAGGTCGTTTGGGCAGACTTTCTT CATCTCTTCCTGCAGCACT
1192
CACGAGTGCAATGACCACATCATCTTCTCTGAGGAATATACCACCAGCAGTCCGGATCTG

I252

SAACTCCTGGEGGGACCETCA

1432




1492

i6l2

1732

GAGTGGGAGAGCAAT

1792

GGGCAGCCEGAGAACARCTACRAGACCACGCCTCCCGTG

TGGAC

TCCCACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCARGCTCACCGTGGACARGAGCAGETGGCAGCAG

1852

GGGARCGTCTTCTCATGCTCCGTEATGCATCGAGCUTCTGCACAACCACTACACCCACAAG

1912

AGCCTCTCCCTGTICTCCGGGTAAR

1972

SEQ ID N°. 3:

Expressido do R

1 GAATTCGAGC
CCCGCCTGGC
CGTATGTTICC
GIGGAGTATT
TATGCCAAGT
GGCATTATGC
ATCTACGTIAT
CATCAATGGG

ACCCCATTGA

red e u ke N

» "k)""‘“l{"

Sequéncia

II:Fc

TTGCATGCCT
TGACCGCCCA
CATAGTAACG
TACGGIAAAC
ACGCCCCCTA
CCAGTACATG
TAGTCATCGC
CGTGGATAGC
CGTCARTGGE

de

Humano

GCAGGTCGTT
ACGACCCCCG
CCAATAGGGA
TGCCCACTTG
TTGACGTCRA
ACCTTATGGG
IATTACCATG
GGITTGACIC

Nucledtidos

do

ACATAACTTA
CCCATTGACG
CTITICCATIG
GCAGTACATC
TGACGGTAAA
ACTTTCCIAC
GTGATGCGGT
ACGGGGATTT

AGTTTGLTTT GGCACC

# CTCCGCCCCA &

ATATAAGCAG

AGCTCGTTTA

Vector de

CGGTRAAATGG
TCAFITAATGA
ACGTCAATGG
AAGTGTATCA
TGGCCCGCCT
TTGGCAGTAC
TTTGGCAGTA
CZAFIGTICTCC
TCAACGGGAC

w TGGGCGGTAG

GTGAACCGETC

CTTTTATTTC




TGTTGCCTTT

ACTTCTAGGC
TCTXCCCGCG
GCCGCTGCAC
ACGTTICAGAA

T GCAGTCAAGT

> CTGTGACAAC

TGATGAGTGC
ASCCTIGACTT
GRACTCCTGE
CACCCTCATG
TGAGCCACGA
GAGGTGCATA
GTACCGTGTG

CAAGGAGTA
GAGAAAACCA
CACCCTIGCCC
CCTGCCTUGT
AGCAATGGGC
CTCCGACGGC
GGTGGCAGCA
CACAACCACT

CCACCGTCIT

CTGTACGGAA
GCCGCTCTGT
ATCGTCZTGT
GTCGGTTAAT
TTCCACAACT
CAGARATCCT

ACAGGARAGTC

. TAGAGACAGT

v CTTTATTCTG

AATGACAACA

GOTCGACARA
GGGGACCGTC
ATCSCCCGGA
AGACCCTGAG
ATGCCAAGAC
GTCAGCGTCC
CAAGTGCAAG
TCTCCAAAGC
CCATCCCGGG
CAAAGGCTTC
AGCCGGAGAA
TCCTTICTTCC
GGGGAACGTC
ACACGCAGAA

© CGACCGTGAC

SCCCCAGCTC

CCCGTGGGAL

CTGTAGCGCT

GAAGATGCTG

: TGAGACTTTIC

TCATCTTCIC &

ACTCACACAT
AGICTTCCTIC
CCCCTIGAGGT
GTCARGTTCA
AALGCCGCGG
TCACCGTICCT
GICTCCAACA
CARAGGGCAG
ATGAGCTGAC
TATCCCAGCG
CAACTACAAG
TCTACAGCAA
TTCTCATGCT
GAGCCTICTCC
CCCTGCGCCG

GCGCCCCTTC

GTGTITACTTC %%

CATGGGTCGG
GGATGCGTAT
AACGACATGA
GTGTAAATTT
GCATGAGCARA

TCTETGGCTE

GGGCTGCTCA
CGCCAGCACG
TAGTCACTGA
TGTGATGTGA
CTGCAGCALC
TATGGAGAAA

TIGCCATGAC

CITTCTCCAAA

TTCATGTGTT

GCCCACCGTG
TICCCCCCAA
CACATGCGTG
ACTGGTACGT
GAGGAGCAGT
GCACCAGGAC
AAGCCCTCCC
CCCCGAGAAC
CAAGAACCAG
ACATCGCCGT
ACCACGCCTIC
GCTCACCGTG
CCGTGATGCA
CTGTLTICCGG
CGCGGACTCC

CCASASTTAT

% CCGGCTGGGG

CTCCCTTECC

CGCTIGICTGT

GACTTGGTIGC

KTt aloreissiyaissl anles

S A

© CCGECGLGEEE G

L

mrﬁ{\mf‘ém("(“?c {

T

LR R

CCCCTGRCCTG

o PR PRV £ Wi

GTGCATIATS
CCTGTAGCTC

CCCAGCACCT
AACCCAAGGA
GTGGTGGACG
GGACGGCGTG
ACAACAGCAC
TGGCTGAATG
AGCCCCCATC
CACAGGTGTA
GICAGCCTGA
GGAGTGGGAG
CCGTGITGGA
GACAAGAGCA
TGAGGCTICTG
CTAAATGAGT
TGCCCGGAGG
TCGGACCCCA
TGTCCGTGCG

AARGCGCCCCA

CGTGGEGCET

TCCCGCCCCT



CSCCTICGGGG
GTCCCGTGCC

ACACCCAGGC
CACGGCCGGT

w CCGGGGCICG

CTCGGCCCGG
TAGGCTGCAA

GGCC

CGGGCT
AGTGGAAGGA
CTTGGCGGGA
AGGGACGGCG
GGCACGGTCC
TGGACAGTTG
CCGAGCCGTG
CCGAACCTICG
AGGAGGCCCC
CACGAGCTGA
CTACGAGGCA
TCGCGGCGAG
GCGCGCAAGG
GTGAAGGAAC
AGAGATTTAA
TTAAACTACT
ACTGATGAAT
TTGCTCAGAA
AACATICTAC

L ITTCCTTCAG &

DRI UAT. 4%

TCTIAGGTCT

'slanioy Vel fﬂﬁ/ﬂ

AW % (WY

CAGCCTICCCG
SGCGCAGGCG
GACAGAGTGG
CCTICITTICC
AGCTCTTACC
CCCAGGGCTC
ICTGCAGCGA
ACACTGTCCA
GAGTGGGGCT
GGAAGGGACT
CTCTTTICAAT
TAGCAAGGGA
GCGGTCCCCA
GGAGGGGTTG
GGGAATGGGC
CCCGTCACTT
CTTACTTICTG
AGCTCTAAGG
GATTCTAATT
GGGAGCAGTG
GAAATGCCAT
TCCTCCARAR

TOATGCTCAARA EW

CTGCTTCTTC

ACTCCCGGGA
GCGCTGATGG
GGTCCTGGGG
TTGGGGATGA
AGGGGCGACG
GGGCACACGT
CAGGGICGGG
TCCCTICCCTC
CCCCCGGTAC
CCGGGACTCC
TGGTICATTCT
GGGGICGCAG
GAGAGGGCGC
CACAAGGTSC
CCCGCARARAG
AAGGGACATA
TGGTGTGACA
TAAATATAAA
GTTTGIGTAT
GTGGRATGCC

CTAGTGATGA

¢ TGCTTTGCTA ILSA

TACTGTTITIT

CTGSGCTCGG

rC GCGLGACTCC

CTGGCCTCTC

= SGCGGCTICT
TCCCCGGICT
G CCTCGCCEGGE

ATCTTGGGTC
AGGCGCCTIGG
TRAAGCGCCCA
AGGTCCCAAT
ATGGCTCCCT
GCTTGGAGTG
ACCCGAGICA
ACCCCTAGAG
GGCIGAGACT
GCTGCCGCGG
TCCCCCCGAC
GAGTGCCCCC
AGGGGAAAGG
ATCCGGAAGC
GTCCACACCG
TGACGTGAGC
TAATTGGACA
ATTTTTAAGT
TTTAGASTCC
TTTARTGAGG
TGAGGCTACT
AGCTAGAAGA

" CATGCTGSGT TTAGT

i TTTAG
cT

G TGC

CGTCCCTGGA
CAGCGCFEGGG
CTCTTTCCGC
CCTTCCGCBG

CTUGICTTICG
TGACCTCTGC
GCCTCGAACT
CCTTCCCCCC
GCCCGCGGTC
CGGGGCTGAG
CTGCCTCCGC
GCTGGGCCGA
CCcCceceTCee
AAGGATGCCC
CGCCCCTTCT
CACGGGCTGT
GGGGGGCGCT
CGGCAGAACG
CAGAACCTAC
GGTGAGAGGG
TCAGATCTTT
AACTACCTIAC
GTATAATGTG
AACCTATGGA
AAAACCTGTT
GCTGACTICTC
CCCCAAGGAC
AATAG
GCTGCACTGC

AGTRAGGCAT
GCATAG

P

Falasiasts
CTTTT

TCALT



4131

4201 ¢

4251
4501

AGAGATCATA

GTTGTTGTTA

ATCAGCCATA

TAGCATCACA &8

GTGGETTTCETC Ta&d

CGCCTATATC
GGCTCATGAG
GGGGGACTGT
GGTGCTCAAC
CGCATAAGGG

SN,
Ry

CTGTTIGACAT
AAGGGACTTC
AAACCCCTAC
CACAGAGGGT
GAGGTTAGGG
GATAAGATAC
AAAAATGCTT
ATTATAAGCT
GTTTCAGGTT
TCTACAAATG
TCAAATATTC
AATTTTTGAG
ARGRAAARRC
TTACAGAATA

TITGTGGTGT

2,

TCATCATCAC

T TTACCTTAGAR &

CCTTTCTCTT ¢

TCGIGGCCGG &

GCCGACATCA
CGCTITIGTITTC
TGGGCGCCAT
GGCCTCAACC
AGAGCGTCSA

% MGGGCCCT

TIGTGGGCTG
CCAGATATTT
CCAATTTCCT
GGATGGGCAG
TTTATGAGGA
ATTGATGAGT
TATTTGTGRA
GCAATAAACA
CAGGGGGAGG
TGGTATGGCT
CTTATTAACC
CATAGTTATT
AGTATGTTAT
TTTTTCCATA
AAATAGCAAL

& AAACTTAGCA 3

CCACAGAACT

CCACATTIGT

T BATGGTTACA &

AGAGGTTTTA

TTTTTCACTG

' ATCATGTICTG

2
T
~3
]
G2
9]
o]
I

CC
GGCGTGGETA
CTCCTTGCAT
TACTACTGGG

GACTCCATCT <

TGTGCARAGC
TITACCAACA
TAAAATTACC
TTITTGTTAAG
CCTATGATIG
CACAGAGGAG
TTGGACMC
ATTTGTGATG
LAGTTAACAAC
TGTGGGAGGT
GATTATGATC
CCTTTACAAA
ARTAGCAGAC
GATTATAACT
ATTTICTIGT

GCAAGCAAGA

AGTAGAAT

AT TTCTTCTGAG ¢

CCCATTCATC

- GCCACAGGTG

v AGATCGGGCT

TGGTGGCAGG
GCACCATTCC
CTGCTITCCTA

N3

N DT

TGACAGCTTG
CTICIGGAAC
CTTAGARAGC
TGACCTAATT
GAATGTCCTC
CTTCCTGGGG
CACAACTAGA
CTATTGCTTT

CAATTGCA
TTTTTAAAGC
TCTAGTCAAG

TTAAAAAGCT A

ACTCTATGCC
GTTATGCCTA
ATAGCAGTIGC
GTTCTATTAC

SGTCCTTIG

GTTGAGAGTC

CTTGCTTTAR

NI

CATTCTAGTT
GATCCTCTAC
CGGITGCTIGG
CGCCACTTCG
CCCCGTGGLC
TTGCGGCGGC
ATGCAGGAGT

5 ATARAATARA

TATGTTTCTG
ACAGCAGTGG
GGTCTGTGAA
AACAGGAGGA
TCAAGTAGAG
ATCCAGACAT
ATGCAGTGAA
ATTTGTAACC
TTCATTTTAT
AAGTAARACC
GCACTATACA
AAGGTACAC
TGTIGIGGAGT
CTTATAAAGG

AGCTTTTICC

GGGTCTTCTA

AGCAGTAGCC

TTTCOTCAT

> GTTGGAATCT

PETIETIIT N T R
GTTTGTCCAA



BAAAGTCCCA

T
R G 4N 4

& CATCTICCTG

1 ATACTTGATG
CTGGGAGAAG
CTTTCAAATT
6101 TTGATTCATC
TGTCSACTTT
TCOCAAACTTT
TCTACTGAGA
GAATGGAGAR
TCCACTGAAG
GAGCGGAGGC
ACACGGCGAC

CCTTTTTCCT

TITTASATTIC i

CCTGCAIGAT

GCTTCCTGET &

ACTTGCCAAT
TGGCAAGAAA
ACTATATTAA
CCAGGTTTTC
AGGTTGTGGT
CAGGGTAGGT
GATGCAGTTIC

30 AGCCTTCACG

CGCAGCCCTG
TCCAAAARAG
CCTCGGCCTC
TGGGCGGAAC
GACTATGGTT
ACGGTGAARA
CTGTAAGCGG
TGTTGGCGGG
GAGTGTATAC
TGCACCATAT
CGCATICAGGC
CGTTCGGCTG
TATCCACAGA
CAGCARAAGG

GGTGGCGAAR

AGCTCCCTCG

-~

GTCCGCCTTT

==
<
[

L,

~J
(921

TAGGGTICCGC

AGCTGTCCCC
CCTCCICACT
TGCATAAATA
TGGGCGGAGT
GCTGACTAAT
CCTICTGACAC
ATGCCGGGAG
TGTCGGGGCG
TGGCTTAACT
GCGGTGTIGAA
GCTCTTCCGC
CGGCGAGCGG
ATIAGGGGAT

CCAGGAACCG ¥

CCCGACAGGA

TGCCCTCTCC

CTCCCTTCGG

GTCTTATA &8

TTAGTCTTTC

CCTGGACCTC

CCTTGSCACA &

TCCGGTTGTT
ATGAGCTCCT

TTCIGTCCTT %

CTACCCATAA
CATTCITTGG
CICCGTTICTIT
AATGGTCGAA
CTAGGATTGC
CCCCCCAAGC
ACTTCTGGAA
AARAAARTTA
TAGGGGCGGG
TGAGATGCTG
ATGCAGCTICC
CAGACAAGCC
CAGCCATGAC
ATGCGGCATC
ATACCGCACA
TICCTCGCTIC
TATCAGCTICA
AACGCAGGAA
AGCATCACAA
CTATAAAGAT
TETTCCGACC
GAAGCGTGEEC

CGRICGCTGC

& GCTTITAGGAG
TTCTCGTAGA OTT

AGAGASGACG

& TTITCTGGGAA

T GCCTCCGACT @

CRATAAGTCT
CGTGGTGGTT

TCACCAGAST
AAGTACTTGA
GCCAATCCCC
CCATGATGGC
CGTCAAGTTT
TTTTTGCAAA
TAGCTCAGAG
GTCAGCCATG
ATGGGCGGAG
CCTCGCGCGT
CGGAGACGGT
CGICAGGGCG
CCAGTCACGT
AGAGCAGATT
GATGCGTAAG
ACTGACTCGC
CTCARAAGGLG
AGRABRCATCTG

o GCGTTGCTGEG

AAATCGACGC
ACCAGGCGTT
CTGCCECTTA

GCTTTCTCAT

GGGAGCASAG

CCTGGGTIATT
AAACGTGTCA

Y aiafaissrals
GGTGGECOTEE

TAAGGCATCAR

CTTTGAGTTC

iy TTCTTCTCAG

CTGITTACCT
ACTCGTTCCT
ATATTTTGGG
AGCGGGGATA
GGCGCGAAAT
AGCCTAGGCC
GCCGAGGCGG
GGGCGGAGAA
TTAGGGGCGG
TTCGGTGATG
CACAGCTIGT
CGTCAGCGGG
AGCGATAGCG
GTACTGAGAG
GAGARAAATAC
TGCGCTCGGT
GTAATACGGT
AGCAAAAGGC
CGTTTTITGCA
TCAAGTCAGE

TCCCCOTGGA
CCGGATACCT

AGISCACGCT

i GTAACTATCG




AGAT

CAGCAGA
TTCTACGGSG
TGGICATGAG
AARTGAAGTT
CAGTTACCAA
TTCGTTCATC
CGGGAGGGCT
ACGCTCACCG
CCGAGCGCAG
AATTGTTGCC
CAACGTTGTT
GTATGGCTTC
TCCCCCATGT
TGTCAGAAGT
TGCATAATTC

GGTGAGTACT

ISGCICTITGC

YO ARAARGGATCT

TCTGALGCTC
ATTATCAAAR
TTABRATCAAT
TGCTTAATCA
CATAGITGCC
TACCATCIGG
GCTCCAGATT
AAGTGGTCCT
GGGAAGCTAG
GCCATTGCTG
ATTCAGCICC
TGTGCAARLA
AAGTTGGCCG
TCTTACTGTC
CAACCAAGTC
CCGGCGETCAA

'Y GCTCATCATT

AGGATCTTAC
CAACTGATICT
AAACAGGRAG
TOTTCAATAC
GGGTTATTGT
AACAAATAGE
TRAAGAAACCA

GAGGCCCTTT

CGCTGTITGAG
TCAGCATCTT

GCAABATGCC

TCATACTCTS
CTCATGAGCG
GGTTCCGCGC

SSATTASCAT

CETCTTCAAG A&

GACACGACTT

U Y iy
GCGAGGTATG

CGGCTACACT AGA

TTACCTTCGG &

¢ GUTGCETRGCG

AGTGGAACGA
AGGATCTTICA
CTAAAGTATA
GTGAGGCACC
TGACTCCCCG
CCCCAGTGCT

TATCAGCAAT &

GCAACTTTAT
AGTAAGTAGT
CAGGCATCGT
GGTTICCCAAC
AGCGGTTAGC
CAGTGTTATC
ATGCCATCCG
ATTCTGAGAA
CACGGGATAA
GCAAAACGTT
ATCCAGTTICG
TTACTTTCAC

B

CCTTTTTCAA
GATACATATT
ACATTTCCCC

GACATTAACC

GTGGSTTTTT

AARCTCACCT
CCTAGATCCT
TATGAGTARA
TATCTICAGCG
TCGTGTAGAT
GCAATGATAC
CCGCCTCCAT
TCGCCAGTIA
GGTGTICACGC
GATCAAGGCG
TCCTTCGGTIC
ACTCATGGTT
TPAGATGCTT
TAGTGTATGC
TACCGCGCCA
CTTCGGGGCG
ATGTAACCCA
CAGCGTTICT

GCAGCAGCCA
TACAGRGTTC

TATTTGGTAT

& GGTAGCICTT

o CTTTGATCIT

TAAGGGATTT
TTTAAATTAA
CITGGICIGA
ATCTGSCTAT
ARCTACGATA
CGCGAGACCC

A GCCGGAAGGG

CCAGTCTATT
ATAGTTTGCG
TCGTCGTTTG
AGTTACATGA
CTCCGATCGT
ATGGCAGCAC
TTCTGTGACT
GGCGACCGAG
CATAGCAGAA
AAAACTCTCA
CTCGTGCACC
GGGTGAGCAA

J GACACGGAAR

TATTATSGAA

TGARTGTATT

TATE

GCATTTATCA

A

TAGS T

ACCTGACGTC

GGCGTATCAC



SEQ ID N°. 4: Sequéncia de Nucledtidos do R FTC-f II:Fec
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1312
GTCTTCCTCTTCCCCCCAARACCCARGGACACCCTCATGAT CTCCCGGACCCCTGAGETC

N
SRR TN

e
R
BN

1432




SEQ ID N°. 5:

Iniciador frontal

- de Coelho e Humano

SEQ ID N°. 6:

Iniciador Inverso - Coelho

SEQ ID N°. 7:

S5'-AGTTTTGTCGACCPSIGTCAGGATTGCTGGTGTIA-3!

SEQ ID N°. 8:
Coelho

N N G A V
¢ b N ¢ K
H E V C V
¢ H D 2 K

bt
(@)
-

v

w0

j=s}

N
K

73 wn

[

noow <

i
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SEQ ID N°.

Humano
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SEQ ID N°. 10: Sequéncia de Nucledtidos da "Jungdo" de

Fus3o de RII:Fc de Coelho

SEQ ID N°. 11: Sequéncia de Aminodcidos da "Jungdo" da

Fusio de RII:Fc de Coelho

SEEYTTSSPDLVDKTHTCPPCP

SEQ ID N°. 12: Sequéncia de Nucledétidos da "Jungdo" da

Fusdo de RII:Fc¢ Humana

TCTCAGRAGAATATAACACCAGCAATCCTGACTTGGTCGACAAAACTCACACATGCCCACCETGC CCA

SEQ ID N°. 13: Sequéncia de Aminodcidos da '"Jungdo" da

Fusdo de RII:Fc Humana

SEEYNTSNPDLVDKTHTCPPCP

DESCRIZAD DETALEADS

Utilizaram-se aquil os seguintes termos e expressfdes:

Definicdes

WY - - ey e 1 P ' : el
Recombinante , tal aqgui, SLgniLlca

por exemplo, wicrobiancs ou de

“Microblano” refere-se a proteinas recombinantes

em sistemas de expressdo de bactérias o2: de fungos (por



exemplo, levedura). Define-se i produto “micrebiano
recombinante” como uma proteina produzida num sistema de
expressao microbiana que estd praticamente livre de
substédncias enddégenas naturais. A proteina expressa na
maior parte das culturas bacterianas, por exemplo, E. coli,
estara isenta de glicanc. A proteina expressa em levedura
pode ter um modelo de glicosilagi&o diferente da expressa em

células de mamiferos.

"Activo sob o ponto de vista bicldégico", tal como se
utiliza ao longo da presente memdria descritiva como uma
caracteristica dos receptores de FTC-beta, significa que
uma determinada molécula partilha uma homologia da
sequéncia de aminoacidos suficiente com os enquadramentos
da presente invencdo aqui descritos, como sendo capaz de se
ligar a quantidades detectdveis de FTC-beta e/ou transmitir
um estimulo de FTC-beta a uma célula, por exemplo, um
componente de uma estrutura de um receptor hibrido ou uma
reacgao cruzada com anticorpos do receptor anti-FTC-beta em
fungao do receptor de FIC-beta de fontes naturais (isto é,
nao recombinantes). Preferencialmente, as fusdes do
receptor de FTC-beta activas sob o ponto de vista bioldgico
dentro do admbito da presente invengdo sdo capazes de se
ligar superior a 0,1 nmoles de FTC-beta por nmocle do
receptor e, mais preferencialmente, superior a 0,5 nmole de
FTC-beta por nmole do receptor em condigdes de ligacao

padrido (ver a seguir).

de FTC-beta”,

Do mesmo modo, uma “molécula de

tal como se utiliza aqui, € qualquer molécula que exiba a

1
[

D2

i

ica ou uma actividade gue &

como uma proteina de fusldc do receptor




“Individuo” significa um organismo vivo, incluindo
seres humanos, outros mamiferos e guaisguer outros animais

que produzam FTC-beta.

Q.

“Sobre-producds de FTC-beta”, tal como se utiliza

aqui, & uma qguantidade de FTC-beta presente no soro ou no
tecido, que estd anormalmente acima do nivel normal. Mais
preferencialmente, sobre-produgado de FIC-beta é um nivel
entre cerca de 2 e cerca de 20 vezes o0 normal. Ainda mais
preferencialmente, a sobre-produgdo de FTC-beta €& um nivel
entre cerca de 2 e cerca de 15 vezes o normal. Por exemplo,
Deqguchi mediu a produgdo de FTC-beta durante 24 horas das
células brdnguic-alveclares e relatou niveis normais de 410
+/~ 225 células, contra o excesso de produgao de

FTC-beta de 1.283 +/- 453

células no ldpus

eritematoso sistémico e 1.417 +/- 471 wufis’ células no

escleroderma ((19%2) Ann. Rheum. Dis. 51:36265). A sobre-
produgao de FTIC-beta pode ser determinada em combinag¢do com
og niveis normais, medindo a proteina de FTC-beta de ARNm
de FTC-beta ou de procdutos cuja sintese € estimulada por

FTC-beta, tal como, o cclagénio.

"Tecido conjuntivo"™ £€ tecido fibroso caracterizado
pela presenca de fibroblastos e proteinas fibrosas, tais

como, colagénic e elastina,

Um "disturbio fibropreliferative” & caracterizado pela
proliferacdo de fibroblastos mais a correspondente sobre-

xpressdo da matriz extracelular, tal como, fibronectina,

laminina e cclagénio.




ponto de vista fisiolégico. A composicdo terapéutica pode

conter excipisntes, tails come, agua, minerais

tais como, prote

Uma suficiente" das proteinas da presente

. sy S I
invencac, tal

como se utiliza aqui, refere-se a quantidade

da proteina de fusdo do receptor de FIC-beta que neutraliza
a actividade bioldégica do excesso de FTIC-Seta. Pode ser
determinada por (1} wvaridveis «c¢linicas apropriadas de
melhoramento, (2) avaliacac patoldégica dos efeitos na
fibrose e/ou na imunossupressdo ou prevencao da fibrose ou

(3) uma inibicdo directa de FIC-beta.

"Arnincdcido” - uma unidade mcnomérica de um péptido,
polipéptido ou proteina. HA vinte arninodcidos encontrados
nos péptidos, polipéptidos e proteinas de ocorréncia
natural, sendo que tcdos eles sao isémeros L. O termo
também inclui andlogos de aminodcidos e isdmeros D dos

aminoadcidos da proteina e dos seus analogos.

"Proteina" - qualquer polimero que consiste pratica-
mente em qualquer um dos vinte aminodcidos. Embora
"oolipéptido" seja muitas vezes utilizado em referéncia. a
polipéptidos relativamente grandes e "péptido" seja muitas
vezes utilizado em referéncia a polipéptidos pequenos, a
utilizacao destes termos na técnicaz sobrepde-se e varia. U
termo "proteina", tal como se utiliza aqui, refere-se a
péptidos, proteinas e polipéptidos, a menos que se indique

de outra forma.

funcional" de um resgiduo de amincicido, é

um  aminocdcide gue  tem  propriedadss fisico-quimicas

doo residuc de amincdcido que fol substituido

pelo equivalente




- refere-se a uma Ligagdo covalente, colinear,

de duas ou mais proteinas wu dos seus fragmentos por via
das guas estruturas peptidicas individuais, mais

ira de uma

preferencialmente, através da expressao

molécula de polinucleétido que codifica essas proteinag.

“Mutante” - qualquer alteracdoc no material genético de

um em particular, qualguer alteracioc

LR R
N

aci¢do ou alteracdo) numa

eliminacdo,
sequéncis de pelinucledtidos de tipo selvagem ou qualquer

alteragdo numa proteina de tipo selvagem.

"De tipo selvagem ou de ocorréncia natural”, sequéncia
de polinucledtidos de ocorréncia natural de um exdo de uma
proteina ou de uma parte dela ou uma sequéncia de proteinas
ou uma porcdo delas, respectivamente, tal como existe

nsrmalmente in vivo.

"CondigBes de hibridacao padrio” - condigles de

salinidade e temperatura praticamente equivalentes a 0,5 x

S8C &t cerca de 5 x GSC e 65 'C tanto para a hibridacao
como para a lavagem. A expressao "condigdes de hibridacao
padrdo", tal como se utiliza aqui, € assim uma definicgdo
operacional e engloba uma gama de condigdes de hibridacao.
As condicdes mais severas podem, por exemplo, incluir a

hibridacao com um  tampao de clivagem de placa

(polivinilpirrolidona a 0,2 %, Ficoll 400 a 0,2 % &albumina

de soro bovino a 0,2 %, Tris-HCI (pH 7,5); NaCl 1 M;
pirofosfato de sddio a 0,I % SDS a 1 %); sulfato de
dextrazno a I3 % = 100 ug/mL de ADN de esperma de salmdo,

degnarturado,s tratado com ultra-sons, a 65 "C, durante 1Z-
2

254 "o
de sédio 7,5

As condicgdes mencs severas

com = tampéo de




clivagem de placa, sulfato de dextrano a 10 % e 110 ug/mL
de ADN de esperma de salmao, desnaturado, tratado com
ultra-sons, a 55 "C, durante 12-20 horas e lavado com NaCl

a 1l %, a b5b

(2,0 x =

300 mM/citrate de sddio 30

“C, Ver também, Current Protocols in Molecular Biology,
John wiley & Sonsg, Inc. New York, Sections 6.3.1-86.3.8,

(1989).

"Sequéncia de expressdo de controlo" - uma seguéncia
de polinucledtidos que controla e regulz a expressao dos

genes quando ligada operacionalmente a esses genes.

“Operacionalmente ligada" - uma seqguéncia de polinu-
cleétidos (ADN, ARN) esta operacionalmente ligada a uma
sequéncia de expressaoc de controlo gquando a sequéncia de
expressao de controlo controla e regula a transcrigdo e a
traducao dessa sequéncia de polinucledtidos. A expressao
“ligado operacionalmente" inclui ter um sinal inicial
apropriado (por exemplo, ATG) na frente da sequéncia de
polinucleétidos a ser expressa e mantendo a estrutura de
leitura correcta para permitir a expressido da sequéncia de
polinucleétidos sobre o controlo da sequéncia de expresséo
de controlo e a producdo do polipéptido desejado codificado

pela sequéncia de polinucledtidos.

“Vector de expressdao" - um polinucledticc, tal como um
plasmido de ADN ou fago (entre outros exemplos comuns) que
permite a expressdo de pelo menos um gene quando O VeCTor

de expressdo é introduzido numa célula hospedeira. O vector

pode ou nao ser capaz de replicar numa célula.




ptidos, significa um polinucledtido de ARN ou de ADN, uma
porcdo de um polinucledtido gendmico, um polinucledtido de
ADNc ou sintético que, em virtude da sua origem ou
manipulac8o: PR nao estd associado com todo ©
polinucledtido com o qual esta associado na natureza (por
exemplo, estd presente numa c<¢élula hospedeira como um
vector de expressdo ou uma parte dele); ou (i1i) estd ligado
a um &cido nucleico ou a outra parte guimica diferente
daquela a que estd ligado na natureza; ou (1ii) ndo ocorre
na natureza. Por "isolado" entende-se ainda uma sequéncia
de polinucledtido que esta (i) amplificada in vitro, por
exemplo, por uma reacgdao em cadeia de polimerase (RCP);
(i11) sintetizado quimicamente; (ii1i) produzido de forma
recombinante por clonagem; ou (iv) purificado, por exemplo,

por clivagem e separacao em gel.

Assim, "adcido nucleico praticamente puro" é um &cido
nucleico que naoc & imediatamente contiguo a uma ou a ambas
as sequéncias de codificacdo a que estéd normalmente contido
no genoma de ocorréncia natural do organismo do gqual esse
dcido nucleico derivou. ADN praticamente puro também inclui
um ADN recombinante que faz parte de um gene hibridc que

codifica sequéncias adicionais.

"Isolado" (utilizado intermutavelmente como "pratica-
mente puro") - quando aplicado a polipéptidos, significa um
polipéptide ou uma porgdo dele que, em virtude da sua

¢

origem ou manipulaggo: (1) estd presente numa célula

hospedeira como um produto de expressao de uma porcaoc de um
vector de expressio; ou (i1i) estd ligado a uma proteina ou
a outra parte quimica diferente daquela a gus estd ligado
na natureza; ou (iii) ndc ocorre w3 natureza. Por “izoladc
entende-se ainda uma proteina cue é: i sintetizada

gquimicamente; ou i1i) expressa numa c&lula hospedeira e



purificada das proteinas associadas. C termo geralmente
significa um polipéptido que tenha sido separado de outras
proteinas e &cidos nucleicos com o©s quais ocorre na

natureza. Preferencialmente, ¢ ©polipéptido & também

separado de tais como, anticorpcs ou matrizes

de gel (pold J, gue sdo utilizadas para ©
purificar.
"Promotor heterdlogo" - tal como se utiliza aqui, € um

promotor que ni3o estd associado na natureza com um gene ou

um acido nucleico purificado.

“Hom&logo” - tal como se utiliza aqui, é sindnimo do
termo "identidade" e refere-se & semelhanga de sequéncias
entre dois polipéptidos, moléculas ou entre dois 4dcidos
nucleicos. Quando uma posigdo nas duas seguéncias
comparadas estd ocupada pela mesma base ou subunidade
monomérica de aminodcido (por exemplo, se uma pesigédo em
cada uma das duas moléculas de ADN estd ocupada por adenina
ou uma posigdo em cada um dos dols péptidos estd ocupada
por uma lisina), entdo as respectivas moléculas séao
homélogas nessa posicao. A percentagem de homologia entre
duas sequéncias em funcdo do numero de @ posicgdes
emparelhadas ou homélogas partilhadas pelas duas sequéncias
divididas pelo nimero de posicgdes comparadas x 100. Por

exemplo, se 6 de 10 das posicgdes nas duas sequéncias estédo

o

lnadag ou sdo homdlocas, entdo as duas sequéncias sdo

[¢}]
F

empar
60 % homblogas. A titulo de exemplo, as sequéncias de ADN

CTGACT e CAGGTT partilham 50 % de homologia (3 de um total

de ¢ pogigdes coincicem). Geralmente, faz-se ura




Os termos “péptidos”, "proteinas" e “polipéptidos” sic
utilizados aqui de forma intermutiavel. As expressdes
v“ogeguéneia de polinucledtidos” e “seguéncila de nucledtidos”

sdo tambhém utilizadas aqui de forma internmutével.

A pratica da presente invencdo utilizard, a menos que
seja indicado de outra forma, técnicas convencicnais da
biologia das células, cultura de células, bioclogia

molecular, microbiologia, ADN recombinante, guimica das

proteinas e imunologia, gue eatia dentro das competéncias
desta  técnica. Essas técnicas estdoc descritas na
literatura. Ver, por exemplo, Molecular Cloning: A
Laborato-y Manual, 2% edicdo. {(Sambrook, Fritsch e
Maniatis, eds.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989;
DNA Cloning, Volumes I e 11 (D. N. Glover, ed), 1985;
Oligonucleotide Synthesis, (M. J. Gait, =d.), 1984; patente
de invencao norte-americana U.S. No. 4.683.195 (Mullis et
al.,); Nucleic Acid Hybridization (E. D. Hames e S. J.
Higgins, eds.), 1984; Transcription and Translation (B.D.
Hames e S. J. Higgins, eds.}, 1984; Culture of Animal Cells
(R. I. Freshney, ed). Alan R. Liss, Inc., 1987; Immobilized
Cells and Enzymes, IRL Press, 1986; A Practical Guide to
Molecular Cloning (B. Perbal), 1984; Methods in Enzymology,
Volumes 154 e 155 (Wu et al., eds), Academic Press, New
York; Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (J. H.
Miller e M., P. Calos, =ads.}, 1987, Cold Spring Harbor
Laboratory; Immunochemical Methods in Cell and Molecular
Riclogy (Mayer and Waiker, eds.), Academic Press, Londcn,
1987; Handbock of Experiment Immunolocy, Volumes I-IV {(D.M.
Weir e C, C. Blackwell, eds.;, 19286; Manipulating the Mcouse

Erbryve, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1386,



II. Propriedades Gerais de Proteinas e Polinucledtidos

Isolados

ao Receptor de FTC-beta e dos seus

A, Fusdes

Anadlogos como Antagonistas de FTIC-beta

A presente invengdo utiliza polipéptidcocs antagonistas
de FTC-beta 1isolados e ©purificadeos. Os polipéptidos
antagonistas de FTIC-beta isolados e purificados, utilizados
na presente invencao, estao praticamente isentos de outros
materiais contaminantes de origem natural ou enddgena e
contém menos do que cerca de I % em massa de residuos de
contaminantes de proteinas dos processos de produgao. 08
polipéptidos antagonistas de FTC-beta utilizados na

presente invengao estao, eventualmente, sem a glicosilacio

do modelo natural associado.

Tal como se utiliza aqui, a expressac "receptor de
FTC-Seta" refere-se a proteinas que tém sequéncias de
aminodacidos que sao praticamente semelhantes ao receptor de
FIC-beta de mamifero natural ou as sequéncias de moléculas
de ligacao de FTIC-beta e que sac capazes de se ligarem a
FTC-beta e de inibirem que FTC-beta se ligue a membranas
das células contendo o receptor de FTC-beta. O receptor de
FTC-beta preferido & o receptor de FTC-beta maduro, de
comprimento completo, do tipo II. O receptor de FIC-beta do
tipo IT € uma proteina ligada a membrana, com um dominio
intrecelular, dominio <transmembrana e uma porgac extra-
celular que se liga a FTC-beta. Tem-se determinado o

receptor de ¥FTC-beta do tipo II humanc como tendo uma

J

Lin et al., Cell: 68,
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O
©

seqguén
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75-785 (19%S2) e corrigido come se mostra na

~J1



Os receptores de FIC-beta da presente invencao
preferidos, sdo fcrmas soluveis do receptor de FTC-beta do
tipo 17, assim como, moléculas de ligag¢do soluveis de FIC-
beta do tipo II. Os receptores de FIC-beta soluveis
incluem, por exemplo, anédlogos ou subunidades de proteinas
naturais, que tém, pelo menos 20 amincdcidos e que exibem,
pelo menos, alguma actividade bioldgica em comum com ©

I3 ou com as moléculas de

receptor de FTC-beta do

ligagao de FTC-beta.

As expressdes "proteina de fusao do receptor de FTC-
beta do tipo II” ou "R FIC-beta II:Fc¢”, s3o utilizados
intermutavelmente e representam os enquadramentos mais
preferidos das composigbes da presente invencgao. Esta
proteina de fusdo contém, pelo menos, uma parte do receptor
de FTC-beta (tipo II} ligado, pelo menos, a uma parte da
segunda proteina que ndo é um receptor de FTC-beta do tipo
II. Especificamente, a segunda proteina pode ser a regiao
constante de uma imunoglobulina (preferencialmente, IgG,
sendo o mais preferencial, IgGl) ou pode ser uma sua
expressao, tal como, a sua articulacao Cy2 ou Cg3. As
fusdes preferidas da presente invencao sao homodimeros,
ligados uns aos outros por ligagdes de dissulfureto mas
também se considera que as formas heterodiméricas estao

dentro admbito da presente invencado. Ver Seccao IV.

Asgim, as composigbes mails preferidas da presente

invencdo sdo antagonistas de FTC-beta que sdo proteinas de

fusao scliveis, tais como, moléculas de anticorpos
quiméricos recombinantes, comportando  seguéncias do
receptor substituidas pelos dominios varidveis

de alguma ou de ambas as cadeias leves e pesadas da

-
i A
a0 e

n
constante nao modificados. Por exemclc, R FTC-beta II



& produzido a partir de genes quiméricos:

una cadela pesada, guimdrica de R FTC-beta

I humana. No seguimento da transcrigdo e

liga-se

do gene guimérico, o produto

tenha wwm receptor de FIC-beta de forma

Essas formas pcolivalentes ao receptor de FTC-

beta podem ter uma wmalor &finidade de ligacdc para o

ligando de FSC-beta.

As estruturas do receptor de FTC-beta soluvel da
presente invencao, estao desprovidas da regiao da
transmembrana (e saoc segregadas a partir da célula) mas
retém a capacidade de se ligar a FTC-beta. As varias
proteinas bio-equivalentes e os andlogos de arninodcidos tém
uma seguéncia de aminodcidos correspondendo a toda ou parte
da regido extracelular de um receptor natural de FTIC-beta
(por exemplo, SEQ ID N°. 8 ou 9 ou sequéncias de
amincicidos praticamente semelhantes ou, pelo menocs, S8 %
homélogas das sequéncias da SEQ ID N°. 8 ou 9) e gue sao
biologicamente activas pelo facto de se ligarem ao ligando
de ¥IC-beta. Os receptores equivalentes de FTC-beta incluem
polipéptidos que variam destas sequéncias por uma ou mais
substituig¢des, eliminagdes ou adicdes e que retém a
capacidade de se ligar a FTC-beta ou de inibir a actividade
de transdug¢do do sinal de FIC-beta por via da superficie da
célula ligada &s proteinas do receptor de FTC-beta. A
inibicdo da actividade de transdugdo do sinal de FTC-beta
pode ser determinada transfectando as células com ADNs do
receptor de FTC-beta recombinznte, para se obter uma

expressao recompinante do receptor. Faz-se entdo as lula

n

Q
M

n
Pty

i

contactarem com PTC-beta e examinam-se 0s efeinos

ultantes. Se resultar um efeito que @&

e
o
15

atribuivel a do ligando, entdo o receptor recombinan-

te tem uma actividade de transdugio do sinal. Exermplog de



tem actividade

processos para determinar se um

ae cransducdo do sinal, estdo descritog por Idzerda et al.,

J. Exp. Med. 171: 861 (18%0C); o et ai., Proc. HNatl.

B
Q
o3}
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[

.S.A. B86: 3045 (1389); Prywes et al., EMBC J.
o

£:2179 (19%88) e Chou et 1 ., J. Biol. Chem. 262: 1842

(1987). Alternativamente, as células primarias ou as i. e
de células gque expressam um receptor enddgeno de FTC-beta e
tém uma resposta bioldgica detectidvel a FTC-beta podem

também ser utilizadas.

Um “fragmentc” das proteinas da presente invencdo €
uma porgido ou toda uma proteina que seja capaz de se ligar
a FTC-beta. Preferencialmente, este fragmento tem uma
elevada afinidade para FIC-betz. 0Os fragmentos preferidos
das proteinas de fusdao sao os fragmentos de proteinas que
compreendem, pelo menos, parte da porgao extracelular do
receptor de FTIC-beta do tipo 11 ligado a, pelo menos, uma
parte da uma regido constante de uma imunoglobulina.
Preferencialmente, a afinidade esta no intervalo de cerca

N
.

de 1&7 a

M, embora a afinidade possa variar

consideravelmente com fragmentos de diferentes dimensodes,

RS

variando de 107" a i M. Num enguadramentc, o fragmento
tem cerca de 10-110 aminodcidos de comprimento e compreende
o sitio de ligacao de FTC-beta ligado a, pelo menos, parte

de uma regiao constante de uma imunoglobulina.

Se a sequéncia de aminodcidos naturais do dominio
extracelular do receptor de FTIC-beta (por exemplo, 0sS
amincdcidos 1 a 160 das SEQ ID N°s. 8 ocu 9) é utilizada nas
proteinas de fusao, a sequéncia de aminocidcidos parece-se

extracelular inteira do receptor do tipo LI.

-

Quando se utilizam porgdes do receptor de FIC-beta do

Il menores, elas parecem-se com varias porgdes das porgdes

extracelulares do receptor de FT tipo I1, desde



que Se liguem a FTC-beta com elevada afinidade. Embora a

sequéncia de um dado "fragmento" se baseie  maiw

G

preferencialmente no receptor natural de FIC-beta da regid

extracelular, a definicd3o também engloba anélogos de

proteinas da presente que tém uma elevada

incluem os gue Sao

afinidade para FTC-beta. Esses

produzidos por substituigdes conservadoras de aminocécidos,

assim como, o©0s gue sao produzidos por @

fragmenta pelas células mutadas.

Os membros da familia dos receptores de FTC-beta uteis
nas utilizacdes das composicdes nos processos da presente
invencao, incluem qualguer uma das proteinas naturais de
ccerréncia natural incluindo as suas contrapartes
filogenéticas, alélicas ou outras das suas variantes, quer
produzidas a partir de fontes naturais ou qguimicamente,
incluindo mutainas ou proteinas mutantes, assim como,
formas recombinantes e novas, membros activos da familia.
Os polipéptideos incluem uma sequéncia de aminocacidos de,
pelo menos, 98 % ou 99 % hombélogas & sequéncia de
aminodcidos das SEQ ID N°s. 8 ou 9. O polipéptido pode
também incluir uma sequéncia de aminoacidos praticamente
igual & sequéncia de aminodcidos nas SEQ ID N°s. 8 ou 9. O
polipéptido tem, pelo menos, 5, 10, 20, 50, 100 ou 150
aminodacidos de comprimento e inclui, pelo menos 5,
preferencialmente, pelo menos 10, mais preferencialmente,
pelo menos 20 e, ainda mais preferencialmente, pelo menos
50, 100 ou 150 aminocédcidos contiguos das SEQ ID N°s. 8§ ou

9.

Os polipéptidos da presente invencao incluem aqueles
cque tém origem como resultado da existéncia de genes
mGltiplos, eventos alternstivos de transcricdo, eventos de

alternativa de AEN e eventos alternativos de




traducdo e de pds-tradugio. O polipéptido pode ser feito

¢

inteiramente por meios sintéticos ou pode ser exgresso em

18T de cultura que resultam nas

0
(0

mas, por

modificacdes pds-traducdo praticamente igusis  presentes
cquando a proteina é expressa numa célula natural ou em

gque resultam na omissic de wmodificacbes pds-

traducdo presentes guando expressas numa célula natural.

B. Sequéncias Isoladas do Lolinucleédtidos

A presente invencao também tem por objecto
polinucledtidos que derivam de polinucledtidos que codifi-
cam, sSob expressao, o receptor de FTC-beta de tipo natural
(por exemplo, SEQ ID N°s. 1-4, 10 e 12}, ver também a
patente de invencao norte-americana U.S. 5.693.607. Um ADNc
que codifica uma molécula de um receptor de FTC-beta do
tipo II (isto €, os nucledtidos numerados como 832-1.311
das SEQ ID N°. 2 ou da SEQ ID N°. 4), & uma sequéncia de
ADN complementar (ADNc) que codifica para o receptor de
FTC-beta. Outros membros da familia dos receptores de FTC-
beta apresentam-se como polinucledtidos de FTC-beta do tipo
I, de tipo natural (REF) e polinucledétidos do tipo III, de

tipo natural (REF).

Também tem por objecto polinucledétidos isolados,
exibidos nas SEQ ID N°s. 1-4, 10 e 12, que podem ser
alterados para originar polinucledtidos equivalentes sob ©
ponto de vista funcional. Um polinucleétido € "eguivalente
sob o ponto de vista funcional" comparado com os das SEQ ID

N°g. 1-4, 10 e i2 se satisfaz pelc menos uma das seguintes

uma gualguer das seguéncias anteriores

(SEQ ID HN°s. 1-4 10 12} em condigbes de hibridacio

codifica uma proteina do




receptor de FTC-beta com a mesma actividade bicldégica que o
receptor de FTC-beta de tipo natural e (b; o "equivalente
funcional” € um poiinucledétido gue codifica na expressao
para uma sequéncia de amincdcidos codificada por um

qualquer cos polinucledtidos das SEQ ID N°s. 1-4, 10 e 12.

Devido a degsnerescéncia das sequéncias de codificacéo
dos nucledtidos, podem utilizar-se outros polinuciedtidos
para codificar os receptores de FTC-beta ou as suas fusdes.
Para o receptor de FIC-beta do tipo 171, estes
polinucledtidos incluem toda ou porgdes de ADN que
codificam as SEQ ID N°s. 8 ou 9, que estao alterados pela
gubgtitui¢do de diferentes coddes, que codificam © mesmo
residuo de aminodcidos dentro da sequéncia, produzindo
assim uma alteracado silenciosa. Essas sequéncias alteradas
sao encaradas como equivalentes das SEQ ID N°s. 8 ou 9. Por
exemplo, Fen {f} € codificada por dois coddes, TTC ou TTT,
Tri (Y) & codificada pelo TAC ou TAT e His (E) é codificada
por CAC ou CAT. Por outro lado, Trp (W) é codificado por um
unico codao, TGG. De acordo com isto, deve entender-se que
para uma dada sequéncia de ADN que codifica uma proteina
particular, haverd muitas sequéncias degeneradas de ADN que
serao codificadas por ela. FEstas sequéncias de ADN
degeneradas estdo consideradas dentro do admbito da presente

invencao.

As proteinas de fusao da presente invengao que
Incorporam os receptores de FTC-Seta do tipo II de coelho,

estao indicadas nas BEQ D N°s. 2 e 8 para o ADNc e as

~

gequéncias  de  amincdcidos deduzidas, respectivamente.

b

Também tem por objecto as proteinas de fusdo que incorporam
O receptor humano de FTC-beta do tipo II mostrado nas SEQ

-

e 9 para o ADNc e as sequéncias de amincicidos




As rproteinas preferidas de R FIC-beta 1l:Fc da

incluem a nova sequéncia de “jungio® de

presente
XDN SEQ ID N°. € e SEQ ID N°. 11 de amincécidcs. A SEQ ID
N°. 10 representa os 11 coddes de tripleto em cada um dos
lados da juncao de CTG/GTC entre o ADN de R FTC-betz II de
coelho e o ADN da imuncglobulina. NA SEQ ID N°. 10, as
extremidades da sequéncia de FTC-beta depois do tripletc
CTG e a sequéncia da imuncgleobulina comega no tripleto GIC.
A sequéncia da "juncao" de aminoacidos de coelho deduzida,
correspondente, estd representada na SEQ ID N°. ii em que a
extremidade da sequéncia do receptor de FTC-beta é a
leucina e o 1nicio da sequéncia de imunoglobulina é a
valina imediatamente depois. Também se descreve aquil as
sequéncias de ADNc humano da "juncao" correspondente e as
sequéncias de aminodcidos das SEQ ID N°s. 12 e 13,
respectivamente. Na SEQ ID N°. 2, a juncaoc correspondente

come¢a no tripieto do inicio do nucledtido 1.309 e termina

no tripleto do inicio do nucledétido 1.312.

Pode acontecer que as SEQ ID N°s. 10 e 12 sejam o ADN
minimo necessario para a hibridacac em condigdes padrao com
qualgquer sequéncia de ADN que codifique qualgquer um de
receptor de FTC-beta:proteina de fusdo de Fc. Apesar disso,
dado que toda a sonda hibrida em ambos os lados da juncao e
ambos os lados da Jjuncdo de receptor FTC-beta/regizo
constante participam na bibridacao, podem existir
sequéncias mais pequenas. Além disso, o0s especialistas na
matéria compreenderam que sequéncias de ACN maiores do que

ag SEQ ID N°s. 10 e 12, serdc apropriadas também para a

hibridacio. Um especialista na matéria pode ensaiar se

gonda particular, tal corno, as + ID N°s. ili e 12 s3o

capazes de nibridar em ambos os lados da ‘jungfdc, por meio

’

da marcacdo da extremidade 5' quer de um ¢ligonucledtid

num




cligonucledtido de estrutcra helicoidal simples de sentido
inverso, com um fosfato de ATP apropriadamente marcado
utilizando um polinucledtido-cinase. Uma sequéncia da
presente invencdo deve hibridar e por isso ser marcada por

ambas sondas de clicconucledtido. Deve entender-se ainda

que a presente invengio engloba as sequéncias comp

degeneradas que codificam a juncac das CEQ ID N°s. 10 e 12.

Tal como a maior parte dos genes de mamiferos, os
receptores de ETC-beta de mamifercs estdao presumivelmente
codificados por genes com multiplos exdes. As estruturas
alternativas de ARNm que podem ser atribuidas a diferentes
eventos de jungdo de ARNm no seguimento da transcrigac e
que partilham grandes regides de identidade w1 semelhancga
com o0s ADNcs reivindicados aqui, também podem ser
utilizados. 3 vector que contém o clone de ADNc de R FTC-
beta II:Fc foi utilizado para expressar e purificar R FTIC-

beta II:Fc soluvel.

Podem isclar-se outros ADNcs de receptores de FIG-beta
de mamiferos utilizando uma sequéncia de ADN do receptor de
FTC-beta humano apropriada como sonda para pesquisar uma
biblioteca de ADNc particular de mamiferos, por meio da
hibridacdo de espécies cruzadas. Og receptores de FTC-beta
de mamiferos utilizados na presente invencdo incluem, a
titulc de exemplo, receptores de FTC-beta de primatas,
seres humanos, murinos, caninos, felinos, bovinos, egquinos
e porcinos. Os receptores de FIC-beta de mamiferos podem

obter-se por hibridacdo de espécies cruzadas utilizando um

e
ADNc de estrutura helicoidal simples derivado da sequéncia

como uma sonda de

ADN de receptor humano de

i

hibridacdo, para isolar os ADNcs doe receptores de FTC-bets




I1T. Producdo de Polipéptidos Recombinantes

Os polipéptidos 1isolados aqui descritos podem ser
produzidos por qualguer processo conhecido na técnica.
gsses processos vao desde processos directos de sintese de
proteinas até & construgio de ume sequéncia de ADN que
codifique as sequéncias de polipéptidos isclados e a
expressdo dessas sequéncias num hospedeiro transformado,
apropriado. Por exemplo, o ADNc pode obter-se por pesguisa
numa biblioteca de ADNc¢ humano com e fragmento de ADNc
marcado, que codifica os polipéptidos das SEQ ID N°s. 8, 9,
11 ou 13 e por identificagac dos clones positivos por meio
de autoradiografia. Varios ciclos de purificacdo de placas
e hibridacao sao realizados utilizando processos

convencionais.

Num enguadramento de um processo recombinante,
constrdi-se uma sequéncia de ADN isolando ou sintetizando
uma sequéncia de ADN que codifigue uma proteina de
interesse, de origem natural. Eventualmente, a sequéncia
pode sofrer mutagénese por mutagénese especifica do sitio
para originar os andlogos funcionais. Ver, por exemplo,
Zoeller et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 81: 5662-5066
(1984) e a patente de invengdo norte-americana U.S.
4.588.585. Outro processo de construcdo de uma sequéncia de
ADN que codifica um poiipéptide de interesse, serda por
sintese quimica utilizando um sintetizador de
oligonucledtidos. Esses oligonucledtidos podem ser
concebidos, preferencialmente, com base na sequéncia de
amincécidos do polipéptide desejado e, preferencialmente,
seleccionando os codfes que esgtic favorecidog na célula do

hospedeiro, em gue o polipéptido recombinante de interesse

N




Podem aplicar-se pProcessos normalizados para

sintetizar wuma sSequéncia de um polipéptido isolado

codificando um ©polipéptido isclado de interesse.

exemplo, pode-se utilizar uma seguéncia completa de

)

mincdcidos para. construir um gene traduzido ao contrario.

disso, pode-se sintetizar

Ver s et al., supra.
um oligdmero de AIN contendo uma sequéncia de nucledtidos
que codifica para o polipéptido particular isolado. For
exenplo, pode-se sintetizar varios oligonucledtidos
pequenos gue codificam para porgdes do polipéptido desejado
e depois faz-se a respectiva ligacao. Os oiigonucledtidos
individuais normalmente contém prolongamentos de 5’ ou 3°
para uma Jjuncac complementar. Uma vez combinados (por
sintese, mutagénese dirigida ao sitio ou outro processo),
as seguéncias de ADN mutantes que codificam um polipéptido
particular de interesse isolado, serao inseridas num vector
de expressdo e ligadas operacionalmente a uma seguéncia de
controlo de expressac apropriada para a expressaoc da
proteina de um hospedeirc desejado. A ligacao apropriada
pode ser confirmada por sequenciagao de nucledtidos,
mapeamento de restricdo e expressaoc de um polipéptido
activo sob o ponto de wvista bioldégico num hospedeiro
apropriado. Como € sabido na técnica, para se obter
elevados niveis de expressac de um gene transfectado num
hospedeiro, o gene deve estar operacionalmente ligado as
sequéncias de controlo de expressao transcricionais e de

tradugdo, que £&o funcionais no hospedeiro de expressio

escolhido.

A. Expregszo do Receptor de FIC-beta Reconbinante

Cg vectcres de expregsao recombinantes g3c utilizados

preferencialmente ampliZicar ou expressar o ADN que

codifica as fusdes do receptor de FIC-beta. Os vectores de




expressao recombinantes sao estruturas de ADN =zeplicaveis

fragmentos de ADN sintéticos =i derivados de ADNC,

que codificam as fusdes dc receptcr de FTC-beta ou andlogos
bicequivalentes ligados operacionalmente a  elementos
reguladores transcricionais ou translacicnals apropriados
derivados de genes de mamiferos, microbianocs, virais ou de
insectos. Uma unidade transcricional geralmente compreende
um conjunto de (1) um elemento ou varios elementos
genéticos com um papel regulador na expressac dos genes,
por exemplo, promotores ou elementos de aumento
transcricional, (2) uma seguéncia estrutural ou de
codificagao que esta transcrita no ARN e traduzida na
proteina e (3) sequéncias de transcricido e de inicio de
traducido e de terminacgao apropriadas, conforme descrito em
detalhe a seguir. Esses elementos reguladores podem incluir
uma sequéncia de operador para controlar a transcricao. A
capacidade para replicar num hospedeiro, normalmente
conferida por uma origem de replicacdo e a seleccgao de
genes para facilitar o reconhecimento de transfcrmantes,
pode ser adicionalmente incorporada. As regides de ADN
estao ligadas operacionalmente quando estdao funcionalmente
relacionadas umas com as outras. Por exemplo, um ADN para
um péptido de sinal (lider secretor) estd operacionalmente
ligado ao ADN para um polipéptido se estiver expresso como
um percursor que participa na secreg¢ao do polipéptido: um
promotor estd operacionalrnente ligado a uma sequéncia de
codificacdo se controla a transcricao da seguéncia; ou um
gsitio de ligacdo do ribossoma estd operacionalmente ligado
a uma sequéncia de codificagdo se estiver posicionado de
tal maneira que  permita a tradugéo. Geralmente,
operacicnalmente ligado significa contiguo e, no caso de
lideres de secregido, contiguo e #mnu mesmo fragmento de
leitura. 0s elewmentos estruturais apropriados para ssrem

utilizados nos sistemas de expressao de levedurag incluem,
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preferencialmente, uma sequéncia lider que permite a

secregdo extraceliular da proteina traduzida por uma «© La

hospedeira. Alternativamente, gquando uma proteina

recombinante estd expressa sem uma sequéncia lider ou de

um residuo de metionina

transporte,
terminal N. Este residuo pode, eventualmente, ser en
seguida clivadc a partir da proteina recombinante expressa,

para originar um produtc final.

TR
e
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As sequéncias de & que codificam os receptores de

=

FTC-beta de mamiferos que se pretendem expressar como uma
fusao num microrganismo, podem conter preferencialmente
intrdes que podem terminar prematuramente a transcricao do
ADN no ARNm dado que essa terminagao prematura da
transcrigcdo pode ser desejavel, por exemplo, quando dela
vao resultar mutantes com truncagens vantajosas no terminal
C, por exemplo, eliminagao de uma regiac da transmernbrana
para originar um receptor soltivel nao ligado & membrana das
células. Devido ao c¢édigo de degenerescéncia, podem
considerar-se variac¢des nas sequéncias de nucledtidos que
codificam as mesmas sequéncias de aminodcidos. Tal como ja
foi discutido antes, outros engquadramentos incluem
sequéncias capazes de hibridar com as sequéncias do ADNc
fornecido em condigdes padrao (50 °C, 2 x SSC) e outras
sequéncias que hibridam ou degeneram com as que codificam

as proteinas da presente invencao, activas sob o ponto de

vista bioldgico.

A escolha da seguéncia de controlo de expressdo e do

de expressdo dependerd da escolha do hosgpedeiro.

Pode grande variedade de de
hospedeirc/vector de expressao. Us expressao

hogpedeiros eucaridticos incluem,

de

vecLcocres Jguae compreendem as



expressao de £V40, virus do papiloma bovino, adenovirus e
citomegalovirus. 0s vectores de expressao uteis par

acterianosg

ie
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0
(9]
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hospedeiros bacterianos it

i como, plasmidos de Esherichia coli,

]
O
o]
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pPBR322, pMBY e os seus derivados, uma gama
de hospedeircs, tails como, MI13 e
fagos de ADN de estrutura helicoidal simples, filamentoscs.
Os vectores de E. ccli preferidos incluem os vecrtores pL
contendo ¢ promotor do fago lambda pl (patente de invengao
norce-americana U.S. 4.874.702), vectores de pET contendo o
promotor de T7 polimerase (Studier et al., Methods in
Enzymology 185: 60-89, 1990 1) e o vector pSP7Z (Kaelin et
al., supra). Os vectores de expressdo Utels para as células
de leveduras incluem, por exemplo, o 2 & e o0s plasmidos

centrdémeros.

Além disso, pode-se utilizar nestes vectores qualquer
uma de uma ampla variedade de segquéncias de controlo de
expressido. Essas sequéncias de controlc de expressdo uteis
incluem as sequéncias de controlo de expressao associadas
com genes estruturais dos vectores de expressac anteriores.
Exemplos de sequéncias de controlo de expressdo Uteis
incluem, por exemplo, 0s promotores precoces e tardios de
SV40 ou de adenovirus, o,sistema lac, o sistema trp, o
sistema TAC ou TRC, o principal operador e as regides
promctoras do fago lambda, por exemplo, pl, as regides de
controlo da proteina de revestimento fd, o promotor para 3-
fogfoglicerato-cinase ou outros enzimas gliceliticos, os

de fosfatase &Gcida,

promotores do sistema de emparelhamento zlfa de leveduras e

outras ssquéncias conhecidas por controlarem a expressdo




O ADN do receptor recombinante de FTC-beta ou o ADN de
FTC-beta recombinante R:Fc £ expresso ou amplificado num
sistema de expressao recombinante, gue compreende uma

de um hospedeiro

monocultura praticamente

apropriado, que tem integrado estavelmente transforma-

cdo ou transfeccdc) uma unidade transcricional rescombinante

ssdmice ou comporta a unidade transcricional

recombinante como um composto de um plasmido residente.
Geralmente, as células que constituem o sistema sao a
progenia de um unico transformante antigo. Os sistemas de
expressdao recombinante, tal como se definem aqui, iréo
expressar proteinas heterdlogas apds indugdo de elementos
reguladores ligados & sequéncia de ADN ou genes sintéticos

a Ser eXpressos.

As células hospedeiras apropriadas para a expressaoc de
receptores de FIC-beta de mamiferos e as suas proteinas de
fusao incluem células procaridticas, de leveduras ou
células eucaridticas superiores, sob o controlo dos
promotores apropriados. As células procaridticas incluem
organismos gram negativos ou gram positivos, por exemplo,
E. coli ou bacilos. As células eucaridticas superiores
incluem linhas de células estabelecidas com origem em
mamiferos, conforme se descreve a seguir. Os gistemas de
traducao isentos de células podem também ser utilizados
para produzir receptores de FTC-beta de mamiferos e R FTC-
beta:Fo utilizando ARNs derivado das estruturas de ADN da
pregente invencao. Os vectores de clonagern e de expressao
apropriados para serem utilizados com bactérias, fungos,

leveduras = hospedeircs celulares de mamiferos, estédo

d

descritos por Pouwsls et al. (Cloning Vectors: A Laboratory




As proteinas recombinantes da presente invencdo podem

sei expressas em hospedeiros de leveduras,

preferencialmente, da espécie Saccharomyces, sals como, S.
cerevisiae. As leveduras de outros géneros, tais corno,
Pichia ou Kluyveromyces podem também sger utilizadas. Os
vectores de levedura centerao geralmente uma origem de
replicacdo do plasmido de levedura de 2 mu ou uma seguénci

de replicacdo autdénoma, um promotor. O ADR que codifica as
proteinas da presente inveng¢do e as sequéncias de ADN para
poliadenilacdo e terminacdo da transcrigdo e um gene de
eccao. Preferencialmente, os vectores de levasdura irao
incluir uma origem de replicacao e um  marcador
selecciondvel que permite a transformacaoc tanto da levedura
como de E. coli, por exemplo, © gene resistente a

'

ampicilina de E. coli e ¢ gene TRP1 ou IRd% de S.

cerevisiae, que dao um marcador de selecgaoc para uma
estirpe mutante de levedura, a que falta a capacidade para
crescer em triptofano e um promotoi derivado de um gene de
levedura altamente expresso, para induzir a transcricac de

uma sequéncia estrutural a jusante. A presenga da lesao de

TRP1 ou de no genoma da célula hospedeira de levedura
val providenciar entao um ambiente efectivo para detectar a
transformagao por meio do crescimento na auséncia de

triptofano ou uracilo.

As sequéncias de promotor apropriadas em vectores de
leveduras incluem os promotores para metalotioneina, 3-fcs-
foglicerato-cinase  (Hitzeman et al., J. Biol. Chem.

255:2073, 1990) ou outras enzimas glicoliticos (Hess et

J. Adv. Enzyme Reg. 7: 149, 1968; = Holland et al.,

piruvato-cinase, triogefcsfatc-isso-




rnerase, fosfoglicose-isomerase e glicocinase. 0Os vectores
apropriados e o0s promotores apropriados para serem
utilizados na expressdo da levedura, est@c ainda descritos
em R. Hitzeman et al., patente de Invengdo europeia EP A
73.657. Os vectores de levedura especificos podem ser
combinados wutilizando geguéncias de ADN de pUCl8 para

seleccdo e replicagdo em E. coli. (0O gene Amp’ e origem de

e

replicacdo) e sequéncias de ADN de leveduras incluindo um
prcmotor de ADH2 que reprime a gliccse e um _ider da
gecrecido do factor alfa. O promotor de ADHZ & foi descrito
por Russell et al. (J. 3iol. Chem. 258: 2674, 1982) e Beier
et al. (Nature 300:724. 1982). © lider do factor alfa de
levedura, que dirige a secrecdo de proteinas hsterdlogas,
pode ser inserido entre o promotor e o gene estrutural para
ser expressoc. Ver, por exemplo, Kurjan et al., Cell 30:
933, 1982; e Bitter et al., Proc. Natl. Acad. 8Sci. U.S.A.
81:5320, 1984. A sequéncia lider pode ser modificada para
conter, préximo da sua extremidade 3, um ou mais sitios de

restrigdo uteis para facilitar a fusdo da sequéncia lider

com 0s genes estranhos.

Os protocolos de trénsformacdo de levedura apropriados
sdo conhecidos pelos especialistas na matéria: uma técnica

exemplar esta descrita por Hinnen et al., Proc. Natl. Acad.

Sci. 75: 1929, 1978, conforme descrito por Sherman
et al., Laboratory Course Manual for Methods 1in Yeast
Genetics, Cold Spring Harbcr Laboratory, Cold Spring

Harbor, N.Y., 1986.

Pede utilizar-se também com vantagem os sistemas de
culturas de células de mamiferos ou de insectos para

expressay a proteina recombinante. A expressao das protei-

de mamiferos # particularmente

¢

teinas estdo geralmente dobradas




de forma correcta, modificadas de forma apropriada e sao

o - P el
funclionalis. nXemp

og de linhas de célulzas

hospedeiras de mamiferos apropriadas incluem linhas de C0S-
7 de células de rim de macaco, descritas por Gluzmen (Cell
23: 175, 19%81) e outras linhas de células capazes de
expressar um vector apropriado incluindo, por exemplo, as
células L, C127, 373, ovario de hamster chinés (OHC) e
linhas de células HeLa e BHK. 0Os vectores de expressac de
mamiferos podem compreender elementos ndo transcritos, tais
como, uma origem de replicagdo, um promotor apropriado e um
melhorador ligado ao gene a ser expresso e outras
sequéncias nao transcritas que flangqueiam 5' ou 3' e
sequéncias ndo traduzidas de 5’ ou 3, tal como €
necessario sitios de ligacdo do ribossoma, um sgitio de
poliadenilacdo, sitios de dadores conjugados, sitios
receptores e sequéncias de terminacao transcricional. Os
sistemas de Dbaculovirus para a produgao de proteinas

heterélogas em células de insectos foram revistos por

Luckow and Summers, Bio/Technology 6:47 (1988).

Os vectores de expressdo recombinantes compreendem
ADNcs que estdo estavelmente integrados em ADN de células
hospedeiras. Conseqgue-se um elevado nivel do produto de
expressao seleccionando 1linhas de c¢élulas que tenham
numeros amplificadcs de ADN do vector. As linhas de células
que tém numeros amplificados de ADN do vector seleccionam-
se, por exemplo, psr transformacdo de uma célula hospedeira

que compreende uma seguéncia de ADN que

com um
codifica uma enzima que € inibida por um farmaco conhecido.
0 vector pode também compreender uma ssquéncia de ADN que

codifica uma proteina desejada.

hospedeira pode sei

de ada. Faz-se entdo a wwitura das ¢élulas hospedeiras



transformadas ou co-transformadas em concentracdes
crescentes do féarmaco conhecido, seleccionando assim para
as células resistentes ao farmaco. Essas células

resistentes ao farmaco sobrevivem em concentracdtes

crescentes do farmaco téxico por meio da sobre-produgdo da

enzima que €é 1nibida pelo firmaco, frequentemente em
resultado da amplificacao do gene que codifica a enzima.
Quando a resisténcia ao farmaco # causada pelo aumento do
namero de cdpias do ADN do vector que codifica a enzima que
pode ser inibida, hd uma concomitante co-amplificacdo do
ADN do vector que codifica a proteina desejada no ADN das

células hospedeiras.

Um sistema preferido para essa co-amplificag¢do utiliza
0 gene para a di-hidrofolato-recutase (DHFR), que pode ser
inibida pelc farmaco metotrexato (MTX)., Para se consegquir
uma co-amplificacdo, transforma-se uma célula hospedeira a
gque falta um gene activo que codifica DHFR com um vector,
gue compreende a sequéncia de ADN que codifica DHFR ou uma
proteina desejada ou é transformada com um vector que
compreende uma sequéncia de ADN que codifica DHFR e um
vector que compreende uma sequéncia de ADN que codifica a
proteina desejada. As células hospedeiras transformadas ou
co-transformadas sdo postas em cultura num meio que contém
niveis crescentes de MIX e seleccionam-se essas linhas de

células que sobrevivem.

Um sistema de co-amplificacdo particularmente preferi-

[ON

do utiliza o gene para a glutamina sintetase (G8), que
responsavel pela sintese de glutamato e aménia, utilizando

a hidrdlise de ATP em ADP e fosfato para provocar a

or meio de uma
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por exemplo,

Ezsim, as proteinas ca presente i




expressas em concentracdes elevadas por cc-amplificacdo das
células transformadas com um vector gue compreende a
sequéncia de ADN para GS e uma proteina desejada ou co-
transformadas com um vector que compreende uma sequéncia de
ADN que codifica GS e um vector gque compreende uma
gequéncia de ADN que codifica a preoteina desejada, fazendo-
se as culturas das células hospedeiras em meios que contém
nivels crescentes de MSX e seleccionando as células que
gopbreviveram. O slstema de co-amplifica¢io de GS, os
vectores de expressdo recombirantes apropriades e as linhas
de células, estac descritos nos seguintes pedidos de
patente de invencdo PCT: WO 87/04462, WO 89/01036, WO

89/10404 e WO 86/05807.

As proteinas recombinantes Sao expressas,
preferencialmente, por co-amplificagdo de DHFR ou de GS em
células hospedeiras de mamiferos, tais como, células de
ovdrio de hamster chinés [(OHC) ou, alternativamente, em
células de mieloma de murino, tal como, SP2/0-Agl4 ou NSO
ou numa linha de células de mieloma de rato, tal como,
YBR2/3.0-Ag20, descritas nos pedidos de patente de invencgdo

PCT WO 89/10404 e WO 86/05807.

Deve entender-se que nem todos os vectores e as
sequéncias de controlo de expressao vao funcionar
igualmente bem para expressar um dado polipéptido isolado.
Também nem todog os hospedeiros funcicnam igualmente bem
com o mesmo sistema de expressdo. Contudo, um especialista
na matéria pcde fazer uma selecgio destes vectores,
grstemas de controlc de expressao e hospedeiros sem

necessitar de fazer experimentagio.



B. Purificacdo de R FIC-beta II:Fc Recombinante

As proteinas produzidas por um hospedeirco transformado
podem ser purificadas de acordo com qualquer processo
apropriado. Esses processocs padronizados incluem
cromatografia (por  exemplo, romatografia de permuta
idnica, de afinidade e de dimensicnamento da coluna),
centrifugacao, solubilidade diferencial ou por qualquer
outra técnica normalizada para purificacao de proteinas. Os
marcadores de afinidade, tais como, hexa-histidina, dominio
da ligagdo da maltose, sequéncia de revestimento da gripe e
glutationa-S-transferase podem ligar-se a proteina para
permitir uma purificacdo féacil por passagem sobre uma
coluna de afinidade apropriada. As proteinas isoladas podem
também ser caracterizadas fisicamente utilizando técnicas
como protedlise, ressondncia magnética nuclear e crista-

lografia por raios X.

Por exemplo, pode-se primeiro concentrar os sobrena-
dantes de sistemas que segregam proteinas recombinantes em
meios de cultura utilizando um filtro de concentracgao de
proteina disponivel comercialmente, por exemplo, uma
unidade de wultra-filtracdo da Amicon ou da Millipore
Pelliccen. No seguimento da etapa de concentragdo, ©
concentrado pode ser aplicado a uma matriz de purificacao
apropriada. Por exemplo, uma matriz de afinidade apropriada
pode conter um FTC-beta ou lectina ou uma molécula de
anticorpo ou uma proteina A ligada a um suporte apropriado.
Alternativamente, pode-se utilizar uma resina permutadora
de anides, por exemplo, uma matriz ou um substrato com
grupos ciletilamincetilo (DEAE) pendentes. As matrizes podem

-

ser acrilamida, agarose, celulose ou outros tipos

utilizados na purificagdoc das proteinas.

vamente, pode-se utilizar uma de permuta




catidnica. Os permutadores de catides apropriados incluem
virias matrizes insoluveis que compreendem  grupos
sulfopropile ou carboximetilo. Og grupos sulfopropile sdo
0os preferidos. Finalmente, pode-se utilizar uma ou mais
etapas de cromatografia liquida de elevada regolucdo de
fase inversa (CLER-FI) utilizando meio hidrofdbico de CLER-
FI, por exemplo, gel de silica com grupos metilo pendentes
ou outros grupos alifdticos para aumentar a purificacdo de
uma composigao de R FTC-beta II:Fc. Algumas ou todas as
etapas de purificacdo anteriores, em varias combinagses,
podem também ser utilizadas para providenciar uma proteina

recombinante, homogénea.

A proteina recombinante produzida em  culturas
bacterianas € normalmente isolada pela extraccgao inicial de
aglomerados de células, seguida de uma ou mais
concentracgdes, salinizacdo e etapas de permuta idénica
aquosa ou cromatografia de exclusdao. Finalmente, pode-se
utilizar para as etapas de purificacdao finais a
cromatografia ligquida de elevada resolugdo (CLER>. B
células microbianas utilizadas na expressao de receptores
de FTC-beta, recornbinantes de mamiferos, podem romper-se
por qualquer processo conveniente, incluindo os ciclos de
congelacdo-descongelacao, ultra-sons, rompimento mecanico

ou utilizacdo de agentes de lise de células.

A fermsntagao de leveduras que expressam a fusdo do
receptor de FTC-beta de mamiferos, sob a forma de uma

proteina segregada, simplifica encrmemente a purificacdo. &

segregada gue

proteina s
fermentac¢dc em grande escola pode ser purificada pcr
processos andlogos acs descritos por Urdal et al. (J.

Esta referéncia descresve duas




etapas sequenciais de CLER de fase Inversa para purificacgio

de FEC-GM recombinante numa coluna preparativa de CLER.

C. Produgio de Fragmentos e Andlogos

exemplo;

Os fragmentos de uma proteina isolada

¥¥. 8) podem também ser produzides de

fragmentos da SEQ
forma eficiente por processos recombinantes, por digestéao
proteolitica ou por sintese quimica, utilizando processos
conhecidos dos especialistas na matéria. Nos processos
recompinantes, os fragmentos internos ou terminais de um
polipéptido podem ser gerados removendo um ou mais
nucledétidos de uma das extremidades (para um fragmento
terminal) ou de ambas as extremidades (para um fragmento
interno! de uma sequéncia de ADN gque codifica para o
polipéptido isolado. A expressao do ADN mutagenizado produz
fragmentos de polipéptido. A digestao com endonucleases que
‘mordiscam a extremidade" também gera ADNs que codifica uma
estrutura dos fragmentos. 0Os ADNs que codificam o0s
fragmentos de uma proteina podem também ser gerados por
corte aleatdério, digestao por restrigiao ou uma combinacido

de ambas.

Os fragmentos do receptor de FTC-beta podem ser
gerados directamente a partir de proteinas intactas de
receptor de FTC-beta. 08 péptidos podem ser clivados
egpecificamente por enzimas proteoliticas incluindo, mas
ndo se limitando, a plasmina, trombina, tripsina, quimio-
tripsina ou pepsina. Cada uma destas enzimas € especifica
para e tipo de ligagdo peptidica gue ela prépria ataca.
tripsine catalisa a hidrélise das ligacbes peptidicas em
que o grupo carbonilo pertence a um aminocdcido basico,

normalmente arginina ou lisina. A

tripsina catalisam a hidrdlise das 1i



aminodcidos aromaticos, tals como, triptofano, tirosina e
& )

fenilalanina. Geram-se conjuntos alternados de ¥

de proteina clivados evitando a clivagem no sitio que &

susceptivel a uma enzima proteoclitica. Por exemplo, a

reacgao dos grupos ¢-aminoacido de lisina
etiltrifltor em condicdes mediamente bdasicas, origina
residuos de amincidcidos bloqueados cuja ligacdo peptidica
adjacente Jja& ndo é susceptivel 3 hidrdlise por meio de
tripsina. As proteinas podem ser modificadas para criar
ligagbes peptidicas que sdo susceptiveis a enzimas
proteoliticas. Por exemplo, a aiquilacac de residuos de
cisteina com  f-halogeno-etilaminasg origina ligagodes
peptidicas que sdo hidrolisédveis pela tripsina (Lindley,
Nature 178: 047 (1956;). Além disso, 0s reagentes quimicos
que clivam as cadeias de péptidos em residuos especificos

também podem ser utilizados. Por exemplo, o brometo de

cianogénio péptidos nos residuos de metionina (Gross
and Witkip, J. Am. Chem. Soc., 83: 1510 1 6 1 Assim,
tratando as proteinas com  varias combinagdes de
modificadores, enzimas proteoliticas e/ou reagentes
quimicos, as proteinas podem ser dividas em fragmentos com
um comprimento desejado sem sobreposicdo dos fragmentos ou

divididas em fragmentos sobrepostos de um determinado

comprimento.

Os fragmentos podem também ser sintetizados quimica-
mente utilizando técnicas conhecidas na técnica, tais como,
a quimica de F-moc ou t-Boc de fase sélida de Merrifield.
Merrifield, Recent Progress in Hormone Research 23: 451

(1
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D. Producgdo de Sequéncias de ADN e de Péptidos Alteradas:

Procesacs Aleatdrios

de sequéncias de

633

Podem  preparar-se  variante
amincacidos de uma proteina (tal como, as variantes da SEQ
ID N°. 8] pur mutagénece aieatbdria de ADN que codifica a
proteina ou uma sua porcac particular. Os processos uteis
incluem mutagénese por RCP e mutagénese de saturacgdo. Pode-
se também gerar uma biblioteca de variantes aleatérias de
sequéncias de aminodcidos por meio da sintese de um
conjunto de seguéncias de oligonucledtidos degeneradas. Os
processos de geracao de variantes de sequéncias de
aminodcidos de uma dada proteina utilizando ADN e péptidos
alterados, sao bem conhecidos na técnica. Os exemplos que
se seguem desses processos nao pretendem limitar o ambito
da presente invencido, mas servem meramente para ilustrar
técnicas representativas. Os especialistas nesta técnica

irdo reconhecer que outros processos sao Uteis sobre este

ponto de vista.

Mutagénese por RCP: Em resumo, utiliza-se Tag polime-

rase (ou outra polimerase) para introduzir mutacdes aleato-
rias num fragmento clonado de ADN (ver, Leung et al.,
Technique 1: 11-15 (1989)). As condig¢les da RCP sdo esco-
lhidas de tal modo que a fidelidade da sintese de ADN €
reduzida pelos polimeros de Tagq ADN utilizando, por
exemplo, uma relacdo de dGTP/4dATP de cinco e adicionando
Mn** ¥ reaccic de RCP. O conjunto dos fragmentos de ADN
amplificados € inserido em vectores de clonagem apropriados

para originar bibliotecas de mutantes aleatérios.

em Mayers et al., Scisnce, 229: 242 ({1

'

técnica inclui a geracidc de mutacdes por




ou irradiacdc de um ADN de estrutura helicoidal simples in
vitro e a sintese de uma estrutura helicoidal de ADNc. A
freguéncia da mutacdo €& modulada pela severidade do
tratamentc e  basicamente  podem  obter-se todas as

gubstituicdez de bases possiveis.

Mutagénese de Oligonucleétidcos Degenerados: Fode ge-

rar-se uma biblioteca de péptidos homdélogos a partir de um
conjunto de sequéncias degeneradas de cligonucledtides. A
sintese quimica das sequéncias degeneradas pode ser
realizada num sintetizador automatico de ADN e os genes
sintéticos sdo entdo ligados num vector de expressao
apropriado. Ver, Itakura et &l Recombinant DNA, Proc. 3
Cleveland Symposium on Macromolecules, pp. 273-289 (A. G.

Walton ed.), Elsevier Amsterdam, 1981.

E. Produgao de Sequéncias de ADN Alterado e Péptidos:

Processos Directos

A  mutagénese nao aleatdria ou dirigida origina
sequéncias especificas ou mutagbes em porcgdes especificas
de uma sequéncia de polinucledétidos que codifica um
polipéptido isoclado, para originar variantes gque incluem
eliminagdes, inser¢des ou substituigdes de residuos da
sequéncia de aminodcidos conhecida do polipéptido isolado.
Os sitios de mutacao podem ser modificados individualmente
ou em série, por exemplo, por: (1) substituindo primeiro
com aminoédcidos conservados e depois com mais escolhas de

radicais consoante os resultados alcangados; (2 eliminando

o residuo alvo; ou i inserindo residuos da mesma classe

ou de uma clasgse adjacente diferente ac sitio localizado ou

dos opgdes 1-32.




Mutagénese por Rastredmento de Alanina: Este processo

localiza o0s residuos ou as regides de uma dada proteina que
sZo localizagbes preferidas para a mutagénese. Ver,
Cunningham and Wells, Science 244: 1081-1085 1(198%). Ao
rastrear a a.anina, selecciona-se um residuo ou um grupo de
residuos alvo e gubstitul-se por alanina ou polialanina.

Esta substitulc3c pode afectar a interacgdo do arninoacido

com oS8 amincédcidos vizinhos com o ambiente aquoso ou

da membrana circundante. Os gue tém sensibilidade funcional
as substituigdes sdo entdo refinados por meio da introducgdo
de mais variantes ou de outras variantes no sitic ou para

0s sitios da substituicao.

Mutagénese Mediada por COligonucledtidos: Pode-se

utilizar uma versaoc deste processc para preparar a
substituigdo, eliminacao e insergdo de variantes de ADN.
Ver, Adelman et al., DNA 2: 183 (1983). Em resumo, © ADN
desejado € alterado por hibridagdo de um iniciador de
oligonucledtido que codifica uma mutacao de ADN com uma
matriz de ADN que normalmente tem uma forma helicoidal
simples de um plasmido ou de um fago contendo uma sequéncia
de ADN nao alterada ou de tipo natural da proteina desejada
(por exemplo, a proteina). Depois da hibridac¢do, utiliza-se
uma ADN-polimerase para fazer a segunda e complementar
estrutura helicoidal de ADN da matriz, gue ira incorporar o
iniciador de oligonucledétido e que ird codificar para a
alteragado seleccionada na sequéncia de ADN desejada.
Geralmente, os oligonucledtidcs que se utilizam tém pelo
menos 2t nucledtidos de comprimento. Um oligonucledtido
dptimo terd 12 a 15 nucledtides que sao completamente
complementares da matriz em cada um dos lados da mutacao.

Isto agegequra que o oligeonucledtide ird hibridar apropria-

damente com a matriz de ACM de estrutura

helicoidal simples.




Mutagénese de Cassete: Este processo (Wells et al.,

Gene 34: 315 requer um plasmido ou outro vector que
contém ¢ ADN da subunidade da proteina a ser mutada. Os
coddes no ADN da subunidade de proteina sdo identificados e
insere-se um uUnico sitio de endonucléase de restrigdo em
cada lado dos sitics de mutacdo identificados, utilizando-
se o processo de mutagénese dirigido ao oligonucledtido
descrito antes. O plasmido é entdo cortado nestes sitios
para ser linearizado. Sintetiza-se um oligonucledtido de
estrutura helicoidal dupla codificando a sequéncia do ADN
entre o0s sitios de restricao mas contendc as mutacgodes
desejadas, utilizando processos padrao. As duas estruturas
helicoidais sao sintetizadas separadamente e depois sao
hibridadas em conjunto utilizado processcs padraoc. Este
oligonucledétido de estrutura helicoidal dupla é a "cassete"
e tem extremidades 3' e 5’ que sao compativeis com as
extremidades do plasmido linearizado, de tal modo que podem

gser directamente ligados. O plasmido contém entdo assim a

sequéncia de ADN da subunidade de proteina desejada Jja

Mutagénese Combinatéria: Numa versdo deste processo

(Ladner et al., patente de invencdo WO 88/06630), as
sequéncias de aminodacidos para um grupo de proteinas
homélogas ou outras  proteinas relacionadas, estao
alinnadas, preferencialmente, para promover a mailor
homologia possivel. Todos os aminodcidos que aparecem numa
dada posicao das sequéncias alinhadas podem ser

seleccionados para criar um conjunto degenerado de

equéncias combinatdérias. A biblioteca diversificada é

[97]

gerada por mutagénese combinatdria ao nivel do é&cido
nucleico e é& codificada por uma Dbiblioteca de genes

variada. Por exemplo, uma mistura de oligonucledtidos

sintéticcs pode ser ligada por wvia



sequéncia de genes de tal modo que o conjunto degenerado de

sequéncias potenciais se possa expressar com péptidos

individuais ou, alternatlvamenteé — como um conjunto de
proteinas contende todo o conjunto das @ sequéncias
degeneradas.

IV. Outras Variantes de Polipéptidos Isolados

Os derivados de proteinas da presente invencao também
incluem varias formas estruturais da proteina primaria que
retém actividade bioldgica. Devido & presenca dos Jgrupos
amino e carboxilo ionizaveis, por exemplo, uma proteina de
fusao do receptor de FTIC-beta, pode estar sob a forma de
sals acidos ou basicos ou pode estar sob uma forma neutra.
Os residuos de aminodcidos individuais podem também ser
modificados por oxidac¢do ou redugdo. A estrutura primaria
do aminodcido (por exemplo, da parte de R FTC-beta II) pode
ser modificada por meio da formacaco de conjugados
covalentes ou agregadores com outras partes quimicas, tais
como, grupos glicosilo, lipidos, fosfatos, grupos acetilo e
similares ou pela criacdo de mutantes das sequéncias de

aminoacidos.

Os derivados covalentes do receptor de FTC-beta podem
ser preparados ligando grupos funcionais particulares as
cadeias laterais dos aminoacidos do receptor de FIC-beta ou
nos terminais N ou C. Outros derivados de R FIC-beta II:Fc
incluem conjugados ccvalentes ou agregadcres de R FTC-beta

seus fragmentos com outras proteinas ou

o]

11 ou 08

polipéptidos, por meio sintese em cultura recombinante
sob a forma de fusdes adicionais do terminai N ou do
terminal C. Por exemplo, o péptidoc conjugado pode ser uma
sequéncia de polipéptidec de sinal (ou 1lider) na regido

terminal N da proteina a gual de forma co-translacional ou




pds-translacional dirige a transferéncia da proteina do seu
sitio de sintese para o seu sitio de funcao dentro ou fora
da membrana da célula ou da parede (por exemplo, a

do factor alfa de levedura). As proteinas

sequéncia
do receptor de FTC-beta podem compreender péptidos adicio-
nais para facilitar a purificacdao ou a identificacgido do
receptor de FTC-beta {(por exemplo, poli-Eis). A sequéncia
de amincdcidcs do receptor de FSC-beta pode também estar
ligada ao péptido Asp-Tir-Lis-Asp-Asp-Asp-Asp-Lis
(DYKDDDDK)  (Hopp et &al., Bio/Technclogy 6: 1204,1988). A
Ultima sequéncia € altamente antigénica e providencia um
epitopo ligado inversamente por um anticorpo mcnoclonal
especifico, permitindo um ensaic répido e uma purificacédo
fadcil da proteina recornbinante expressa. Esta seguéncia é
também especificamente clivada por enterocinase da mucosa
de bovinos no residuc gque se segue imediatamente ao par de
Asp-Lis. As proteinas de fusdao recobertas com este péptido
podem também ser resistentes a degradacgdo intracelular em

E. coli.

As formas polivalentes do receptor de FIC-beta sdo
uteis dado que possuem multiplos sitics de ligagac do
receptor de FTC-beta para o ligando de FTC-beta. Por
exemplo, um receptor blvalente de FTC-beta, soluvel, pode
consistir em duas repetigdes em tandem dos aminoacidos
numerados de 1-160 das SEQ. ID. N°s. 8 ou 9 separadas por
uma regido ligante, sendo as repeticdes ligadas ao dominio
constante de 1imunoglobulina. Podem construir-se formas
polivalentes alternativas, por exemplo, acoplando guimica-
mente as fusbes do receptor de FIC-bsta e Fc a qualquer
molécula veicular aceitével sob o ponto de wista clinico,
um polimerc seleccionado do grupo que consiste em Ficoll,

clicol ou dextrano, utilizando técnicas de

polietilen

O

acoplamente convencionals. Alternativamente, a fusdc do



receptor de FTC-beta pode ser acoplada gquimicamente a
bictina e o conjugado de receptor de biotina-FTC-beta a Fc
podem entdc ligar-se a avidina, resultandc em moléculas
receptoras tetravaientes de avidina/biotina/receptor de

As fus8es de receptor de FTC-beta e Fc podem ser

acopiadas covalentemente a dinitrofencl (DNP) ou trinitro-
fenol (INP] e o conjugado resultante precipita com anti-DNP

ou anti-TNP-IgM, para formar conjugados decaméricos com uma

4

valéncia de 10 para os sitios de ligagao do receptor de

FTC-beta.

Os andlogos funcionais dos mutantes da fusdo de R FTC~
beta II:Fc que tém sitios de N-glicosilagao inactivados
podem ser produzidos por sintese dos oligonucledtidos e
ligagdoc ou por técnicas de mutagénese especificas dos
sitios. Estas proteinas andlogas podem ser produzidas numa
forma homogénea, de hidratos de carbono reduzidos com um
bom rendimento, wutilizando gsistemas de expressdao de
leveduras. O0Os sitios de N-glicosilacdo em ©proteinas
eucaridticas Sao caracterizados pelo tripleto de
aminodcidos Asn-Al-7Z, em que Al representa qualguer amino-
dcido excepto Pro e 7 representa Ser ou Tre. Nesta sequén-
cia, Asn providencia um grupo amino de cadeia lateral para
a ligacao covalente de hidratos de carbono. Esse sitic pode
ser eliminado substituindo outro aminocdcido por Asn ou pelo
residuo Z, eliminando Asn ou Z ou inserindc um aminodcido
diferente de Z entre &1 e Z ou qualquer outro aminoacido

entre Asn e Al. Os derivados do receptor

diferente de
de FTC-beta podem também ser obtidos por mutagdes do
receptor de FTC-beta ou das suas subunidades. Os anadlogos

bicequivalentes das proteinas do receptor de FTC-beta podem

ser por exemplo, fazendo vdrias substituicgdes

-

dos residuos ou das sequéncias ou eliminando residuocs



ferminais ou internos ou sequéncias ndo necessdrias para a

actividade bioldgica.

Outros andlogos incluem a proteina de R FTC-beta II:Fc
ou os seus fragmentos activos sob o ponto de vista

ncias diferem das SEQ ID N°s. 2 ou 4

[
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por uma ou mais substitui¢des conservadoras de aminoacidos
ou por uma ou mais substituigbes nac conservadoras de
aminodcidos ou por eliminac¢des ou insercdes que ndo Vao
abolir a actividade biolégica da proteina isolada. As
substituicdes conservadoras incluem normalmente a
substituicdo de um aminodcido por outro com caracteristicas
semelhantes, tais como, substituicles dentro dos seguintes
grupos: valina, alanina e glicina; leucina e isoleucina;
dcido aspédrtico e acido glutédmico; asparagina e glutamina;
gerina e trionina; lisina e arginina; e fenilalanina e
tirosina. Os aminocacidos hidrofébicos ndo polares incluem
alanina, leucina, 1iscleucina, valina, prolina, fenilala-
nina, triptofano e metionina. Os amincadcidos neutros
polares incluem glicina, serina, trionina, cisteina, tiro-
sina, asparagina e glutamina. 0Os aminodcidos carregados
positivamente (bdsicos) incluem arginina, lisina e his-
tidina. 0s aminodcidos carregados negativamente (dcidos)
incluem &cido aspartico e dcido glutdmico. Outras substi-
tuicdes conservadoras sao faceis de se fazer pelos
especialistas na matéria. Pcr exemplo, para o aminodcido
alanina, uma substituigdo conservadora pode ser feita em um
qualquer de D-alanina., glicina, beta-alanina, L-cisteina e

-cisteina. Para a lisina, uma substituicdo pode ser

)
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ualguer uma de 0-lisina, arginina, D-arginina, homo-

arginina, metionina, D-metilconina, ornitina ou D-crnitina.
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ubstituicles se pode esperar que
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induzam alterag¢des nas oropriedades  funcionais  dos



polipéptidos isclados sdo aquelas em gue: (i) um residuo
polar, por exemplo, serina ou trionina, estd substituido
por um residuo  hidrofébico, por exemplo, leucina,
igsoleucina, fenilalanina ou alanina; (ii) um residuc de
cigteina estd substituido por qualguer outro residuo; (iii)
um residuo com uma cadeia lateral electropositiva, por
exemplo, lisina, arginina ou histidina, esta substituido
por um resiauo com, uma cadeia lateral electronegativa, por
exemplo, acide glutdmico ou acido aspartico; ou {iv) um
residuo com uma cadeia lateral volumcsa, por exemplo,
fenilalanina, estd substituido por outroc gque ndo tenha

cadeia lateral, por exemplo, glicina.

Também se descrevem moléculas isoladas que s3o:
variantes alélicas, mutantes naturais, mutantes induzidos,
proteinas codificadas pelo ADN que hibrida em condigbes de
alta ou baixa severidade com um dcido nucleico que codifica
um polipéptido, tal como, as SEQ ID N°s. 8 ou 9 e
polipéptidos que se ligam especificamente aos péptidos por
meio de anti-soros, especialmente por anti-soros a um sitio
activo ou a um sitio de ligagao. Todas as variantes aqui
descritas é espectdvel que: (1) retenham a funcdo bioldgica

da proteina original.

V. Utilizagdes

A presente invencido tem por objecto composicgdes e
utilizacdes de composicdes para serem administradas a um
indi~viduo com uma condicdc médica particular, numa
quantidade suficiente de proteina de fusdo do receptor de
FIC-beta, tal como, R FSC-beta II:Fc, para reduzir a
actividade de FTC-beta no individuc. A presente invengdo
ainda tem por objecto composicgbes e utilizacBes das

compegicdes para libertarem R FTIC-beta II:F¢ num sitio, em




que FTC-beta ndo estd em excessc, tal como, em estados de
doenca caracterizados por fibroproliferacac e imunossupres-

sdo, tal como, os estados associados a doencgas infecciosas.

Embora nao pretendendc estar ligado a qualquer tecria
em particular, parece que R FTC-beta II:Fc regula &
actividade de FIC-beta competindo com FTC-beta por meio de
receptores da superficie das células. Cré-se ainda que
inactiva FTC-beta por meio da sua eliminac¢do de um conjunto
livre de FTIC-beta disponivel para interagir com os
receptores da superficie das células. Consoante as
propriedades farmacoldgicas de clearance, o complexo de R
FTC-beta II:Fc/FTC-beta é retirado do sitio de FTC-beta.
Esta accao de complexacac com um excesso de FTC-beta reduz
a gquantidade de FTC-beta livre. Com menos FTC-beta
disponivel para complexar com 0S5 receptores das células, a
fibroproliferacdoc induzida por FTC-beta diminui, resultando

na estase do estado de doenca.

A administracido das proteinas da presente invencado ou
dos fragmentos da presente invencdaoc pode ser feita em
distarbios fibroproliferativos., Tal como se mencionou
antes, os modelos de glomerulonefrite em animais mostraram
bons resultados com anticorpos anti-FTC-beta a bloquear o
excesso de FTC-beta. Estes anticorpos sao dificeis de
libertar porque tém um elevado peso molecular e podem
implicar severas reacgdes alérgicas guando derivam de
outras espécies. Assim, seria preferivel administrar uma
proteina natural ou um seu andlogo prdéximo com um pPeso

molecular mais baixo, tal como, E FTC-beta II:Fc, no caso

]

da glomerulonefrite., Os disturbios dos rins associados com

um excessc de FIC-beta incluem, mas nao se limitam, a



cial, fibrose renal em pacientes que foram transplantados e
receberam ciclosporina e nefropatia associada com VIH.
Fstas condigcbes estdo associadas com a sobre-producao da
formacao de tecido fibroso, que a administracao de R FTC-

beta I1:Fc deverd suprimir.

Dado gue ndo € conhecido que o R FTC-beta II por si sd
tenha um efeito colateral de captura de R FTC-beta II:Fc,
pode ser administrado com seguranca durante ou no fim da
cirurgi . de colocacdo da retina, que & a causa mals comum
de vitreoretinopatia proliferativa (VRP) (Connor et al,
(1989) J. Clin. Invest. 83: 1661-1666). Outra condicédo
importante fibroproliferativa & a artrite reumatéide (AR),
que estd também associada com um excesso de producgdo de
FTC-beta. 0s dados indicam que o blogqueio de FTC-beta em
qualquer momento no desenvolvimento de estados crdnicos de
AR, pode ajudar a parar a deterioragao progressiva das
articulacdes e dos o0ssos. Por esta razao, as fusdes da
presente inveng¢do podem ser administradas a pacientes com
dores precoces das articulagles e a pacientes com dores
prolongadas de articulacdes e articulag¢des deterioradas. A
teoria actual € que a deterioracdo das articulagdes na AR é
devida a uma sobre-producaoc de FTC-beta. O excesso de FIC-
beta tem sido medido nas articulagdes apds ensaios em
animais que foram injectados com paredes de células
estreptocdécicas cuja presenga se acredita que cause a
artrite reumatéide (AR). Dado que o anticorpc anti-FTC-beta
blogueia as alteragdes artriticas neste modelo, cré-se que
as fusbes da presente invengdo podem também ter um efeito
positivo. Outras condigdes associadas com um excesso do
nivel de FTC-beta incluem a fibrose pulmonar idicpética e a
mielcfibrose., Para complexar com 0 excesso de FTC-beta e

para diminuir c desenvolvimento do excessc de tecido



fibroso, as proteinas da presente invengic podem ser

administradas nestas condigdes.

As proteinas da presente invencao podem ser utilizadas

para tratar disturbios vasculares do colagénio que estao

Acredita-se

associados com a sobre-produgao ae
hoje em dia gue h& uma sobre-produgdo de FTC-beta nos
disturbios vasculares do colagénio, tal como, na esclerose
sistémica progressiva (ESP}, polimiosite, escleroderma,
dermatomiosite, fascite eocsincfilica e morfea. Os distur-
bios vasculares do colagénio podem também estar associados
com a ocorréncia do sindroma de Raynaud. Entre outros
efeitos, a sobre-produgdoc de FTC-beta pode estar também
envolvida na fibrose pulmonar intersticial e no disturbio
dos pulmdes no Ultimo estado, gque estd associadc com
disturbios auto-imunes, tais como, o ldpus eritematoso
sistémico (LES) e escleroderma (Deguchi, (1992) Ann. Rheum.
Dis. 51: 362-65); ou podem ser causados por contactos com
guimicos, alergias ac pd e febre dos fenos. Uma quantidade
efectiva sob o ponto de vista terapéutico das proteinas da
presente invencac pode ser administrada para neutralizar a
actividade biclégica de FTC-beta que, por sua vez, ira

prevenir fibrose nao desejada.

As proteinas da presente invengdo podem também ser
utilizadas na prevencao da sobre-producdc de escaras em
pacientes que sdo conhecidos por formarem ccoldides ou
esceras hipertréficas. For exemplo, pode-se administrar R
FTC-beta II:Fc para prevenir escaras ou a produgdo de
egcaras durante a cura de feridas em varios tipos de

feridas, incluindo incisdes cirurgicas e aceracdes

traumdaticas. & fusdo de R #TC-beta 11:Fc pode ser aplicada
a feridas da pele antes que elas fechem para ajudar a que

sarem antes de formar escarzs. As proteinas da presente



invenczo podem ser colocadas em feridas cirurgicas
abdominais para prevenir a formagao de adesdes gue ocorrem
também muito vulgarmente depois desse tipc de cirurgia. A
presente invengao permite uma administragdo local de fusao
suficiente parz complexar com a sobre-producgac de FTC-beta

e prevenir a gobre-produgdo de processos de cura.

O excesso de FIC-beta também tem sido referido em
polipose nasal, uma condigdo caracterizada por pdlipos
miltiplos (OChno et al. (1992) J. Clin. Invest. 89: 1662-
68). As proteinas de fusao podem ajudar a baixar os niveis
de FTC-beta e diminuir a hiperproliferacdoc que resulta em
pdlipos. Por exemplo, pode-se administrar R FTC-beta II:Fc
ap6s uma cirurgia aos pdlipos para prevenir a sobre-
produgao de escaras e a recorréncia de pdlipos e pode ser
administrada para inibir a formacao de pdlipos no

intestino.

As proteinas da presente invencac podem também ser
administradas no seguimento de angioplastia coronaria,
colocando-as preferencialmente aoc longo do interior das
artérias afectadas. De acocrdo com Karas et al., ((1951)
Clin. Cardiocl. 14: 791-801) a restenose ou a formacdo de
escarags e o fecho das artérias no seguimento de
angioplastia corondria € visto em aproximadamente um tergo
dos pacientes operados. Dado que a rede fibrosa que, eam
ultima andlise, se desenvolve numa escara normalmente
acumula-se rapidamente, a administracdo precoce, por exem-
plo, de R FIC-beta II:Fc ird reduzir o excesso de FTIC-beta
nesta &drea e diminuir a proliferacic excessiva de tecido

e a restenocse.

Também se tem cbservado um excesso de FIC-beta em

e 81

fibroge cardiaca apods enfarte e na vasculopatia hiperten-




siva. Para ajudar numa cura apropriada, sem excesso de
egcaras ou de formagaoc de tecido fibroso, pode-se
administrar nestas condicdes as proteinas da presente

invencdo. Também tem sido observado o excesso de FTC-beta

nos tecidos de pacientes recebem terapia de radiacéo.

Esse tecido & caracterizado pelo desenvolvimento excessivo
de tecido conjuntivo, espessamento epitelial e oclusao dos
vasos sanguineos associadas com um sobrecrescimento das
células endoteliais. A administracao de R FTC-beta II:Fc
ird complexar com o excesso de FIC-beta e irad contribuir

para a cura da ferida sem fibrose excessiva.

VI. Formulagdo, Administracdo e Dosagem

A formulagao, o processo de administracdao e a dosagem
das proteinas da presente invencdo, 1rda depender do
disturbio a ser tratado e da histéria clinica do paciente.
Estes factores podem determinar-se facilmente durante a
terapia. Os pacientes apropriados com condigdes causadas
por um excesso de FTC-betaz podem ser identificados por
ensaios laboratoriais, histdéria clinica e verificagdes
fisicas. O excesso de FTC-beta pode ser determinado
directamente ou por imunc-ensaio do scoro dos pacientes ou
de um tecido afectado. O excesso de FIC-beta pode também
ser determinado por bicensaios, tal como, o ensaio de
proliferagcdo de células descrito em Kekow et al., (1990)
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87: 8321-25. 0O excesso de
FTC-beta pode também ser determinado indirectamente medindo
0 nivel de ARNm de FTC-beta (por exemplo, na reacgdao em

cadeia de polimerase de Kekow et al.).

A histdéria clinica pode reveiar factos que suportam um
diagnéstico de disturbio fibroprecliferativo, disturbio

do colagénio, imuncsgsupressdo ou um potencial para




uma cicatrizacdo problemdtica ae feridas, tal como, nas
adesdes peritoniais gue se seguem & cirurgia ou restenose
thw vasos sanguineos apds angioplastia corondria. As
condigdes que estado identificadas como estando associadas
com niveis elevados de FTC-beta e/ou proliferacdo de tecido
fibroso, sao consideradas como causadoras do excesso de
FIC-beta. 0Os pacientes podem ter um largo espectro de
indicacgbes fisicas, que sao indicativas destes disturbios.
Tém-se utilizado biopsias da pele para analisar FTC-beta em
pacientes com esclerose sistémica. Nas artrites verificam-
se 1inchagos e articulacgdes quentes. De acordo com as
utilizacgbes das composicdes no processo da presente
invengao, a formulagao compreende as proteinas da presente
invencdo sob uma forma administrdvel. As utilizacdes das
composigdes no processo da presente invengao providenciam
formulacdes das proteinas da presente invencao sob modos
que sao facilmente evidentes para os especialistas nesta
técnica. Preferencialmente, as proteinas da presente
invengao estao dissolvidas em veiculos compativeis sob o

ponto de vista fisioldgico.

Os wveiculos compativeis sob o ponto de vista
fisioldégico para as proteinas da presente invencgdo incluem
solucdes intravenosas, tais como, solugdes salinas normais,
albumina do soro, dextrose a 5 %, preparacdes de plasma,
solugdes contendo outras proteinas e solugdes de TPN. O
veiculo preferido para administracdo parentérica € uma
solucao aquosa isotdnica, esterilizada, tal como, uma
solugdo salina ou dextrose a 5 % Ainda mais preferido, £
uma solugdc salina normal com albumina de soro humano. Para
utilizagdo das proteinas da presente invencaoc no refor¢o da

sei misturadas

resposta imunitdria a vacinas, elas

com uma formulacgao de vacina.



Consocante © modo de administracdo, as proteinas da
presente invengaoc podem estar sob a forma de preparagdes
liguidas ou em dosagens semi-sélidas, tais como, por
exemplo, ligquidos, suspensdes ou similares. Alternati-
vamente, pode colocar-se uma solucdo num implante, tal
como, uma bomoa osmdética, para a libertagdc lenta durante
um periodo de tempo prolongado. Alternativamente, as
proteinas da presente invengdc podem ser dadas em
formulagdes de veiculos de libertacdo sustentada, tais
como, veiculos poliméricos semipermedveis sob a forma de
supositérios ou microcdpsulas. Ver, por exemplo, a patente
de invencdo norte-americana U.S5. 3.773.918% para matrizes
microcapsulares de libertacao sustentada incluindo
polilactidios; Sidmon et al., Biopolymers 22 (1), 547-556
(1983) para copolimeros de acido L-glutémico e L-glutamato
de gama-etilo; Langer et al., J. Biomed. Res. 15, 167-277

(1981) para poli-(2-hidroxietilmetacrilato) ou similares.

O modo de administrac¢do liberta proteinas da presente
invengado em individuos de uma forma segura e eficaz sob ©
ponto de vista fisioldgico. As proteinas da presente
invencao podem ser dadas por vias de administracao
intraocular, intranasal, subcuténea, intravenosa, intramus-
cular, intradérmica, intraperitonial, intra-articular,
entérica ou outras vias de administracdo convencionais. Num
enquadramento preferido, as proteinas da presente invengao
sao administradas localmente nos sitios do tecido afectado
por meio de bolus de injeccdo ou de perfusdo. Por exemplo,
para VRP, o modo de administragdoc preferido # uma Gnica
injecgdo intraoccular. A administragdo local €& também
preferida nas feridas peritoniais para evitar a formagdo de
adesdes e noutras feridas para encorajar a cicatrizagdo sem

ides ou escaras visiveis. Para a polipose nasal,

h

col

{

preferem-se gotés nasals. As administrag¢des locais e



istémicas sdo igualmente preferidas em fibrose do pulmédo

U

(injeccdo parentérica ou aerossol nasal ou gotas). A

arcrite reumatdide (AR! pode ser tratada por administracao

intra-articular ou sistémi

A adminigtracdo sistémica € o modo de administracac
preferido na glomerulonefrite e em disturbios da pele muito
difusos (talis como, esclerose sistémica progressiva,
fascite difusa e morfea generalizada). A administracao sis-
témica também € preferivel quando se utilizam as proteinas
da presente invencao para reforgar a resposta a vacinas,
sendo as proteinas da presente invencgdo administradas com a
vacina por injeccao subcuténea, intramuscular ou

intradérmica.

A dose de proteinas da presente invengdo a ser
administrada, ©pode ser facilmente determinada pelos
especialistas nesta técnica, com base nos sintomas usuais
dos pacientes discutidos antes. A dosagem de proteinas da
presente invencdo a ser dadas numa injecgdo € preferivel
que esteja entre 20 ng e 300 mg. A injecgao em bolus pode
ser repetida durante varios dias ou as proteinas da
presente invencao podem ser infundidas de uma forma
continua. Se sao dadas sob a forma de infusao intravenosa,
a quantidade de proteinas da presente invengao a ser
infundida, ao longo de um periodo de 24 horas, é de cerca

de 1 mg até cerra de 100 mg.

A quantidade de proteinas da presente invengao a
adminigtrar pode ser determinada mantendo a concentraciaoc de

gub-normal cu a cerca

FTIC-beta ao zecide local a um

de 1-1.000 mu go/mL.



Preferencialmente, as proteinas da presente invencao
aplicam-se topicamente, injectadas no sitio do problema ou
injectadas intravenosamente. Mais preferencialmente, as

proteinas da presente invengdo sdc administradas por

injecgdo em bolus no sitio em que K i tem de ser

controlado. For 1Injeccdo intravenosa, as proteinas da

presente invencdo devem ser administradas a uma taxa tal

b2

gque mantenham uma concentracdo no soro em circulacgéo
suficiente para reduzir ¢} excesso de FTC-beta.
Preferencialmente, o paciente comega com uma dose de
proteinas da presente invenc¢do relativamente baixa. A dose
baixa deve continuar, preferencialmente, até gue a fase
aguda do paciente tenha melhorado ou tenha tido melhoras
adequadas, conforme indicado por verificacdes fisicas
apropriadas e resultados laboratoriais. Essa melhoria pode
ser evidente num prazo de duas a trés semanas. Na auséncia
de melhorias significativas, a dose de proteinas da

presente invencdo deve ser aumentada.

Os processos de terapia de genes de administracgdao de
moléculas da presente invencdoc estdo também englobados no
dmbito da presente invencdo. O termo "transformagio"
refere-se a qualquer modificacao genética das células e
inclui tanto a "transfecgao" como a "transdugao". Tal como
se wutiliza aqui, "transfeccdo de células" refere-se a
aguisicao por uma célula, de um novo material genético por
incorporacdo de mais ADN. Assim, a transfeccdo refere-se a
insercdo de acido nucleico (por exemplo, ADN) numa célula
utilizando processos fisicos ou quimicos. As varias
técnicas de transfeccdo sdo conhecidas pelos especialistas
na waréria. Pelo contrdrio, a "trans-dugdo de células"

nucleico

[N
o
O,
®

refere-se ao processo de =zransferénc

dentro de célula, utilizande um virus de ADN ou de

ARN. Pode-se incorporar uma ol mais sequéncias isoladas de



polinucledétidos, codificando uma ou mais proteinas de R
FTC-beta II:Fc contidas dentro do virus, no cromossoma da
célula transduzida. Alternativa-mente, a célula é
transduzida com um virus mas a célula ndo terd incorporado
o polinucleétido isolado nos seus cromossomas, mas serad
capaz de expressar extracromosso-micamente o interferdo
dentro da célula. De acordo com um enquadramento, as
células 830 transformadas (isto é, geneticamente
modificadas) ex vivo. As células sao isoladas de um
mamifero (preferencialmente, um ser humano) e transformadas
(isto é, transduzidas ou transfectadas im vitro) com um
vector contendo um polinucleétido isolado, tal como, um
nucledtido de R FTIC-beta II:Fc ligado operacionalmente a
uma ou mails seguéncias de controlo de expressao para
expressar uma proteina recombinante segregada. As células
sao entdo administradas a um receptor mamifero para
libertacdo da proteina im =situ. Preferencialmente, o
receptor mamifero é um ser humano e as células a serem
modificadas sdo células autdlogas, isto é, as células sdo
isoladas do receptor mamifero. O isolamento e a cultura das
células in vitro, ja foram referenciados. De acordo com
outro enquadramento, as células saoc transformadas ou de
alguma forma modificadas geneticamente in vive. As células
do receptor mamifero (preferen-cialmente, um ser humano),
sdo transformadas (isto é, transduzidas ou transfectadas)
in vivo com um vector, contendo ¢ polinucledtido isolado

similar ¢ a proteina é libertada in situ.

Os polinucledtidos isolados que codificam a proteina

na célula ex vivo ou in vivo por

de fusdc sao i
processos genéticos de transferéncia, tais como,

para originar uma célula

transfeccio ou

Os whpiss wan ¢ de expressédo

geneticamente

(isto €, veiculos para facilitar a libertagdo do



polinucledétido isolado na célula alvo) sao conhecidos pelos
especialistas nesta técnica. Normalmente, o© material
introduzido incluil um polinucleétido isolado da presente
invencadc em conjunto com um promotor para controlar a
transcricao. Se a libertacao do polinucledétido de R LTC-

Beta IT:Fc se destina a tecidos especificos, pode ser

deseidvel atingir a expressido deste gene. Por exemplo,
multos promotores descritos na literatura gue sao apenas
expressos nalguns tecidos. Assim, seleccicnando o promotor
apropriado (constitutivo wversus indutivel; forte versus
fraco), é possivel controlar tanto a existéncia como ©
nivel de expressao de uma proteina de fusao na célula
geneticamente modificada. Se o gene que codifica proteina
de fusdo esta sob o controlo de um promotor indutivel, a
libertacdo da proteina in situ é activada pela exposigdo da
célula geneticamente modificada, in situ, a condigbes que
permitam a transcricao da proteina, por exemplo, por
injeccgéao dos indutores especificos dos promotores
indutiveis que controlam a transcricdo do agente.
Recentemente, desenvolveram-se sistemas muito sofisticados
gque permitem uma regulacdoc precisa da expressido de genes

por meio de moléculas pequenas administradas exogenamente.

Esses sistemas incluem o sistema de
(Rivera et al., Nature Medicine 2 (9): 1028-1032, 19%6); o
sistema de tetraciclina (Gossen et al., Science 268: 1766-
1768, 1995), 1995}, o sistema de ecdisona (No et al., Proc.
Nat. Acad. Sci., USA 93: 3346-3351, 1996) e o sistema de
progesterona (Wang et al., Nature Biotechnology 15: 239-

243, 1957).

De acordo com isto, a quantidade de proteina de fuséo

bertad in gitu é regulada pelo controlo de

[T}
o
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tais como, (i} a natureza do prcmotor utilizado

dirigir a transcrig¢do do polinucledtido inserido (isto




é, se o promotor € constitutivo ou indutivel, forte ou
fraco ou se se trata de tecido especifico); (2} o numero de
copias do peclinucledtido exdgeno que estd inserido na
célula; (3) o ntmero de células transduzidas/transfectadas

gue sao administradas (por exemplo, implantadas, feitas no

paciente); (4) a do implante (por exemplc, enxerto
ou sistema de expressao encapsulado) em processcs ex vivo;
(5) um numero de implé&ntes em processos ex vivo; (6) ¢
numero de células transduzidas/transfectadas por adminis-
tracdo in wvivo; (7) o tempo que dura a que as células
transduzidas/transfectadas ou os implantes sejam deixados
no lugar tanto em processos ex vivo como In vivo; e (8) a

taxa de produgcaoc da proteina de fusao pela célula

geneticamente modificada.

Os vectores de expressac compativeis com as ceélulas
hospedeiras de mamiferos para serem utilizadas na terapia
de genes incluem, por exemplo, plasmidos, vectores
retrovirais de aves, de murinos e de seres humanos,
vectores de adenovirus; vectores virais de Therpes;
parvovirus; e poxvirus nac replicativcs. Em particular, a
replicagao recombinante defeituosa de virus pode ser gerada
em linhas de células em pacote, gue produzem apenas virus
com replicacdo defeituosa. Ver, Current Protocols in
Molecular Biology: Sections 9, 10-9, 14 (Ausubel et al.,
eds.), Greene Publishing Associates, 1989. Vectores virais

especificos para serem utilizados nos sistemas de

transferéncia de genes estdao bem estabelecidos, por
exemplo, Madzak et al., J. Gen. Virol., 73: 1533-36 (1532)
(papovavirus SV40); Berkner et al., Curr. Top. Microbicl.
Tmmunol., 158: 39-61 (19%2) (adenovirus); Moss et al.,
Curr. Top. Microbionl. Immunol., 158: 25-38 (15%2) (virus de

vacinia); Muzyczxa, Curr. Microbiol., Immunol., 158:

97-123 (1992) (virug adeno-assgociados); Margulskes, Curr.



Top. Microbiol. Immunol., 158: 67-93 (1992) (virus do

herpes simplex (VHS) e wvirus de FEpstein-Barr (VHB));

Miller, Curr. Sop. Microbiol. Immuncl., 158: 1-24 (1932)
(retrovirus); Brandyopadhyay et &i,, Cell, Biol,, 4:
749-754 (1984) (retrovirus); Miller et al., Nature, 357:
455-450 (15%2) (retrovirus); Anderson, Science, 256: 808-
813 (1992) (retrovirus]. 3s vectores preferidos sdo os

virus de ADN que incluem adenovirus (preferencialmente,
vectores & Dbase de Ad-2 ou Ad-5), virus do  Therpes
(preferencialmente, vectores a base do virus do herpes
simplex) e parvovirus (preferencialmente, vectores a base
de parvovirus "defeituosos" ou ndoc autdénomos, mais
preferencialmente, vectores a base de wvirus adeno-
associados, mais preferencialmente, vectores & base de VAA-
2). Ver, por exemplo, Ali et al., Gene Therapy 1: 36384,

1994; patentes de invencdao norte-americanas U.S. 4.797.368

e 5.399.346 e discussao que se segue.

Os virus adeno-associados (VAR) também tém sido
utilizados como vectores para a terapia somdtica de genes.
O VAA é um virus pequeno, com ADN de hélice simples (HS),
com uma organizacdo gendémica simples (4,7 kb), que o torna
um substrato ideal para a engenharia genética. Os dois
quadros de leitura aberta codificam uma série de
polipéptidos rep e cap. Os polipéptidos rep (rep78, repé8,
repé2 e rep40) estdo envolvidos na replicag¢do, resgate e
integracdo do genoma de VAA. As proteinas cap (VP1, VP2 e
VP3) provém da cédpside do virido. A flanguear os guadres de
leitura aberta de rep e cap nas extremidades 5' e 3’ estao

145 repeticbes de pb de terminal invertido (RTIs), as

primeiras i pb de cada um sdao capazes de formar

estruturas em duplex em forma de ou de T. Da maior

2

importéncia para o desenvolvimento dos

completos de rep ¢ cap podem sger excisados e




ubstituidos com um transgene terapéutico ou repdrter. Ver,

Ul

w

. J. Carter, in Handbook of Parvoviruses, ed., P. Tijsser,
CRC Presg, pp. 155-168 (1$90). Tem sido demonstrado gue as
RTIs representam a sequéncia minima necessaria para a

replicacao, resgate, empacotamento e integracao do genoma

de VAA. O cicio de de VAA & Dbif&eico, composto por

RS
episddios latentes e liticos. Durante uma infecgdo latente,

0s virides de ¥&&% entram numa célula sob a forma de um

ADNhg encapsidado e, pouco tempo depois, sao libertados
para o nucleo onde o ADN de VAA se integra estavelmente num
cromossoma hospedeiro sem a necessidade aparente da divisao
das células hospedeiras. Na auséncia de um virus auxiliar,
o genoma de VAA integrado permanece latente mas capaz de
ser activado e resgatado. A fase litica do ciclo de vida
comeca quando uma célula que comporta um provirus de VAA é
estimulada com uma infeccdo secundaria por um virus do
herpes ou um adenovirus, que codificam fungdes mais
auxiliares que sdo necessarias para que o VAA ajude na sua
excisao da cromatina hospedeira (B. J. Carter, supra). O
ACN de estrutura helicoidal simples (hs} da infeccgéo
parental expande-se para os ADNs da forma de replicagéo
(FR) em duplex de uma maneira dependente de rep. 0s genomas
de VAA resgatados sao empilhados em cédpsides de proteinas
pré-formadas {gimetria icosaédrica com aproximadamente com
20 nm de didmetro) e libertados como virides infecciosos,
gue comportam empilhados quer genomas de ADNhs + ou -,
seguindo a lise das células. Os VAA tém um potencial
significativo na terapia dos genes. As particulas wirais

recombinantes

sdo multc estdvels e 08 W&

caracteristicas "semelhantes a firmacos”, em que

ger purificado por aglomeragcao ou por associagcao em

gradiente. S&o @ ao calor e podem ser liciilizados

para formarsm um pd e serem vre-hidratados com uma

actividade completa. O seau integra-se estavelmente nos



cromossomas hospedeliros para uma expressac a Llonce prazo. A
sua gama de hospedeiros é vasta e o VAA ndc causa doencgas
conhecidas de modo que os vectores recombinantes nao sao
téxicos. Recentemente, ¢ baculovirus recombinante, derivado

primeiramente do Dbaculovirus, virus de poli-hedrose de

miltiplos nucleos de Autographa californica , Tem

mostrado ser capaz de transduzir células de mamiferc in
vitro. (Ver, Hofmann, C., Sandig, V., Jennings, G.,
Rudolph, M., Schlag, P., and Strauss, M. (1935, “Efficient
gene transfer into human hepatocytes by baculovirus
vectors", Proc. Natl. Acad. 8ci. USA 92, 10099-10103;
Boyce, F.M. and Bucher, N.L.R. (1996} "Baculovirus-mediated
gene transfer into mammalian cells", Proc. Natl, Acad, Sci.
USA 93, 2348-2352). Os baculovirus recombinantes tém varias
vantagens potenciais para a terapia de genes. Estas
vantagens incluem uma grande capacidade de inserg¢do de ADN,
uma falta de uma resposta imunitdria pré-existente em seres
humanos, a falta de replicacdo em mamiferos, uma falta de
toxicidade para os mamiferos, uma falta de expressdo de
genes  virais em células de mamiferos devido a
especificidade para insectos dos promotores transcricionais
do baculovfrus e, potencialmente, uma falta de resposta

citotdxica dos linfécitos T dirigida contra estas proteinas

virais.

A presente invencgdo serd ilustrada pelos exemplos nao

limitativos que se seguem.

Exemplo 1: Construcdo e Expressido da Proteina de Fusédo

Soluvel de R FTC-beta:Fc de Coelho

Iscla-se um clone de comprimento completo (MIS.3f11)
codificando o receptor de FTC-beta (“FTCE”) do tipc i de

coelho, ¢ isolaco de uma biblioteca de ADNc de ovaric de



coelho conforme descrito (di Clemente et =zl., Most.

[12947). O gene de fusdo de R FTC-beta

II:Fc de coelho, consistindec no dominic

extracelular do receptor de tipo II de coelho (nucledtidos

" -

832-1.311 da SEQ ID N°. #¢ fZuncidc com a porcdo Fc de

N

humana {(nucledtidos 1.332-1.925 da SEQ ID N°. 2Z), constrii-

Se Ccomec se segue:

Fragmento 1) Um £fragmento de 479 pb, contendo o
dominio extracelular do receptor de FTC-beta de tipo
I¥ de coelho, € amplificado a partir do clone
MIS 3filk, por RCP convencional, wutilizando o©s
iniciadores de oligonucleé¢tidos apropriados (SEQ 1ID
N°. 5 e SEQ ID N°. &). Estes oligonucledtidos conferem
sitios de enzimas de restricdo de NotI e Sall de
flangueio no produto resultante de RCP, que € em

seguida digerido com estas duas enzimas de restricao.

Fragmento 2) pSAB132 (Miller et al., J. Exp. Med. 178:
211 [1993]) € digerido com a enzima de restricgdo NotlI
e o8 grupos fosfato terminais sdao eliminados por

digestdo com fosfatase intestinal alcalina de bezerro.

Fragmento 3) Constrdi-se pSABl44. Isola-se a regido
charneira contendo a regido constante da cadeia pesada
(L) da IgGl humana, as sequéncias (g2 e Cy3, com
iniciadores especificos da cadeia P por amplificacgao

por RCPF do ADN a partir do ARN das células COS-7 que
sido transfectadas com plasmido contendo

ingsercgdes gendmicas de 3 pares de guilcbasez (Miller
et al., J. Exp. Med. 178: 211 {[1993]). Os iniciadores

especificos das cadeias pesadas sdo concebidos de

[

maneira gue resultem as seguéncias de Cu2 e Cu3 de

IgGl amplificadas por RCP, flanqueadas por sitios de



reconhecimento de enzimas de restricaoc Sall em 5' e
NotI em 3'. pSABl44 é digerido com as enzimas de
regtrigdo NotI e Sall para libertar um fragmento de
700 pares de bases ccntendo a porgdo Fc da IgGl

humana.

Os fragmentos 1, 2 e 3 sao licados e transformados em
bactérias capazes de transformacdo. Recuperam-se CS
plasmidos a partir dos transformantes e analisa-se por
digestdes de enzima de restricdo e electroforese em gel
para saber a orientacdao correcta dos fragmentos unidos.
Esta estrutura compreende o gene de fusido recombinante de R
FTC-beta II:Fc de coelho e toda a sequéncia de codificacao

é confirmada pela seguenciacdo do ADN (SEQ ID N°s. 1 e 2).

O gene de fusdo recombinante de R FTC-beta II:Fc de
coelho é transfectado em células de ovario de hamster
chinés (OHC) por electroporacdo a 280 volts. Depois da
transfeccdo 1inicial, seleccionam-se as células para a
expressdo de di-hidrofolato-redutase (DKFR) por sub-
culturas em meio selectivo sem glicina, hipoxantina e
timidina. As coldnias resultantes sao entdo transferidas
para placas com 24 orificios e analisadas quanto &
expressao dos genes de fusao de R FTC-beta :Fc de coelho.
As culturas com a expressao mais elevada sao submetidas a
amplificagdao por exposicao a quantidades crescentes de
metotrexato. As células capazes de crescer em metotrexato
25 nM sdo clonados por diluicdo limitativa em placas com 96

orificios. 0Os clones com a expressdo mais altd sdo

transferidos para uma cultura em suspensdc e os clones gue

expressam oS8 3 mais elevados de R FIC-beta II:Fc sio

gseleccionados para produzirem R FTC-beta II:Fc.



Os especialistas na técnica podem construir e
expressar um gene recombinante similar contendo o dominio
extracelular do receptor de FIC-beta de tipo II humano
isolando o gene receptor de FTC-beta de tipo Ii humano a
partir de ADNc de ovario humano disponivel comercialmente
(Clontech) e substituindo o iniciadcr de c¢ligonucledtidos
descrito na SEQ ID N°. 7 pelo iniciador de oligonucledtidos
descrito na SEQ ID N°. 6. & gequéncia de ADN do gene de
fusdo humano de R FTC-beta :Fc estd descrita (SEQID N°. 3 e
SEQ ID N°. 4}.

Exemplo 2: A Proteina de Fusdo de R FTC-beta : Fc Liga-se a

FTC-beta In Vitro

O gene de fusdo de R FTC-beta :Fc recombinante, de
coelho (SEQ ID NW°. 2 contida dentro da SEQ ID ¥*. 1 do
vector de expressao) € transfectado em células COS por
electroporagdo a 280 wvolts. As células transfectadas
crescem em DMEM, complementado com soro bovino fetal a 10
% . Passados 5 dias, as células sao retiradas da cultura por
centrifugacdo ¢ avalia-se o sobrenadante quanto 4 expressao
de R FTC-beta II:Fc recombinante de coelho, pozr
electroforese em gel de S$SDS/poliacrilamida (SDS/PAGE). O R
FTC-beta II:Fc presente no sobrenadidnte da cultura de

células é analisado quanto & sua capacidade para ligar FTC-

beta. INEN Life Science Products), faz-se a
sua incubacgao durante 2,5 horas com um meio de cultura de

% contendo R FTC-beta ZI:Fc de coelho ou

células <
controlo de Ig3 e proteina A-sefarose que se liga a porgao

¥c de IgG. Os complexos de proteina A:Fc resultanteg sao

th

K]

ugagao, lavados em scolugfo saiina

s
enLri

[@]

recuperados por

tamponada com fosfato e analisados por e
autoradiografados. C ® FIC-beta II:Fc imunoprecipita {*7ii-

FTC-beta mas © mesmo nao acontece com o controlo de IgG.



Exemplo 3: Ensaio de Proliferagio de Células de Pulmido de
Marta

A proliferacdo de células epiteliais de pulmido de
marta ({CCL64) € inibida por FSC-beta i. Assim, pode-se
verificar a capacidade de R FTC-beta :¥o para bloquear o
efeito anti-proliferativo de FTC-beta 1. As células CCLé4
sdo mantidas em MEM complementado com 100 unidades/mL de

. de estreptomicina e soro bovino fetal

penicilina, 100 :
a 10 %. Para o ensalio, faz-se a incubacao de uma série de
diluig¢des de R FTC-beta :Fc com 0,1 ng/mL de FTC-beta 1,
durante 1 hora, num meio de ensaio (MEM complementado com

. de estreptomicina

100 unidades/mL de penicilina, 100
e soro bovino fetal a 10 %) numa placa microtituladora de
cultura de tecido de 95 orificios. As células CCL64 sao
novamente suspensas em meio de ensaio e adiciona-se a placa
de ensaio, numa concentracao de 4.000 células por cavidade.
As células sao incubadas a 37 °C, durante 72 horas e
submetidas a impulsos com {“#i-timidina (70-86 Ci/mmole)
durante mais 4 horas. A sintese de ADN, que reflecte a
proliferacac das células, é determinada medindo a
incorporagdo de {‘yi-timidina, Quando as células comecam a
proliferar apenas num meio, mede-se a quantidade de {'H]-
timidina incorporada a 188.745 contagens por minuto (CPM).

Quando FTC-beta 1 estd incluidc no meio, a proliferacdo

fica inibida e mede-se a quantidade de {"¥i-timidina

inrorporada a 49.088 contagens por minuto. A seguir,
mostram-se 08 resultados guando se aumentam as quantidades
de R ITC-beta :Fc ou IgG de controlo, que sao adicionades

ao meio:



Concen. R FTC-beta II:Fc IgG de Controlo

Lol EN N (CPHM)

53.619

55.097

A quantidade de R FTC-beta IIl:Fc necessaria para

inibir o efeito anti-proliferativo de 0,1 ng/mL de FTC-beta

por equivalentes de 50 %, equivale a 0,5 sy

Exemplo 4: Modelo de Traumas em Vasos de Ratos

Utilizaram-se ratos Sprague-Dawley machos, pesando 400
g e com cerca de 3-4 meses de idade (Bantin & Kingman,
Edwards, WA) . Todos o0s processos cirurgicos  foram
realizados com anestesia geral por injecg¢ao intraperitonial
de xilazina (2,2 mg/kg, AnaSed TM, Lloyd Laboratcries,
Shenandoah, IA) e cetamina (540 wmo/kg, Ketaset TM, Aveco
Co., Fort Dodge, TA). A artéria carétida comum esquerda foi
exposta com um cateter de baldo de 2F, introduzindo o
cateter através da artéria cardétida externa. A cardtida
comum esquerda distal e as artérias cardtidas externas,
foram expostas através de uma incisdo na linha média do

pescogc. Fez-se passar © cateter trés vezes com wmn baldo

suficientemente distendidc com uma salina vpara

gerar uma ligeira resisténcia. EZste processo produz uma
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distensdo da proépria. cardtida, liga-se a cardtida esquerda

até a retirada do cateter e fecha-se a inciséo.

de
d

M

Os tratamentos experimentais incluiram uma séri

r
I

injecgles intravenosas de 1 mL do receptor de FIC-ket
I

o]

o))

I:Fc (SEQ ID N°. 8) em SBF dado em cada um dos dias
apés a operacdo a 5 mg/kg. Passados 14 dias desde a
exposicdc do cateter de balZo, anestesiaram-se todos os
ratos e fixaran-se as artérias cardtidas por perfusdo, a
uma pressaoc de 120 mm Hg com paraformaldeido a 1 % e
glutaraldeido a 1,25 %, no seio de tampao de fosfato 0,1 M,
a pH 7,4, por via de uma canula grande colocada de forma
retrdgrada na aorta abdominal. Dez minutos antes da
fixagao, deu-se a estes animais uma injeccdao intravenosa de
azul de Evans (0,3 mlL em solucgdo salina a 5 %). Passados 5
minutos da perfusdo, as artérias cardtidas comuns esquerda
e direita foram repostas, incluindo o arco adértico. Depois,
estes vasos sanguineos foram fixados por emersaoc no mesmo

fixador que se utilizou para a perfusao.

Fez-se a andlise de segmentos da artéria para
pesquisar a presenca ou a auséncia de endotélio obtendo-se
trés fragmentos da artéria cardtida esquerda exposta,
corada de azul e embebendo-os em parafina para um
seccionamento transversal, utilizando um mlcro-torno
“Micron”. Para medir as dreas mais intimas, obtiveram-se

Os

fotonicrogrdaficos de 3-4 seccbes de cada awn
fotomicrogréficos foram digitalizados e analisados com um

software de andlise de 1imagens (NIH Image 1.55 for

o

o)

Mzcintosh) . Mediram-se as dreas intimais por determinacgédo
da area entre o ldmen e a lamina eldstica interna.
Determinaram-se as dareas médias medindo & 4drea entre a
l3mina eldstica interna e externa. A relacic entre as areas

¥

Intima/média fol calculada a partir destas medigdes.



Efeito de R FTC-beta II:Fc (SEQ ID N°. 8) na restenose

no modelo de ratos.

Quadro 1: Area da intima (mm®)

Tratamento Area Média Desv. Fadrdo Erro Padrio
Controlo {(n=4) 0,15 0,015 0,008
Experimental: 0,068 0,016 0, 007

5 mg/kg/dose
35 mg/kg por cicle

de terapia (n=5)

Um teste T desemparelhado entre tratamentos, resultou

num p = 00,0001 significativo sob o ponto de vista

estatistico.

Quadro 2: Relagdo entre as Areas Intima/Média

Tratamento Area Média Desv. Padrdo Erro Padrio
Controlo {(n=4) 0,706 0,03 0,015
Experimental: 0,360 0,137 0, 061

5 mg/kg/dose
35 mg/kg por cicle

de terapia (n=5)

Un teste T desemparelhado entre tratamentos resultou
num p = 0,0018 significativo sob o ponto de vista
estatistico, indicando que o tratamento com a SEQ ID N°. 8
reduziu significativamente a formacgdo da intima relativa-

mente & média, quando comparado com os grupos nao tratados.

Exemplo 5: Modelo de Fibrose do Pulméao

Uma acumulacdo em excesso do colagénic no pulmido € a

marca de fibrose

[ W

tecido depende da taxa de



degradacac do colagénio e, em casos de fibrose, a taxa de

sintese de colagénio predomina em relacdo & taxa de

degradagao de

Compraram-se hamsters da racga Golden Syrain isentos de
doencas respiratdérias crénicas, pesando 120-130 g, &
Charles River {Boston, MAR] e alojaram-se em gaiolas de
plastico, em grupos de 4, em instalacles aprovadas pela
merican Association for Accreditation of Laboratory Animal
Care. Deixaram-se o0s animais aclimatarem-se durante uma
semana as condigbes do laboratério antes de iniciar as
experiéncias. Eles tiveram acesso a Rodent Laboratory Chow
5001 (Purina Mills. Inc., St. Louis, MO) e Agua ad libitum
e estiveram alojados numa sala com ar filtrado e com um
ciclo de luz/escuro de 12 horas/12 horas. Os hamsters foram

distribuidos pelos grupos seguintes para os estudos

bioguimicos e histopatoldgicos.

Grupo de Tratamento Estudo Estudo
Bioguimico Histopatoldgico
{(n) (n)
Sol. Salina IT i Sol. Salina IP 10 &
Bleomicina IT + 3¢cl. Salina IP 10 i

Rleomicina IT + Recep. de FTC-beta do
tipo II:Fc 10 by
Sol. Salina IT i Recep. de FTC-beta

do tipo II:Fc 10 &

Dissolve-se o sulfato de bleomicina em solugdo salina,
igoténica, esterilizada, isenta de pirogénic, imediatamente
antes da instilacdc intra-tragueal (I7T). Scb o efeito de
anestesia com pentobarbital (25-35 mg/kg, ip) os hamsters,

apropriado, receberam bleomicina %,% unida-

ivalente (4 mL/kg) de solucio

igoténica, isenta de pirocgénio, através de uma via



tians-oral. Adminrstra-se o receptor de FTC-beta do tipo
iI:Fc por via intraperitonial (ip, ou intra-tragueal, numa
dose terapfutica para o hamster em grupos apropriados, de
duas vezes por semana, durante 21-28 dias apds a

instalacdo. Depols, os animais de cada grupo foram

sacrificados por meio de uma o-erdose dé pentobarbital

s6dio (100-125 mg/kg, ip) e os seus pulmdes foram tratados

para fazer estudos biogquimicos e i

1. Estudo Bioguimico

Os pulmdes dos animais utilizados para os estudos
bicguimicos, foram perfundidos in situ ©por via do
ventriculo direito com uma solugdo salina, isotdnica,
arrefecida com gelo, para lavar o sangue do sistema
vascular pulmonar através de uma abertura no ventriculo
esquerdo. 0Os glébulos do pulmdo foram rapidamente
dissecados, retirou-se-lhe todo o tecido nado parenquimal,
mergulhou-se em azoto liquido para uma congelacao rapida e
depois armazenou-se a -80 °C. Os pulmdes congelados foram
mais tarde descongelados e homogeneizados em XC 0,1 M,
tampdo de Tris 0,02 M (pH 7,6) com um homogeneizador
Polytron. Armazenaram-se a -80 °C, varias aliquotas de 1 mL
do produtoc homogeneizado até ao momento de se realizarem

varios ensaios bioguimices.

Quantificou-se o teor de hidroxiprclina do produto
homogeneizado do pulmaoc como uma medida do teor de
colagénio, pelas técnicas de Woessner, Arch. Biochen.
Bicphys. 23: 440-447 (1%61) e peroxidagdc de lipidos pelo

processo conforme descrito em Giri, et al., Biochem.

o)

§ud

s

(€2

W

Pharmacol, 54: 1205-121

¥



2. Estudo Histopatclégico

Anestesiaram-ge 0s hamsters até ac nivel da secessao

o ccracao foi

da batida cardiaca. Abriu-se o
desligado das suas bases e fez-se passar uma canula na
tragueza. Os pulmdes e o coragao foram retirados em bloco,
pesados e colocados num banho de uma solugaoc salina normal
e instilou-se os pulmdes com um fixador de glutaraldeido-
paraformaldeido a 1 %, em tampao de cacodilato 0,12 M, a
400m Osm, a uma pressdao de 30 cm de H;O. Fixaram-se o0s
pulmdes por via desta pressao durante cerca de 2 horas e
depois armazenaram-se num fixador com as traqueias
ocludidas. Antes de se embeber, o pulmdo € isolado do
coragac e de todo o tecido néo pulmonar por dissecgao cega
e é retirado. Cortam-se os blocos de tecido de, pelo menos,
duas fatias sagitais (espessura de 2-3 mm) da parte
craniana direita, da cauda direita e dos 1lébus esquerdos do

pulmao esquerdo de cada pulmadao. Corta-se cada bloco com uma

face de cerca de 1 : Desidrataram-se o0s blocos numa
série graduada de etanol e embeberam-se em parafina.
Cortam-se seccbes (espessura de 5 um) dos Dblocos em
parafina e coram-se com haematoxilina e eosina, para fazer

as avaliagbes histoldgicas.

3. Andlise e Interpretagdo dos Dados

Os valores para 0s diferentes derterminantes
bicgquimicos nos pulmdes de controlo e dos animais tratados
estao expressos por mg de proteina do pulmiao ou ADN,

Contudo, deve notar-se gue a expressio dos dados baseia-se

por mg de uma proteina ou do ADN do pulmdo, wvail tender a

e}

um abaixamento artificial dos wvalores nos

animails tratados. Este prcblema é atribuidc &

de leucbcitos, presenga de proteina do plasma residual nos



pulmbes mesmo apds perfusac e proliferacdo das células do
tipo II e dos fibroblastecs no estudo de longo prazo, nos

pulmdes de hamsier tratados com blecmicina. Para evitar um

abaixamentc artificial dos os dados serao
expressos numa base por pulmdo. Ver, Starcher et #&,, Am.
rev, Resp. Dis., 117:299-305 (1973) e Witschi, Essays

Toxicol., 6: 125-191 (1975).

Os dados foram analisados em termos de valores médios
com os seus desviog paardo e 08 erros padrao das médias.
Ira aplicar-se o teste T de Student, as distribuicdes do
qui quadrado, o coeficiente de correlacao, a andlise de
varidncia (ANOVA) e o teste de comparacdo multipla, para

iniy o significado das diferencas entre os grupos de

controlo e de tratamento utilizando um pacote estatistico
com base em computador (SAS/STAT Guide, é* Ed. Cary, N.C.
pp. 183-260 (1985)).

Exemplo 6: Modelo de Glomerulonefrite

0 efeito das proteinas da presente invengao € avaliado
num modelo de glomerulonefrite. A glomerulonefrite
experimental é induzicda em ratos com uma unica injeccgao de
soro de nefrotixina da membrana de base anti-glomerular
(8NT) derivado de coelhos. A lesdo experimental € uma
glomerulonefrite mesangial proliferativa e € caracterizada
pela expansao da matriz mesangial e pela hipercelularidade.
As células traumatizadas sao expressas em mais ARNm de FTC-
beta i e FTC-beta 1 gue, por sua vez, estimula a sintese de
dois proteoglicancs, biglicancs e decorina. De particular

interesge, é o facto da nefrite reprodutivel progredir

através das esgcarae glomerulares e tubulointersticiais,

ac estade final da doeng¢a renal.




Primeiro, a glomerulonefrite é induzida em zratos por
uma injeccao intravencsa de soro de SNT. Em seguida,

durante seis dias, tratam-se dois grupos de ratos com uma

injeccao didria de solucao salina f{o grupo de
controlo negativo) ou proteinas da presente invencao. No
décimo dia, os animais sao sacrificados e fazem-se laminas
dos rins, que sao coradas periodicamente com solugdes de
dcido de Schiff para enfatizar as alteracdes patoldgicas.
Os rins com controlo negativo tém uma glomerulonefrite
completa com material fibroso, amoric, vermelho rosado a
preencher a maior parte dos glomérulos. O3 rins de controlo
positivo tém um modelo de coloracdo que é semelhante a um
glomérulo normal. O rim que € tratado com proteinas da
presente invencdo também tem uma aparéncia normal,
indicando que as proteinas da presente invencgdo bloqueiam a

resposta devido a uma secrecgiao da sobre-produgdo de FTC-

beta.

A extensdo do trauma glomerular pode ser quantificada
realizando contagens das células glomerulares desde 30
glomérulos seleccicnados aleatoriamente de animais normais
e de animais nefriticos em cada grupo. Por volta do 10°
dia, hd mais células nos glomérulcs resultantes dos ratos
tratados com SNT. A fungdo renal é também avaliada por meio
da medigdo dos niveis de albumina na origem e por

quantificacao da clearance da creatinina.

Uma outra medida do efeito das proteinas da presente
invengdo no processo de doenga, consiste gquantificar a
quantidade de a&aglomeracac de matriz extracelular nos
glomérulos. O grau de expansao da matriz glomerular €

determinado como uma percentagem de cada glomérulo ccupado



beca II:F¢ € possivel que tenham percentagens semelhantes
da matriz mesangial do que no rim normal e bastante menos

matriz mesangial do que os rins com controlo negativo.

Exemplo 7: Modelo de Artrite

A artrite é induzida em ratos fémea LEW sem patogéne-
ses (Harlan Cprague Dawley, Indianapolis, Ind.), pesando
cerca de 100 gramas. Cada um recebe uma dose de fragmentos
de parede da célula de streptccocci do grupo A (SCW) (30 mu
g ramnose/gm de peso do corpo), injectado intraperitonial-
mente (ip), de acordo com a técnica descrita em Brandes et
al. (1991) J. Clin. Invest. 87: 1108. Injectou-se intra-
articularmente (IA) aos ratos injectados SGW e aos ratos
injectados LEW de controlo nos tornozelos traseiros, uma

das seguintes injeccgdes:

1. proteinas da presente invencao em 25 um 1 SBF,
2. apenas SBF, ou
3. um controlo de IgG

Monitorizou-se clinicamente as articulagbdes determi-
nando a quantidade de eritema das articulag¢des, os inchacgos
e a distor¢do numa escala de 0 (normal) a 4 (inflamacédo
severa). Tiraram-se radiografias e avaliaram-se quanto ao
inchago dos tecidos moles, ao tratamento do espaco das
articulacdes, as erosdes e deformacdes dos ossos. Obtive-
ram-se espécies de tecido e preparam-se para analise
histopatoldgica, tal como descrito em Brandes et al., ibid.

solou-s2 o ARN total de tecido sinovial excisado de acordo
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A injecgdc de B8CW produz uma resposta inflamatéria

aguda ¢ detectdvel clinicamente no prazo de algumas

y

horas e no maximo em 3-5 dias. Quando se injecta receptor
de FTG-beta do tipo II:Fc directamente na articulacgdo antes
da administracdo ¥ da SCW, a inflamacdo as 24 horas, &
significativamente infericr & observada em articulagbdes com
o anticorpo irrelevante. No pico da resposta ajuda, a
inflamacdc dessas articulagdes tratadas permanece muito
longe das articulagdes com o anticorpo irrelevante. Mesmo
se as articulagdes saoc injectadas com receptor de FTC-beta
de tipo Ii:Fc guando se desenvolve a inflamagado (137 dia),
a fusao tem ainda um efeito anti-inflamatério significa-
tivo, quando comparada com O anticorpo irrelevante. Dado
que as proteinas da presente invencdo também se ligam a
FTC-beta, elas tém um efeito benéfico similar quando dadas
numa fase precoce ou tardia do processo inflamatoério.
Outros modelos experimentais bem estabelecidecs de AR
incluem a artrite induzida por colagénic e adjuvante. Ver,
por exemplo, Janusz MJ et al., Inflamm Res. 46: 503-508
(1997); Myers et al., Life Sci 61: 1861-1878 (1997); e Kock
et al., Clin Immunol Immunopathol 86: 199-208 (1998).

:» BIOGEN, INC.

= 1¥%» Proteinas de Fusdo do Receptor de FIC-beta do Tipo II
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gagttcgagce
tgaccgeccca
ccaataggga
gcagtacatc
tggcccgoct
atctacgtat
cgtggatage
agttrgtttt
ttgacgcaaa
gtgaaccgtc
cgggaccgat
agagttaact
gtgcaaatca
gtgttacttc
gugotgoice
atcccgecge
goegteaag:s

cagaagtcct
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ttgcatgcce
acgaccccceg
cttteocattg
dagtgtatca
ggcattatgce
tagtcatcge
ggtttgactc

ggcaccaaaa

zgatcgectg
ccagectocg
ggtaagttta
aagaactgct

tgctcotansa

2.0

gaaggtcgtt
cccattgacg
acgtcaatgg
tatgccaagt
ccagtacatg
“attaccatg
acggggattz
ccaacgggac
gegrgtacgg
gagacgccat

gactctagag

atataactta
tcaataatga
gtgcagtatt
acgcccccta

accttatggg

ccaagtctcc

ttcccaaaat

ccacgctgtt

gatccggtac
cttttatttc
tgttgoettt
Lgtaccegog
ctegtectygt

adatgacacga

cggtaaatgg
cgtazgttcc
tacggtaaac
ttgacgtcae
actttcctac
tttggcagta
accccaztga
gtcgtaacaa
atetaagcag
ttgacczcca
tcgaggaict
agctcccgga
acttctaggce
gcegetetyge
ggacgcgeat

tggtcacgga
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ccagcctgge
cazagteacg
tgcccacttg
tgacggteaa
ttggcactac
catcaatggg
cgtcaatggg
ctcecgeccca
agetcgttta
tagaagaaac

gaaaaaccag

ctgtacggaa
catgggtogg
cgccagoacy

Ccaacaatgge
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agcatcgccce
CCegTgguac

cgctgtctct

tgcctgegeg

acacccaggc
ggceeoctic
gtggcctctce
ccttecgegg
cacggtecte

cagcctecey

ccaccgtee
aagccctecce
cacagoggta

cetgootact

czataaagac
ctcecttgec
cccctgecte

cgtaaaggac

gagcttctgg
ctgcttctte
gcgtgactece
ctctttccge
ctteccectet

ccggacggec
actcccggga

taagccccecea
gcccgaggte
ctzggeggga
tctgcagcega
tcectecectce
ggctgagact
cgccccttet
aggaggcccc
gcggtccaca
cacaaggttc

grccacaccg

cettccccee

@

cccagggctce

acccctagag
aaggctgecce
ccgaaccteg

tagcaaggga

cacccteatyg
agaccctgag
aaagccgcgy
gcaccaggac
agccccceatce

cacectoore

gctoacogng
tgaggctctg
gcggecgegt
gccccagcete
cagcaagcaa
gtczctecte
aggcgcccca
caggtgactc
ccecctggact

cgactccceg

ggcctctett

ctcecgaggece
tectecggteg
atcttgggtc
ggctcgaact

Sy

i

agctcttacc

gogeacacgt

acccgagtca

ccgageegty

ctctttcaat

atccggaage

getgacteto
tToosoicag
tgctrogeta
aaatattctg

cttactcecac

cagaacctac

gegegeaagg

atotecegga

gtcaagttaz

accacgcctce

gacaagagca
cacaaccact
cgaccgtgac
gcgoeecttc
ccggetggygy
gcgracggeco
ccaccgtctt

tgcgcageag

cgtccctgga

gtagggegte
tcttaggtct
tceceettggg
cctecgeecggg
tgacctctge
taggctgcaa

ccttetttcece

tggacagttg

tggtcattcet

gceagtgececec
ccgcagaacyg
tcgcggegag
cccgteactt
tootgtgaca
attttrraagt

rctecaaago
atgagctgac
acatcgoege
ccotgttgga
ggtggcagta
éceacgcagaa
ccctgegeeyg
ccatattta

tgtccgtgeg
cgggtccgece
tcaggccccyg
ftcgetttatt
gccgectcag
ccecteggga
gtcccgtgece

ctcctecttce

“cecacgtot
ctcctetteg
ctcggcecgg

ttggggatga

atggctccct
ctgecteege

ggcacgctcec

ccgggactcc

tccccecgac

aagggacata
taaztggaca

gtataatgtg

ctgtagoget
gacttggtgc
tcgccagagt

tccegecect

ctecgeggece

cgcggcectzct

acactgtoca

cocceeggrac

cacgggctgt

cacgagctga

cccgcaazag

tgacgtgagce
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atrtgtgtace
Tgrettgact
aaaacczccc

acttgtttat

tttageittt
agacatcata
acaccrecec
tgragertat

tttttccctyg

taatttgtaa
atcagccata
ctgaacctga
aatggttaca
eattctagtt
gecggacagca

gcegacatca

caaazatzaa
tatgtttctg
aagggacttc
ccaattteet
cctatgattc
cttectggge]
atgcagtgaa

attataagct

gattatgatce

rtaaaaagct

R

ttacagaats

azatagcaaa
attctgaagg
gttgagagtc
trrocteatt
aazatacaca
tteccttaga
aacgttcctt
getttaggay
cttcaaactt
ctgggagazag
cctgecacgat
aaaczgaact
caataagtor

ctttaagtte

ctgcttecta
ztaaaataaa
czgttcacat
cecagattttt
ttttgttaag
gaatgtccte
atccagecot
aaaaatgcett

gcaataazca

e

tctagtcaag
aaaggtacac
aagaaaaaac
tttttccata
gcaagcaaga
aaagtccttg
agcagtagcc
aaaggcactc
zacaattaga
gctttaaatc

cacaaagatc

atactzgatc

tctacatttc

ccttgtcaca

taaggcatca

ccractgaga

cgeageectyg

gcaccattcc

atgcaggagt
aattaaaaaa
ttctgggctg
taaaattacce
tgacctaatt
tcaagtagag
gataagatac

agttaacaac
tttttaaage
gractataca
aatttttgag
agtatgttat
attttcttgt
gttectattac
gggtcttcta
tcatcatcac
caccactgct
atcagtagtt
tctgtaggta
taaagccagce
aacttgazag
cctttttect
cccaaatcaa
aagagtctga
atccaaacca
tccazacttt
actariattaa

ctacccaaas

aaggaatatt
agaggtttta
gaatgcaatt

Lgatgtaray
chtgatttaa

gttgttgtta

aatttcacaa

aaagggccct
tttaccaaca

cttagaaagce

attgatgagt

atttgtgatg
aacaatzgca
aactaadacc
tczaatattc
catagttacz
gattataact
ataccagtge
taaacacagc
cctttttect
tagatggcat
ccecatteate
taaczcatza
gtttgtccaa
aaaactccca
catcttectyg
cctggeccte

ettccgggaa

tgtctacttt
tggraacaaa
ttectgteett
tcaccagatt

actcgttcct

ggtgoteoaac

agagogtega
cgtgraaagc
cttczggaac
ggtchgtgaa
cacagagagt
tttatgagga
ttggacaaac
ctattgettt
ttcaztttat
tctacazatg
cttatzaacc
agtagcagac
gttatgccta
acctttttcce
atgactcaaa
ctttittgga
tzcttczgag
agttccatag
racacttaaa
ttatgtcaca
tgctcttata

ttagtcezte

saacgtgtea

ttgattcazg
acttgccaat

cgccactteg
gggggactgt
ggcctcaace
gactccateri
tgacagcttyg
acagcagcgg

aaacccetac

cacagacgag
cacaactaga
atttgtaacc
gtztcaggtt
tggtaagget
cctttaczaa
actctatgcc
cttataaagg
tttgtggtgt
aaacgtgtca
ggagtagaat
caaaacagct
cttggaatct
zattztatat
ccacagaagt
zaaacgcata
ttctcgtaga
cctgggtatt
ctttcazatt
gcttcctoggt
tccggztgtt
cgrggtgget
ttetteteag

tccactgaag




ataccgcaca
actgactcge
gtazatacgg:s
cagoeaaaygy
CoTCCTgacy
Jtataaagat
ctgccgetta
agotcacgcet
cacgascceo
aaccecygcaa
gegagetatg
agaagcacag
ggtagctczt
cagcagetra
rctgaagatc
aggatcttca
tazgagtaaa
atctgtctat

gccccagatt

gcaactttat
tcgeccagtta
tcgtegtttg
tcececcatgt
aagtzggecyg
ecgeccteeg
tagtgtatcc
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatcit
gczaaaaagg

tzttaztgaa

ttcggtgatg
ctgtaagegg

Lgteggggcy

agcatcacaa
accaggogtt
ccggatacet
gtaggratet
ccgttcagec
gacacgaztt
taggeggtge
tatttggtat
gatccggcaa
cgcccagaaa
agtggaacga
cctagatcct
cttgctetga
tteetteazce
taccatctgg
tatcagcaat
ccgectecaz
atagtttgceg
g-atggctte

cagtgtatge

taagatgctt
ggcgaccgag
ctztaaazgt
cgctgatgag
ttactttcac
gaataagggo
gcazttatca
aacazataggy

ttattatcat

cagccezgac

agagcagatt

cgeIcggetg
atcagggget
taaaaaggcc
aaarogacge
tccecoctgea
gtccgecttt
cag=tcgctg
cgaccactgce
atcgccactg
tacagagttc
ctgcgctctyg
acaaaccaza
zaaaggatct
zaaczcacct
tttaaattaa
cegttaccaa
cetagztgcc
ccccagtget
aaaccagcca
ccagtctatt
cazcgtzgtt
attcagetcce
agcggttage
actcatggtt
ttctgtgact
ttgctctz-gc
gctecateatt
atccagttcg
cagcctttcet
gacacggaaa
gggttattg:
ggttccgege

gacattazacc

cctectgacac

gtactgagag

cgcatcagac

cggegagegs

ctceoeottegy
taggtcgrtc
gcecttatceg
gcagcagceca
tzgaagtggt
ctgaagccag
gatggtageg
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca
tcgactcceg
gcaatgatac

cccactgcete

ggttccgaac
tcetteggte
atggcagcac
gctgagzact
ccggcglcaa
ggaaaacgtt
atgtaaccca
gggtgagcas
rgrtgaatarc
ctcatgascyg
acatttccecc

~~~~~~ oo
Tatazganra

atgcagctcc
cgtcagggceg

agcgatagcy

cgtttttcca

tgcgetezce

gaagegtgge
gctccaaget
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttcgg
gtggttttt:
cttcgatcetz
~ggtcatgag
ttaaatcaaz
gcgaggcacc
tcgtgtagat

cgcgagaccc

ccgagceccag

caggcatcgt
gatcaaggcg
ctccgategt
tgcataattc
caaccaagtc

cacgggataa

ctcgtgcacc

aaacagygaag
teatactett
gatacatatt
gaaaagzgcc

ggeogtatcac

cggagacqggt
cgtragcggg
gagtgtatac
gcggtgtcas
ttecctecgetce

cccgacagca
tgttccgacce
gctttctcat
tcrtgagtcc
gattagcage
cggcetacact
dazaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggy
atteztgaaaa
ctazagtata
tatctcageg
aactacgata
acgctcaccg
dagtggtcct
agtaagtagt
ggtgtcacgce
agttacatga
~gtcagaagt
tattactgtc
attctcagaa
taccgcgeca
aaaactctca
caactgatct
gcaazaatccc
cctttttcaa
tgaatgtatt
acctgaagtc

gaggscottt
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cgritcagaag

cccacaactg

cacgagcaac

atcggtogyg  ggergerecey
gccageacga tocegoomea
aacaatggcy ccgtcaactt
tgtgacaasa agaagtccto
cacgaagcct
tgtcacgacc ccaagctege
cgtatcatgo aagaazajaa
gacgagtgca atgaccacat
gtcgacaaaa ctcacacaag
gtcttcctecr tccccccaaa
acatccgtgg
gacggcgtgg agctgcataa
zaccctgtgg tcagegtcct
aagtgcaagg tctccaacaa
aaaggccagc ccccagaacce
aagaaccagg aaagcctgac

gcaatgggcea
tccgaagecct ccttcettect
gggaacgtct tcteatgete
agectectece —gectecggg
<210> 3
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ctaccatgga

ggtgtttogg
carcttetet
ceecacegtge
acccaaggac
cagccacgaz
tgccaagaca
caccgtcctg
agccctacca
acagg=gtac
ctgectggtce
gcecggagaac
ctacligcaag
cgtgatgeat

taza

Icgetgoacce
tcggttaata
tgraagettt
tgcagcatca
aacgatgaaa
~tccttcagg
gagactttet
gaggaatiica
ccagcacctg
accctcatga
gaccctcagg
aagccdgeggyg
caccaggact
gecceccateg
accctgcccce
aaaggcttct
aactacaaga
caaaccgtgg
gaggctctcce

acataactta

tcaataacga

tcgtectgag
acgacatgat
gcgatgtgeg
cgtccacetyg
acataaccct
aagattccgce
tcatgtgtoe

ceaccagcag

tcaaccggaa
“caagtaaaa

aggagcagta

5

A
agaaaaccat
catcooggga
atcccaccga
ccacgectece
acaagagcag

acaaccacta

grogtaacaa
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gacacgcarce
cgtteoggge
atctcocrace
tgagaaggyca
ggagactgtg
atctocaaag
ctgcagcact
tceggatatg
gggaccgtca
ccccgaggaa
ctegtacgtyg
caacagcacg
caaggagtac
crccaaagec
tgagctgacc
catcgcegtyg
cgtgttggac

cacgcagaag

coogootage




ttgacgcaza
grgaaccgtr
caggaccgar
asagttaach
agtgcaaatca
gtgntactzc
gggctgetca
atccaaccge
gcagrcaagz
cagaaatcct
—gtgtggctg
cccaagetee
aaggaaaaaa
aacgacaaca
actcacacat

t-cccccecaa

gaggtgcata

gteagectce
gtczccaaca
ccccaagaac
gtcagcctga
agcaatgcge
tcettettec
tteczcatccet
ctgtctecgg
tgccctgagg
agcatcgecce
ccegtgggac
cgctgtctct
cgggtccagg

tgcczgegeg
acacccaggc
gccccectte
gtggcctctce
ccttcegegg

tcrgoagooa

tgggeggtag
agatcgocta

ccagcectocg

tgetctanaa

geggceetaty

ttccacaact
gratgagcaa
tatggagaaa
cctaccatga
aaaagcc=gg
tcatcttctc
gaccaccgtyg
zacccaagga
cgagccacga
atgccaagac
tcaccgtect
aagccctecee
cacaggtgza
cctgctgtgt
agccggagaa
tctacagcaa
ccgtgatgea
gtaaatgagt
g-ccggaagc
caataazgac
ctcecettgece
cccctgectyg
cgtaaacgag

~

gagcttctgg
ctgctectte
gcgzgaczcc
ctezttecge
cttcocectet
ccggacggcece

actceocggga

gactctagag
gtetttttgr
cctcagtcga
gctgcggaat
gccgctgeac
gtcyggttaat
grgtaaattt
ctgcagcatc
gaatgacgag
ctttatcctg
tgagactttc
agaagaatat
cccagcacct
cacccccatg
acaccctgag
aaagccgcgg
gcaccaggac
agceeecace
caccctgece
cazaggcttc
caactacaag
gctcaccgtg
tgaggctctyg

gccccagcete

cagcaagcaa
gtctctecte
aagcgcccca
caggtgaczc
ccectggact

cgactcccag

cagcgetggg
ggcctczett

czccgaggec

tgggaggte:
ccaccctgrz
gatcoggtac
cttttattte
~grtgcatt:
tgtacccgeg
atc-jtectat

anztaagcidg
ttgacctcea
tcgaggaact
ageneccgga

acrtoraggo
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gaaaaaccac
teegglgyty
ctgracggaa
catgagteag

ccccagoacyg

aacataacac
gaagatgctg
ttcatgtgtt
aacaccagca
gaactcctgg
atctcccgga
gtcaagctca
gaggagcact
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatcccgeg
tatcccageg
accacgccte
geacaagagca
cacaaccacc

ccaccgtgac

gcgcccecttce

gcccacggec
cceccgz=ctt

tgcgcagcac

gccgctgcete

cgtccctgga
gtaggggtte
tcttaggzct
tctecttggg
ccteceecggg
tgacctctgt

ctterecaaa

cctgtegetce

atcctgactr

cccctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
teterazage
atgagctgac
acatcgccgt

cegtgttega

s

acacgcacaa

cecetgegeeg
ccatatttat
tgaccgtceg
cgggtccgece
tcaggcccceg
tcgectctatt
gccggcetcac
ctegtegoga

gtccegtgec

ccggggetcece

ctcctectte

aceggaagtc
ttgccazgac
gtgcatbatyg
tgatgagtgc
ggtcgacaaa
agtcttectce
cacatgagtyg

gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag

caagezaccag

ctccgacgge
ggggaacgtt
gagcctctec
cgcggactece

tcggacccca

tcgccagagt

tccecgecect

cacggcccgt

ctggcggcecce
cgcggcecact

gcgagggtca

tcgtzctetg

¢ggtcccaat




ggctgagact
cgccectact
aggaggcccce

goggroecoa

tcagatcttt

agagatttaa

ccccaaggac
aactcttgct
aattatogsa
actgz-ttttt
attgtgtacc
tgccttgact
llaaacctccce
acttgtttat
ataaagcatt

stcatgtctg

gcctcatgag
tgggcgecat
tactactggg
caaaaataaa
tatgtttctg
aagggacttc
ccaattzect
cctatgattg
cttcectgggg
atgcagtgaa

attataagct

aacygalggoo
ctgaacctgg

tagcaaggyga

tttaatgagy
gctgactcte
ttooctteag
—getttgcta
azacattctyg
¢cttactecac
—ttacgtttt
agagazcata
acacctecee
tgcagcttaz
tttttccctg
gatcctctac
cgcctatatce
cgcttgttte
ctccttccat
ctgctcecta
ataaaatzaa
ctgttgacat
ccagatattt
ttttgttaag
gaatgtccte

gattdtgatc
ttaaaaagct
tgtgtggag:o

ttacagaata

dagaaadazac

ttettceata

ccgageoegtg

ctctztcaac

cegaacctac
grgegcaagg
cttacztctg
tzaatataaa
cttagaztcc
aazaccmgtt
aacattctac
aattgctaag
tttacaccac
taacctttat
acaggcazag
taatttgtaa
atczagccata
ctgzacczga
aatgcttaca
cattctagtt
gccggacgea

gccgacatca

gcaccattcc

atgcaggagz=

gattazaaaa

—aaaattacc
tgacctaztt
tcaagtagag
ga-aagatag
ratttgtgaa
ag-taacaac
ttzttaaagc
gcactataca
aatttttcag
agtatgttat
atttocottgt
gttctattac
gggtceticta

teatcatcac

cogggachkee
~cccccecgac
gg999g9gcgel

ctacgaggea

tcctccaaaa
tttttogace
agaggasaaa
azgtaggcat
actgtctget
acgggttaat
ccacatttght
aacataaaat
aataaagaaa

gtggttzgtc

.

cgcataaggg

aaagggccct
tttaccaaca
cttagaaagce

aacaggagga

%

attgatgagt
atttctgatg
aacaattgca
aagtaaaacc
tcaaacattc
catagttatt

gliztataact

aagggacata

aagsagacasa
catcjctgtgt
gctgcactge
aacagttaca
attaitaact
aaggaatatt
agaggtttta
gaatgcaatt

tagcatcaca

caaactcatc

zgatcgggcet
ccecegtggec
ggtgczcaac

agagcgtcga

cttctggaac
ggtctgtgaa
cacagagggt
tttatgagga
ttcgaaaaac
ctattgeztt
tctacaaatg
cttattaaco
aataccagac

gtratoccta

gctgeegegy
cacgggctgr

Cacdagciga

cccgcaaaag
tgacgtgage
aactaccrac

ttaaactact

aggtagaaga
“tagtaatag
tatacaagaa
azcatzacat
atgccazaaa
tgatgtatag
crttgotttaa
gttgttctta
datttcacaa
aatgtatctt
gccacaggtg
cgccactteg

ggcctcaacc
gac=ccatct
tgacagcttyg
acagcagtgg

aaacccctac

cacagaggag
cacaactaga
atttgtaacc
gtttcaggcect
tggtatgggt
cctttacada
actcotatgec
cttataaasg

tttgtggtot

cludaacaggt
gttggaatct

aaitttatat




gctttaggag
cttcaaacte
ctggoacaag
cctgcatgat
aaacagaact

caataagtct

ctcecgttctt
ccatgatggc
ggcgcgaaat
tccaaaaaag

cgcataaata

ccagcttttce

catteotttgg

ceLectecact

adaaaaztta

cctcgegegt
caCagettgt

tggcttaact
ataccgcaca
actgactcgce
gtzatacggt
cagcaaaaggy
cccecctgacg
ctataaagat
ctgcegezta
agctcacgct

cacgaaaccc

aacccggtaa

agaaggacag
gctacctcetz
cagcagatta
~ctgacgceta
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtetat

ttcggtgatg

ctgtaagegy

atgcggcatc

gatgcgtaag
tgcgctecgt
tatccacaga
ccaggaacceyg
agcatcacza
accaggcgtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgttcagac

gacacgactt

tattcggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctegatcct
cttggtezga

ttcgtteate

taccatccegg

cocgcctecat
atagtttgcg

gtatggette

aacttgaaag
cctttztcet
cccaaatcaa
aagagtctya
attcaaacra
tccaaactct
actatattaa

ctacccataa

aaatcctacc
agchtgtooeon
acttctggaa
gtcacccatg
ttacgggegg
acggtgaaaa
atgccgggag
cagcceatgac
agagcegatt
gagaaastac
cgttccgcetg
atcaggcgat
taaaasggcce
aaatcgacgce
tceccectgga
gtccgecttt
cagrtcggtyg
cgaccgctcce
atcgccactg
tacagagttc
ctgegctetg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaatcaa
cagttaccaa
catagttocce
ccccagtget
aaaccagcca

cecagtetats

ttctgtgact

tgtctacctt
tocgcaagaaa
ttctgreectt
tracctgatt
actcgttcct
acacggigac
agcctccacyg
ccececcaage
tagctcagas
ggccggagaa
gactatggtt
cctctgtcac
cagacaagcc
ccactcacgt
gtactgagag
cgcatcagge
c£ggcgagcgyg
aacgcaggaa
gegttgetgg
tcaagtcaga
agctcccteg
ctcecttegg
taggtcgtte
gecttateey
gcagcaccca
tzgaagtggt
ccgaagccag
gctggtageg
caagaagatc
taagggattt
aaa-gaactt
tgcttaataa
tgactccceg

cragttrtte
agagagcacg
aaacgtgtca
ttgattcatg
acttgccaat
atgagcteet
taaaggtcga
ctgzttacct
gageggaggce
gatgcagttc
ctaggattcc
ttcrIgoaaa
ggcygaggegg
tgggcggaac
gctgactaat
atgcagctcc
cgteagggeg
accgatageg
tccaccatat
cctettecge
tatcagctca
agaacatgtyg
cctttttcaa
ggtggcgaaa
tgcgctcezce
gaagcgtgge
gctccaagcet
gtaaatatcg
ctggtzacag
ggcctaacta
~taccttcgg
g-ggtttttt
czttgatctt
tggtcatgag
tzaaatcaat
gtgaggcacc
tcgtgtagat

cgcgagaccc

tgcataattc

caaccaagtc

ttctcegtaga
cctgggtatz
tttcazaatt
gettectggt

tcogottgtt

tccaccyaag
cagggtaggt
aatggtcgaa
cgtcaagttt
agcctaggece
cctcggectce
tgggeggegt
tgagatgctg
cggagacggt
cgtcageggg
gagtgtatac
ccggtgtgaa
ttecctegete
cccaaaggcg
aggaaaaggc
taggctccge
cccgacagca
tgttccgacc
gctttezcat
Jgcctgtgty
tcttgagtec
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagzt
tgtttgcaag
ttctacgggyg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcageg
aactacgata
acgercaceg
aagtggccct

agtaagtagt




cagtgtatge

aggatcttac

tcagecatctt

ggcgaccgag

ttgetettge

gctcatcatt

atccagttog

ceggegtcaa

gaaTtaaggga

geatrtate

gcoageacga
aacaacggtg
rgtgacaacc
caggaagtcz
cgccatcace
tgcattatga
gatgagtgca
gtcgacaaaa

gtcttccr-ct

acatgcgtgg

taccgtgtgg
aagtycaagg
aaagogcage

aagaaccagg

ggctgcrcag
tcccaccgea
cagtcaagtt

agaaar-aaac

ccezagctcee
agcaaaaaaa
atgacaacat
ctcacacatg
tccececccaaa
tggtggacgt
aggtgcazaa
tcagcgtcect
tctecaacaa
ccccagaacs

tcacgcctgac

cgttcagaag
tccacaactyg
catgagcaac
ztggagaaag
ctaccatgac
aaagcctggt
catcttctca
cccaccgtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgzcctyg
acccctccca
acaggtgtac
ctccetggtce

geocggagaac

ccgctgcaca
tcggtazata
tgtaaatttt
tgcagcetca
aatgacgaga
tttattctgg
gagactttct
gaagaatata
ccagcacctg

accctcatga

gaccctgagg

caccaggact
gcccecatceg
eccctgeccce
aaaggettch
aactacaaga
ctcaccgtgg

gaggctotac

cacgggataa
ctteggggeg
ctegtgeace
agacaggaag
aaatacictt
Gatacaczatt
gaaaagtgce

ggcgtazcac

tcgtectgtyg

acgacatgat

cctccatcectg
acataacac:
aagatgctgce
—catgtgtte
acaccagcaa
aactcctggg
tctcccggac
tcaagttcaa
aggagcagta

agaaaaccat

catccocggga
atcccagcga
ccacgcctee
acaagagcag

draaccacta

caaaagatcr
gcaaaatgce
corLootocaa
tgaacgtatt
acctgacgtc

gaggcecttt

gacgcgtatc
agtcactgac
attttccacce
tgagaagcca
agacacag=t
ttcteccaaag
ctgtagctct
tcetgacttc
gggaccgtaa
ccctgaggtce
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
cIccaaagcec
tgagctgacc
catcgcecgtyg
tgtgThggac
gtggcaccag

cacgcagaay
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MeEt Gli Leu .#d Leuw TV¥y 2ro Leu €18 1is Vel Leu
5 1c 1t
Trp Tre Rrg Ile Ala Ser Tre 1Ile Pro Pro His w2 Gln Lis Ser Val
20 25 3¢
Asn Asn Ile ‘i Asn Gli Ala Val Lis ¥Fer Pro
31 4G 45

Gin Leuw Cis Lis Fen ©is Asp Val & Fen Ser Tre Cis Asp Asn Gln
50 55 60

Lis Ser ©Cis Met Ser hsn Cis Ser Ile Tre Ser Ile Cis Giu Lis Pro
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Lis Tre His Tre Cis Pro Pro Cis
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Gi Gii Pro Ser Val Fen Leu Fen Pro Pro Lis Pro TLis Tre Leu

180 18

Met Ile Ser Pro Glu Vval Tre Cis Val Vai Val Asp Val Ser

185 200 205
Val Glu

His Glu 2Asp Fro Glu Val Lis Fen Asn Trp Tir Vai

210 215 220

val His Asn Ala Lis Tre Lis Fro Arg 0Glu Gln Tir Asn Ser Tre
225 230 235 240

Leu Tre Val Leuw His Gin Asp Lrp Leu Asn

Tkr Arg Vai Val Ser

245 Z2ED z2h3
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260 265 270
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Wcmo sapiens

Ser Glu Glu Tir A¢n Tre Ser 2A¢n Pro &4sp Leu Val Asp Lis Tre His

1 5 10 15

Tre (is 2rc Pro is Pro
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BETVINDICAOGES

Compogigdo gque compreende uma proteina de fusdoc do
receptor de FIC-beta do tipo LI (R FIC-beta LI),

h

caracterizada pelc

o}

2 de compreender

codificado pelo polinucledtido

(a!  um

mostrado na SEQ ID N°. 2;

(b} um polipéptido que compreende a sequéncia de

aminoacidos da SEQ ID NY. 8; ou

(c) um polipéptido gque compreende uma sequéncia de
aminodcides gque € pelo menos 98 % idé&ntica a

sequéncia de aminodcidos da SEQ ID N°. 8,

e uma regido constante de uma imunoglobulina, em que a
referida proteina de fusdo de R FTC-beta I se liga &

FTC-beta.
Composicdo que compreende uma proteina de fusaoc do
receptor de FTC-beta do tipo I (R FTIC-beta 1II),

caracterizada pelo facto de compreender

(d) um polipéptido codificado pelo polinucledtido

mostrado na SEQ ID N°. 2;

um polipéptido que compreende a seguéncia de

o o

aminodcidos da SEQ ID N°. 8; ou




e uma regido constante de uma imuncglobulina, em que a

L]

referida proteina de fusdc de R FTC-Seta II se liga a

FTC-beta para ser utilizada como um medicamento.

Composicao, de acordo com a
caracterizada pelo facto de a regido constante ser de

IgGl.

Composicao, de acordo com a reivindicagcao 2 ou 3,
caracterizada pelo facto de a regiao <constante
compreender a charneira, gue € a porcdo CH2 ou CH3 de

IgGl.

Composicao, de acordo com uma qualquer das reivindi-
cagbes 2 a 4, caracterizada pelo facto de a proteina

de fusdo de R FTC-beta Ii ser um homodimero.

Utilizacao de uma proteina de fusaoc de R FTC-beta II,

caracterizada pelo facto de compreender

um  polipéptido codificado pelo polinucledtido

—
a3l
~—

mostrado na SEQ ID N°. 2 ou 4;

(b} um polipéptido que compreende a sequéncia de

aminodcideos da SEQ ID N°. 8 ou 9; ou

o

uma sequéncia de

um polipéptido

aminodcicos que é pelo menos 28 % idéntica a

da SEQ ID N°. 8 ou 9
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e uma regido constante de uma imuncglobulina,

)
()]
3

QO
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o

referidas proteina de fusdc de R ¥IC-beta II se liga a



10.

céutica para o tratamento de um individuo que sofre de

um distiurbio fibroproliferativo.

Utilizagdo, de acordo com a reivindicagdo €, caracte-
rizada pelo factc de o disturbio fibroproliferdtivo
ser artrite, nefrcopatia diabética, clomerulonefrite,
vitreoretinopatia prcliferativa, mielofibrose ou um
disturbio vascular do colagénio seleccionado no grupo
que consiste em esclerose sistémica, polimiosite,

escieroderma, dermatomicsite ou 1Upus eritematoso

sistémico.

Utilizagdo, de acordo com &a reivindicagao 6 ou 7,

caracterizada pelo facto de a2 regiao constante ser de

Utilizacao, de acordo com uma qualguer das reivindica-
¢bes 6 a 8, caracterizada pelo facto de a regido cons-
tante compreender a charneira, que é a porcdo CH2 ou

CH3 de IgGl.
Utilizacgao, de acordo com  uma qualguer das

reivindicacBes 6 a 9, caracterizada pelo facto de a

proteina de fusao de R FTC-beta II ser um homodimero.

Lisboa, 19 de Setembro de 2007
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