DESCRICAOQ
DA
PATENTE DE INVENCAO

N°e 97.14145

REQUERENTE: SCHERING CORPORATION, norte-americana,
industrial, com sede em 2000 Galloping Hil Road, Kenil-
worth, New Jersey 07033, Estados Unidos da América do
Norte

EPIGRAFE: "PROCESSO PARA A PREPARACAO DE RECEPTORES
DE INTERFERAO GAMA TRUNCADOS E SOLUVEISM

INVENTORES: PAUL J.ZAVODNY; SATWANT K.NARITA;
MARY ELIZABETH PETRO; DANIEL J.LUNDELL e JAMES D. ~OSSETTA

Reivindicagéo do direito de prioridade ao abrigo do artigo 4° da Convengéo de Paris
de 20 de Margo de 1883. 24 de Abril de 1990 sob o No.
513.729 nos Estados Unidos da América do Norte

INPI. MOD. 113 RF 16702




g

3
i

ATIO

et
K

ORI

CHERTNG

:.:.:.;

o
i~
Tme t0d

i

o
H

2,

oo i ot

W

3
H

11

i

cEn de

3

dors

= 4 .
GALTLEE

L
Li

i

o
-

recento

.

hut= ek ata ol

Hee




L

-

cElulas B, wmacrSTagos e cdlulas T. Ele tem sdlti
¥ 1

gfeitos {(Trinchieri =t a3l., [mmuno)

immeanol ..

N

macrata

I e 5} 4t o £ om 2 o] T I R
Proc. Mabl. Scad. Sci. ums, 84:471

interferdo o




S
» 7

fod

I,

it

2le poderd  dessmpenhar um papel importante na express
doenga. Fortanto, um inibidor do interferds gama oo dos ssus
efeitos, por ewxemplo um gue actus ao nivel da  interface
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monoclonsis contra els (Grau st al., Proc. Natl, Gcad. Sci
d
;

..1..

i
atamenio & humanos deve-s8 ter  o@m conta a s i =
proprics anticorpos  monoclonais poderem  induzir uma resposta
imuns neubra icdcis do tratamento

S3o conhecidos cloness recombinantes supressando recep-
tores de interferSc gams (ver, por exgmplo, "Molecular Cloning
and Expression of the Human Interferon—-Sama Receptor”, fgust, §.,
gt &l., Cell, S5:2373-286
receptur celular, incluindo o dominio citoplas o
lar} 2 o dominio transmembranar. O dominio citoplasmatico pode

sar responsdvel para s transéu;ga do sinal na cglulas o

i g
ou noutros filuddos do corpo (e.g. fFluids sinoviall, finda, o
dominio citoplazsmético & norpalments gsoondido
onde & inacessivel an  sistoma imunEy U FEcCEn
tamanho complets poderd pois actuar como um antigénio devido ao
saw dominic citoplasmatico & ser neubralizado. Se isto acontecer
gle pode  ser removido e rapidamente perdido o seu efeito oo

introduzide em tais Fluidos do COHTR
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-
dade de um antsgonista do IFM-gama qua va competir com o IFN-gama
sem o risco de  induzir o5 efeitos  sscunddrios gue  lhe esti3n

assnoiados.
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A sequincia de DNA codificadora =0 oa saquEncia  de
aminoacidos previsia do receptor do IFN-gama foram divulgados por
Aguet =t al. {(supra), gqus postularam gus  a spquincis lider wvai
desde o aminocicido {(residuo) 1 atéd ao aminodcido 14 = s 5
saquincia transmembranar se sstende desde aminnacido 244 até ao

U aminoacido 246 (esta & 2 sua numeracSo). Postulou-se Dois gues &
fracgio subtracslular prevista do receptor do IFN-gama s  estends
desde o0 aminodcido 15 até ac  aminpdcideo 245 & sua  estrutura
pestulada, incluindo a sequincia  lider consistindo nos  residuos
e aminodoi I-14 g ssquinocia  de DMO codificadora estdo apree-

\kj' sentados na Figura 1 partes 4 2 B dos  desenhos juntos, ondes &

- sequincia lider & portadoras da numerac8o ~14 2 -1 & & fracoEo
exiracelular prevista & portado da numeracio 1 a ZF31.

Ma discussio que =2 ssgue toda 2 numsracSo serd dads de
acordn tém & da Figura 1 dos dessnhos juntos MESHI QUE POSSa
dife das publicacBes aguil referidas.

Ndo se sabe ao certo guanto dests segufncis & necessia-
rio para um  receptor  de IFN-gama eficaz gqus  possa ligsr-ss
gEpecifticamente a IFN-gama. No entanto, sabe-se {(Stusher st alay
Abstract AZ-15, J. Interfegron Res., Yol. 9 Bupl. 2 {Oct. 192895

\ que os residucs de aminecdcidos 1-198 n¥o proporcionam um Frecenbor
\(]' eficaz snguanto gue os residuos de aminodcidos 12-23 tincluindo
as sequincias gus  comegam antes posicdEo 12} proporcionam um
receptor sficas: produzido em E. cpli de arords com agusles resumo,

i.e., com seis residucs histidina ng estremo N ou O, Estes

\,) residucs de histiding poderdo aliesrar proprigdades fundamentais
do receptor, tais como s = imunocgenicidade & s¥o  portanto
altamente indessisveis guando receptor solidvel == destina a
usar comn produto farmacButico. 0 nosso trabalho indics GuUE o5
residucs de aninodcidos 6~221 proporcioram um receptor efTicaz mas
que oulras seguincias poderdo ser  também sficarss,



variaciss produsz
mais {@.g. atd trE
cialmente a mesma

IFN-gama tem prefe

dos desenhos junto
Y & uma
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cidos comegando no

Este rac
dy receptor do IFH
recsapinres ocom o

IFN-—gama aus ssus

g IFN-

receptores

as por substitulicHo, delecdo ou adicHo de um ou
£} residuns de amincacidos mas retendo substan—
actividade de ligagHo. Este receptor soldvel do
rencialmentes a férmula apressntada na Figura 2

=443

sequEncia de um ouw mais residucs de anincacideos
mo carboxilo (Pro) da segulncias

Zlu FMet Tre Ala Asp Leu Gli Fro:
subpsequincis de um ou mais residuocs de  aminos-—
extrems amina {Ils) da seguincis

Il Fen fsn Ber Zer Ile Lis Bli:

g sdo independentementes & ou 1.

eptor soluvel & portanto a fracclo sutracelular
—gama g val compebir num  snsaio de ligac8o =&

IFb~gams & & um antagoniszta da ligac¥o do
receptores celularesy i.e., sle compels com oS
gama para IFM-gama. Ainda, =ls pode zer  usads
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i
;o pode ser proporcicnade um o receptor soldvel s e

rosequEnciss malizs lonoss, nDor ssem
t = LIS £

&
amincacido 1 &/ou até ao residuc de aminodcido 231

Um clone de cDMNA  de famanho completo codificador  do
=

receptor do  interfer3o gama {ver, por sxgmplo, Agust =t al.,
Cell, DD:E73E-2B¢ (1988 (referido atras))  foi directaments

da placenta =m lambda o
fracgHo soldvel do receptor do IFN-gams foi isclads a nartir dela

& incorporada no plasmideo QUE 4 SHDresSa.

Mumsa resli

soldvel de IFN-gama
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Muma oubra realizacio ﬁﬂrtlfuiﬁrmwﬁte praferida do
invento, o recepior soldvel de IFN-gams & como definido airas,. em
qua my, 1 8 p sdo todos 1 & as sequincias representadas por Y & 7

estio totalmente presentes: i.e., o receptor do IFpgams soldvel

P

= dg aminoacidos 1-331.

em & sequfncia de residu

%]

Ainda numa outra realizacHo particularsents praeferida
do invento, o receptor soldvel de IFN-gama & como definido atyras,
emque men 83 1 e pé @ e a sequincia representada por ¥V esta
totalmente presente; i.e., o receptor de IFN-gama soldvel tem 2
seguEncia de residucs de aminndcidos 1-2591,

Rum outra raalizacH do invenio particularmsnte
preferida, o receptor soldvel do IFN-gama & como definido atras,

B oque m & 8, né&l epédeasequincia representada oo ¥ ossta
(&7
..... fod TS, 2 - S o= oy
prEsante a partir de "7 81i; i.m.. - 1 de IFN-gama

Numa ouira realizacHo particularmente praferida do

ic ¥
invento o receptor sclivel de IFN-gams do invento & como de

Timidn
atras, @n gue m & 8 2 n 2 o =80 ambos 1. a saquEncia representada
por ¥ estd presente desde {&}Bli 2 & sequincia representada por 7
extd completamente p tey l.2.; o receptor soldavel de IFN-oams
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BREVE DESCRICED DAS FIGURAS:

A Figura 1 i{ns
tamanho completo do  receptor soldvel de IFM—gama 2 do ssu  DHA
=

codificador comn divuloado por  Aguet =t

al
18300 . - 25 g o e T Femae g 3 : :
{1988}, sucepto = numsragio  ter sido  alterada como  indicado

BLras.

i

A Figura 2 mostra a férmuls preferids  do recentor

A/ Figura F mosira o plasmidsc pDERS no gusl a
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A Figura 4 mostra ssguematicaments como foi  construido

um plasmides de expressSoc em £, coli para o receptor solivel  do

f Figura 5 descreve
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Vectores de e f
produzic o dominio extracelular do NG do rece
procariotas foram usados  para obltenglo de clo
que produtores da fra = 1

EY

o
IFN~gama. #s células procaridticas gue podem ser usadas  inclusm
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sstirpe de E. coli preferida & um muban
o receptor soldvel de IFN-gama sais do sspaco periplasmdtico para

o meEic de cultura, de onde poderd ser facilme
C

£
entregus em 31 de Dutubro,

referdncia.

Ma realizacBo do  presente invento podem  ser  usados
virios promotores diferentes de E. coli, tais como Tro., lac, pli,
lambda pl, ste.. Estes promotores dirigem & expressi3o de  protedi-

nas heterdlogas no  citoplasma. Fara ume sscrec¥o sficas gara o

=30 para a supress¥o procaridtica  oam B
forte, especialmente um duplo oromotor  sm
lpp~lac, =sguido de uma sEquEncia sinal gus pods transportar 2
proteina heterdlioga

saquEncia de DNA & de  prefsrincia a sEguincia sinal derivada de
1

uma proteins de sembrana  esxterna de E. gx;
sinal & ssguida da

IFM-—gama.

0 ssgquena de construc8o {(mostrado

e

-
obtencio deste plasmides introduziu  um residun adicional, wviz

serina, no inicio da sequinciz codificadora madurs. Um codio  de
o

g

paragem da tradug8o fol introduzido no fim da se uEncisa o
X G =}

B

receptor  soldvel de IFM-gama previsto. Um



contendo sste
estirps mutan
com o MY de fAcessoc S3954),  produr uam proteins de fus¥o gus &
composta pela  sequincia sinal  Ompd  sequido & seaqufncis  do
receptor soldvel de  IFM-gama. & proteina de fus3o foi  ainda
processada no periplases pars dar o recestor soliivel de IFd-gama

maduro, o gual sai para o meio ds cultura.

inclusm linhas celularss de mamiferos, S@.0. calulas COB7, NE-1 &
CHO e celulas de levedurs; podem  ainds ser usados sistemas  de
axpressdo de insectos, e.g. Bombyy mori ou Spodophera frugipsrds.

Fara demonstrar sste inventn, cdlul:
3

comc uma  Tonite adequada de receptorss  de interferdo gamaz o
L

entanto, os receptores saldveis agui
=

T, eosindfilos, células do mdsculo liso, promiglocitos, macrafa-
gos, celulas eritrdides, mondcitos, granuldcitos, stc.

0 Exemplg I abaixo descreve a purificaclo do  recentor

soldvel de IFN-gama a partir de E. coli, mas o seu procsssos pods
=& adaptado & purificacHo do receptor 8 partir de outras fontss
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MATERTAIS E METODRDS

Az enzimas de restrig¥o foram adouiridas & New England

Biolabs., Beverly, MA. DMNA-polimerase de Therous aguaticus =
tampic 18¢ foram adouiridos 3 Btratagens, Lalalls. C6. SEnEn—-

a
ciagBo do DMA de plasmidsc de cadsia dupla fol feita usando
o &

Begquenasse Yersi

o
leveland,
OH. Uma biblicteca de cDNA de placenta humana =m lambda gril  foi

1:

adguirida & Clontech, Palo Alto, 04,

I

- OLIBONUCLESTIDOS SIMTETIOOS

O= a}igaﬁgcisétiéaa sinteticos gue s segusm  foram
1

ionais com uma sintstizador de

S -CABACTEET TADTAC T TASABET—

3 -CARCBALCETURBTARCARD -3

B B EEATCC T TAACC T TTTATAC TBC TAT TEASAAT AL 31
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= A reaccdo em cadeia com polimsrase (PCRY foi
te to

anteriorments descri

{19887y, 1&:8718).

4. IFN~gama humano po
do Exemplo 48 ou =& obtido comsrcialments = os an
zla paéem DEr nﬁqu1r g

Corp. {Boston, MAY fornsce IFN-gama humano  rec
purold com o cadigo HE-IFN com o codigo IP-San nEra

Heszterm.

o comercialments. For  see

CO O DIroressc
ticoroos contra

=mple, Benzyme

ombinante {(99%

transferfncias



EXEMFLDO 1, ISOLAMENTO E EXFRESEED TRONSITARIA DO CLONE o0
RECEPTOR DE IFN-GAMA DE TAMAHHO DOMPLETD

O ocligonucledtidos AR7SE & ARVSY, o= quais sdo idEnti-
Cos &5 regifes ndo traduzidas 5 & 30 da sequincis de cDNA  do
recepior de IFN-gama, foram usados suma POR com o lisado Tagico
da biblioteca de cDNA de placentas essencizlmente come  descrifo
anteriormente (Friedman st al.. Mucl. Acids Res, (1938,
16:8718). A POR foi realizads com um Techne programavel Dri-Block
(BRI, Essex, Ui}, nas seguintes condicfes: desnatuwracdo a  95°C
durante £ minutos, smpare 2P0 durante

&
£ minutos & extensHo da cadesia a 72°C durants o minutos, tudo

durante 38 ciclos, com um ciclo final de elongaclo a 72°C durante
&

F minutos. Os produtcs de POR foras suis

ael de 1% de agaross e uma banda forte de aprozimadaments 1,3 Eh
correspondendo ao receptor  de IFM-gama de  tamanho completo foi
cloraglic com bromsto de =tid

3o,

e i
scirogluicdo. & autsnticidads do fragmento foi confirmada com
uma segunda FOR usando o oligémero ABYSE como i

ABSY7 como  iniciador  internc  correcs

pondends 2 sequincias na
regifio intracelular do receptor de IFM~gama, para produzicr um
fragmentc de aproximadamente 1,7 Kb,

Bitios de restricdo para Pstl (5°) e Sall (3%}  foram

introduzidos no fragmento do receptor  de IFM-gama de  tamanho
=

AHEEIZ 5 ABBIE nume FOR comn
7

(ATCD ME de  Acesso &8233) iFig. 3¥, para supress3c em células
COS7. & mistura de ligac®o resultants foi usada para transtormar
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coli Benetics Stock Center, Dept. of Biclogy, Yals University,
F.0. Box &bb4, Mew Haven, 0T #&511-74441,

DNA de plasmides isolado pelo método de liss alcalina
i t

nboim and ha?‘g A rapid alkalinsg extraction procedure  for
soireening recombinant  plasmid  DNAY, MNucl. Scids Res., 7:1513
(197811 & partir de 14 dos clonss resultantes  fol snalizado e
testado por andlise de restric¥o e POR. Sete clonss continham o

ocld Bpring Harbor, MY! & foi usado

-
mente células COS7 (Spg DNA/placa de 198 momd oelo método o
x i

Dt infectivity of Simian Virus 46
o Acid with Disthylamino—ethvl-Des traﬁ“, d.  Matl.
i

a
Fessuspensas para Iy 18 cdlulas/ml  em msic RPMI con

de azida de s&4dic e mantidas a 47C. Foram snifo festa

IFN~gams marcado com 71 usando técnicas descritas no Exemplo 4
abaixo.

Trés clongs aspresentaram apressntaram  um sumento
marcado na ligacHo especifics de interferdo gama marcado oom 1351
{ver Tabela I absiwnd. O DNE  ds plasmidecs dos  tris clones  Toi
sequenciado peleo método de terminacBo de cadeias didesoui {Zanger
gt al., "DNA Beguencing with Chain—terminating Inhibitors”, Froc.

MNatl. fAcad, Sei. USA, 74, S4&835-5547 {1977}; & seguin

o
dominio extracelular ers idBntica & segudncia publicads {(Ggust et

i
al., supral.
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EXEMFLO 2. COMSTRUCED DE pJFRIGS-

LORIFICADDR DO BECERTO

I‘J

£

o

%

Usando um  fragmento de DMNA isolado & partir de uma
i

ficador do receptor do interferso gama,
Tizeram—se iniciadores para introduzir dois sitios para  clonsgsm
do dominio solivel num plasmidec de expressio  procaridtico.

ar
oouzir um sitio de
restrigdo HindIIl pe ina do DMA {0 gual seria a

¢ i
Bli na posicgHo 29); = o iniciador ABSTIIFE foi feito par

a introduy-
zir uwm sitio de restrigHo BagHI = um codBeo  de paragem, o gual
sgrvirig para isolar s definir apEnas o dominio solidvel  da
molacula. (Estes iniciadores isolam & definem o dominio snldvel
o recepitor do IFN-~gama menos a  sus prepriz  sequincia lider:
i.2.; & sequfncia polipeptidica entre a sequiEncia lider =2 &

regifo transmembranar. ! Usando tecnologia de POR, o fragmento  de

i

DA {codificador do receptor de tamanho completiol 2  iniciadorss
foram combinados numa mistura de FEACCEC COMo 3B sogue: 1680
pmolss de inic)

polimgrass TAQ e 2 unidades de polimgrass TAR. O sistema foi
regulado para 32 cicles para emparslhamento

L

d
I de reaccBo de 188 pl. Apds FCH, o DNA

i
I

i

sintess num volumes

Tol separado num gel de 1% de agargse 2 o fragmento de 5960  pb
codif = i visualizado por

icador do receptor  do interferdo gama T
I

coloracSo com brometo de s

8 plasmideg pB38—1 {pINIII, lider Dmp&) {D. Lundell =t
alay “Eytaﬁlasmic and  Feriplas o

Frotein, MHuman Interleckin 4, in E. cpii®, J. Indust. Bic roniol. .,

val. 4 {(198%) e podendn ser  obbtida guando pedida 3 R. Kastelsin
em DAY Ressarch Institute of molscular  and Emllular Biology,
i

Ince, 781 Californi a Avenue, Faleo Alto, 08 F4368-1194) rcontem
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sitios de restrigio HindIII & RBamHI, os guais foram usados para
clonar o fragmento do receptor  de IFN-gama na  mesma grelha das
leitura & jusante do lider Ompf como s segue: 29 ug de DNA  do
plasmides foram digeridos com 58 un
cEn HindIII & depgis com

gr
BamHI. Apds digestio, a mist

a de fragmenios de restric¥o migrou
mum gel de  @,85% de agarcse; isclou-se um fragmento de 7.5 Eb

e
representando o esgueleto do plasmidec. Bualguer outro  plasmidecs
n x]

adeguado codificador de um sinal de ssorecBo adequado poderia ter
sido ussdo = lugar destis.

0 fragmento de 7,5 Kb (€,1 ugl representando o gEguale—

to de plasmidec & 1 pg do fragmento de B899 Kb codificador do

:

raceptor do intasrferdo

fim]
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ATF; Dhf-ligase de T4 (188 unidades) = ditiotreitol a 156°C 5 num
volums de 49 pl durante 14 horas. Metade do produto foi o entdo
usado para  transformar . coli (K123 293 preparada com Dall

{pode ser adguirida 2 E. coli Benstics Stock Center, Dspt. of
&

Biclogy, VYales University, F.O. Eox fib, Mew Haven, o7
B6511-74443. A mistura de transformacic foi semsads =m glacas de
ampicilins e incubada a2 38°C durante 1624 horas. Varias colénias
foram entdo repicadas & fermentadas & o DN& foi isoclado = amali-
sado por digestdo com as enzimas referidas atras (HindIII, bamHi:

& seleccionado o clone pdFRISS-4.

0 clone pdFRIGE tem o fragmento inserideo a jus

1

OmpA = =ob o controle do promotor lppdlac. O plasmides fol obtido
& partir do pBRIZZ e ¢ portador do gsne LAC- i

el

s B
i

d

i

fond

piprassdo & induzida com izsopropil-tio-f-agalactosido {IFTEY.



EXEMPLO =, FURIFICACED DO RECEPTOR SO0LOVEL DO INTERFERED-GAMS
HIMAND A PARTIR OE E, DM

fol purificade a parti

pdFR183~-46. A8 células foram cultivadas a 3% sa  meic M2 com
casaminodcidos 1 ssis minimos de MY Biboo BRL NG MISESERTY, 3%

IPFTE para 8.2 oM & a §

{culituwra final A =

minuwtos = depois ap

P
{(Fharmacia RE 17-0878%-4

Tris {(pH B), 4M ureia.

lingpar de cloretn de =

dominic suiracslular =

sroasntagdo continuou a 38°0C durants 3 noits
Fyol. (olhsu-se 0 meio condicionado de 12
larificou—se por centrifugacSo. O sobrena—

b
ajustado & 5Y {p/v) de dcido  briclorpacd-—

91}, equilibrada com um ftampEo de 28 =M

A ooluna Tol entlo =sluids com um gradisnte
aodic @-9,3 M no mesmo tamp¥o Trisdureia. 0O

- O conjunto de fracgSes do  receptor

coluna de 5 ml  de IFN-pama-Affigel 18, eguilibrada com 28 oM

Trizs. PIFN-gama humano
{(Biorad Catalog N2 153
dados peslo fabricante.
IFN~gama/ml de resina

8,28 NMall 2o 385 mM Tr

m Tris  (pH 8)

F-6944), de acordo Ccom pE prOCESSOS FECODRR-
Esta resina de afinidade continha 4 mg de
sunortal. & coluna F

ig (pH 8} e depois com 12 ml de &,5 W MNall

o



Este processo deu
de IFN-gama por Tersentacio
WA do receptor solidvel des

EXEMFLO 4.

b
Jooat
e}

i

g pH 1 M MaCl. &3  frac-
reunidas @ dizslisago contr

entre 9,7 = 1 mg do receptor  soldvsl

ge 1Z litros. No entanto, cerca  de
IFN~gama estava pressnie na  fracclo
~ial pods see desnaturado g oresnrolado
VE e

fa Furiticacio de Oams humanog

E. cell 294 portadors do plasmides pBIF4-137 {um vector
de expressHo bassado no pERIZE  tendo o promoior da lipoproteinas
bacteriana (Ipp} e codificador de unm gene de interferdoc gams
humano {aminoicidos 4~-137 da  proteins madursd) foi cultivado  =m
meio OG0 modificado (20 g/l de glicerpl, 38 g/l de casaminpécidos
(Difood, 5 g/l de EHOFD, & 1 o/l de FigBl . FH. O} a I770. &4 a8, ,, =

= * a = 3 ’ s B 55

- a3 £ fas S L ot
1%, as células foram colhidas & lisadas por disrupcEo com

ultrassons,

- ¥
centrifugssdo, ressuspensa s
guanidina &M 2 5 mi ditiotre

coluna de Sephacryl 200-SF d

brada em I8 mM Tri

interferio oans

(2.0

cias HWestern) Toram reunidss,
{pH 7} & misturadas 5 4°C

m 2% mM Tris {pH
itol & ressolubilizado por aguecimen-—
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SRR
COomo uma pasia de 1:11 sm 28 @M Tris,

durante &8

minutos. A resina foi retirada por FiltracH3o = lavada com 18 @M

NHQQ&c ipH 7} & o interfer¥o gama purificade fol sluido com 1 mM
:“t

Mall. & puwreza da  fraccHo deste interferio gams ¥fol

humans marcado

78 ugfml de interferd

IRt e

p 1

Hunter  (New Enogland

pelo fornecedor {2 rescol¥c  de
ao-gama am fosfato de sddio
22l & mistura de reacc¥o final por

24

separar o interferfo-

cm die SBephadex {75

. O conjunto de

guardado a

Tiad

o pdFRISS-&,

{(ATOL WS
Foi

de

até A = « B cultura fol sntSo  induzids com .1 IPFTE & o
crescimento continuou & 37%C durante 3 horas, 0o sobrenadantes
fas tlturas induzidas foram  testados relativaments &

1
do receptor  soldvel do IF

descrito abaixc.
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a0 supsri

por centrifugacHo imedista—

gelo. Todos os processos subssouentes foram realirados &

Os ensaios de ligag¥o a receptores  foram  realizados

Foram usadas por ensaio 1,25 w 1967 céliulas US3I7. (Cads
. ; . = 125, . : s
ensaic deu um ponio na Figura S.0. O I-IFN-gama foli adicionado

receptor soldvell foi adicionado em volumes cresc
de @ & 199 ml. TrEs componentes sstavam pressntes no snmzaio

cElulas 1*?3?§ IFN~gama marcado com """ = uma ampstra contendo o

Fi-gama. fs misturas contends dois  destes
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tes  Toram incubadas a 4°C durante 3@ minutos, 0

]

terceiro componesnte foi entlo adicionado = = ineo
a 4%C durante 120 minutos. fs célulass foram centri
de Sleo [IS6 pl de wma mistura de 121 de fei

t
{Rldrich Chemical On.) & fetalato ge dibutilo man Fodalk
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de cédlulas foram retirados do fundo de cads tubo 2 & radicactivi-
o

ada ssdimento  Toi detersinads  num contador
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DETECCED 04

EXFRESGEND D0 RECERPTOR CLONADD DE

TAMANHO COMPLETD DO INTERFERED CAMA EM CELULAS

Eup,
HE W

Ligagdo
Especifica

{5

1 T884~-32 1832.8 127,48
12 TEEL~-5 1568, 5 7B
2 TERL-T 1985, @ 156, 4
2 TEEBL&-T 248446 197 .4
= TE8s-4 2TBEE,T 238,79
5 TEERL-& 5% .8
4 Sem Insergio 113, 7 i%5,.8
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& Figura 5 mostra
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de interfer¥o-gama deste invento.

recepltores o receptor soldvel do interferfic-gama, produs

cexli, competin numa forma  depsndsente da dose na

oot
ot

U]

Exl
[N
]
(a3
i

Fi
b
[ O]
fu]
i
st
IT]
B

]
]
i
i
jou
1§
Iy
£
[n 8
]



)

o
quimica, especialmente uma marca fluorescents. Ainda, devido a
esta inibicHo competitiva, o receptor solivel

do presente invento poderi  ter utilizace terarfultica no  trata—

mEntn  de ceEngas suto-imunss fa

i
administrade como uma composicHo farmacButica. tais Composics
cont¥m uma guantidade terapeuticamsnte sficar do receptor soldvel
do invento & um veiculeo farmacdubico  ou excipiente. Umn veiculo

Tarmecfutico pode ser gualgusr  substinc
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ibertagio do  receptor so =Tz

gy irvents num dosnte. Num veiculo ode-s2 incluir oor sEmplo
b

= tes & podem

igualmente ser incorporados adiuvantes aceitdveis {=.0.. agentes

L

=}
tamponantes, agentes dispersantes). Baralmente, as composicSes
theis para administraclo parsnt

das, B.g. ver Reming

t &
Fublishing Company, Easton, Fa 1988). Como alternativa, composi-

des do invento podem ssr  introduzidas num dosnte através de um

Cy

in

istema de libertag¥o de drogas implantévely es.g. ver Urguhart et

15

1os Bnn. Rev. Pharmacol. Toxicol.. vol. 24, pos. 199-334 (19843,

{...n

o soldvel de IFM-gama do inventn & risrmalments
t

o
administrado parenteralment mants. S

fu

2, de prefesrfnocia intravenos
bem gue o receptor solivel dp interferdo-gama n¥o seia suposto

sgr imunogEnico, ele & de prefsrgnciz administrado  lsntaments



IV convencional oy através de um

— acrgitavel numa  forme de  dosagem
2o {2.g.; uma soluglo, suspensHo ou
ingrentements n¥o  toxicros = nE
g tais wveiculos soro  fisiclégico
o~ ugEo de destrose g solucl3o de Hank.

&
ulos n¥o  aguosos tals como Alsos
=

itulo preferido & 5% deustross/soe

aditivos como sejam substincias gue auwnentam & isotonicidads 2002

estabilidade gquimica, e.g., tampSes = preservativos. 0 receptor
Far

de IFN-gama soldvel & de pre Fncia formulado na forma purifica-
da substancialmente livre de agragados, produtos de degradacio =
1 i e = o - = g e e, e 5 - b g g - = I

profginss cont ‘rr.x;lt'h.-‘.rttt::-,g numa onoentiracac snire cerca de 5§ o=

[
cerca de D99 pgiml, de preferfnciz 208 2 250 posmi

tor solivel de IFN-gama depende  de varios factor Sy incluindo s
-~ velooidade de reciclagem no soro do receptor soldvel do IFN-gamsa,
\Lb do nivel de  IFN-gama no  soro associadso a doengas  auto-imunes,
gualguer possivel imunogsnicidads do receptor de IFN-gams  =olo-

/2l, & acessibilidade do Fi-gama alvo, a afinidade do  IFM-gama
apis} =suls) receptori{res) celularies! relativamente & b ind

j IFN-gama ao receptor solivel de IFN~gama 2 =mimilares.

& determinaglo da  dosagem adequada de  um composto do
invento para uma situscHo p“‘?lcul ar pode o
familiarizados com a 4rea. Beralmen &, o tratamento & iniciado

com dosagens inferiores 3 doss aptima. & partir dai s dosagem &



aumentada em peguenas  guantidades atd

cunstincias ser atingido. For  convenid

d

it

IFH~gama soli

medico assistents considerando factores

z=@rd  regulado de s

i
I

tamanho do  dosnte assim como gravidade dos sintomas a zerem

tratados.

3
dese situa-se numa gama entre cerca de

Um regime de dosagem tipico recomendado @ administrs
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para o interferdo gama {(IFN-gamal, o gua
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mandtengdo do  hospedeiro contendo o vector sob condicHes
R JU oy - - - =f = 3
atgnuadas para a sxpressdo des seguincis de nuclentidens no
reacspltor soldvel.
e - T T O - = R . - i 2
£8. - Frocesso de acordo com 2 reivindicaco 1y carac—

terizado por se preparar um recsptor soldvel, gus tem a Tormula:



(Ser)m (Y)pn Ser Ser Val Pro Thr Pro Thr Asn vVal Thr Ile Glu

1

Ser Tyr

25

Pro
40

Lys
55

Tyr
70

Trp
85

Ala

100

Pro
115

Asp
130

Val
145

Val
160

Thr
175

Ile
190

Gly
205

Val
220

Gln

Asn

Cys

Val

Lys

Pro

Ile

Asp

Tyr

Gln

Pro

Val

Cys

13

Asn Met Asn

Val

Ser

Asn

Arg

Ser

Lys

Phe

Tyr

val

Lys

Val

Leu

Pro

Glu

Ile

val

Glu

Asp

Arg

Glu

Ser

His

(Z)p

Val

Trp

Ser

Lys

Glu

Asp

Pro

Pro

Met

Asp

Ser

val

15

20

Pro Ile Val Tyr Trp Glu Tyr

30

Phe
45

Ile
60

Asp
75
Ala
90

Phe
105

Ile
120

Ser
135

Glu
150

Asn
165

Asp
180

Leu
195

Trp
210

Thr

Asp

His

Arg

Ala

Arg

Val

Thr

Gly

Cys

Asn

Gly

Val
Ala
Val
Val
Val
Lys
Phe
Thr
Ser
Asp

Ser

Val

Glu

Cys

Gly

Gly

Cys

Glu

val

Cys

Glu

Glu

Gln

Thr

Val

Ile

Asp

Gln

Arg

Glu

Asn

Tyr

Ile

Ile

Tyr

Thr

35
Lys
50

Asn
65

Pro

80
Lys

95
Asp
110
Lys
125

Gly
140

Ile
155

Gln
170

Gln
185

Cys
200

Glu
215

Asn
Ile
Ser
Glu
Gly
Gln
Asp
Arg
Tyr
Cys
Val

Lys

Gln Ile Met

Tyr

Ser

Asn

Ser

Lys

Ile

Glu

val

Lys

Gln

Ser

Ser

Gly.

His

Ser

Ala

Ile

Met

Gln

Tyr

Ile

Leu

Ala

Lys

vVal

His

Leu

Tyr

Gly
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U B
\\‘: Oa . o
me®, nélepdd easequincia representads poF Y comeca com
iﬁ}ﬁli: i.e 0o receptor soldvel de IFM~gams tem a ssoufncis  de
aminoacidos &221; ou
medenepsio anbos 1, a sequincia representada por Y comeca
Y Cown {ééﬁli 2 a saquincis representads por 7 oestid totalments
presentey i.8.; 0 receptor soldvel ds IFN—gama tem a ssquincia de
amincacidos &-231.
- S98. - Frocesss de acords com 2 reivindicagdn 2. carac—
'\\'ﬁ terizado por se preparar um receptor soldvel, emoue mé 1 &8 g
sequincia inclul um residuc serins inicial.

o2. - Frocesso de acordo com a reivindicacHo 2 carac-
terizado por se preparar um receptor soldvel, oo guz m & 1, n & i
& p & o, 2 assqufncia representada par Y comecs oom {&Eﬁiig
i.2., o receptor scldvel de IFN gama tem a ssoufncis de aminodci-
dos Ser+&6-221.

2. - Frocesso de acordo com a reivindic cEo £, carac—
terizado por se prep um receptor soldvel, sm gue m & 1 &80 2
p =30 ambos 1, a sequincia representada oy ¥ comeEca com {5}511 @

noie representada por 7 ssts totalmente nresente; i.2., o
solavel de  IFN-gama tem a segufncia  de aminoicidos

B#. - Processo de acordo oom a reivindi icagdo 1, carac-

\;; terizado por se preparar um receptor soldvel n3c glicosilado.

728. - Processo para a preparacio de  ums Composicdn
farmacButica, caracterizadn por 22 incluir na referida Composicio
uma guantidade eficar do receptor soldvel da reivindicaco 1 = um
velculo ou excipisnte farmaceubticamente sceitdvel.
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cButica, zar
guantidade efic
piculio ou sxripients

Flasmiden, ca

presnder 0% passos des
atdministracio de  ums
solivel

sreptorss pars IFN-gams:

deivar gus o referido

receptores celulares;

sendo agama de

por guilograma de pesso corporal
de 1 pug até 32 pg por guilogram
138, ~ HMétodo para i
células tendo recepbores  para
preaentdsr o= passos de:
adninistracio de  uma

deixar gue o referido

receptores celulares;

de IFN-gama da reivindicacic 1 a

racterizado por ser o plasmiden

uvantidade

=

receptor soldvel compita para

=

o%

por dia, de prefer¥nciz de

a de peso corporal por dia.

nibigEo da  ligacHo de IFN-gamas 2

IFd~gama, caracterirzado por  come—
guantidade eficar do receptor
cacdo 2 a um meio contendo células
&
receptor soldvel compita para os
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FOLHA 1

(6 FOLHAS)
ATG GCT CTC CTC TTT CTC CTAR CCC CTT GTC ATG CAG GGT GTG 42
flet Ala Leu Leu Phe Leu Leu Pro Leu Ual Het Gin Gly Ual
-10 -5

AGC RGG GCT GAG ATG GGC ACC GCG GAT CTG GGG CCG TCC TCA GTG 87
Ser firg Rla Glu Met Gly Thr Ala Asp Leu Gly Pro Ser Ser Ual

CCT ACA CCA ACT AAT GTT ACA ATT GAR TCC TAT RAC ATG ARC CCT 132
Pro Thr Pro Thr Asn Ual Thr [le Glu Ser Tyr Asn llet Asn Pro
20 25 30

ATC GTR TAT TGG GAG TAC CAG ATC ATG CCA CAG GTC CCT GTT TTT 177
‘\' Ile Ual Tyr Trp Glu Tyr Gin Ile Met Pro Gin Val Pro VUal Phe
35 40 45

ACC GTA GAG GTA AAG AAC TAT GGT GTT AAG AAT TCA GAR TGG ATT 222
Thr Ual Glu VUal Lys Rsn Tyr Gly Val Lys Asn Ser Glu Trp lle
50 55 60

GAT GCC TGC ATC AAT ATT TCT CAT CAT TAT TGT RAT ATT TCT GAT 267
Rsp Ala Cys Ile Asn Ile Ser His His Tyr Cys fisn lle Ser Asp
65 70 , 73

CAT GTT GGT GAT CCA TCA AAT TCT CTT TGG GTC AGAR GTT ARA GCC 312
His Ual Gly Asp Pro Ser Asn Ser Leu Trp Val Arg Ual Lys RAla
' 80 83 90

i AGG GTT GGA CAR AARA GAA TCT GCC TAT GCA AAG TCA GAA GRA TTT 357
gJ' Arg Ual Gly Gin Lys Glu Ser Ala Tyr Ala Lys Ser Glu Glu Phe
95 100 105

GCT GTA TGC CGAR GAT GGA AARR ATT GGA CCA CCT AAA CTG GAT ATC 402
Ala Ual Cys Arg Rsp Gly Lys lle Gly Pro Pro Lys Leu fAsp lle
- 110 115 120

FIGUR: 1 (PART: R)



AGA
firg

GTT
Val

ACT
The

GGA
Gly

TGT
Cys

AAT
Asn

GGT
Gly

AART
Asn

RAG
Lys

TTT
Phe

AcC
The

AGT
Ser

GAC
Asp

TCT

Ser

GTT
Ual

AGC
Sep

GAG
Glu

GTA
Val

TGT
Cys

GAG
Glu

GAG
Glu

CAG
Gin

ACA
Thr

AGT
Ser

GAG
Glu

ART
Asn

TAC
Tyr

ATC
Ile

ATT
Ile

TAC
Tyr

ACT
Thr

ATA
ile

ARG
Lys
125

GGA
Gly
140

ATT
ile
155

CAG
Gln
170

CAG
Gin
185

TGT
Cys
200

GAA
Glu
215

AARA
Lys
230

FIGUR .

CAR
Gin

GAC
Asp

RGG
frg

TAT
Tyr

TGC
Cys

GTT
Val

RAG
Lys

GGT.
Gly.

ATC
Ile

GAG
Glu

GTG
Val

AAA
Lys

CAG
Gin

TCA
Sepr

TCA
Sepr

ATG ATT GAC

Het

CAG
Gln

TAC
Tyr

ATA
e

TTA
Leu

GCA
Ala

ARR
Lys

I

lle

GAA
Glu

ART
Asn

CTC
Leu

GCG
Ala

GAR

Glu

GAA
Glu

fisp
130

GTC
Ual
145

GTG
Ual
160

ACG
Thr
175

ATT
Ile
190

GGA
Gly
205

GTT
Val
220

(PART:= B)

ATA
ile

GAT
Asp

TAT
Tyr

CAG
Gin

ccAa
Pro

GTC
Val

TGT
Cys

TTT
Phe

TAT
Tyr

GTG
Ual

RAG

Lys

GTA
Val

TTA
Leu

ATT
Ile

CAC
His

GAT
Asp

AGA
Arg

GAA
Glu

TCC
Ser

CAaT
His

ACC
Thr

CCT

Pro

CcCcC
Pro

ATG
Het

GAT
Asp

TCA
Ser

GTG
Ual

ATT
e

TCA
Ser

133

GAA
Glu
150

AAC
Asn
165

GAT
Asp
180

CTG
Leu
19S5

TGG
Trp
210

TTC
Phe
225

447

492

337

582

627

672

717

735



FOLHA 3
(6 FOLHAS)

RS

(Ser)a (Raa)p Ser Ser Ual Pro Thr Pro Thr Asn Ual Thr lle Glu

1 13 13 20

Ser Tyr Asn Het Asn Pro lle Ual Tyr Trp Glu Tyr Gin Ile Met
25 30 35

Pro GIn Val Pro Val Phe Thr Val Giu Val Lys Asn Tyr Gly Val
40 45 30

Lys Asn Ser Glu Trp Ile Asp Ala Cys lle Asn Ile Ser His His
35 60 65

Tyr Cys Asn lle Ser Asp His Val Gly Asp Pro Ser Asn Ser Leu
70 75 80

Trp Ual Arg Ual Lys Ala Arg Ual Gly Gin Lys Glu Ser Ala Tyr
85 90 95

Ala Lys Ser Glu Glu Phe Ala Ual Cys Arg Asp Gly Lys Ile Gly
100 105 110

Pro Pro Lys Leu Asp Ile Arg Lys Glu Glu Lys Gin [le Het lle
113 120 125

Asp |le Phe His Pro Ser Ual Phe Ual Rsn Gly Asp Glu Gln Glu
130 135 140

Ual Asp Tyr Asp Pro Glu Thr Thr Cys Tyr lle Arg Ual Tyr Asn
145 150 155 _

Ual Tyr Ual Arg Met Asn Gly Ser Glu Ile Gin Tyr Lys [le Leu
160 165 170

Thr GIn Lys Glu Asp Asp Cys Asp Glu Ile Gln Cys Gin Leu Ala
175 180 185

Ile Pro Ual Ser Ser Leu Asn Ser Gln Tyr Cys Ual Ser Ala Glu
190 195 200

Gly Val Leu His Val Trp Gly Val Thr Thr Glu Lys Ser Lys Glu

205 210 215

Ual Cys (Xaa)p

220

FIGUR., 2
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