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DESCRIGAO

"UTILIZACAO DO RECEPTOR DE IL-4 PARA TERAPIA, PROFILAXIA E
DIAGNOSTICO DE DOENGAS INFECCIOSAS™

A terapia e 2 profilaxia de muitas doencas vVvirais,
parasitarias e bacterianas representa como Sempre um grande
problema. A presente invencao refere-se a utilizagdo do
receptor de IL-4 ou de derivados deste para a preparagdo de um
medicamento para a terapia, a profilaxia e © diagnéstico destas

doencgas.

Numa doenca viral, parasitaria ou pacteriana é sabido que
no respectivo decurso ocorrem alteracgdes nas subpopulagdes dos
linfécitos e dos monbécitos. Estas alteragbes consistem por
exemplo na ocorréncia de proliferacéao das chamadas células
auxiliares T do tipo 2 (no que se segue designadas por células
TH2). As células T podem em geral ser divididas em
subpopulagdes com base nos marcadores de superficie e com base
na respectiva funcgéo. Deste modo os linfécitos auxiliares T
possuem Ppor exemplo moléculas superficiais CD4 e segregam

citoquinas apés a sua activacgao.

Apbs estimulagdo em ratos, por exemplo com O antigénio
bacteriano de Brucella abortus ou com Mycobacterium
tuberculosis, encontram-se apés clonagem de células auxiliares
T principalmente clones que segregam linfotoxinas, interferao
gama € interleuquina-2 mas poucos ou nenhuns due segregam
interleuguina-4, interleugquina-5, interleuquina-6 e
interleuquina-10 (células auxiliares T do tipo conhecido como
TH1) .

Apb6s infecgao de, por exemplo, ratos susceptiveis com
agentes parasitarios como Leishmania major, ocorrem na clonagem

de células auxiliares T principalmente clones que produzem
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interleuquina-4, interleuquina-5 e interleuquina-10 apdbs
proliferagdo, mas quantidades reduzidas ou nidc detectiveis de
interleuquina-2 e interfer&o gama (células auxiliares T do tipo
TH2) (Mosmann et al., Immunological Reviews 1991, n.° 123, 209-
-229; S. Romagnani, Immunology Today, 256-257, vol. 12, n.° 8
1991).

Esta ocorréncia de proliferagdo de linfécitos TH2 foi ja
detectada em algumas doengas infecciosas em animais e em
doentes humanos (Else e Grencis, Parasitology Today, vol. 7.
n.° 11, 1991, pp. 313-316; Parasitology Today, vol. 7. n.° 10,
1991, p. 261) e reflecte-se também em pardmetros secundarios.
Deste modo, ratos infectados com Leishmania major mostram em
geral uma produgdc reduzida de interferdo gama, uma IgE no soro
aumentada e eosinofilia.

Nos seres humanos afectados por exemplo por lepra
lepromatésica, leishmaniose e esquistossomiase e infecgdes com
Mycobacterium tuberculosis encontram-se em geral concentracdes
muito elevadas de IgE no soro destes doentes em comparacdo com
o soro de pessoas normais. Nas infecg¢des parasitarias observa-
-se frequentemente uma eosinofilia no decurso da doenca.

Verificou-se agora que infecgdes que se caracterizam por
meio da ocorréncia de preliferacdo de células auxiliares T do
tipo TH2 podem ser diagnosticadas e tratadas terapeuticamente
e/ou profilacticamente com o auxilio do IL-4R ou de derivados
deste.

0 objecto da presente ‘invencdo ¢é por conseguinte a
utilizacdo do receptor de IL-4 ou de derivados deste para a
preparacdo de um medicamento para a terapia e/ou profilaxia ou
para a preparagdo de um meio de diagnéstico para detectar
infecgdes nas quais ocorre uma proliferacdo de células
auxiliares T do tipo TH2.

Por “derivados” do IL-4R no sentido da presente invencao
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entendem-se fraccdes, mutantes ou variantes equivalentes
funcionais do IL 4R, em cspecial as fracgdes extracelulares do
IL-4R, principalmente do acido aminado 1 até aproximadamente ao
209 da proteina madura do receptor humano de IL-4 mas também os
respectivos mutantes de glicosilagdo. Para a utilizacdo de
acordo com a presente invengdo do receptor podem também ser
empregues proteinas de fusdo que contém o IL-4R ou OS seus
derivados bem comc outras proteinas ou fracgdes de proteinas,
de preferéncia a fracgado Fc de anticorpos (proteinas de fusao
I1-4R/Fc). Para além disso, podem ser empregues o IL-4R ou
derivados ou proteinas de fusdo do mesmo em preparados de
combinacdo para o diagnéstico, a terapia e/ou o tratamento
profilatico das doencas referidas, de preferéncia em combinagao

com interferdo gama.

Também & vantajosa uma terapia em combinacdo com alérgenos

purificados ou fracgbes destes.

Além disso ¢é vantajosa uma terapia em combinacdo com
interferdo gama e/ou substancias que blogueiam a interacc¢do da
molécula de superficie das células CD40 com o seu ligando, o
ligando da molécula de superficie das células CD40, de
preferéncia uma variante solivel da prépria molécula de
superficie CD40, como p. €X. uma proteina de fusdo CD40-Ig

correspondente a descrigdo que se segue Ou 0S8 SeusS derivados.

Por “derivados” de uma variante soltvel da molécula de
superficie CD40 no sentido da presente invengdo compreende-se
uma fraccdo ou variante funcional equivalente que bloqueia a
interaccdo de CD40 celular com © ligando da molécula de

superficie celular CD40.

Entre as doencas contam-se infecgdes, em especial
infeccdes virais, bacterianas e parasitarias bem como infecgdes
por fungos; de preferéncia infecgbes com © virus da imuno-
deficiénecia humana (HIV), por micobactérias, principalmente por

Mycobacterium leprae, com Listeria, com protozoarios,
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principalmente dos géneros Leishmania € plasmodium, com
helmintos, principalmente dos géneros esquistossoma,

Nippostrongylus e Heligmosomoides COM Trichurida, Trichinella,

Taenis (Cysticercus), candida e Aspergillus.

As formas de aplicagao sao em geral diferentes nas
diversas doengas. Deste modo, PpOT exemplo, @& aplicagao topica
pode ser vantajosa ¢€m algumas doengas. por exemplo, na
conjuntivite & conveniente 2 aplicagao de gotas oftdlmicas, uma
vez dque as células THZ patolégicas podem principalmente ser

detectadas topicamente.

Foi anteriormente descrito que © receptor humano de IL-4 é
constituido no seu conjunto por 825 &acidos aminados (Idzerda,
R.J. et al. (1990) J. Exp. Med. 171, g61-873) . De acordo com
Idzerda et al., retirados OS 25 &cidos aminados N-terminais
como peptideo de sinal, © receptor de {L-4 humano maduro é
constituido por 800 acidos aminados e apresenta uma estrutura
em trés dominios que sio 1) o dominio extracelular (207 acidos
aminados), 2) @ regiao transmembrana {cerca de 24 &cidos
aminados) e 3) © dominio citoplasméatico (569 éacidos aminados) .
i especialmente vantajosa uma preparagao do receptor de IL-4
por manipulagao genética, uma vez que € possivel deste modo
obter sem mais as quantidades de substéncia necessarias para a

terapia.

A preparagdo do IL-4R pode PpOr exemplo ser efectuada de
acordo com O pedido de Patente Internacional W090/05183.
segundo este, prepara-se um panco genético de ADNc por exemplo
da linha de células T designada por 722 e submete—-se a busca
com uma sonda de ADNs especifica para IL-4R. Como sonda pode
utilizar—-se © ADNc de uma 1inha de células de rato hibrido
subtraido descrito em W090/05183. E possivel mno entanto
utilizar também uma sonda de hibridagao especifica para IL-4R,
por exemplo uma ou varias sondas de cerca de 20 nucleodtidos de
comprimento das posicbes 193 a 210, por exemplo, para busca do

panco de ADNc. Apbds a verificacédo dos clones positivos de ADNc
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especificos em relacdo a IL-4R, p. eX. por sequenclagédo, © ADN
de IL-4RR encontrado pode ser clonado em vectores de expressao
adequados, p. e€X. pCAV/NOT (WO090/05183) e pode ser expresso
integral ou parcialmente em células hospedeiras apropriadas, Pp-
ex. células COS-7; BHK-21 ou CHO. ©5e se utiliza para a
expressdo apenas a fracgdo do ADNc que codifica para a regido
extracelular do receptor de 1L-4, a regidio extracelular do
receptor de interleuquina 4 em geral de células transfectadas é
segregada para © meio de cultura. Para este fim, o ADNc ¢
modificado por métodos de manipulagao genética correspondentes
ao estado da técnica de tal modo que apbs a sequéncia de
codificagdo para 2a regido extracelular de um receptor, ou a
fracgéo pretendida deste, se introduz um codio de paragem e O
ADNc modificado deste modo é clonado num vector de expressao
apropriado (Maliszewski et al. (19%0), J. Immunol. 144, 3028-
-3033; Dower et al. (1989), J. Tmmunol. 142, 4314). Em muitos
casos, como p. eX. No caso do receptor de IL-4 murino, isolam-
—se ADNcs que codificam para uma forma segregada de ocorréncia
natural do receptor (Mosley et al. (1989), Cell 59, 335). Estes
ADNcs podem entdo ser utilizados directamente para a preparagao
de vectores de expressdo. A proteina segregada pode ser
purificada a partir do meio de cultura por exemplo por meio de
cromatografia de afinidade com ligandos ou cromatografia de
afinidade imunoldégica uytilizando anticorpos monoclonais
(Maliszewski et al. (1990), J. Immunol. 144, 3028-3033).
Conforme se encontra descrito no pedido de Patente Europeia EP-
-A1-0 464 533, podem-se preparar ainda por via de tecnologia
genética proteinas de fusé&o entre o IL-4R ou derivados deste e
outras proteinas, por exemplo com fraccbes de imunoglobulinas,
p. eX. a fraccao Fc de moléculas de anticorpos, € aquelas
(doravante designadas por IL-4R/Fc) podem ser levadas a
expressdo. A vantagem das proteinas de fusdo deste tipo reside
em prolongamento do tempo de semi-vida e numa concentracaoc e
purificagéao mais facil por meio de cromatografia de afinidade
com proteina A-Sepharose.

Fm virtude da purificacédo sem problemas por cromatografia
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de afinidade e das propriedades farmacocinéticas eventualmente
melhoradas, a sintese de formas soliveis do receptor de IL-4
sob a forma de proteinas de fusado com imunoglobulinas &

particularmente vantajosa.

A proteina CD40 é uma proteina de membrana do tipo I, isto
&, & constituida por uma regiao extracelular (aminoterminal),
uma regido transmembrana e uma regido citoplasmatica (carboxi-
terminal). O ADNc que codifica para CD40 pode ser isolado por
exemplo a partir de um banco de ADNC de células Raji por meio
do método de “Panning” (Stamenkovic, I. et al. (1989) EMBO J.,
vol. 8, pp. 1403-1410). A fim de provocar a expressao da
proteina de membrana de um modo normal sob a forma soluvel,
existem diversas possibilidades bem conhecidas dos
especialistas. Por exemplo, & possivel introduzir um coddo de
paragem por meio de uma reaccdo de cadeia de polimerase
utilizando wum iniciador de mutagénese na extremidade da
sequéncia de ADNc que codifica para a regido extracelular. O
ADNc modificado deste modo codifica entao para uma proteina
CD40 que ¢é segregada para fora das células como outras
proteinas de secregdc em virtude da falta de ancoragem a
membrana (Fanslow, W.C. et al. (1992) J. Immunol., pp. 655-
-660). Pode também ser vantajosa a utilizacdo de proteinas de
fusdo soluveis recombinantes com imunoglobulinas, cuja
preparagdo é por exemplo descrita em EP-A-0 464 533. 530 em
especial conhecidas da literatura proteinas de fusdo CD40/Ig
(Fanslow et al. (1992) J. Immunol., vol. 149, pp. 655-660 e
Noelle et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 89, pp.
6550-6554) . Em ambas as publicagdes s&o descritas proteinas de
fusdo CD40/Ig constituidas pela regido extracelular de CD40
fundida aos dominios de charneira, CH2 e CH3 da cadeia pesada
de uma molécula Gl de imunoglobulina humana. Para a preparacao
da construcdo de ADN correspondente, introduzem-se no ADNc de
CcD40 locais de corte por restrigdo por meio de reacgbes em
cadeia de ©polimerase utilizando iniciadores mutagénicos
(Fanslow et al., (1992) J. Immunol., vol. 149, pp. 655-660) ou
utilizam-se locais de corte por restricdo de ocorréncia natural
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no ADNc de CD40 (Noelle et al., {1992) Proc. Natl. Acad. Sci.
Usa, vol. 89, pp- 6550-6554) .

As formas soluveis de CD40 podem ser expressas Ccomo
proteinas recombinantes em sistemas procarioticos ou
eucaridticos conhecidos, de preferéncia porém em culturas de
células de mamifero, € podem ser purificadas a partir dos
sobrenadantes da cultura ou dos restos celulares por meio de
métodos convencionais. Abstraindo de uma possivel utilizacao
terapéutica directa das moléculas soluveis de CD40, estas podem
a partir de agora ser também empregues para 2a identificacdo de
outras substancias que blogueiam a interaccdo de CD40 de
membrana e de ligandos de CD40 e deste modo apresentam
igualmente um potencial terapéutico. Isto pode ocorrer por
exemplo em ensaios de ligacdo de receptores isentos de células
(EP-A-0 488 170), em que as moléculas soluveis de CD40 sédo
integradas numa fase sblida e a ligacdo de ligandos soliveis de
cp4a0 é efectuada por meio de marcagdo ou de anticorpos
adequados. Estes ensaios oferecem em virtude da sua
possibilidade de automatizacdo a possibilidade de investigar
uma grande guantidade de substancias no que se refere a sua
interacgéao com CD40/ligandos de  CD40 (“escrutinio de

receptores”) .

Para os exemplos dJue se apresentam em seguida utilizaram-—
-se as regides extracelulares definidas em Idzerda et al.
(1990, J. Exp. Med. 171, 861-873) ou Maliszewski et al. (1990,
J. TImmunol. 144, 3028-3033) ou as formas soluveis de ocorréncia
natural do receptor de IL-4 humano ou murino (daqui em diante
designado por hulL-4R ou mulIL-4R, respectivamente), que apds
dupla selecgao com metotrexato e G418 (EP-A 0330 977) sé&o
segregadas sob a forma de proteinas soldvels para O meio de
cultura pelas células BHK que expressam de forma estéavel e s&o
purificadas por meio de cromatografia de imuno-afinidade. Para
este fim utilizam-se proteinas de fuséo receptor/imunoglobulina
(EP-A1-0 464 533) que sio constituidas pela regisio extracelular
do receptor humano ou murino de IL-4 com dominios de charneira,
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CH2 e CH3 de uma molécula de IgG2b humana ou murina,
respectivamente (ZettlmeiR1l et al. (1990) ADN and Cell Biol. 9,
347-353) (daqui em diante designadas por huIl-4R/Fc e mulL-
-4R/Fc, respectivamente) e igualmente apos expressao em células
BHK sdo purificadas por meio de cromatografia de afinidade com

proteina A-Sepharose.

A interleuquina-4 de cada espécie homdloga & neutralizada
numa analise Dbioldégica por IL-4R e IL-4R/Fc com igual
eficacia.- (Exemplo 1). Foi possivel para além disso detectar a
inibigéo de clones de células T humanas do tipo THZ por meio de
hullL-4R/Fc também in vitro. A IL-4 formada in vitro por meio
deste clone foi neutralizada por hullL-4R/Fc. Daqui resulta como
consequéncia uma reducdo da proliferagéo. Clones de controlo do
tipo TH1 nac foram influenciados no seu crescimento por hullL-
-4R/Fc (Exemplo 3).

Para além disso, verificou-se que a proteina hulL-4R/Fc
pode reprimir in vitro a sintese induzida por IL-4 e também
surpreendentemente a sintese especifica em relagdo ao antigénio
de IgE por meio das células mononucleares humanas do sangue
periférico (Exemplo 2).

Surpreendentemente foi possivel detectar para © receptor
murino soluvel da interleuquina-4 um efeito terapéutico e
profilatico em infecgdes como por exemplo num modelo animal da
listeriose murina e num modelo animal (rato) da infecgdo por

Cysticercus crassiceps.
Exemplo 1

Actividade biolégica das variantes humana e murina de IL-4R e
IL-4R/Fc.

A actividade biolégica foi medida por meio de uma andlise
biolégica. A IL-4 liga-se fortemente de modo especifico ao
receptor de IL-4. A partir desta base, utilizou-se uma linha de
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células de origem murina e que apresenta mnas menbranas ©
receptor murino de IL-4. Esta linha de células foi transfectada
com o gene completo para ©O receptor da interleuquina-4 humana.
Os receptores de membrana murino e humano eram expressos de
modo simultéaneo funcionalmente por esta linha de células e a
linha de células proliferou tanto na dependéncia da IL-4 murina
como também da humana (Mosley et al., Cell, vol. 59, 335-348,
20 de Outubro de 1989).

para a detecgdo de muIL-4R e de muIlL-4R/Fc utilizou-se
IL-4 murina {(Quadro 1). A 1linha de células proliferou na
dependéncia da 11-4 murina (Quadro 1). Quando se empregou
interleuquina-4 de  modo constante e se adicionou
simultaneamente mulIL-4R ou nulL-4R/Fc, resultou uma
neutralizagao dependente da concentragao da interleuquina-4.
Uma vez que ha pouca interleuquina-4 disponivel para a linha de
células, a proliferagao retrocede. Uma proteina de controlo com
a mesma fracgdo de FC nao apresenta este efeito. As diferencas
nas inibigdes dependentes da concentragdo entre muIL-4R e mull-
-4R/Fc no Quadro 1 sa0 de atribuir aos diferentes pesos

moleculares.

No Quadro 2 apresenta-se a biocactividade da
interleuquina-4 humana &, de modo correspondente ao Quadro 1, ©

efeito de neutralizagdo especifica de huIL-4R ou hulL-4R/Fc.

As diferengas nas inibicdes dependentes da concentracado
entre hulIlL-4R e hulIL-4R/Fc sdo de atribuir aos diferentes pesos

moleculares.
Exemplo 2

Isolaram—se células mononucleares humanas do sangue
periférico. cultivaram-se 5000 células por alvéolo numa placa
de cultura de 96 alvéolos com 200 pl de meio de cultura de
Tscove com 10 % de BSA durante 14 dias. No inicio néo se

utilizou gqualaguer aditivo para a cultura ou adicionaram-se
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apenas 100 unidades SQ (segundo as instrucdes do fornecedor) de
antigénio de acaro {Derm. Pt.. Art.° n.° Sg 503, Soc. Scherax,
Hamburgo) ou antigénio de dcaro e 3 upg/ml de hullL-4R/Fc. Para
controlo de Fc utilizou-se uma amostra COM antigénio de acaro e
3 pg/ml de TWL. TW1 é um anticorpo monoclonal humano com
especificidade para O antigénio da raiva que apresenta O MeESMO
isétipo de hulL-4R/Fc. A preparagdo de TWl foi levada a efeito
de acordo com EP-0 445 625 Al. Em seguida separou-se O
sobrenadante e ensaiou-se por ELISA em IgE humana. Verificou-se
que a produgéo de IgE induzida por antigénio por meio de hull-
-4R/Fc foi reprimida de modo especifico (Quadro 3).

Exemplo 3

Inibicdo da proliferacgéo induzida por antigénio de clones de
células T do subtipo THZ2.

Isolaram-se clones de células T da pele de um doente com
dermatite atéopica. Uma fracgdo mais elevada dos clones
segregaram apbs estimulacdo in vitro citoquinas do tipo TH2 e
apenas foi encontrada uma fracgao reduzida de clones do tipo
TH1. Os ensaios de proliferagéao foram efectuados em placas de
microtitulagdo de 96 alvéolos com 1x10% de células T clonadas e
1x10° de PBL autdlogos irradiados como células estimuladoras em
meio de cultura de Iscove com 4 % de soro AB humano. A cultura
foi levada a efeito durante 18 h com 0,5 pCi/concavidade de
cultura de Sg-timidina em estufas de criacgdo em atmosfera de CO:
a 37 °C. Apds 18 h determinou-se a proliferagéo das células por
meio da timidina incorporada. Para a produgdo de citoquinas no
sobrenadante, estimularam-se 1x10%/ml de células T clonadas com
meio de Iscove, 10 % de FCS e 10 pg/ml de concanavalina A em
placas de cultura de 24 alvéolos. Os sobrenadantes foram
retirados apds 24 h de duragéo da cultura em estufas de criacgéao
em atmosfera de CO2 (37 °C). Ensaiaram-se OS5 sobrenadantes das
culturas em analises biolégicas no due se refere ao teor de
interleuquina-2 humana e de interleuquina-4 humana. As analises

bioldgicas foram baseadas em linhas de células que proliferam
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em dependéncia de interleuquina-2 humana Ou de interleuquina-4
humana (Mosley et al. Cell, vol. 59, 335-348, 10 de Outubro de
1989). Nos sobrenadantes de um clone de TH2 nao foi possivel
detectar qualquer IL-2, mas sim uma grande quantidade de IL-4.
por adicdo de 3 pg/ml de hulL-4R/Fc foil possivel detectar em
vez de 49 ng/ml de IL-4 apenas ainda 10 ng/ml de IL-4. Os
sobrenadantes de um clone de TH1 conlinham em comparagao muita
T1-2, mas apenas pouca IL-4. A concentracdo de interleuquina-2
nos sobrenadantes do clone de TH1 nao foi influenciada de modo
significativo pela adicdo de huIL-4R/Fc durante a cultura. Em
experiéncias de proliferacgao foi possivel demonstrar gque a
proliferagéo do clone de THZ & reprimida, ao contrario do que
se passa com O clone de THI, pela adicgao de 3 pg/ml de hull-
—-4R/Fc (Quadro 4). Além disso foil possivel demonstrar que por
adicéo de huIlL-4R/Fc a proliferagao especifica em relagdo a um
antigénio especifica para acaros do clone de TH2 é reprimida,
mas ndo a do clone de TH1. Numa outra experiéncia fol possivel
demonstrar que a sintese de IgE induzida por antigénio de acaro
de uma mistura de um clone de TH2 com 1infécitos B autdlogos do

mesmo doador pode ser reprimida por adicéo de hullL-4R/Fc.
Exemplo 4

Tratamento de uma infeccdo com Cysticercus (Taenia) crassiceps

no rato com receptor de interleuquina-4 murina.

Para a experiéncia infectaram—se nO dia 0 ratos NMRI com
15 a 25 g de peso corporal com 5 metacestoéides simples por rato
em 1 ml de FPBS i.p. da estirpe de Cysticercus (Taenia)
crassiceps MR-1. Utilizaram-se 10 animais por grupo da
experiéncia. Um grupo nhao foi infectado para controlo (injecgdo
de PBS sem metacestdides) . Um grupo foi infectado, mas nio foi
tratado. Um grupo foi infectado e foi tratado nos dias -1, 0,
1, 7, 14, 20, 30, 35, 40, 45, 50, 55 e 63 com 100 ug em cada
animal i.p. de muIL-4R. Um outro grupo foi infectado e foi
tratado com huIL-4R como proteina de controlo de modo analogo
ao do tratamento com muIL-4R. No dia 76 pesaram-se OS animais e
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efectuou-se uma secgdo. Determinou-se em quais dos animais
podiam ser cncontrados na cavidade abdominal metacestdides. Nos
animais positivos determinou-se o Ppeso em humido dos
metacestdides encontrados por animal. No grupo que tinha sido
tratado com o receptor da interleuiquina-4 murina foi possivel
verificar uma reducdo nitida do peso total dos metacestdides
(Quadro 5).

Exemplo 5

Influéncia da mulL-4R sobre a infecgao com Candida albicans

murina

Infectaram-se ratos hibridos fémeas (BALB/cCrxDBA/2Cr) F1
(CD2F1) com a estirpe altamente patogénica de Candida albicans
ca-6 (5 =x 10 células por via intravenosa) (dia 0 da
experiéncia). Com inicio 24 horas antes da infecgdo cada animal
recebeu 100 pg de muIL-4R em 250 ul de PBS por via
intraperitoneal uma vez no dia -1, duas vezes em cada um dos
dias 0 e 1 e uma vez em cada um dos dias 2 e 3. Os animais de
controlo receberam em alternativa com o mesmo esquema albumina
de soro de rato (MSA), huIL-4R ou PBS. Todos os animais dque
foram tratados com albumina de soro de rato (16 animais), hullL-
-4R (16 animais) e PBS (24 animais) desenvolveram uma infecc¢do
progressiva com Candida com um periodo de sobrevivéncia médio
de 14 a 17 dias apés infecgdo. Dos animais que foram tratados
com mulL-4R (24 animais) sobreviveram 91,6 %. Estes animais
sobreviventes foram infectados de novo 8 semanas apb6s infecgéo
com Candida albicans (10° células). Todos os animais
sobreviveram a esta nova infecgdo. Esta dose de 1infecgéao
provocou em ratos normais ndo tratados uma infeccdo letal com
periodos de sobrevivéncia de 2 a 3 dias apés infecgdo.
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Quadro 1

Bivactividade de receptores de IL-4 murina

Curva padrado de IL-4 murina

e e e

ng/ml crM Desv.
padr.
100 416609 7,4
20 47809 8,1
0,4 43550 11,1
0,8 25534 7,9
0,16 8456. 13,7
0,032 1987 10,7
0,064 901 12,4
1 ng/ml de IL-4 murina constante
Mu IL-4R Mu IL-4R/Fc Fc - controlo
pg/ml CPM desv. CPM desv. CPM desv.
padr. padr. padr.
10 635 7,7 3844 35,7 34696 15,1
1 1285 17,1 3482 11,6 38452 6,0
0,1 7417 10,9 14408 6,2 39532 8,9
0,01 27038 2,3 32310 14,9 35308 3,1
0,001 33187 7.7 34658 7,5 39290 5,4
0,0001 31881 4,5 36931 14,1 38388 4,1
0,00001 | 36059 5,2 36719 5,3 40911 6,4
0,0 34112 55 37417 4,1 37663 14,5

(desvio padrdo em %

o
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Quadro 2

Bioactividade de receptoresd de IL-4 humana

curva padraoc de IL-4 humana

ng/ml

134112
125877
127607
91743
45908
20898
12385

1 ng/ml de TL-4 humana constante

Fc - Ccontrolo

Hu IL-4R/Fc

98001
96002
100637
95146
98835
81495

10
1
0,1
0,01
0,001
0,0001
0,00001

(desvio padrao em %)
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Quadro 3

Inibicdo da sintese de IgE es

é'\“%—f

pecifica de alérgeno

geno de &acaro

Meilo. 100 SQ U/ml de derm. pt. de alér
3 pg/ml de 3 pg/ml de
Controlo sem hu TT—4R/Fc | hu IL-4R/Fc | Fc - controlo
<0, 09 1,23 (4,1) <0,09 1,17 (5,6)

0s dados sé

Entre paréntesis:

o de IgE humana enm ng/ml.

desvio padrdo em percentagem
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Clone de células T especificas em relagdo a &caros
da pele de um doente com dermatite atdpica

Quadro 4

TL-2 autécrinallL-4 autdcrina IL-4 autécrina [Proliferacéo
(U/ml, andlise|(ng/ml, anélisel(ng/ml, 3 pg/mi
bioldgica) bioldgica) u IL-4R/Fc
or andlise
ioldégica
lrH2-clone 1141
10 pg/ml ConcA - < 25 49 (9) <1
Inibigdo
10 pg/ml ConchA < 25 10 (8) <1
+3pg/ml hu IL-
. 4R/ Fc
ITH1-Klcn 1150
10 pg/ml ConcA 97 (2) 18 (29) 8,8 (11)
sem
10 pg/ml ConcA 88 (20) 10 (5) 6,3 (1 ~) inibicgéo
4+3pg/ml hu IL-
4R/ FC

(desvio padrao em %)
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Quadro 5

Tratamento de uua infecgéo com Cysticercus (Tacnia) crassiceps
no rato com receptor de interleuquina-4 murina

Tratamento Peso corporal Carga de Carga de
parasitas parasitas
com (gramas) (gramas de peso (gramas de peso
humido por cada htmido por cada
animal animal
mulL-4R 35,7 neg. neg.
0,1 neg.
6,0 7,5 13,7
neg. 0,1
neg. neg.
hull-4R 35,9 < 0,1 neg.
< 0,1 neqg.
8,4 6,3 34,9
8,2 5,7
1,3 5,0
Controlo 35,8 1,0 5,8
de
infecgao
neg. 3,7
2,7 2,1 31,6
7,2 6,2
1,0 1,9
Controlo O 34,5 - -

Lisboa, 10 de Setembro de 2001

17



4: N ¥é>»~—§

REIVINDICAGOES

Utilizacdo do receptor de 1L-4 (IL-4R) ou de um sSeu
derivado para a preparagao de um medicamento para terapia e
profilaxia de infecgdes que Se caracterizam pela ocorréncia

de proliferacdo de células auxiliares T do tipo TH2.

Utilizacao do IL-4R ou de um seu derivado para a preparagao
de um agente de diagnéstico para a deteccédo de infecgdes
que se caracterizam pela ocorréncia de proliferagéo de

células auxiliares T do tipo THZ2.

Utilizacado do IL-4R ou de um seu derivado de acordo com a
reivindicacado 1, caracterizada por OS derivadcos serem

fracgdes, mutantes ou variantes do IL-4R.

Utilizacdo do IL-4R ou de um se€eu derivado de acordo com a
reivindicagéo 3, caracterizada por um derivado ser a regiao

extracelular do IL-4R.

Utilizagéo do 1L-4R ou de um seu derivado de acordo com &
reivindicagéo 1, caracterizada por o receptor de IL-4 ou um

seu derivado ser componente de uma proteina de fusédo.

Utilizacgdo do IL-4R ou de um seu derivado de acordo com a
reivindicagéo 5, caracterizada por 2 proteina de fuséao
conter o receptor de IL-4 ou um seu derivado e a fracgao Fc

de um anticorpo.

ytilizacgédo do IL-4R ou de um seu derivado de acordo com uma
ou varias das reivindicacoées 1 a 6, caracterizada por a
infecgdo ser uma infeccido viral, bacteriana ou parasitaria

ou uma infecgao por fungos.

Utilizagdo do IL-4R ou de um S€u derivado de acordo com uma

ou varias das reivindicagdes 1 a 6, caracterizada por a
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infeccao ser uma infecgdo com retrovirus, plectomicetes,
sacaromicetes, micobactérias, Listeria, protozodrios,

cestdides ou helmintos.

Utilizacdo do IL-4R ou de um seu derivado de acordo com uma
ou varias das reivindicacdes 1 a 6, caracterizada por a
infecgdo ser uma infecgdo com o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), Mycobacterium leprae, Leishmania, Plasmodium,
esquistossoma, Nippostrongylus, Trichurida, Trichinella,
Taenia (Cysticercus), Candida, Aspergillus, Cyclophilida ou

Heligmosomoides.

Utilizacdo do IL-4R ou de um seu derivado de acordo com uma
ou varias das reivindicagdes 1 a 6, caracterizada por o IL-
—4R ou um seu derivado ser utilizado num preparado de

combinagao.

Utilizacdo do IL-4R ou de um seu derivado de acordo com a
reivindicagdo 10, caracterizada por o ©preparado de
combinacdo conter interferdo gama.

Utilizacdo do IL-4R ou de um seu derivado de acordo com a
reivindicacgéao 10, caracterizada por o ©preparado de

combinacgdo conter alérgenos ou fracgdes de alérgenos.

Utilizacdo do IL-4R ou de um seu derivado de acordo com a
reivindicagdo 10, caracterizada por o preparado de
combinacdo conter uma ou Varias substancias que 1inibem a
interaccdo do ligando da proteina de superficie das células

CD40 com a proteina de superficie das células CD40.

Utilizacdo do IL-4R ou de um seu derivado de acorde com a
reivindicagdo 13, caracterizada por pelo menos uma das
substancias constituir um determinante soluvel da molécula

de superficie CD40 ou um seu derivado.

Utilizacdo do IL-4R ou de um seu derivado para a preparagao
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de um medicamento de acordo com uma ou varias das

reivindicagbes 1 a 6 para aplicagdo tépica.

Utilizacdo do IL-4R ou de um seu derivado para a preparagao
de um medicamento de acordo com a reivindicagdo 15 para
aplicacdo intradérmica, subcutianea, dérmica, nasal ou

pulmonar.

Lisboa, 10 de Setembro de 2001
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