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Relatdrio Descritivo da Patente de Invengéo pafa "FORMULA-
COES DO LIGANTE APO-2/TRAIL". |

Campo Técnico da Invencéo
A presente invengdo refere-se geralmente a purificagdo de

Apo2L/TRAIL, que envolve cristalizagao.

Antecedentes da Invencao
Varias moléculas, tais como o fator alfa de necrose tumoral

(“TNF-alfa”), o fator beta de necrose tumoral (“TNF-beta” ou “linfotoxina-
alfa”) linfotoxima-beta (“LT-beta”), ligante CD30, ligante CD27, ligante CD40,
ligante OX-40, ligante 4-1BB, ligante Apo-1 (também referido como ligante
FAS ou ligante CD95), ligante Apo-2 (também referido como Apo-2L ou
TRAIL, ligante Apo-3 (também referido como TWEAK), APRIL, ligante OPG
(também referido como ligante RANK, ODF ou TRANCE), e TALL-1 (tam-

" bém referido como BlyS, BAFF, ou THANK) foram identificadas como mem-

bros da familia de fatores de necrose tumoral (“TNF”) de citocinas (vide, por
exemplo, Gruss e Dower, Blood 85:3378-3404 (1995); Schmid et al., Proc. |
Natl. Acad. Sci. USA 83:1881 (1986); Dealtry et al., Eur. J. Immunol. 17:689
(1987); Pitti et al., J. Biol. Chem. 271:12687-12690 (1996); Wiley et al., Im-
munity 3:673-682 (1995); Browning et al., Cell 72:847-856 (1993); Armitage
et al., Nature 357:80-82 (1992); documento n> WO 97/01633, publicado em
16 de janeiro de 1997; documento n® WO 97/25428, publicado em 17 de ju-
lho de 1997; Marsters et al., Curr. Biol. 8:525-528 (1998); Chicheportiche et |
al., Biol. Chem. 272:32401-32410 (1997); Hahne et al, J. Exp. Med.

188:1185-1190 (1998); documento n2 WO 98/28426, publicado em 2 de julho
de 1998; documento n® WO 98/46751, publicado em 22 de outubro de 1998;

documento n® WO 98/18921, publicado em 7 de maio de 1998; Moore et al.,

Science 285:260-263 (1999); Shu et al., J. Leukocyte Biol. 65:680 (1999);
Schneider et al., J. Exp. Med. 189:1747-1756 (1999); Mukhopadhyay et al.,
J. Biol. Chem. 274:15978-15981 (1999)). Dentre estas moléculas, TNF-alfa,
TNF-beta, ligante CD30, Ligante 4-1BB, ligante Apo-1, ligante Apo-2
(Apo2L/TRAIL) e ligante Apo-3 (TEAK) foram relatados como estando envol-

vidas na morte celular apoptoética.
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Apo2L/TRAIL foi identificado ha varios anos como um membro

"da famila dos TNFs de citocinas (vide, por exemplo, Wiley et al., Immunity

3:673-682 (1995); Pitti et al., J. Biol. Chem. 271:12687-12690 (1996)). O po-
lipeptideo Apo2L/TRAIL humano de comprimento inteiro é uma proteina
transmembrana Tipo Il que tem um comprimento de 281 aminodcidos. Al-
gumas células podem produzir uma forma soltvel natural do polipeptideo,
através da clivagem enzimética da regido extracelular do polipeptideo (Mari-
ani et al,, J. Cell Biol. 137:221-229 (1997)). Estudos cristalograficos de for-
mas soldveis de Apo2L/TRAIL revelam uma estrutura homotrimérica similar

" s estruturas de TNF e outras proteinas correlatas (Hymowitz et al., Molec.

Cell 4:563-571 (1999), Hymowitz et al., Biochemistry 39:633:644 (2000)).
ApoZL/TRAIL, diferentemente de outros membros da familia de TNFs, entre-
tanto, demonstrou ter uma caracteristica estrutural singular pelo fato de que
trés residuos de cisteina (na posi¢do 230 de cada subunidade no homotri-
mero), em conjunto, coordenam um atomo de zinco, € que a ligagdo de zinco
€ irﬁportante para a estabilidade do trimero e para a atividade biologica (Hy-
mowitz et al., supra; Bodmer et al., J. Biol. Chem. 275:20632-20637 (2000)).
Foi relatado na literatura que Apo2L/TRAIL pode desempenhar
um papel na modulagdo do sistema imunolégico, incluindo doengas auto-
imunes, tais como artrite reumatdide, e no tratamento de HIV (vide, por e-
xemplo, Thomas et a/., J. Immunol. 161:2195-2200 (1998); Johnsen et al,
Cytokine 11:664-672 (1999); Griffith et al, J. Exp. Med. 189:1343-1353
(1999); Song et al., J. Exp. Med. 191:1095-1103 (2000); Jeremias et al., Eur.
J. Immunol. 28:143-152 (1998); Katsikis et al., J. Exp. Med. 186:1365-1372

' (1997); Miura et al., J. Exp. Med. 193:651-660 (2001)).

As formas soliveis de Apo2L/TRAIL foram .reiatadas também
como indutoras da apoptose em uma série de células cancerosas in vitro,
incluindo tumores no célon, pulmdo, mama, prostata, bexiga, rim, ovario e
cérebro, bem como melanoma, leucemia e mieloma multiplo (vide, por e-
xemplo, Wiley et al., supra; Pitti et al., supra; Rieger et al., FEBS Lett.
427:124-128 (1998); Ashkenazi et al., J. Clin. Invest. 104:155-162 (1999);
Walczak et al., Nature Med. 5:157-163 (1999); Keane et al., Cancer Res.
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59:734-741 (1999); Mizutani et al., Clin. Cancer Res. 5:2605-2612 (1999);
Gazitt, Leukemia 13:1817-1824 (1999); Yu et al., Cancer Res. 60:2384-2389
(2000); Chinnaiyan et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 97:1754-1759 (2000)). Estu-
dos in vivo em modelos de tumores murinos sugerem ainda que A-
po2/TRAIL, isoladamente ou em combinagao com quimioterapia ou terapia
de radiacdo, pode exercer substanciais efeitos antitumorais (vide Ashkenazi
et al., supra; Walzcak et al., supra; Gliniak et al., Cancer Res. 59:6153-6158
(1999); Chinnaiyan et al., supra; Roth et al., Biochem. Biophys. Res. Comm.
265:1999 (1999)). Em contraste com muitos tipos de células cancerosas, a
maioria dos tipos de células normais parecem ser resistentes a indugao de
apoptose por certas formas recombinantes de Apo2L/TRAIL (Ashkenazi et
al., supra; Walczak et al., supra). Jo et al., relataram que uma forma soluvel
de Apo2L/TRAIL marcada com poliistidina induziu apoptose in vitro em hepa-
técitos humanos isolados normaisv, porém nao em ndo-humanos (Jo et al.,
Nature Med. 6:564-567 (2000); vide também Nagata, Nature Med. 6:502-503

(2000)). Acredita-se que certas preparagbes de Apo2/TRAIL recombinante

podem variar em termos de propriedades bioquimicas e atividades biologi-
cas sobre células doentes versus normais, dependendo, por exemplo, da
presenca ou auséncia de uma molécula marcadora, teor de zinco, e teor
percentual de trimero (vide Lawrence et al., Nature Med. Lett. to the Editor
7:383-385 (2001); Qin et al., Nature Med. Lett. to the Editor 7:385-386
(2001)). |

, Acredita-se que a indugdo de vérias respostas celulares media-
das por essas citocinas da familia de TNFs seja iniciada por sua ligacdo a
receptores de células especificos. Anteriormente, dois receptores de TNF
distintos de aproximadamente 55 kDa (TNFR1) e 75 kDa (TNFR2) foram
identificados (Hohman et al., J. Biol. Chem. 264:14927-14934 (1989); Broc-
khaus et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:3127-3131 (1990); documento n2
EP 417.563, publicado em 20 de margo de 1991; Loetscher et al., 61:351
(1990); Schall et al., Cell 61:361 (1990); Smith et al., Science 248:1019-1023
(1990); Lewis et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:2830-2834 (1991); Gbod-
win et al., Mol. Cell Biol. 11:3020-3026 (1991)). Esses TNFRs demonstraram
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compartilhar a estrutura tipica de receptores da superficie celular, incluindo
as regides transmembrana extracelular e intracelular. As partes extracelula-
res de ambos receptores demonstraram ser também naturalmente proteinas
de ligagdo a TNF (Nophar, Y. et al., Embo J. 9:3269 (1990); Kohno, T. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:8331 (1990); Hale et al., J. Cell Biochem.
Supplement 15F , 1991, pagina 113 (P24)).

A parte extracelular dos TNFRs tipo 1 e tipo 2 (TNFR1 e TNFR2)
contém um padrdo de seqiiéncias de aminodcidos repetido de quatro domi-
nio ricos em cisteina (CRDs) designados 1 a 4, partindo do terminal NHz (S-
chall et al., supra; Loetscher et al., supra; Smith et al., supra; Nophar et al.,
supra; Kohno et al., supra; Banner et al., Cell 73:431-435 (1993)). Existe um
padrédo repetitivo similar de CRDs em vérias outras proteinas da superficie
celular, incluindo o receptor do fator do crescimento nervoso p75 (NGFR)
(Johnson et al., Cell 47:545 (1986); Radeke et al., Nature 325:593 (1987)), o
antigeno de células B CD40 (Stamenkovic et al., EMBO J. 8:1403 (1989)), o
antigeno de células T OX40 (Mallet et al., EMBO J. 9:1063 (1990)), e 0 anti-
geno Fas (Yonehara et al., supra; e ltoh et al., Cell 66:233-243 (1991)). As
CDRs sao encotradas também nas proteinas T2 semelhantes a TNFR solu-
vel (STNFR) dos poxvirus de Shope e mixoma (Upton et al., Virology 160:20-
29 (1987); Smith et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 176:335 (1991);
Upton et al., Virology 184:370 (1991)). O alinhamento 6timo destas sequén-
cias indica que as posi¢des dos residuos de cisteiné sdo bem conservadas.
Estes receptores sdo algumas vezes referidos como membros da superfami-
lia de receptores de TNF/NGF.

Os ligantes da familia de TNF identificados até agora, com a ex-
cecdo da linfotoxina-beta, sdo tipicamente proteinas trasmembrana do tipo I,
cujo terminal C é extracelular. Em contraste, a maioria dos receptores na
familia de receptores de TNF (TNFR) identificada até agora sao tipicamente
proteinas transmembrana do tipo |. Em ambas familias de ligantes e recepto-
res de TNF, entretanto, a homologia identificada entre membros das familias
foi encontrada principalmente no dominio extracelular (“ECD”). Varias das
citocinas da familia de TNF, incluindo TNF-alfa, ligante Apo-1 e ligante
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CD40, sdo clivadas de forma proteolitica na superficie celular; a proteina
resultante em cada caso forma tipicamente uma molécula homotrimérica que
funciona como uma citocina soltvel. As proteinas das familias de receptores
de TNF também sio usualmente clivadas de forma proteolitica para liberar
dominios extracelulares (ECDs) de receptores soliveis que podem funcionar
com inibidores das citocinas cognatas. ,

Pan et al.descreveram outro membro das familias de receptores
de TNF referido como “DR4” (Pan et al., Science 276:111-113 (1997); vide
também documento n® WO 98/32856, publicado em 30 de julho de 1998)).

' DR4 foi relatado como contendo um dominio de morte citoplasmatica capaz |

de engatar no aparelho de suicideo de células. Pan et al. descrevem que

'DR4 supostamente é um receptor do ligante conhecido como Apo2L/TRAIL.

Em Sheridan et al., Science 277:818-821 (1997) e Pan et al.,
Science 277:815-818 (1997), esta descrita outra molécula que supostamente
é um receptor para Apo2L/TRAIL (vide também documentos n2 WO
98/51793, publicado em 19 de novembro de 1998, e WO 98/41629, publica-

‘do em 24 de setembro de 1998). Esta molécula é referido como DR5 (ela foi

também referida alternativamente como Apo-2; TRAIL-R, TR6, Tango-63,
hAPO8, TRICK2 ou KILLER (Screaton et al., Curr. Biol. 7:693-696 (1997);
Walczak et al., EMBO J. 16:5386-5387 (1997); Wu et al., Nature Genetics
17:141-143 (1997); documentos n® WO 98/35986, publicado em 20 de a-
gosto de 1998; EP 870.827, publicado em 14 de outubro de 1998; WO
98/46643, pulicado em 22 de outubro de 1998; WO 99/02653, publicado em
21 de janeiro de 1999; WO 99/09165, publicado em 25 de fevereiro de 1999;
WO 99/11791, publicado em 11 de margo de 1999). Similarmente a DR4,
relata-se que DR5 contém um dominio de morte citoplasmética e é capaz de
sinalizar a apoptose. A estrutura cristalina do complexo formado entre A-
po2L/TRAIL e DR5 esta descrita em Hymovitz et al, Molecular Cell 4:563-
571 (1999).

Um outro grupo de receptores recém-identificados € referido
como “receptores-chamarizes” que supostamente funcionam como inibidores

ao invés de transdutores de sinalizacdo. Este grupo inclui DCR1 (referido
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também como TRID, LIT ou TRAIL-R3) (Pan et al., Science 276:111-113
(1999); Sheridan et al., Science 277:818-821‘ (1997); McFarlane et al., J. Bi- -
ol. Chem. 272:25417-25420 (1997); Schneider et al., FEBS Letters 416:329-
334 (1999); Degli-Esposti et al., J. Exp. Med. 186:1165-1170 (1997); e
Mongkolsapaya et al., J. Immunol. 160:3-6 (1998)); e DCR2 (denominado
também TRUNDD ou TRAIL-R4) (Marsters et al., Current Biol. 7:1003-1006
(1997); Pan et al, FEBS Letters 424:41-45 (1998); Degli-Esposti et al., Im-
munity 7:813-820 (1997)), sendo ambas moléculas da superficie celular,
bem como OPG (Simonet et al., supra; Emery et al., infra) e DCR3 (Pitti et
al., Nature 396:699-703 (1998)), sendo que ambas sdo proteinas soliveis
secretadas. Relatou-se que Ap02L/TRAIL se liga a receptores referidos co-
mo DcR1, DcR2 e OPG.

Acredita-se que Apo2L/TRAIL atue através dos “receptores de
morte” da superficie celular, DR4 e DR5, para ativar caspases, ou enzimas
que conduzem o programa de morte celular. Depois da ligaga@o do ligante,
DR4 e DR5 conseguem disparar a apoptose independentemente recrutando
e ativando o iniciador da apoptose, caspase-8, através da molécula adapta-
dora que contém o dominio da morte, referida como FADD/Mort1 (Kischkel
et al., Immunity 12:611-620 (2000); Sprick et al., Immunity 12:599-609

- (2000); Bodmer et al., Nature Cell Biol. 2:241-243 (2000)). Em contraste com

DR4 e DR5, os receptores DcR1 e DcR2 nao sihalizam a apoptose.

Para obter uma revisdo sobre a familia TNF de citocinas e seus
receptores, vide Ashkenazi e Dixit, Science 281:1305-1308 (1998); Ashke-
nazi e Dixit, Curr. Opin. Cell Biol. 11:255-260 (2000); Glostein, Curr. Biol.
7:750-753 (1997); Gruss e Dower, supra; Nagata, Cell 88:355-365 (1997); e
Locksley et al., Cell 104:487-501 (2001).

Sumario da Invencao

Certas proteinas, tais como Apo2L/TRAIL, e outros membros da
familia TNF de citocinas, apresentam atividade biolégica quando a proteina -
é um trimero ou esta na forma trimérica. Assim sendo, com os propdsitos de
uso terapéutico ou mesmo diagndstico, sdo desejada formulagdes dessas

proteinas nas quais a proteina é estavel e permanece biologicamente ativa,
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particularmente estavel em uma forma trimérica.

A requerente descobriu surpreendentemente que a estrutura mo-
lecular singular de Apo2L/TRAIL, sob certas condigdes, permite que ela cris-
talize espontaneamente. Esta propriedade permitiu o desenvolvimento de
um processo de recuperagédo/purificagéo eficiente e passivel de aumento do
volume de produgdo para Apo2L/TRAIL, que utiliza cristalizagao como uma
etapa de purificagdo. Além disso, a experiéncia obtida com Apo2L/TRAIL
permitiu o desenvolvimento de um processo de um processo de recuperagao
e purificacdo, que envolve cristalizagdo, e que pode ser usado para protei-
nas capazes de cristalizagdo em geral.

_ Em um aspecto, a presente invengao refere-se a um meétodo pa-
ra recuperar Apo2L/TRAIL a partir de uma mistura que compreende

(a) carregar a mistura em uma coluna de troca catidnica;

(b) lavar a coluna de troca catiénica com um tampao de equili-

brio, com o que os componentes nao-ligantes presentes na mistura sao re-

‘movidos;

(c) eluir Apo2L/TRAIL ligado a coluna de troca catiénica com um
tampao de eluigao;

(d) resfriar gradualmente o eluido até uma temperatura de cerca
de 2 e 4°C, com o que Apo2L/TRAILé precipitada espontaneamente em uma
forma cristalina, para produzir uma mistura de licor-mde e cristais de
Apo2L/TRAIL; e

(e) recuperar Apo2L/TRAIL a partir da mistura da etapa (d) com
uma pureza de pelo menos cerca de 99%.

Em uma modalidade especifica, a mistura carregada na coluna
de troca catidnica € um meio de cultura ou lisado celular de célulés produto-
ras de Apo2L/TRAIL. ,

Em outra modalidade, a mistura é o lisado celular de células
hospedeiras de E. coli produtoras de Apo2L/TRAIL.

Em ainda outra modalidade, o lisado é clarificado antes de car-
regar na coluna de troca catinica. |

Em outra modalidade, o eluido obtido na etapa (c) é submetido a
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etapa de cristalizagéo (d) sem purificag&o adicional.

A coluna de troca catiénica pode ser, por exemplo, uma coluna
SP-Sepharose.

Em ainda outra modalidade, o pH da mistura carregada na colu-
na de troca cationica (por exemplo, SP-Sepharose) é ou € ajustado para
cerca de 7,5. A eluicdo de Apo2L/TRAIL pode ser realizada, por exemplo,
em um tampao de eluicdo que compreende NaCl 100-200 mM ou Na,SO4
100-150 mM, em um tampao que ajusta o pH para 7,5-7,8.

Em outras modalidades, na etapa (d), o eluido é resfriado de
uma temperafura de cerca de 15 a 30°C para uma temperatura de cerca de
2 a 8°C em cerca de uma a 60 horas, ou até uma temperatura de cerca de 2
a 8°C em cerca de uma a 8 horas, ou até uma temperatura de cerca de 2 a
8°C em cerca de uma hora, ou até uma temperatura de cerca de 4°C em
cerca de uma hora. | S

Em ainda outra modalidade, o pH do eluido é ou é ajustado para
pH 7,0-8,0, tal como pH 7,3, antes da cristalizagao.

Em outra modalidade, o pH do eluido é ou é ajustado para pH
7,5-8,0, depois da cristalizagao. |

Em uma modalidade adicional, na etapa (d), a temperatura de
cerca de 2 a 4°C é mantida até que seja atingida ou quase atingida a solubi-
lidade em equilibrio de Apo2L/TRAIL.

No curso da realizagdo do método da invengao, na etapa (d), a
solubilidade de Apo2L/TRAIL pode ser diminuida pela adigdo de um anti-
solvente, tal como, pdr’exemplo, polietilehoglicol (PEG), MPD, etanol, iso-
propanol e/ou dioxano. '

Assim sendo, por exemplo, PEG com um peso molecular entre
cerca de 400 e cerca de 10.000 daltons é usado como um anti-solvente. Em
outras modalidades representativas, o peso molecular do PEG é 400, 3.350
ou 10.000 daltons.

Em outra modalidade, na etapa (e), Apo2L/TRAIL é recuperado
na forma de cristais separados do licor-mae por filtragdo ou centrifugacdo ou

uma combinacdes destes procedimentos. O pH do licor-mae pode ser ajus-
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tado para cerca de 8,0 antes da filtrag&o para diminuir a solubilidade.

Em outro aspecto, o método de recuperagéo/purificagao da pre-
sente invencdo compreende ainda as etapas de dissolver os cristais de A-
po2L/TRAIL obtidos na etapa (d) do método descrito acima, e submeter a
solucdo obtida a uma segunda etapa de purificagao cromatografica.

Em uma modalidade, a segunda etapa de purificagéao Cromato-
grafica é cromatografia por interagao hidrofébica, que pode ser realizada, por
exemplo, em uma coluna Phenyl-Sepharose.

Em outra modalidade, a segunda etapa de purificagéo cromato-

- gréfica é uma cromatografia de troca ibnica realizada, por exemplo, em uma

coluna CM-Sepharose ou SP-Sepharose.
Em outra modalidade, Apo2L/TRAIL é recuperado e formulado

| depbis da segunda etapa de purificagdo cromatogréfica por ultrafiltragao-

diafiltracao _
Em modalidades adicionais, a pureza da proteina purificada é de
pelo menos cerca de 99,5% ou pelo menos 99,9%.

Breve Descricdo dos Desenhos
A Figura 1 ilustra a sequiéncia de nucleotideos do DNAc de

Apo2L/TRAIL humano (SEQ ID N2 2) e sua Seqﬂéncia de aminodcidos deri-
vada_(SEQ ID N2 1). O “N” na posi¢éao do hucleotideo 447 (em SEQ IDNO
2) é usado para indicar que a base de nucleotideos pode ser um “T” ou “G”.
A Figura 2 ilustra um gel de coloragao prata de SDS-PAGE, ilus-
trando a pureza das preparagoes de Apo2L/TRAIL descritas.
A Figura 3 ilustra os efeitos de vérios sais sobre a cristalizagéo
de Apo2L/TRAIL. _

A Figura 4 ilustra as distribuigbes dos tamanhos dos cristais em
equilibrio para rampas de temperatura entre 22°C e 2°C durante periodos de
resfriamento de 1, 4, 8 e 24 horas.

A Figura 5 ilustra o efeito da adi¢do de PEG sobre a solubilidade
de Apo2L/TRAIL: 5 dias de agitagao a 2-8°C. |
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Descricéo Detalhada da Invencao

A. Definicoes
O termo “membro da familia de TNF” é utilizado em um sentido

amplo para se referir a varios polipeptideos que compartilham alguma simila-
ridade com o fator de necrose tumoral (TNF), com relagdo a estrutura ou
fungdo. Certas caracteristicas estruturais e funcionais associadas com a fa-
milia TNF de polipeptideos sdo conhecidas nessas técnicas e estao descri-
tas, por exemplo, na se¢do “Antecedentes da Invengdo” acima. Tais polipep-
tideos incluem, porém sem limitagbes, aqueles polipeptideos referidos nes-
sas técnicas como TNF-alfa, TNF-beta, ligante CD30, ligante CD27, ligante
CD40, ligante OX-40, ligante 4-1BB, ligante Apo-1 (também referido como
ligante Fas ou Iigante CD95), ligante Apo-2 (também referido como Apo-
2L/TRAIL (ou referido também como TRAIL), ligante Apo-3 (também referido
como TWEAK), APRIL, ligante OPG (também referido como ligante RANK,
ODF ou TRANCE), e TALL-1 (também referido como BlyS, BAFF, ou
THANK) (vide, por exemplo, Gruss e Dower, Blood 85:3378-3404 (1995);
Pitti et al., J. Biol. Chem. 271:12687-12690 (1996); Wiley et al., Immunity
3:673-682 (1995); Browning et al., Cell 72:847-856 (1993); Armitage et al.,
Nature 357:80-82 (1992); publicagses PCT n® WO 97/01633 e WO
97/25428; Marsters et al., Curr. Biol. 8:525-528 (1998); Chicheportiche et al.,
Biol. Chem. 272:32401-32410 (1997); Hahne et al., J. Exp. Med. 188:1185-
1190 (1998); publicagdes PCT n® WO 98/28426,. WO 98/46751, e WO
98/18921; Moore et al., Science 285:260-263 (1999); Shu et al., J. Leukocyte
Biol. 65:680 (1999); Schneider et al., J. Exp. Med. 189:1747-1756 (1999);
Mukhopadhyay et al., J. Biol. Chem. 274:15978-15981 (1999)).

Os termos “Apo2L/TRAIL”, “Apo2L”, “ligante Apo-2”, e “TRAIL"
sd0 aqui utilizados para se referir a uma seqiiéncia de polipeptideo que inclui
os residuos de aminoéacidos 114-281, inclusive, 95-281, inclusive, os resi-
duos 91-281, inclusive, os residuo 41-281, inclusive, os residuos 15-281,
inclusive, ou os residuos 1-281, inclusive, da seqiiéncia de aminoacidos ilus-
trada na Figura 1 (SEQ ID N2 1), bem como os fragmentos biologicamente

ativos, variantes consequentes de delegdes, inser¢des ou substituicdes das
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sequiéncias acima. Em uma modalidade, a sequéncia do polipeptideo com-
preende os residuos 114-281 da Figura 1 (SEQ ID N*: 1), e opcionalmente,
consiste nos residuos 114-281 da Figura 1 (SEQ ID N2 1). Opcionalmente, a
sequiéncia do polipeptideo compreende 0s residuos 92-281 ou os residuos
91-281 da Figura 1 (SEQ ID N2 1). Os polipeptideos Apo-2L podem ser co-
dificados pela seqiiéncia de nucleotideos nativa ilustrada na Figura 1 (SEQ
ID N 2). Opcionalmente, o codon que codifica o residuo Pro119 (Figura 1;
SEQ ID N 2) pode ser “CCT” ou “CCG”. Em outras modalidades, os frag-
mentos ou variantes sdo biologicamente ativos e tém pelo menos 80% de
identidade da seqtiéncia de aminoécidos, mais preferivelmente pelo menos
90% de identidade de sequiéncia, e ainda mais preferivelmente, pelo menos
95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de seqléncia com qualquer

uma das sequéncias de Apo2L/TRAIL enunciadas acima. Opcionalmente, 0

polipeptideo Apo2L/TRAIL é codificado por uma sequéncia de nucleotideos

que hibridiza sob condigbes severas com a sequéncia codificadora do poli-
peptideo fornecida na Figura 1 (SEQ ID Ne: 2). A definigao engloba variantes
consequentes de substituicdes de Apo2L/TRAIL, nas quais pelo menos um
dos seus aminoacidos nativos é substituido por um residuo de alanina. As

variantes consequentes de substituicdes especificas de Apo2L/TRAIL inclu-

" em aquelas nas quais pelo menos um aminoécido € substituido por um resi-

duo de alanina. Estas variantes conseqlentes de substituigbes incluem a-
quelas identificadas, por exemplo, como “D203A", “D218A” e “D269A”. Esta
nomenclatura é utilizada para identificar variantes de Apo2L/TRAIT nas
quais os residuos de acido aspartico nas posi¢des 203, 218 e/ou 269 (usan-
do a numeragdo indicada na Figura 1 (SEQ ID N2: 1)) s&o substituidos por
residuos de alanina. Opcionalmente, as variantes de Apo2L/TRAIT podem
compreender uma ou mais das substituicdes de alanina que estao enuncia-
das na Tabela | do pedido de patente PCT publicado n? WO 01/00832. As
variantes consequentes de substituigdes incluem uma ou mais das substitui-
ces de residuos identificadas na Tabela | do pedido de patente PCT publi-
cado n2 WO 01/00832, publicado em 4 de janeiro de 2001. A definicao en-
globa também uma sequéncia nativa de Apo2L/TRIAL isolada a partir de
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uma fonte de Apo2L/TRIAL ou preparada por métodos recombinantes ou
sintéticos. O Apo2L/TRAIL da invengdo inclui os polipeptideos referidos co-
mo Apo2L/TRAIL ou TRAIL descritos nas publicagoes PCT n®E WO 97/01633
e WO 97/25428. Os termos “Apo2L/TRAIL” ou “Apo2L” sdo usados para se
referir geralmente as formas de Apo2L/TRAIL que incluem as formas mono-

_méricas, diméricas ou triméricas do polipeptideo. Toda numeragao de resi-

duos de aminoacidos referida na seqiiéncia de Apo2L usa a numeragéo de
acordo com a Figura 1 (SEQ ID N2 1), a menos que especificamente indica-
do de outra forma. Por exemplo, “D203” ou “Asp203” refere-se ao residuo de
acido aspértico na posicdo 203 da seqiiéncia fornecida na Figura 1 (SEQ ID
N2 1). ‘

O termo “dominio extracelular de Apo2L/TRAIL" ou “ECD de
Apo2L/TRAIL” refere-se a uma forma de Apo2L/TRAIL que é essencialmente
isenta de dominios transmembrana e citoplasmaticos. Normalmente, o do-
minio extracelular (ECD) deve ter menos do que 1% desses dominios
transmembrana e citoplasmaticos, e de preferéncia, deve ter menos do que
0,5% desses dominios. Deve-se entender que qualquer dominio transmem-
brana identificado para os polipeptideos da presente invengéo séo identifica-
dos segundo critérios empregados rotineiramente as técnicas para identificar
esse tipo de dominio hidrofébico. Os limites exatos de um dominio trans-
membrana podem variar, porém mais possivelmente em ndo mais do que
cerca de 5 aminoacidos em cada extremidade do dominio como identificado
inicialmente. Em modalidades preferidas, o ECD deve consistir em uma se-
quiéncia do dominio extracelular soluvel do polipeptideo, que é isenta dos
dominios intracelulares transmembrana e citoplasmaticos (e ndo é ligado a
membrana). As sequéncias dos dominios extracelulares especificas de
Apo2L/TRAIL estao descritas nas publicagbes PCT n= WO 97/01633 e WO
97/25428.

O termo “mondémero de Apo2L/TRAIL” ou “mondémero de Apo2L”
refere-se a uma cadeia covalente de uma sequéncia de dominio extracelular

de Apo2L.
O termo “dimero de Apo2L/TRAIL" ou “dimero de Apo2L” refere-
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se a dois mondmeros de Apo2L unidos em uma ligagao covalente por inter-
médio de uma ligagdo dissulfeto. O termo, como aqui utilizado, inclui dime-
ros de Apo2L autdnomos e dimeros de Apo2L que estdo dentro de formas
triméricas de Apo2L (isto é, associados com outro, um terceiro, monémero
de Apo2L).

O termo “trimero de Apo2L/TRAIL” ou “trimero de Apo2L" refere-
se a trés mondémeros de Apo2L que estdo associados de forma nao-
covalente. |

O termo “agregado de Apo2L/TRAIL” é utilizado para se referir a
formas oligoméricas superiores auto-associadas de Apo2L/TRAIL, tais como
trimeros de Apos2L/TRAIL que formam, por exemplo, formas hexaméricas e
nanomeéricas de Apo2L/TRAIL.

A determinagdo da presenga e da quantidade de monémero,
dimero ou trimero (ou outros agrégados) de Apo2L/TRAIL pode ser feita
usando métodos e ensaios conhecidos nessas técnicas (e usando materiais
disponiveis no mercado), tais como HPLC por excluséo de tamanho nati-
vo(“SEC”), exclusdo de tamanho desnaturador, usando dodecil-sulfato de
sédio (“SDS-SEC”), HPLC em fase reversa, eletroforese capilar, e incluindo
os métodos descritos mais detalhadamente nos exemplos abaixo.

O termo “marcado”, quando aqui utilizado, refere-se a um poli-
pepti’deo quimérico que compreende Apo2L/TRAIL ou uma parte dele, fundi-
do a um “polipeptideo-marcador”. O polipeptideo-marcador tem residuos
suficientes para proporcionar um epitopo contra o qual um anticorpo pode
ser produzido ou para proporcionar alguma outra fungéo, tal como quelagao
de ions metalicos, mas ainda assim é curto o suficiente de tal modo que ele
geralmente ndo interfira com a atividade da citocina da familia do TNF.
O polipeptideo marcador, de preferéncia, é também razoavelmente singular,
de tal modo que um anticorpo especifico do marcador ndo sofra substanci-
almente reagdes cruzadas com outros epitopos. Os polipeptideos marcado-
res apropriados tém geralmente pelo menos seis residuos de aminoacidos e
usualmente entre cerca de 8 e cerca de 50 residuos de aminoécidos (de pre-

feréncia, entre cerca de 10 e cerca de 2 residuos).
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O termo “ion de metal bivalente” refere-se a um metal que tem
duas cargas positivas. Os exemplos de ions de metais bivalentes incluem,
porém sem limitagdes, zinco, cobalto, niquel, cadmio, magnésio e manga-
nés. As formas especificas desses metais, que podem ser empregadas, in-
cluem as formas de sais (por exemplo, formas de sais farmaceuticamente
aceitaveis), tais como as formas de cloreto, acetato, carbonato, citrato e sul-
fato dos ions de metais bivalentes mencionados. Opcionalmente, um ion de
metal bivalente para uso na presente invengdo é zinco, e de preferéncia, a
forma de sal sulfato de zinco ou cloreto de zinco.

O termo “isolado”, quando usado para descrever as varias prote-
inas aqui descritas, significa uma proteina que foi identificada e separada
e/ou recuperada a partir de um componente seu ambiente natural. Os com-
ponentes contaminantes do seu ambiente natural sao materiais que tipica-
mente interfeririam com usos diagndsticos ou terapéuticos da proteina, e
podem incluir enzimas, horm6nios, e outros solutos proteinaceos ou nao-
prdteinéceos. Em modalidades preferidas, a proteina deve ser purificada (1)
até um grau suficiente para obter pelo menos 15 residuos do terminal N ou
uma seqiéncia de aminodcidos internos pelo uso de um seqlienciador de
copo centrifugante, ou (2) até a homogeneidade por SDS-PAGE sob condi-
¢bes nao-redutoras ou redutoras, usando coloragéo com azul de Coomassie,
ou, de preferéncia, prata, ou (3) até a homogeneidade por técnicas espec-
troscopicas de massas para mapeamento de peptideos. A proteina isolada
inclui proteina in situ dentro de células recombinantes, pois pelo menos um
componente do ambiente natural de Apo2L/TRAIL nao estara presente.
Normalmente, entretanto, a proteina isolada deve ser preparada por pelo
menos uma etapa de purificagéo.

Uma molécula de acido nucléico de Apo2U/TRAIL “isolada” €
uma molécula de acido nucléico que é identificada e separada a partir de
pelo menos uma molécula de &cido nucléico contaminante com a qual ela
estd normalmente associada na fonte natural do &cido nucléico de
Apo2L/TRAIL. Uma molécula de acido nucléico de Apo2L/TRAIL isolada é

diferente na forma ou ambiente no qual ela é encontrada na natureza. As
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moléculas de acidos nucléicos de Apo2L/TRAIL isoladas séo, portanto, dis-

tinguidas da molécula de &cido nucléico de Apo2L/TRAIL como ela existe em

células naturais. Entretanto, uma molécula de 4&cido nucléico de
Apo2L/TRAIL isolada inclui moléculas de acidos nucléicos de Apo2L/TRAIL
contidas em células que normalmente expressam Apo2L/TRAIL, onde, por
exemplo, a molécula de acido nucléico esta em um local cromossomico dife-

rente daquele de células naturais.
O termo “Porcentagem (5) de identidade de sequéncias de ami-

noacidos”, com relagdo as seqiéncias aqui identificadas, € definida como a

- porcentagem de residuos de aminoacidos em uma sequéncia-candidata, que

séo idénticos aos residuos de aminoacidos na seqiéncia de Apo2L/TRAIL,
depois de alinhar as sequéncias e introduzir lacunas, caso necessario, para
atingir a maxima identidade percentual de sequéncias, e nao considerando
quaisquer substituicoes conservati\)as como parte da identidade de seqién-
cias. O alinhamento com o propésito de .determinar a maxima identidade
percentual pode ser realizado de varias maneiras que estdao dentro do co-
nhecimento dos versados nessas técnicas que podem determinar os para-
metros apropriados para medir o alinhamento, incluindo designar os algorit-
mos necessarios para atingir o maximo alinhamento em todas as sequéncias
de. comprimento inteiro que estdo sendo comparadas. Para 0s presentes
propésitos, os valores da identidade percentual de aminoacidos podem ser
obtidos usando o programa de computador para comparagao de sequiéncias,
ALIGN-2, que foi desenvolvido pela Genentech, Inc., e o codigo de fontes
que foi depositado com a documentagéo do usuario no Copyright Office,
Washington, DC, 20559, registrado sob o nimero TXU510087 do US Cop-
yright Registration. O programa ALIGN-2 esta disponivel para (o} pi]blico atra-
vés da Genentech, Inc., South San Francisco, CA. Todos os parametros da
comparacgdo de seqiéncias sdo estabelecidos pelo programa ALIGN-2 e nao
variam.

A “severidade” das reacdes de hibridizagao é determinada facil-
mente pelos versados nessas técnicas, e é geralmente um célculo empirico

dependente do comprimento da sonda, temperatura de lavagem, e concen-
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tracdo de sais. Geralmente, sondas mais longas requerem temperaturas
mas altas para o anelamento apropriado, enquanto que sondas mais curtas
necessitam temperaturas mais baixas. A hibridizacdo depende geralmente
da capacidade de o DNA desnaturado voltar a anelar quando filamentos
complementares estdo presentes em um ambiente abaixo da sua temperatu-
ra de fusdo. Quanto mais alto o grau da identidade desejada entre a sonda e
a sequéncia hibridizavel, mais alta a temperatura relativa que pode ser usa-
da. Como resultado, segue-se que temperaturas relativas mais altas tenderi-
am a tornar as condicdes da reacdo mais severas, enquanto que temperatu-
ras mais baixas menos assim. Para obter mais detalhes e explicagdes sobre
a severidade das reagdes de hibridizagdo, vide Ausubel et al., “Current Pro-
tocols in Molecular Biology”, Wiley Interscience Publishers (1995).

As “condigbes de alta severidade”, como aqui definidas, s&o
identificadas por aquelas‘ que: (1) empregam baixa intensidade i6nica e alta
temperatura de lavagem; cloreto de sédio 0,015 M/citrato de sédio 0,0015
M/0,1% de dodecil-sulfato de sédio a 50°C; (2) empregam, durante a hibridi-
zacdo, um agente desnaturador; formamida a 50% em volume com 0,1% de
albumina de soro bovino/0,1% de Ficoll/0,1% de poli(vinil-pirrolidona)/tampéo
de fosfato de sodio 50 mM em pH 6,5 com coreto de sédio 750 mM, citrato
de sodio 75 mM a 42°C; ou (3) empregam formamida a 50%, 5 x SSC (NaCl
0,75 M, citrato de sédio 0,075 M), fosfato de sédio 50 nM (pH 6,8), 0,1% de
pirofosfato de sédio,‘ 5 x solucdo de Dernhardt, DNA do esperma de salmao
passado por ultra-som (50 pg/mL), ,1% de SDS, e 10% de sulfato de dextra-
no a 42°C, com lavagens a 42°C em 0,2' SSC (cloreto de sddio/citrato de
sédio) e formamida a 50% a 55°C, e em seguida, uma lavagem de alta seve-
ridade que consiste em 0,1 x SSC contendo EDTA a 55°C.

As “condicdes moderadamente severas” podem ser identificadas
como descrito por Sambrook et al., “Molecular Cloning: A Laboratory Manu-
al”, New York: Cold Spring Harobor Press, 1989, e incluem incubagao de um
dia para o outro a 37 °C em uma solugao que compreende: formamida a
20%, 5 x SSC (NaCl 150 mM, citrato trissédico 15 mM, fosfato de sédio 50
mM (pH 7,6), 5 x solugdo de Dernhardt, 10% de sulfato de dextrano, e 20
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mg/mL de DNA do esperma de salm&o desnaturado cisalhado, e em segui-

~ da, lavagem dos filtros em 1 x SSC a cerca de 37-50°C. Os versados nessas

técnicas devem reconhecer como ajustar a temperatura, intensidade ionica,
etc., conforme necessario para se adaptar a fatores tais como comprimento

da sonda, e similares.
O termo “seqliéncias de controle” refere-se a sequéncias de

DNA necessarias para a expressdo de uma seqiéncia codificadora ligada

operacionalmente em um organismo hospedeiro especifico. As sequéncias
de controle que sdo apropriadas para procariontes incluem, por exemplo, um

promotor, opcionalmente uma seqiéncia operadora, € um sitio de ligagcéao de

ribossomas. As células eucaridticas reconhecidamente utilizam promotores,

sinais de poliadenilagao, e intensificadores.

v Um é&cido nucléico esta ligado operacionalmente quando esta
colocado em uma relagdo funcional com outra sequéncia de acidos nucléi-
cos. Por exemplo, o DNA para uma pré-sequiéncia ou lider secretéria esta
ligado operacionalmente ao DNA para um polipeptideo se ele esta expres-
sado como uma pré-proteina que participa na secre¢éo do polipeptideo; um
promotor ou intensificador esta ligado opéracionalmente a uma sequéncia

codificadora se ele afeta a transcrigdo da sequéncia; ou um sitio de ligagao

de ribossomas esta ligado operacionalmente a uma sequéncia codificadora

se ele esta posicionado de modo a facilitar a tradugéo. Geralmente, o termo
“ligado operacionalmente” significa que as sequéncias de DNA que estado
sendo ligadas séo contiguas, e, no caso de lider secretora, contiguas e em
fase de leitura. ‘Entretanto, os intensificadores ndo precisam ser contiguos.
A ligagdo é realizada pela ligagéo em sitios de restricdo convenientes. Caso
tais sitios nao éxistam, sdo usados adaptadores ou encadeadores de oligo-
nucleotideos sintéticos, dé acordo com a pratica convencional. _

O termo “estavel na estocagem” e utilizado para descrever uma
formulagdo que tem um prazo de validade aceitavel para um produto na ca-
d.eia distribuidora comercial, por exemplo, pelo menos 12 meses em uma.
dada temperatura, e de preferéncia, pelo menos 24 meses em uma dada

temperatura. Opcionalmente, esta formulag&o estavel durante a estocagem
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contém ndo mais do que 5% de agregados, ndo mais do que 10% de dime-
ros e/ou mudancas minimas na heterogeneidade de carga ou atividade bio-
l6gica. As vias de degradagdo das proteinas podem envolver instabilidade
quimica (isto €, qualquer processo que envolve modificagdo da proteina por
formaq:éo_ de ligagbes ou clivagem, resultando em uma nova identidade qui-
mica), ou instabilidade fisica (isto é, mudancas na estrutura de ordem supe-
rior da proteina). A instabilidade quimica pode resultar de, por exemplo, de-
samid‘agéo, racemizacdo, hidrolise, oxidagéo, eliminagdo beta ou troca de
dissulfetos. A instabilidade fisica pode resultar de, por exemplo, desnatura-
céo, agregagéo, precipitagdo ou adsor¢do. As trés vias de degradacdo de
proteinas mais comuns sdo agregagao, desamidagao e oxidacao de protei-
nas (Cleland et al., Critical Reviewé in Therapeutic Drug Carrier Systems
10(4):307-377 (1993)).

" Como aqui utilizado, o termo “soluvel” refere-se a polipeptideos
que, quando em solugbes aquosas, sdo completamente dissolvidos, resul-
tando em uma solucdo limpida a ligeiramente opalescente com nenhum par-
ticulado visivel, avaliado por inspegéo visual. Um outro ensaio da turbidez da
solucdo (ou solubilidade da proteina) pode ser feito medindo as absorvan-
cias UV a 340 nm e 360 nm com uma célula de comprimento de trajetéria de
1 c¢m, onde a turbidez a 20 mg/mL € menor do que 0,05 unidade de absor-
vancia. - o |

Um “osmolito” refere-se a um modificador de tonicidade ou ajvus-
tador osmético que confere osmolaridade a uma solugdo. A osmolaridade
refere-se a atividade osmética total contribuida por ions e moléculas nao-
ionizadas para uma solugdo. Os exemplos incluem sais inorganicos, tais
como cloreto de sdodio, polietilenoglicéis PEGs), polipropilenoglicol, agucares
tais como sacarose e trealose, glicerina, aminacidos e alcoois de agucares
tais como manitol, conhecidos nessas técnicas e que sdo considerados ge-
ralmente como seguros (GRAS).

Os “conservantes” podem atuar para impedir que bactérias, virus
e fungos proliferem na formulagéo, e antioxidantes ou outros compostos po-

dem funcionar de varias maneiras para conservar a estabilidade da formula-
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¢do. Os exemplos incluem cloreto de octadecil-dimetil-benzil-amdnio, cloreto
de hexametoénio, cloreto de benzalcénio (uma mistura de cloretos de alquil-
benzil-dimetil-aménio, na qual os grupos alquila sdo compostos de cadeia
longa), e coleto de benzetdnio. Outros tipos de compostos incluem &lcoois
aromaticos tais como fenol, e alcool benzilico, alquil-parabenos tais como
metil- ou propil-parabeno, e m-cresol. Opcionalmente, tal composto é fenol
ou &lcool benzilico. O conservante ou outro composto deve ser incluido op-
cionalmente em uma forma liquida ou aquosa da formulagdo de
Apo2L/TRAIL, mas ndo usualmente em uma forma liofilizada da formulagéao.
Neste ultimo caso, o conservante ou outro composto deve estar presente

tipicamente na agua para injecdo (WFI) ou agua bacteriostatica para inje¢éo

, (BWFI) usada para reconstituicao.

, Um “tensoativo” pode atuar para diminuir a turbidez ou a desna-
turagdo de uma proteina em uma formulagao. Os exemplos de tensoativos

incluem tensoativos néo-idnicos tais como Polissorbato, por exemplo, Polis-

‘sorbatos 20, 60 ou 80, um Poloxamero, como por exemplo, Poloxamero 184

ou 188, polidis Pluronic, copolimeros em bloco de etileno/propileno ou outros
conhecidos nessas técncas e que sdo GRAS. Opcionalmente, o tensoativo é
um Polissorbato ou um Poloxamero. |

» O termo “tampao”, como aqui utilizado, é qualquer tampao apro-
priado que é GRAS e confere geralmente um pH entre cerca de 6 e cerca de
9, opcionalmente entre cerca de 6,5 e cerca de 8,5, e opcionalmente, cerca
de 7 a cerca de 7,5, caso o polipeptideo seja Apo2L/TRAIL. Os exemplos
incluem Tris, Hepes, trietanol-amina, histidina, ou quaisquer outros conheci-
dos nessas técnicas como tendo o efeito desejado. _

O termo “citocina” € um termo genérico para .protet'nas liberadas
por uma populagéo de células que atuam sobre outra célula como mediado-
res intercelulares. Os exemplos de tais citocinas sdo linfocinas, monocinas, e
polipeptideos hormonais tradicionais. Estao incluidos entre as citocinas os
hormdnios do crescimento tais como o horménio do crescimento humano, 0.
horménio do crescimento humano N-metionila, € hormdnio do crescimento

bovino: horménio paratiredide; tiroxina; insulina; pro-insuling; relaxina; pro-
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relaxina; horménios glicoprotéicos tais como horménio flicuoestimulante
(FSH), horménio estimulante da tiredide (TSH), e horménio luteinizante (LH);
fator do crescimento hepético; fato decrescimento de fibroblastos; prolactina;
lactogénio placentario; fator de necrose tumoral-alfa e -beta; substancia ini-

bidora miilleriana; peptideo associado a gonadotropina do camundongo; ini-

~ bina; activina; fator do crescimento endotelial vascular; integrina; trombo-

poietina (TPO); fatores do crescimento nervoso; fator do crescimento de pla-
quetas; fatores de transformag&o do crescimento (TGFs), tais como TGF-alfa
e TGF-beta: fator | e Il de crescimento semelhante a insulina; eritropoietina
(EPOQ); fatores osteoindutivos; interferons alfa e gama; fatores estimulantes
de coldnias, tais como fator estimulante de col6nias de macroéfagos (M-CSF);
fator estimulante de granulécitos e macréfagos (GM-CSF); e fator estimulan-
te de coldnias de granulécitos (G-CSF); interleucinas (Ls) tais como IL-1, IL-
2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-11, IL-12; e outros fatores polipep-
tidicos incluindo LIF e ligante kit (KL). Como aqui utilizado, o termo “citocina”
inclui proteinas de origens naturais ou e culturas de células recombinantes e
equivalentes biologicamente ativos das citocinas com sequéncias nativas.

O termo “agente citotoxico”, como aqui utilizado, refere-se a uma
substancia que inibe ou impede o funcionamento de células e/ou causa des-
truicdo de células. O termo pretende incluir isdtopos radioativos (por exem-
plo, ™31, 1251, Y ¢ '®Re), agentes quimioterapicos, e toxinas tais como toxi-
nas enzimaticamenfe ativas de origem bacteriana, fungica, vegetal ou ani-
mal, ou fragmentos delas.

Um “agente quimioterapico” € um composto quimico util no tra-
tamento de cancer. Os exemplos de agentes quimioterapicos incluem agen-
tes alquilantes tais como tiotepa e ciclofosfamida (CYTOXAN®); sulfonatos
de alquilas tais como bussulfan, improssulfan e pipossulfan; aziridinas tais
como bezodopa, meturedopa e uredopa; etilenoiminas e metil-amelaminas,
incluindo altretamina, trietilenomelamina, trietilenofosforamida, trietileno-
tiofosforamida e trimetilol-melamina; acetogeninas (especialmente bulatacina
e bulatacinona); uma camptotecina (incluindo o analogo sintético topoteca-
no); briostatina; calistatina; CC-1065 (incluindo seus analogos sintéticos a-
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dozelesina, carzelesina e bizelesina; criptoficinas (particularmente criptofici-
na 1 e criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (incluindo os analogos sinté-
ticos, KW-2189 e CBI-TMI); eleuterobina; pancratistatina; uma sarcodictiina;
espongistatina; mostardas nitrogenadas tais como clorambucil, clornafazina,
colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, cloridrato de dxido |

de mecloretamina, melfalano, novembiquina, fenesterina, prednimustina,

trofosfamida, mostarda de uracila; nitrosuréias tais como carmustina, cloro-

zotocina, fotemustina, lomustina, nimustina, ranimustina; antibidticos tais
como os antibiéticos de enediina (por exemplo, caliqueamicina, especial-

mente caliqueamicina gama 11 e caliqueamicina phil1, vide, por exemplo,

‘Agnew, Chem. Intl, Ed. Engl. 33:183-186 (19994); dinemicina, incluindo di-

nemicina A; bis-fosfonatos, tal como clodronato; uma esperamicina; bem
como o croméforo neocarzinostatina e croméforos antibiGticos de enediina
de cromoproteinas correlatos), aclacinomisinas, actinomicina, autramicina,
azasserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina, _carminomicina, carzinofi-
Iina, cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina, detorrubicina, 6-diazo-5-
oxo-L-norleucina, doxorrubicina (Adryamicin®)  (incluindo  morfolino-
doxorrubicina, cianomorfolino-doxorrubicina, 2-pirrolino-doxorrubicina e de-
soxidoxorrubicina), epirrubicina, esorrubicina, idarrubicina,- marcelomicina,
mitomicinas tal como mitomicina C, 4cido Amicofen()lico, nogalamicina, olivo-
micinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorrubicina,
estreptonigrina,estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorrubici-
na: antimetabdlitos tais como metotrexato e 5-fluorouracila (5-FU); analogos
do 4cido félico tais como denopterina, metotrexato, peteropterina, trimetrexa-
to; analogos de purina tais como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina,
tioguanina; énélogos de pirimidina tais como ancitabina, azécitidina, 6-
azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina,
floxridina; androgénios tais como calusterona, propionato de dromostanolo-
na, epitiostanol, mepitiostano, testolactona; anti-adrenais tais como amino-
glutetimida, mitotano, trilostano; repositores de &cido félico, tal como acido
frolinico; aceglatona; glicosideo aldofosfamida; acido aminolevulinico; enilu-

racila; ansacrina; bestrabucila; bisantreno; edatraxato; defofamina; demecol-
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cina; diaziquona; elfornitina; acetato de eliptinio; uma epotilona; etoglucid;
nitrato de galio; hidroxiuréia; lentinan; lonidamina; maitansindides tais como
maitansina e ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidamol; nitra-
crina; pentostatina; fenamet; pirarrubicina; losoxantrona; acido podofilinico;
2-etil-hidrazida; procarbazina PSK®: razoxano; rizoxina; sizofirano; espiro-
germanio; acido tenuazénico; triaziquona; 2,2’ 2”-tricloro-trietil-amina; trico-
tecenos (especialmente toxina T-2, verracurina A, roridina A e anguidina);
uretan; vindesina; dacarbazina; manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipo-
bromano; gacitosina; arabinosideo (“Ara-C"); ciclofosfamida; tiotepa; taxdi-
des, como por exemplo, paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb Oncology,
Princeton, NJ). e docetaxel (TAXOTERE®, Rhdéne-Poulenc Rorer, Antony,
Franga); clorambuéil; gencitabina (Gemzar®); 6-tioguanina; mercaptopuring;
metotrexato; analogos de platina tais como cisplatina e carboplatina; vinblas-
tina; platina; etoposida (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona; vincristina; vinor-
relbina (Navlebine®); novantrona; teniposida; edatrexato; daunomicina; ami-
nopterina; xeloda; ibandronato; CPT-11; inibidor de topoisomerases RFS
2000; difldor-metil-ornitina (DMFO); retindides, tal como acido retinéi_co; ca-
pecitabina; e sais, acidos ou derivados farmaceuticamente aceitaveis de
qualgquer um dos acima. Estdo incluidos também nesta definigdo os agentes
anti-hormonais que atuam para regular ou inibir a agéo hormonal sobre tu-
mores, tais como anti-estrogénios e moduladores de receptores seletivos de

“estrogénios (SERMSs), incluindo, por exemplo, tamoxifeno (incluindo’ Noval-

dex®), raloxifeno, droloxifeno, 4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, ceoxifeno,
LY117018, onapristona, e toremifeno (Fareston®); inibidores de aromatase
que inibem a enzima aromatase, que regula a produgao na glandula supra-
renal (adrenal), tais como, por exemplo, 4(5)-imidazdis, aminoglutetimida,
acetato de megestrol (Megace®), exemestano, formestano, fadrozol, vorozol
(Rivisor®), letrosol (Femara®), e anastrozol (Arimidex®); e anti-androgénios
tais como flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprolida e goserrelina; e 0s
sais, acidos ou derivados farmaceuticamente aceitaveis de qualquer um dos

acima.
O termo “agente inibidor de crescimento”, quando aqui utilizado,
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refere-se a um composto ou composi¢ao que inibe o crescimento de uma
célula, especialmente uma célula cancerosa que expressa qualquer um dos
genes aqui identificados, seja in vitro ou in vivo. Assim sendo, o agente inibi-
dor do crescimento é um que reduz significativamente a porcentagem de
células que superexpressam tais genes na fase S. Os exemplos de agentes
inibidores de crescimento incluem agentes que blogueiam a progreSséo do
ciclo celular (em um ponto diferente da fase S), tais como 0s agentes que
induzem a detencdo da fase G1 e a detengdo da fase M. Os bloqueadores
da fase M classicos incluem as vincas (vincristina e vinblastina), taxol, e ini-

bidores de topo Il tais como doxorrubicina, epirrubicina, duanorrubicina, eto-

posida e bleomicina. Os agentes que detém G1 também se espraiam sobre
a detencdo da fase S, como por exemplo, agentes alquilantes de DNA, tais
como tamoxifeno, prednisona, dacarbazina, ‘mecloretamina, cisplatina, meto-
trexato, 5-fluorouracila, e ara-C. Outras informagbes podem ser encontradas

em “The Molecular Basis of Cancer’, Mendelsohn e Israel, editores, Capitulo

1, intitulado “Cell Cycle Regulation, Oncogenes, and Antineoplasic Drugs”,

por Murakami et AL. (W.B. Saunders, Filadélifia, 1995), especialmente pagi- .
na 13.

O termo “biologicamente ativo” ou “atividade bioldgica”, para os
propdsitos deste relatorio descritivo, significa (a) ter a capacidade de induzir
ou estimular a apoptose em pelo menos um tipo de célula cancerosa de
mamifero ou célula infectada por virus in vivo ou ex vivo, seja isoladamente
como um unico agente ou em combinagdo com um agente quimioterapico;
(b) a capacidade de criar um anticorpo, isto é, imunogénico; (c) a capacidade
de se ligar e/ou estimular um receptor para Apo2L/TRAIL (tais receptores
podem incluir o receptor DR4, o receptor DR5, OPG, o receptor DcR1, e 0
receptor DcR2); ou (d) reter a atividade de um polipeptideo Apo2L/TRAIL de
ocorréncia natural. Os ensaios para determinar a atividade biologica de
Apo2L/TRAIL podem ser conduzidos usando métodos conhecidos nessas
técnicas, tais como fragmentagdo de DNA (vide, por exemplo, Marsters et
al., Biology 6:1669 (1996), inativagéo de caspases, ligacdo de DR4, ligacao
de DR5 (vide, por exemplo, documento n WO 98/51793, publicado em 19
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de novembro de 1998), ligacdo de DcR1 (vide, por exemplo, documento n®
WO 98/58062, publicado em 23 de dezembro de 1998), ligagdo de DcR2
(vide, por exemplo, documento n® WO 99/10484, publicado em 4 de margo
de 1999), bem como os ensaios descritos nas publicagdes PCT n® WO
97/01633, WO 97/25428, WO 01/00832 e WO 01/22987.

Os termos “apoptose” e “atividade apoptética” s@o utilizados em
um sentido amplo e referem-se a forma ordenada ou controlada de morte
celular em mamiferos, que é tipicamente acompanhada de uma ou mais
mudancas de células caracteristicas, incluindo condensagéo do citoplasma,
perda de microvilosidades da membrana plasmatica, segmentagdo do nu-
cleo, degradacdo do DNA cromossomico ou perda de fungéo mitocondrial.
Esta atividade pode ser determinada e medida, por exemplo, por ensaios de
viabilidade celular (tais como ensaios com azul de Alamar ou ensaios com
MTT), anélise FACS, ati\)agéo de caspases, fragmentacdo de DNA (vide, por
exemplo, Nicoletti et al., J. Immunol. Methods 139:271-279 (1991), e poli-
ADP polimerase, “PARP”, ensaios de cIivagemI conhecidos nessas técnicas.

Como aqui utilizado, o termo “disturbio” em geral refere-se a
qualquer condigdo que se beneficiaria do tratamento com as composigcoes
aqui descritas, incluindo quélquer doenca ou disturbio que pode ser tratado
por quantidades eficazes de polipeptideos, tal como Apo2L/TRAIL. Isto inclui
distarbios crénicos e agudos, bem como aquelas condigdes patoldgicas que
predispdem o marhl’fero ao distarbio em questdo. Os exemplos nao-
limitativos disturbios a serem tratados neste caso incluem céanceres benignos
e malignos; disturbios inflamatdrios, angiogénicos e imunogénicos; disturbios
auto-imunes, artrite (incluindo artrite reumatéide), esclerose multipla, e
HIV/AIDS.

Os termos “céncer’, “cancerosb” ou “maligno” referem-se ou
descrevem a condigdo fisiolégica em mamiferos, que é caracterizada tipica-
mente por crescimento celular desregulado. Os exemplos de canceres inclu-
em, porém sem limitagdes, carcinoma, linfoma, leucemia, blastoma e sarco-
ma. Os exemplos mais especificos de tais canceres incluem carcinoma de

células escamosas, mieloma, cancer pulmonar de células pequenas, cancer
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pulmonar de células ndo-pequenas, glioma, cancer gastrointestinal, cancer
renal, cancer ovariano, cancer hepatico, leucemia linfoblastica, leucemia lin-
focitica, cancer colorretal, cancer endométrico, cancer renal, cancer renal,
cancer prostatico, cancer tiredideo, neuroblastoma, cancer pancreético, glio-
blastoma multiforme, cancer cervical, cancer estomacal, cancer da bexiga,
hepatoma, cancer mamario, carcinoma colbnico, e cancer de cabeca e pes-
COgo. Opcionalmente, as células cancerosas expressam os receptores DR4
e/ou DRS5.

Os termos “tratar’, “tratamento” e “terapia”, como aqui utilizados,
referem-se & terapia curativa, terapia profilatica e terapia preventiva. O tra-
tamento ou administracdo consecutiva refere-se ao tratamento em uma base
pelo menos didria sem interrupgao no tratamento por um ou mais dias. O
tratamento ou administragdo intermitente, ou tratamento ou administragéo de
uma maneira intermitente, refere-se ao tratamento que ndo é consecutivo, €

ao invés disso, de natureza ciclica.
O termo “mamifero”, como aqui utilizado, refere-se a qualquer

mamifero classificado como um mamifero, incluindo seres humanos, bovi-

deos, eqliinos, caninos e felinos. Em uma modalidade preferida da invengao,
o mamifero € um ser humano. '

O termo “poliol”’, quando aqui utilizado, refere-se amplamente a
compostos de alcoois poliidroxilados. Os poliéis podem ser qualquer polime-
ro de poli(6xido de alquileno) soldvel em agua, por exemplo, e podem ter
uma cadeia linear ou ramificada. Os polidis preferidos incluem aqueles subs-
tituidos em uma ou mais posicdes de hidroxilas por um grupo quimico, tal
como um grupo alquila que tem entre um e quatro carbonos. Tipicamente, 0
poliol é um polialquilenoglicol, de preferéncia polietilenoglicol (PEG). Entre-
tanto, os versados nessas técnicas devem reconhecer que outros poliéis,
tais como, por exemplo, polipropilenoglicol e copolimeros de polietile-
no/polipropileno glicol, podem ser empregados para conjugagéo a proteinas
e outras biomoléculas. Os polidis incluem aqueles conhecidos nessas técni-
cas e aqueles francamente disponiveis, tais como aqueles disponiveis em

fornecedores comerciais.
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B. Métodos e Materiais Exemplificativos para Conduzir a Invengao
A presente invengdo fornece métodos para a recuperagao e puri-
ficacdo de Apo2L/TRAIL. Particularmente, a invencao fornece métodos que

envolvem cristalizagdo para recuperar e purificar Apo2L/TRAIL a partir de

misturas nas quais ele estd acompanhado de outros contaminantes, tais co-
mo proteinas contaminantes e outras impurezas. Em uma modalidade espe-
cifica, a invengao fornece métodos para recuperar e purificar Apo2L/TRAIL a
partir de culturas de hospedeiros ou lisados de células recombinantes de
células hospedeiras recombinantes de E coli produtoras de Apo2L/TRAIL.
A base destes métodos de purificagdo é a descoberta surpreen-
dente que Apo2L/TRAIL cristaliza facil e espontaneamente em certos siste-
mas de tampOes. Esta descoberta permite usar a cristalizagdo como uma
etapa eficiente da purificagdo no esquema de purificagcdo de Apo2L/TRAIL.
Particularmente, o trabalho experimental subjacente a presente invengao
demonstrou que a cristalizacdo pode ser imple‘mentada como uma etapano
processo de purificagdo de Apo2L/TRAIL e outras proteinas que apresentam

‘uma tendéncia similar de cristalizagdo espontanea. A incorporagdo de uma

etapa de cristalizagdo no esquema de purificagao permite a reducao das e-
tapas do processo de purifiéagéo, e a0 mesmo tempo, mantendo rendimen-
tos comparaveis a esquemas de purificagdo tradicionais que usam muitiplas
etapas cromatogréficas de purificagao, sem cristalizagéd. Consequientemen-
te, ao implementar a cristaliza¢éo no processo de purificagdo pode resultar
em economias de tempo e custo acéntuadas, sem comprometer a eficiéncia,
os volumes do produto ou a qualidade do produto.

B.1 Producdo de Apo2L/TRAIL

A descricdo abaixo refere-se a métodos para produzir
Apo2L/TRAIL cultivando células hospedeiras transformadas ou transfectadas
com um vetor que contém um é&cido nucléico que codifica Apos2L/TRAIL e
recuperar o polipeptideo a partir da cultura de células.

O DNA que codifica Apo2L/TRAIL pode ser obtido a partir de
qualquer biblioteca de DNAc preparada a partir do tecido que se acredita
possuir o RNAm de Apos2L/TRAIL e expressa-lo em um nivel detectavel.
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Conseqiientemente, 0 DNA de Apo2L/TRAIL humano pode ser obtido con-
venientemente a partir de uma biblioteca de DNAc preparada a partir de te-
cidos humanos, tal como uma biblioteca de bacteriéfagos do DNAc placenta-
rio humano, como descrito na publicagdo PCT n® WO 97/25428. o) gene que
codifica Apo2L/TRAIL também pode ser obtido a partir de uma biblioteca |

gendmica ou por sintese de oligonucleotideos.

As bibliotecas podem ser triadas com sondas (tais como anticor-
pos para Apo2L/TRAIL ou nucleotideos com pelo menos cerca de 20-80 ba-
ses) desenhadas para identificar o gene de interesse da proteina codificada
por ele. A triagem da biblioteca de DNAc ou gendmica com a sonda selecio-
nada pode ser conduzida usando procedimentos usuais (Sambrook et al.,
“Molecular Cloning: A Laboratory Manual”; New York; Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989). Um meio alternativo para isolar o gene que.codifica
Apo2L/TRAIL é usar a _metodologvia de PCR (Sambrook et al., supra; Dief-
fenbach et al., “PCR Primer: A Laboratory Manual” Cold Spring Harbor Labo-

ratory Press, 1995).

Os fragmentos ou variantes da sequéncia de arhinoécidos de
Apo2L/TRAIL podem ser preparados introduzindo mudancas de nucleoti-
deos apropriadas no DNA de Apo2L/TRAIL, ou por sintese do polipeptideo
Apo2U/T RAIL desejado. Tais fragmentos ou variantes representam inser-
coes, substituicdes elou delegdes de residuos dentro de uma ou ambas ex-
tremidades da regido intracelular, da regido transmembrana, ou da regiao
extracelular, ou da seqiiéncia de aminodcidos ilustrada para Apo2L/TRAIL
de comprimento inteiro na Figura 1 (SEQ ID N2: 1). Quaiquer combinacao de
insercdo, substituicdo e/ou delegdo pode ser feita para chegar a construgéo
final, desde que a construgéo final possua, por exemplo, uma atividade bio-
l6gica ou atividade apoptética desejada, como aqui definido. Em uma moda-
lidade preferida, os fragmentos ou variantes tém pelo menos 80% de identi-
dade de sequéncias de amino&cidos, mais preferivelmente pelo menos cerca
de 90% de identidade de seqiiéncias, e ainda mais preferivelmente, pelo
menos 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% de identidade de seqléncias com, por
exemplo, as sequéncias aqui identificadas para os dominios intracelulares,
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transmembrana ou extracelulares de Apo2L/TRAIL, ou a sequéncia de com-
primento inteiro para Apo2l/TRAIL. As mudangas de aminoacidos podem
alterar também processos pos-translacionais de Apo2L/TRAIL, tal como a
mudanga do numero ou posicdo de sitios de glicosilagao ou alteragao das
caracteristicas de ancoragem da membrana.

As variacdes na sequéncia de Apo2L/TRAIL, descritas acima,
podem ser feitas usando qualquer uma das técnicas e orientagbes para mu-
tacdes conservativas e ndo-conservativas enunciadas na patente n? US
5.364.934. Elas incluem mutagénese mediada por oligonucleotideos (dire-
cionada a sitios), varredura de alanina, e mutagénese por PCR.

A andlise de aminoacidos por varredura pode ser empregada
para identificar um ou mais aminodcidos ao longo de uma sequéncia conti-
gua. Dentre os aminoacidos de varredura preferidos estao aminodacidos neu-
tros relativamente pequenos. Tais aminodcidos incluem alanina, glicina, se-
rina e cisteina. A alanina é tipiCamente um aminoacido de varredura preferi-
do entre este grupo porque ela elimina a cadeia lateral para além do carbono
beta e é menos possivel que altere a conformagéo da cadeia lateral da vari-
ante (Conningham et al., Science 244:1081 (1989)). A alanina é também tipi-
camente preferida porque ela é o aminoacido mais comum. Além disso, ela é
encontrada freqlientemente em posigoes enterradas e expostas (Creighton,
“The Proteins”, W.H. Freeman & Co., NY; Clothia, J. Mol. Biol. 150:1 (1976)).

As variantes especificas de Apo2L/TRAIL da presente invengao
incluem aqueles polipeptideos Apo2L/TRAIL que incluem uma ou mais das
substituicdes de alanina enunciadas, indicadas na Tabela | do pedido de pa-
tente PCT publicado n® WO 01/00832. Tais variantes de Apo2L/TRAIL com-
preendem tipicamente uma sequéncia de aminodcidos de ocorréncia nao-
natural que difere de uma seqiiéncia de aminoacidos nativa de Apo2L/TRAIL
(tal como aquela fornecida na Figura 1; SEQ ID N2 1, para uma forma de
comprimento inteiro ou madura de Apo2L/TRAIL ou uma sequéncia do do-
minio extracelular) em pelo menos um ou mais aminoacidos. Opcionalmente,
um ou mais aminoacidos que diferem na variante de Apo2U/TRAIL em com-

paragdo com um Apo2L/TRAIL nativo devem compreender uma ou mais
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substituicdes de aminoécidos tais como aquelas indicadas na Tabela | do
documento n® WO 01/00832. As variantes de Apo2L/TRAIL da invengao in-
cluem variantes soltveis de Apo2L/TRAIL que compreendem os residuos
91-281, 92-281, 95-281 ou 92-281, 95-281 ou 114-281 da Figura 2 (SEQ ID
N2 1) e tendo uma ou mais substituicdes de aminoacidos que intensificam a
atividade bioldgica, tal como a ligagdo ao receptor. Uma variante particular-
mente preferida compreende os residuos 114-281 da Figura 1 (SEQ ID Ne:
1). Em uma modalidade especifica, Apo2L/TRAIL consiste nos residuos 114-

281 da Figura 1 (SEQ ID N2: 1).
Como descrito no documento-n® WO 01/00832, publicado em 4 |

de janeiro de 2001, a estrutura dos cristais em raios X do dominio extracelu-

lar de Apo2L/TRAIL, identificada, e a mutagénese de escaneamento de ala--

~ nina foi realizada para produzir o mapeamento das suas regides de contato

com receptores. A estrutura obtida para Apo2L/TRAIL revelou uma protel'na‘ ,

homotrimérica que contém um sitio de ligagdo de ion metalico bivalente (zin-

co) que coordena a interagdo das trés subunidades da molécula trimérica de

Apo2L/TRAIL. Similarmente a outros membros da familia de TNF,
Apo2L/TRAIL parece compreender um trimero compacto formado por trés
mondmeros em rolo gelificado que transmitem aproximadamente 5.100
angstrom2 (1.700 angstrom? por mondmero) para formar o trimero globular.
A posicdo dos filamentos beta do nicleo foi bem-conservada em compara-
c30 com os outros membros estruturalmente caracterizados da familia de
TNF, TNF-alfa, TNF-beta e CD40L, em comparagdo com os filamentos do
nutcleo de TNF-alfa ou TNF-beta.

As variacbes na sequiéncia de Apo2l/TRAIL incluidas também
dentro do escopo da invengéo referem-se a derivados du formas modifica-
das do terminal amino. Tais seqiéncias de Apo2L/TRAIL podem incluir os
polipeptideos Apo2L/TRAIL aqui descritos, que tém uma metionina ou meti-
onina modificada (tal como formil-metionina ou outra espécie de metionila
blogueada) no terminal N da seqliéncia do polipeptideo.

O &cido nucléico (por exemplo, DNAc ou DNA genbmico) que

codifica Apo2L/TRAIL nativo ou variante pode ser inserido em um vetor re-
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plicavel para clonagem adicional (ampliagao do DNA) ou para expressao.
Varios vetores estéo disponiveis para o publico. Os componentes do vetor
incluem geralmente, porém sem limitagdes, um ou mais dos seguintes: uma
sequiéncia de sinais, uma origem de replicacao, um ou mais genes marcado-
res, um elemento intensificador, um promotor, e uma seqléncia da termina-
¢do da transcrigdo, cada um dos quais estando descrito abaixo. As sequén-
cias de sinais, origens de replicagdo, genes marcadores, elementos intensifi-
cadores e seqiiéncias terminadoras da transcricao, opciohais, que podem
ser empregados, sdo conhecidos nessas técnicas e eétéo descritos mais
detalhadamente na publicagdo PCT n® WO 97/25428. |

Os vetores de expressdo e clonagem contém usualmente um
promotor que é reconhecido pelo organismo hospedeiro e esta ligado opera-
cionalmente a sequiéncia de &cidos nucléicos de Apo2L/TRAIL. Os promoto-
res sdo sequiéncias ndo-traduzidas localizadas a montante (5') do cbédon de
partida de um gene estrutural (geralmente dentro de cerca de 100 a 1.000
pares de bases) que controlam a transcri¢do e a tradugao de uma seqtiéncia
de acidos nucléicos especifica, tal como a sequiéncia de &cidos nucléicos de
Apo2L/TRAIL, & qual eles estdo ligados operacionalmente. Tais promotores,
tipicamente, caem dentro de duas classes, induziveis e constitutivos. Os
promotores induziveis sdo promotores que iniciam maiores niveis de trans-
cricdo a partir do DNA sob seu controle em resposta a alguma mudancga nas
condicbes de cultura, como por exemplo, a presenga ou auséncia de vum nu-
triente, ou uma mudanga na temperatura. Atualmente, um grande numero de
promotores reconhecidos por uma série de células hospedeiras potenciais é
bem conhecido. Estes promotores sdo ligados operacionalmente ao DNA
que codifica Apo2L/TRAIL removendo o promotor do DNA fonte por digestéao
com enzima de restricdo e inserindo a sequéncia do promotor isolada no
vetor. A sequiéncia do promotor de Apo2L/TRAIL nativa e muitos promotores
heterdlogos podem ser usados para direcionar a ampliagao e/ou a expres-
sdo do DNA de Apo2L/TRAIL.

Os promotores apropriados para uso com hospedeiras procario-

ticas e eucaridticas sdo conhecidos nessas técnicas, e estdo descritos mais
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detalhadamente na publicagdo PCT n® WO 97/25428.

Os métodos preferidos para a produgdo de Apo2L/TRAIL soluvel
em E. coli empregam um promotor induzivel para a regulacao da expressao
do produto. O uso de um promotor induzivel controlavel permite o cresci-
mento da cultura até a densidade celular desejavel antes da indugéo da ex-
pressdo do produto e acumulagdo de quantidades significativas do produto,
que podem néo ser bem toleradas pelo hospedeiro.

Varios sistemas de promotores induziveis (inciuindo T7 polime-
rase, trp e fosfatase alcalina (AP)) foram avaliados 'pela requerente para a
éxpresséo de Apo2L/TRAIL (aminoacidos 114-281). O uso de cada um entre
os promotores T7 polimerase, trp e fosfatase alcalina resultou em quantida-
des significativas do trimero de Apo2L/TRAIL soluvel biologicamente ativo,
recuperado a partir de uma pasta de células colhidas. Outro promotor opcio-
nal é um sistema promotor glicerina-fosfato. ‘

A construcdo de vetores apropriados que contém um ou mais

‘dos componentes listados acima emprega técnicas de ligagdo usuais. Os

plasmideos ou fragmentos de DNA isolados sao clivados, individualizados, e
religados na forma desejada péra gerar os plasmideos requeridos.

Para a analise a fim de confirmar as sequéncias corretas nos
plasmideos construidos, podem ser usadas misturas de ligagao para trans-
formar a cepa 294 de E. coli K12 (ATCC 31.446) e os transformantes exito-
sos sdo selecionados por resisténcia a ampicilina ou tetraciclina quando a-
propriado. Os plasmideos dos transformantes sdo preparados,; analisados
por digestdo com endonuclease de restricao e/ou sequenciados usando téc-
nicas convencionais conhecidas nessa area (vide, por exemplo, Messing et
al., Nucleic Acids Res. 9:309 (1981); Maxam et al., Methods in Enzynology,
65:499 (1980)).

Podem ser empregados vetores de expressdo que proporcionam
a expressdo transiente em células de mamiferos do DNA que codifica
Apo2L/TRAIL. Em geral, a expressao transiente envolve 0 uso de um vetor.
de expressdo que é capaz de replicar eficientemente em uma célula hospe-

deira, de tal modo que a célula hospedeira acumule muitas copias do vetor
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de expressdo e, por sua vez, sintetize altos niveis de um polipeptideo dese-
jado codificado pelo vetor de expressao (Sambrook et al., supra). Os siste-
mas de expressdo transiente, que compreendem um vetor de expressao a-
propriado e uma célula hospedei'ra apropriada, permitem a identificagao po-
sitiva conveniente de polipeptideos codificados por DNAs clonados, bem

- como a triagem rapida de tais polipeptideos quanto as propriedades bioldgi-

cas ou fisiologicas desejadas. Assim sendo, os sistemas de expressao tran-
sienté sdo particularmente Uteis na invengao com o propdsito de identificar
analogos e variantes e Apo2L/TRAIL que sao Apo2L/TRAIL biologicamente
ativos. | '

Outros métodos, vetores e células hospedeiras apropriadas para
adaptacdo para a sintese de Apo2L/TRAIL em cultura de células recombi-
nantes de vertebrados estdo descritas em Gething et al., Nature 293:620-
625 (1981); Mantei et al., Nature 281:40-46 (1979); documentos n= EP
117.060 e EP 117.058. |

| As células hospedeiras apropriadas para clonar ou expressar o
DNA nos vetores neste caso incluem células de procariontes, leveduras, ou
eucariontes superiores. Os procariontes apropriados para este propésito in-
cluem, porém sem Iimitag6es, eubactérias, tais como organismos gram-
negativos ou gram-positivos, como por exemplo, Enterobacteriaceae tais
como Escherichia, por exemplo, E. coli, Enterobacter, Ermwinia, Klebsiella,
Proteus, Salmonella, por exemplo, Salmonella Typhimurium, Serratia, - por
exemplo, Serratia marcescans e Shigella, bem como Bacilli tais como B.
subtilis e B. licheniformis (por exemplo, B. licheniformis 41P descrito no do-
cumento n2 DD 266.710, publicado em 12 de abril de 1989), Pseudomonas
tal como P. aeruginosa, e Streptomyces. De preferéncia, a célula hospedeira
deve secretar quantidades minimas de enzimas proteoliticas.

E. coli é a célula hospedeira apropriada para uso na presente
invencédo. E. coli é particularmente bem apropriada para a expressdo de
ApoZL/TRAIL (compreendendo os aminoacidos 114-281 da Figura 1), um
polipeptideo com um tamanho menor do que 20 kD com nenhuma necessi-

dade de glicosilagdo. Com uma hospedeira produtora, E. coli pode ser culti-
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vada até uma densidade celular relativamente alta e é capaz de produzir
niveis relativamente altos de proteinas heterélogas.

Além de procariontes, micrébios eucariéticos, tais como fungos
filamentosos ou leveduras sdo hospedeiros apropri‘ados de clonagem ou ex-
pressdo para vetores que codificam Apo2L/TRAIL. As células hospedeiras
apropriadas para a expressao de Apo2L/TRAIL glicosilado sdo derivadas de

organismos multicelulares. Os exemplos de tais células hospedeiras, incluin-

do células CHO, estdo descritos adicionalmente na publicagdo PCT n? WO
97/25428. |
‘ As células hospedeiras sdo transfectadas, e de preferéncia, |
transformadas com os vetores de expressdo ou clonagem descritos acima
para a produgdo de Apo2L/TRAIL, e cultivadas em meios nutrientes modifi-
cadoé conforme apropriado para in_duzir promotores, selecionar transforman-
tes, ou ampliar os genes que codificam as seqléncias desejadas.

O termo “transfecgdo” refere-se a captagdo de um vetor de ex-

pressdo por uma célula hospedeira, estejam ou nao quaisquer sequéncias

codificadoras de fato expressadas. Varios métodos de transfec¢do sao-co-
nhecidos pelos versados nessas técnicas, como por exemplo, CaPO, e ele-
troporacdo. A transfeccdo exitosa é reconhecida geralmente quando qual-
quer indicagao da operagao deste vetor ocorre dentro da célula hospedeira.
O termo “transformagdo” significa introduzir um DNA em um
organismo de tal modo que o DNA seja replicavel, seja como um elemento
extracromossomico ou como um integrante cromossomico. Dependendo da
célula hospedeira usada, a transformagao é feita usando técnicas usuais
apropriadas para essas células. O tratamento com célcio, empregando clore-
to de célcio, como descrito em Sambrook et al., supra, ou eletroporacéo, é
usado geralmente para prbcariontes ou outras células que contém barreiras
de paredes celulares substanciais. A infeccao com Agrobacterium tumefaci-
ens é usada para a transformaga de certas células vegetais, como descrito
(Shaw et al., Gene 23:315 (1983); e publicacao PCT n? WO 89/05859). Além
disso, plantas podem ser transfectadas usando tratamento com ultra-som,
publicagdo PCT n2 WO 91/00358, publicado em 10 de janeiro de 1991.
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Para células de mamiferos sem tais paredes celulares, o método
de precipitagdo com fosfato de célcio (Graham e Van der Eb, Virology
52:456-457 (1978)) pode ser empregado. Os aspectos genéricos de trans-
formagdes com sistemas hospedeiros de células de mamiferos foram descri-
tos na patente n® 4.399.216. As transformagdes em levedura s&o conduzidas
tipicamente de acordo com o método de Van Solingen et al., J. Bact.
130:946 (1977); e Hsiao et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 76:3829 (1979). Entre-
tanto, outros métodos para introduzir DNA em células também podem ser
usados, tais como microinje¢éo nuclear, eletroporagéo, fusdo de protoplas-
tos bacterianos com células intactas, polications, por exemplo, polibreno,
poliornitina. Para obter informagdes sobre varias técnicas para transformar
células de maml’fe'ros,-vide Keown et al., Methods in Enzymology 185:527-
537 (1990); e Mansour et al., Nature 336:348-352 (1988).

As células procariéticas usadas para poduzir Apo2L/TRAIL po-

dem ser cultivadas em meios de cultura apropriados, como descrito geral-

_ mente em Sambrook et al., supra. As formas especificas de meios de cultura

que podem ser empregados para cultivar E. coli estao descritas adicional-
mente no pedido de patente PCT n® WO 01/00832. Em um processo particu-
larmente preferido, Apo2L/TRAIL (compreendendo os aminodcidos 114-281
da Figura 1) produzido em E. coli é fermentado usando uma fonte de zinco e

glicerofosfato. As titulagdes da fermentagéo ficam, de preferéncia na faixa

- entre cerca de 4 e cerca de 6 g/L.

As células hospedeiras de mamiferos usadas para produzir
Apo2L/TRAIL podem ser cultivadas em uma série de meios de cultura.

Os exemplos de meios de cultura disponiveis no mercado incluem
meio de Ham (Sigma), Meio Essencial Minimo (“MEM”, Sigma), RPMI-1640
(Sigma), e Meio de Eagle Modificado de Dulbecco (“DMEM”, Sigma). Qual-
quer um desses meios pode ser suplementado conforme necessario com
hormonios e/ou outros fatores de crescimento (Tais como insulina, transferri-
na, e fosfato), sais (tais como cloreto de sédio, célcio, magnésio e fosfato),
tampdes (tal como HEPES), nucleosideos (tais como adenosina e timidina),

antibidticos (tal como o farmaco Gentamycin®), micronutrientes (definidos co-



10

15

20

25

30

35

mo compostos inorganicos usualmente presentes em concentragdes finais na
faixa micromolar), e glicose ou uma fonte de energia equivalente. Quaisquer
outros suplementos necessarios também podem ser inclusos em concentra-
cOes apropriadas, e eles sdo conhecidos pelos versados nessas técnicas. As
condigdes da cultura, tais como temperatura, pH, e similares, sdo aquelas
usadas anteriormente com a célula hospedeira selecionada para expressao, e
devem ficar evidentes para os versados nessas técnicas.

Geralmente, os principios, protocolos e técnicas praticas para

maximizar a produtividade de culturas de células de mamiferos podem ser

 encontradas em “Mammalian Cell Biotechnology: A Practical Aprroach”,

M. Butler, editor (IRL Press, 1991).

A expressdo de Apo2L/TRAIL pode ser medida em uma amostra
diretamente, por exemplo, por Southern blotting convencional, Northern blot-
ting convencional, para quantificar a transcricao do RNAm (Thomas, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 77:5201-5205 (1980)), dot blotting (andlise de DNA), ou

hibridizagdo in situ, usando uma sonda marcada adequadamente, baseado

nas sequiéncias aqui fornecidas. Varios marcadores podem ser empregados,
mais comumente radioistopos, e particularmente 32p_ Entretanto, outras
técnicas também podem ser empregadas, tais como usando nucleotideos
modificados com biotina para introdugéo em um polinucleotideo. A biotina
serve, entao, como o Sl’tio para ligagdo a avidina ou anticorpos, que podem

ser marcados com uma ampla série de marcadores, tais como radionucleoti-

" deos, fluorescentes ou enzimas. Alternativamente, podem ser empregados

anticorpos que podem reconhecer duplices especificos, incluindo duplices de

" DNA, duplices de RNA, e duplices hibridos de' DNA-RNA ou duplices de

DNA-proteina. Os anticorpos, por sua vez, podem ser marcados e 0 ensaio
pode ser conduzido onde o diplex esta ligado a uma superfiCie, de tal modo
que, depois da formagéo do duplex sobre a superficie, a presenga de anti-
corpo ligado ao duplex possa ser detectada.

A expressdo de genes, alternativamente, podé ser medida por
métodos imunoldgicos, tais como coloragao imunoistoquimi'ca de células ou

secdes de tecido, e ensaio de cultura de células ou fluidos corporais, para
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quantificar diretamente a expressé@o do produto génico. Com as técnicas de
coloragdo imunoistoguimica, uma amostra de célula é preparada, tipicamen-
te por desidratacdo e fixagdo, e em seguida, reacao com anticorpos marca-
dos especificos para o produto génico acoplado, onde os marcadores sao
usualmente detectados visualmente, tais como marcadores enzimaticos,
marcadores fluorescentes, marcadores luminescentes, e similares.

Os anticorpos uteis para coloragé@o imunoistoquimica e/ou en-
saio de amostras de fluidos podem ser monoclonais ou policlonais, e podem
ser preparados em qualquer mamifero. Convenlentemente 0s anticorpos
podem ser preparados contra um polipeptideo Apo2L/TRAIL nativo ou contra
um peptideo sintético baseado nas sequéncias de DNA aqui fornecidas ou
contra uma seqﬂé‘ncia exogena fundida ao DNA de Apo2L/TRAIL e codifi-
cando um epitopo de anticorpo especifico.

O polipeptideo Apo2L/TRAIL pode ser anexado de forma cova-
lente (aqui doravante denominado “conjugado”) a um ou mais grupos quimi-
cos. Os grupos quimicos apropriados para uso em um conjugado de Apo-2L
so, de preferéncia, ndo significativamente toxicos ou imunogénicos. Varios
grupos quimicos exemplificativos, que podem ser conjugados a polipepti-
deos, sdo conhecidos nessas técnicas e incluem, por exemplo, carboidratos,
tais com aqueles carboidratos que ocorrem naturaimente em glicoproteinas,
poliglutamato, e polimeros nao-proteinaceos, tais como poliis (vide, por
exemplo, patente n2 US 6.245.901.

Um poliol, por exemplo, pode ser conjugado aos polipeptideos,
tal como Apo-2L, em um ou mais residuos de aminodacidos, incluindo resi-
duos de lisina, como descrito no documento n® WO 93/00109, supra. O poliol
empregado pode ser qualquer polimero de poli(dxido de alquileno) solavel
em agua e pode ter uma cadeia linear ou ramificada. Os polidis apropriados
incluem aqueles substituidos em uma ou mais posi¢gdes de hidroxilas com
um grupo quimico, tal como um grupo alquila que tem entre um e quatro a-
tomos de carbono. Tipicamente, o poliol € um poli(alquilenoglicol), tal como
polietilenoglicol (PEG), e o processo de conjugar o poliol a um polipeptideo &
denominado “peguilacdo”. Entretanto, os versados nessas técnicas devem
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reconhecer que outros polidis, tais como, por exemplo, polipropilenoglicol e
copolimeros de polietilentoglicol/polipropilenoglicol, podem ser empregados
usando as técnicas para conjugacgdo aqui descritas para PEG.

O peso molecular médio do PEG empregado na peguilagao do
Apo-2L pode variar, e tipicamente pode ficar na faixa entre cerca de 500 e
cerca de 30.000 daltons (D). De preferéncia, o peso molecular medio do

" PEG é entre cerca de 1.000 e cerca de 25.000 D, e mais preferivelmente,

entre cerca de 1.000 e cerca de 5.000 D. Em uma modalidade, a peguilagéo
é conduzida com um PEG que tem um peso molecular médio de cerca de
1.000 D. Opcionalmente, 0 homopolimero de PEG é nao-substituido, mas
ele pode ser também substituido em uma extremidade com um grupo alqui-
la. De preferéncia, o grupo alquila é um grupo alquila de C+-C4, € mais prefe-
rivelmente, um grupo metila. As preparagéés de PEGs estao dispbm’veis
comercialmente, e tipicamente eséas preparagdes de PEG apropriadas para

uso na presente invengdo séo preparagdes ndo-homogéneas comercializa-

‘das de acordo com o peso molecular médio. Opcionalmente, um trimero de

Apo-2Ldeve ser peguilado de uma maneira tal que uma molécula de PEG
fique ligada ou conjugada a um, dois, ou cada um dos trés monomeros cjue
formam o Apo-2L trimérico. Nessa modalidade, prefere-se que o PEG em-
pregado tenha um peso molecular medio dé cerca de 1.000 a cerca de 5.000
D. Cbntempla-se também que os trimeros de Apo-2L possam ser “parcial-
mente” peguilados, isto é, apenas um ou dois dos trés monémeros que for-
mam o trimero s&o ligados ou conjugados a PEG.

Varios métodos para peguilar proteinas sdo conhecidos nessas
técnicas. Os métodos especificos para produzir proteinas conjugadas a PEG
incluem os métodos descritos nas patentes n® US 4.179.337, 4.935.465 e
5.849.535. Tipicamente, a proteina é ligada de forma covalente por intermé-
dio de um ou mais residuos de aminodcidos da proteina a um grupo terminal
reativo no polimero, dependendo principalmente das condigbes da reagao,
do peso molecular do polimero, etc. O polimero com o(s) grupo(s) reativos(s)
é aqui designado como polimero ativado. O grupo reativo reage seletivamen-

te com os grupos livres ou outros grupos reativos na proteina. O polimero
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PEG pode ser acoplado ao grupo amino ou outro grupo reativo na proteina
de uma maneira aleatdria ou especifica de sitio.

B.2 Cristalizacdo de Apo2L/TRAIL
A cristalizagcdo é amplamente utilizada para a purificagao de mo-

léculas pequenas. Entretanto, geralmente, as técnicas de cristalizagao nao
tém sido amplamente aplicadas para proteinas, pois varios parametros po-
dem afetar a cristalizagdo das proteinas, incluindo, por exemplo, a solubili-
dade, nucleacdo e velocidade de crescimento, e a distribuigdo do tamanho
dos cristais (cada uma sendo fungdo de outros parametros, tais como solubi-
lidade, temperatura, pH, tamp&o, impurezas, e similares). Como as proteinas
sdo geralmente mais dificeis de cristalizar do que moléculas pequenas, a
recuperacao e a purificagédo de proteinas terapéuticas até agora raramente
envolveu uma etapa ou etapas de cristalizagéo.

A requerente descobriu surpreendentemente que o estado sélido
da proteina Apo2L/TRAIL a 5°C é cristalino em condigbes de intensidade
idnica moderada a baixa, diferentemente de muitas outras proteinas conhe-
cidas nessas técnicas que sdo soluveis ou formam precipitados amorfos sob
condicdes similares. Além disso, descobriu-se que o estado solido dos cris-
tais de Apo2U/TRAIL solubiliza de forma reversivel quando levado para a
temperatura ambiente, sem uma perda na atividade bioldgica da proteina ou
um efeito adverso sobre as propriedades bioquimicas da proteina. Esta
observagéo foi bastante diferente da desnaturacao ou precipitagdo irreversi-
vel observada com outras proteinas conhecidas nessas técnicas.

Opcionalmente, os cristais de Apo2L/TRAIL s&o preparados res-
friando uma soluc@o supersaturada da proteina Apo2L/TRAIL de cerca de 20
a cerca de 30°C até abaixo de cerca de 15°C, de preferéncia cerca de 2 a
850, mais preferivelmente abaixo de cerca de 2-8°C, ainda mais preferivel-
mente abaixo de cerca de 4°C, e com a maior preferéncia, até cerca de 2 a
4°C. opcionalmente, a cncentragdo de Apo2L/TRAIL pode ser acima de 3
g/L, para iniciar a cristalizagdo espontanea. Anti-solventes podem ser usa-
dos para iniciar a cristalizacdo espontanea em concentragdes mais baixas

da proteina. A cristalizagdo pode ser conduzida em modo de batelada ou
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semibatelada em uma faixa grande de escala de produgao, desde alguns
mililitros até centenas de litros de solugéo. A velocidade da cristalizagao po-
de ser controlada por resfriamento e agitagdo programadas. Os equipamen-
tos podem incluir, porém sem limitagdes, tanques agitados ou estaticos com
controle da temperatura superficial e/ou interna. Chicanas internas e tubos
de aspiragdo também podem ser usados para intensificar a misturagdo em
tanques agitados. A nucleagdo dos cristais também pode ser controlada por
semeadura (Moore, “AlChE Practical Engineering Perspectives, Distillation
and Other Industrial Separations”, paginas 239-245). O grau de supersatura-
¢ao, a composigcdo de sais, a velocidade do resfriamento, a velocidade da
agitacdo, e a semeadura, dentre outros pardmetros, podem afetar-a veloci-
dade de formacgao dos cristais, a distribUigéo do tamanho dos cristais, e 0
rendimento dos cristais. _ |
Opcionalmente, para pfeparar. os cristais, a solugdo da proteina
Apo2L/TRAIL contém sulfato de sédio ou cloreto de sédio. Opcionalmente, a
concentracdo de sais € cerca de 100 mM a cerca de 200 mM, e opcional-
mente, o pH é cerca de 6 a cerca de 9 (de preferéncia, pH de cerca de 6,6 a
cerca de 8,5).
B.3 Uso de Cristalizacdo na Recuperacéo e-Purificacio de Apo2L/TRAIL
Nos métodos da presente invencao, a cristalizagéo é uma etapa

na recuperacao e purificagdo de Apo2L/TRAIL, e opcionalmente, é uma eta-

pa em um esquema com uma coluna ou duas colunas para a recuperagao e
purificacao de Apo2L/TRAIL.

' Em uma modalidade especifica, Apo2L/TRAIL é purificada a par-
tir de uma cultura ou lisado de células hospedeiras recombinantes, ou lisado
celular clarificado, usando um processo de purificagdo que inclui 'uma etapa
de cristalizagdo. Caso Apo2L/TRAIL seja produzida em E. coli, tipicamente o
caldo celular integral é colhido e homogeneizado para abrir as células de E.
coli e liberar Apo2L/TRAIL soluvel dentro do citoplasma. Depois de remover
os residuos sdlidos, por exemplo, por centrifugacéo, a mistura é carregada e
uma resina cromatografica de troca catiénica, tal como, por exemplo, SP-
Sepharose Fast Flow ou CM-Separose Fast Flow (Amersham Pharmacia,
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Suécia). Os protocolos tipicos para purificar Apo2L/TRAIL a partir do caldo
celular obtido por fermentacéo de E. coli sdo fornecidos nos Exemplos 2 e 3.

Em um protocolo tipico, o pH do caldo celular integral obtido por
fermentacao as células de E. coli é ajustado para cerca de 7,5, por exemplo,
pela adicdo de HEPES sodico ou qualquer outro tamp&o apropriado. De pre-
feréncia, um agente redutor, tal como 1,4-ditio-treitol (DTT) ou B-
mercaptoetanol é adicionado, para impedir a formagao de ligagbes dissulfeto
entre mondmeros ligados de forma ndo-covalente de Apo2L/TRAIL. As célu-
las sao abertas por uma ou mais passagens em um homogeneizador de élta
pressdo disponivel no mercado, os residuos celulares sdo removidos, € 0
lisado celular é clarifibado._ Os parametros especificos do tratamento, tais
como selecdo e concentracdo de reagentes, dependem da compbsigéo do
caldo celular integral de partida, tal como, por exemplo, a densidade das cé-
lulas. |

A mistura que contém Apo2L/TRAIL, tal como um lisado de célu-
las clarificado, é entdo carreada em uma primeira coluna cromatografica,
usando uma resina de troca catiénica. A cromatografia de troca cationica
retém biomoléculas pela interacdo de grupos carregados que sao de nature-
za acida sobre a supefficie da resina com histidina, lisina e arginina. As resi-
nas de troca catidnica estdo disponiveis comercialmente como linhas de
produto-de varios fabricantes, tal como, por exemplo, Sig»ma Aldrich. As resi-
na trocadoras de cations incluem resinas portadoras, por exemplo, de gru-
pos funcionais carbdxi-metila (trocador cationico fraco, tal como CM celulose
Sephadex) ou grupos funcionais de acido sulfonico (trocador catibnico forte,
tal como SP Sephadex). Na primeira etapa de purificagcdo cromatogréfica
dos métodos da presente invengdo, sdo preferidas colunas de troca cationi-
ca forte, por exemplo, SP-Sepharose®, trocadoras cationicas fortes Spec-
tra/Gel®, etc. As trocadoras catiénicas fortes TSKgel, etc., séo preferidas. No
caso de uma coluna com SP-Sepharose®, a matriz de agarose reticulada
com grupos funcionais negativamente carregados se liga a Apo2L/TRAIL, e
a0 mesmo tempo, permite que a maioria das impurezas e as variantes de
Apo2U/TRAIL atravessem a coluna. A eluicdo pode ser realizada usando
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eluicdo com gradiente de sais, ou uma eluigdo em etapas, sendo preferida a
eluicdo em etapas, pois ela proporciona melhores condigoes para a etapa de
cristalizagdo subsequente, sem comprometer os rendimentos. O tampao de
eluicdo contém usualmente cloreto de sddio ou sulfato de sddio, e a concen-
tracdo de sal é selecionada para atender as demandas da coluna de troca |
catibnica e da etapa de cristalizagdo subsequente. A- coluna de SP-
Sepharose® precisa uma concentragdo de sal razoavelmente alta para re-
mover a proteina Apo2L/TRAIL ligada, enquanto que para a etapa de crista-
lizagdo subseqiente sdo preferidas concentragdes de sal relativamente bai-
xas, para baixa a solubilidade da proteina. Tipicamente, séo usadas concen-
‘tragées de Na,SO, cerca de 100-150 mM e 100-200 mM de NaCl. Um tam-
pao de eluicdo tipico consiste em NaCl 200 mM, HEPES 50 mM, 0,5% de
Triton X-100, DTT 1 mM, pH 7,5.

| A concentragao de Ap02L/TRAIL na troca catidnica, por exem-

plo, no pool de eluigao de SP-Sepharose®, influencia o rendimento tedrico

‘para a etapa de cristalizagdo seguinte. A concentrag@o deve ser alta o sufi-

ciente para maximizar as diferengas de solubilidade em temperaturas mais
baixas, mas ndo alta demais para disparar a cristalizagdo espontanea na
temperatura ambiente ou ao redor dela.

Em um protocolo representéti\)o, duas etapas de lavagem sé&o
empfegadas entre o carregamento e a eluigdo da proteina Apo2L/TRAIL. A
primeira lavagem usa tampao de equilibrio, e a segunda é uma lavagem com
sal, usando um tampao idéntico ao tampao de eluigdo subsequente, exceto
que se usa uma concentragao mais baixa do sal (por exemplo, NaCl 100 mM
em vez de NaCl 200 mM). ,

A etapa de eluigdo de SP, que inclui duas étapas de lavagem,
produz tipicamente concentragoes de Apo2L/TRAIL ao redor de 3-6 g/L, tal
como 5 g/L com rendimentos ao redor de 80-90%. A etapa de lavagem com
sal resulta erh perda da proteina ativa; portanto, removendo esta etapa, 0
rendimento pode ser aumentado até acima de 95%. Entretanto, a eliminagao
desta etapa diminui também a capacidade de a coluna remover endotoxinas

e proteinas extracelulares, baixando desta forma a pureza.
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O pool de eluicdo que deixa a coluna de troca catiénica € sub-
metido a cristalizagao diretamente sem qualquer etapa de purificagdo adicio-
nal, mas opcionalmente, inclui filtragdo estéril. A cristalizacdo é realizada

tipicamente diminuindo gradualmente a temperatura de cerca de 15-30°C

para cerca de 2 a 8°C em um periodo de tempo que pode se estender até 60
horas, mas é tipicamente mais curto, tal como, por exemplo, cerca deumaa
8 horas. |

Em um processo de cristalizagdo tipico, 0 pool de elui¢ao que
deixa a coluna de troca catiénica é transferido para dentro de um tanque
com temperatura controlada sob agitagao adequada. E importante assegurar
que o vaso e a solugdo de proteina estejam isentos de quaisquer particula-
dos sdlidos, para evitar a nucleacdo baseada nesses particulados solidos,
que influenciaria a cinética da cristalizagdo. Para aplicagbes em pequena
escala, pode ser usado, por exemplo, um vaso de reagao Applikon® de 1 ou
2 litros. No vaso de 1 L, a temperatura é controlada por intermédio de ser-
péntinas de refrigeragdo imersas no vaso. O vaso de reacgdo de 2 litros con-
tém uma camisa de troca térmica. Uma rampa de temperatura pode ser pro-
duzida em ambos vasos usando um banho de troca de calor programavel
(por exemplo, um Circulador de Temperatura Programavel PolyScience Mo-
delo 1157). O vaso é usualmente equipado com um agitador para misturar
intensamente a solugao, e deixar em suspensao os cristais depois de forma-
dos. A velocidade da agitagédo é tipicamente ao redor de 250 rpm para uma
escala de 0,4 L e é ajustada para pools maiores mantendo uma razao cons-
tante de poténcia para volume, proporcional a N®V (agitador com diametro
constante). ,

Descobriu-se que a solubilidade de Apo2L/TRAIL aumenta com
a concentracdo crescente de sal, e Apo2L/TRAIL ¢ iguaimente solivel em
sulfato de sédio e cloreto de sodio. Os cristais formados em cloreto de sddio
tém uma espessura mais exagerada em comparagao com os cristais forma-
dos em sulfato de sédio, que t&ém uma aparéncia mais achatada. Como resul-
tado, os cristais produzidos em cloreto de sodio sao mais faceis de separar

por filtragdo, o que torna o cloreto de sédio o sal preferido. Como tampoes de
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fundo, HEPES e TRIS fornecem tipicamente resultados comparaveis.

A solubilidade de Apo2L/TRAIL diminui com o aumento do pH
dentro de uma faixa de cerca de pH 7,0 a 8,0. Um pH mais alto tende a au-
mentar os rendimentos, mas pode produzir cristais'com uma aparéncia mais
amorfa. Além disso, os cristais sdo maiores em pH mais alto, mas também
mais frageis. Tendo em vista estas consideragbes, um pH preferido, que
produz a morfologia desejada dos cristais, € 7,3 + 0,1.

A rampa de temperatura usada durante a cristalizagao (tipica-
mente entre aproximadamente a temperatura ambiente e cerca de 2°C) ndo
teve qualquer efeito significativo sobre o tamanho dos cristais ou a distribui-
¢do do tamanho dos cristais entre cerca de uma e 24 horas. A rampa de
temperatura pode ser linear, mas uma taxa de resfriamento nao-linear tam-
bém pbde ser usada para melhorar ainda mais o perfil do tamanho dos cris-
tais mantendo um nivel constante de supersaturacdo & medida que a crista-
lizagdo progride. Como Apo2L/TRAIL nédo cristaliza espontaneamente nos
sistemas de tampdes da presente invengdo até que a temperatura esteja
abaixo de cerca de 8°C, de preferéncia abaixo de cerca de 5°C, é possivel
baixar rapidamente a temperatura até cerca de 10°C, e depois resfriar len-
tamente o pool para permitir a cristalizagao.

O tamanho dos cristais é influenciado pela velocidade de agita-
cao. Ao testar trés velocidades diferentes da agitagdo (100 rpm, 175 rpm e
250 rpm), a cristalizagdo demonstrou ser mais rapida com a velocidade de
agitacdo maiores, mas a distribuicdo do tamanho dos cristais e a aparéncia
dos cristais foram muito similares para as velocidades de agitagédo de 175
rom e 250 rpm. Em velocidades mais baixas, 0s cristais ao ficam completa-
mente em suspenséo, o pode ocorrer a agregagéo de cristais. Em velocida-
des de agitacdo mais altas, deve-se tomar cuidado para néo danificar a pro-
teina solivel pela exposicdo a efeitos de cisalhamento na interface
ar/liquido.

A eficiéncia da cristalizagdo pode ser melhorada baixando a so-
lubilidade de Apo2L/TRAIL. Assim sendo, o rendimento global da etapa de
cristalizagdo é controlado em parte pela solubilidade de Apo2L/TRAIL no
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pool gelado da primeira coluna de cromatografia por troca catidnica. Os dois
fatores que afetam o rendimento sdo a concentragéo inicial de Apo2L/TRAIL
no pool de eluigdo coletado a partir da primeira coluna (por exemplo, SP) de
cromatografia de troca cationica, e a concentragao de Apo2L/TRAIL soluvel
na lama de cristais (isto é, a quantidade de Apo2L/TRAIL que nao cristaliza).
Apo2L/TRAIL que ainda esta em solugdo depois da cristalizacao sera perdi-
da durante a filtracdo. A adi¢do de anti-solventes pode mudar a quimica da
solucdo para baixar a solubilidade no equilibrio.

Rendimento percentual teérico = [Apo2L]zzc — [Apo2Lac/[Apo2Lzac
x 100, ohde 0s numeros subscritos indicam valores de temperatura

Reduzindo Apo2L/TRAIL em solugdo, menos proteina € removi-
da quando o Iicor-mée_ é removido por filtragdo. O anti-solventes, conhecidos
também como agentes precipitantes, sdo bem-conhecidos nessas técnicas e
podem funcionar de uma série de maneiras. Alguns anti-solventes desidra-
tam a solucdo absorvendo &gua. Isto essencialmente reduz a atividade da
égua disponivel para dissolver a proteina (vide McPherson, A., 1998, “Cys-
tallization of Biological Macromolecules”, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Plainview, NY). |

Um anti-solvente amplamente utilizado é o polietilenoglicol
(PEG), um polimero disponivel em uma ampla série de pesos moleculares.
Como ilustrado nos exemplos, nos métodos da presente invengéo, um PEG
com peso molecular mais alto (3.350 e 10.000) produziu resultados melho-
res. Outros polimeros que podem ser usados como anti-solventes incluem,
por exemplo, Eudragit'F{S, etil-celulose, alcool isopropilico, etanol, dioxano e
2-metil-2,4-pentanodiol (MPD). |

Quando a cristalizagdo estd completada, os cristais de
Apo2L/TRAIL s&o removidos, por exemplo,}por filtracdo. Os cristais podem
ser mantidos em suspensdo durante a etapa de filtrag&o inteira, usando um
agitador embutido, ou podem ser depositados em um leito compactado.
E importante evitar a formagdo de uma torta comprimida de cristais, o que
poderia tornar dificil atingir a vazdo desejada. Portanto, pressoes diferenciais

através do leito compactado devem ser minimizadas. As vazdes podem vari-
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ar, e sdo tipicamente entre cerca de 200 cm/h e cerca de 100 cm/h. A vazao
pode depender do equipamento usado, e do diferencial de pressao aplicado
durante a filtragdo. A filtragdo pode ser realizada em batelada ou continua-
mente. Uma purificacdo adicional pode ser conseguida, por exemplo, lavan-
do o leito de cristais depositado com uma solugao que néo dissolve substan-
cialmente os cristais de Apo2L/TRAIL, tal como uma solugéo gelada (2-8°C)

" de TRIS de baixa molaridade em pH de cerca de 7,5.

Depois da cristalizagédo e separagao, os cristais de Apo2L/TRAIL
podem ser dissolvidos e estocados ou convertidos em uma formulagao a-
propriada para o uso pretendido. ,

Alternativamehte, uma outra etapa de purificagdo cromatogréfica
pode ser adicionada para melhorar ainda mais a pureza removendo os resi-
duos do anti-solvente (PEG) e os componentes do tampao, e reduzir 0s ni-
veis de proteinas extracelulares residuais, endotoxinas, dimeros e agrega-

dos. A segunda coluna cromatogréfica, usada depois da cristalizagéo, pode

ser uma coluna de troca catinica, ou uma coluna de interagéo hidrofébica.

Como o pool de cristalizagdo é muito puro, nao é tipicamente necessario
usar um modo de separacéo “ligar e eluir” (tal como usado tipicamente com
SP-Sepharose ou CM-Sepharose), uma coluna “flow-through”, tal como a
resina de HIC Phenyl-Sepharose, tipicamehte demonstrara um bom desem-
penho. O uso de ambos tipos de resinas, troca catibnica em um modo de
“ligar e eluir’ e HIC em modo “flow-through”, foi testado e os resultados estao
discutidos nos exemplos. Descobriu-se que, enquanto que uma etapé de
ligacdo e de cromatografia com eluicdo em etapas proporciona uma ferra-
menta muito potente para a purificagao inicial, na segunda etapa de purifica-
¢do cromatografica, a cromatografia por interagao hidrofébica em Phenyl-
Sepharose é suficiente para produzir a pureza e os rendimentos desejados.
Como esta é uma etapa “flow-through”, ela produz rendimentos excelentes e
reduz o nimero de solugdes necessario para completar a operacao em
comparacdo com a cromatografia de ligar e eluir.

B.4 Uso de Apo2L/TRAIL

Os métodos da presente invengdo proporcionam uma alternativa



10

15

20

25

30

46

eficaz, eficiente e econdémica a, por exemplo, protocolos de purificagdo que
requerem multiplas purificagdes em colunas. Como discutido acima, em uma
modalidade, o esquema de purificagdo da presente invengao envolve o uso
de uma Unica coluna de troca catidnica, e em seguida, cristalizagéo. Os cris-
tais de ApoZL/TRAIL obtidos pelo método da presente invengao podem ser
secos para estocagem. A secagem do material cristalino pode reduzir tam-
bém substancialmente o volume de estocagem, e proporcionar uma maneira
eficaz para estocagem a granel que evita congelamento do material purifica-
do em baixa concentragdo na solugdo da formulag¢éo. A lama de cristais em
concentragdo muito alta da proteina pode ser congelada em recipientes com
volumes menores.

Em outra modalidade, os cristais de Apo2L/TRAIL séo coletados
e lavados com tampao (ou agua) (de preferéncia, um tampao gelado em
uma temperatura de cerca de 2 a 8°C). Os cristais lavados podem ser reco-
locados em suspensdo ou redissolvidos a temperatura ambiente.
Ap02L/TRAIL solubilizada novamente pode ser purificada adicionalmente por
cromatografia de interagdo hidrofébica ou uma segunda cromatografia de
troca catiénica, como descrito acima, lavada e estocada como um material
cristalino- umido a granel. Alternativamente, a etapa de cromatografia por
interacdo hidrofébica ou outra etapa dé cromatografia pode ser omitida em
favor de simplesmente recristalizar. |

O material cristalino dmido a granel pode ser estocado a -20°C
ou secado para estocagem a températura ambiente ou a 2-8°C. De prefe-
réncia, o material cristalino secado é solubilizado novamente em uma formu-
lacdo que contém succinato de arginina. Opcionalmente, esta formulagao
pode ser filtrada de forma estéril e/ou envasilhada em frascos de dosagens
individuais, e liofilizada para reconstituigdo ou suspenséo posterior. Opcio-
nalmente, a formulagdo cristalina seca pode ser envasilhada como um pé
em frascos e transformada em uma solugdo ou suspenséo.-Pode ser dese-
javel atingir um teor de agua de cerca de 5% a cerca de 10% nos cristais de
Apo2L/TRAIL secos.

As formulagbes de Apo2L/TRAIL podem ser empregadas em
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uma série de aplicacdes terapéuticas e nao-terapéuticas. Dentre estas apli-
cacbes estdo métodos para tratar distirbios tais como céncer, condigdes
relacionadas ao sistema imunolégico, ou condi¢coes virais. Estas aplicagbes
terapéuticas e nao-terapéuticas estdo descritas adicionalmente, ‘por exem-
plo, nos documentos n® WO 97/25428, WO 97/01633 e WO 01/22987.

Nos métodos da invencéo para tratar um disturbio usando uma
fOrmulagéo aqui descrita;, a formulagdo de Apo2L/TRAIL pode ser adminis-
trada diretamente ao mamifero por qualquer técnica apropriada, incluindo
infusdo ou injegéo. A via de administracdo especifica dependera, por exem-
plo, do histérico médico do paciente, incluindo quaisquer efeitos colaterais
percebidos ou previstos, usando Apo2L/TRAIL, e do disturbio a ser corrigido.
Os exemplos de administragdo parenteral incluem administragédo subcuta-
nea, intramuscular, intravenosa, intra-arterial e intraperitoneal da composi-
cdo. As formulagbes sdo administradas, de preferéncia, como inje¢cdes ou

infusbes intravenosas (iv), subcutaneas (sc), intramusculares (im) repetidas,

‘infusées intracranianas ou como formulages de aerossois apropriadas para

distribuigdo intranasal ou intrapulmonar (para distribuigéo intrapulmonar, vi-
de, por exemplo, documento ne EP 257.956).

Assinala-se que a pressdo osmética de injegbes pode ser impor-
tante em inje¢ao subcutanea e intramuscular. As solugdes para injegao,
quando hipotdnicas ou hipertonicas, podem causar dor a um paciente depois
da infusdo. Usualmente, para as formulagdes terapéuticas injetaveis neste
caso, refere-se que a osmolaridade relativa da solugéo injetavel seja de cer-
ca de 300 mosm a cerca de 600 mosm.

Apo2L/TRAIL pode ser administrada também na forma de prepa-
ragdes com liberagdo prolongada. Os exemplos apropriados de preparacdes
com liberagdo prolongada incluem matrizes semipermeaveis de polimeros
sélidos hidrofébicos que contém a proteina, matrizes estas que estdo na
forma de artigos modelados, como por exemplo, filmes ou microcapsulas. Os
exemplos de matrizes com'liberagéo controlada incluem derivados de celu-
lose (por exemplo, carbdxi-metil-celulose), isobutirato de acetato de sacaro-

se (SABER®) em meios nao-aquosos, poliésteres, hidrogéis (por exemplo,
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poli(metacrilato de 2-hidréxi-etila) (Langer et al., J. Biomed. Mater. Res.
15:167-277 (1981); Langer, Chem. Tech. 12:98-105 (1982), ou poli(alcool
vinilico)), polilactideos (patente n® US 3.773.919, documento n? EP 58.481),
copolimeros de acido L-glutdmico e L-glutamato de gama-etila (Sidman et
al., Biopolymers 22:547-556 (1983)), copolimero de etileno e acetato de vini-
la ndo-degradavel (Langer et al., supra), copolimeros de acido latico e acido
glicdlico degradaveis, tal como o Deposito Lupron (microsferas injetaveis
constituidas de &cido latico e acido glicdlico, e acetato de leuprolida), e po-
li(acido D-(-)-3-hidréxi-butirico) (documento n® EP 133.988). Um método
opcionai para a distribuicdo de farmacos com atuagéo sistémica envolve a
administragdo por infusdo continua (usando, por exemplo, dispositivos com
liberacdo lenta ou minibombas tais como bombas osméticas ou emplastros
cutaneos), ou por inje¢do (usando, por exemplo, meios intravenosos ou sub-
cutaneos, incluindo administragdo maciga unica).

A composi¢do a ser usada na terapia deve ser formulada e do-
sada de uma maneira consistente com a boa pratica médica, levando em
conta a condigdo clinica do paciente individual, o local de distribuicdo da
composi¢cdo, 0 método de administragéo, a cronolog‘ia da administragao, e
outros fatores conhecidos pélos profissionais. As “quantidades eficazes” de
cada componente para os presentes propdsitos sdo, assim, determinadas
por essas consideragées e sdo quantidades que resultam em biodisponibili-
dade de Apo2L/TRAIL ou outros farmacos para o mamifero.

Como proposigéo genérica, a quantidade farmaceuticamente
eficaz total dos polipeptideos Apo2L/T RAIL, administrada, deve ficar na faixa
entre cerca de 1 mg/kg/dia e cerca de 20 mg/kg/dia, baseado no peso corpo-
ral em quilogramas do paciente, embora, como assinalado acima, isto deve
estar sujeito ao critério terapéutico.

Embora a injecdo seja preferida, um dispositivo de infusao tam-
bém pode ser empregado para infusdes continuas. Uma solucao intravenosa
em bolsa também pode ser empregada.

Contempla-se que mais terapias adicionais possam ser empre-

gadas nos métodos. Uma ou mais terapias adicionais podem incluir, porém
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sem imitacdes, administragdo de terapia de radiagao, citocinas, agentes ini-

_bidores do crescimento, agentes quimioterapicos, agentes citotoxicos, inibi-

dores de tirosina cinase, inibidores de ras farnesil transferase, inibidores de
angiogénese, e inibidores de cinases dependentes de ciclinas que sd0 co-
nhecidos nessas técnicas e definidos adicionalmente com particularidade na
Secdo | acima. Além disso, terapias baseadas em anticorpos terapéuticos
que assestam antigenos de tumores-alvo tais como RitUxan®_ ou Herceptin®,
bem como anticorpos anti-angiogénicos tais como anti-VEGF, ou anticorpos
que assestam receptores de Apo2L, tais como DR5 ou DR4.

A preparacgdo e os cronogramas de dosagem para agentes qui-
mioterapicos podem ser usados de acordo com as instrugdes dos fabrican-
tes ou como determinado empiricamente pelos versados nessas técnicas.
A p‘reparagéo e os cronogramas de dosagem para tais quimioterapias estao
descritos também em “Chemotherapy Service”, Editor M.C. Perry, Williams &

Wilkins, Baltimore, MD (1992).
Pode ser desejavel também administrar antlcorpos contra outros

“antigenos tais como anticorpos que se ligam a CD20, CD11a, CD18, CD40,
- ErbB2, EGFR, ErbB3, ErbB4, fator do crescimento endotelial vascular

(VEGF), ou outros membros da familia de TNFR (tais como DR4, DR5,
OPG, TNFRT1, TNFR2). Alternativamente, ou adicionalmente, dois ou mais
anticorpos que se ligam aos mesmos antigenos ou dois ou mais antigenos
diferentes aqui descritos podem ser co-administrados ao paciente. Em uma
modalidade, as formulacdes de Apo2L sdo co-administradas com um agente
inibidor de crescimento.

A formulagdo de Apo2L/TRAIL pode ser administrada concomi-
tantemente ou Seqﬁencialmente com esses outros agentés. Por éxemplo, a
formulagdo de Apo2L/TRAIL ou um agente quimioterapico pode ser adminis-
trado como um pré-tratamento (antes da administragcdo de qualquer um des-
ses agentes), tal como um pré-tratamento de células cancerosas que pode-
riam de outra forma ficar resistentes aos efeitos apoptéticos de

Apo2L/TRAIL.
A invengdo fornece também kits que incluem uma formulagao
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aqui descrita. Um kit tipico deve compreender um recipiente, de preferéncia
um frasco, para Apo2L/TRAIL em um ou mais excipientes descritos acima; e
instrugdes, tal como uma bula ou rétulo, orientando o usuario de como em-
pregar a formulagao de ApoZL/TRAIL. Ele deveria de preferéncia fornecer

uma formulacdo farmacéutica. De preferéncia, a formulagao farmacéutica é

- para tratar cancer ou uma condigéo relacionada ao sistema imunoldgico. Os

recipientes apropriados incluem, por exemplo, garrafas, frascos, seringas e

tubo_‘s»de ensaio. Os recipientes podem ser produzidos a partir de varios ma-

- teriais, tais como vidro ou plastico. O recipiente deve conter uma formulagéo

de ApoQL/TRAIL que é eficaz para diagnosticar ou tratar o disturbio e pode
ter um orificio de acesso estéril (por exemplo, o recipiente pode ser uma bol-
sa de solugéo intravenosa ou um frasco com uma tampa perfuravel por uma
agulha de injegdo hipodérmica). O rotulo sobre o recipiente ou associado
com ele indica que a formulacdo é usada para diagnosticar ou tratar o dis-
turbio de escolha. O artigo manufaturado pode compreender ainda um se-
gundo recipiente que compreende agua para |njegao uma solugao farma-
ceuticamente aceitavel, solugdo salina, solugdo de Ringer, ou solucao de
dextrose. Ele pbde incluir ainda outros materiais desejaveis de um ponto de
vista comercial ou do usuério, incluindo outros tampdes, diluentes, filtros,
agulhas seringas, e bulas com instrugdes para uso. '

Todas patentes, pedidos de patente, publlcagoes descngoes de
produtos, e protocolos s&o citados neste pedido de patente inteiro, cujos teo-
res s&o aqui incorporados como referéncia em sua totalidade.

Exemplos
Os exemplos que se seguem s&o oferecidos com propoésito me-

~ ramente ilustrativo, e ndo devem ser entendidos de forma alguma como limi-

tativos do escopo da presente invengdo. Os reagentes disponiveis no mer-
cado citados nos exemplos foram usados de acordo com as instrugdes do
fabricante, a menos qué diferentemente indicado. O fornecedor das células
identificadas nos exemplos que se seguem, e neste relatdrio descritivo intei-
ro, pelos nimeros de acesso da ATCC, é a American Type Culture Collecti-

on, Manassas, Virginia.
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Exemplo 1
Producdo de Apo2L/TRAIL em E. coli e Purificagédo por Multiplas Etapas

Cromatograficas (sem cristalizagao)

A. A proteina Apo2L/TRAIL, consistindo nos aminoacidos 114-
281 (vide Figura 1), foi expressada em E. coli sob o controle do promotor AP
(preparagdo e expressdo descritas no Exemplo 8 (Segéo A) do documento
n2 WO 01/00832, publicado em 4 de janeiro de 2001), e purificada a partir
dos lisados de células de E. coli por trés etapas cromatograficas que consis-
tem em cromatdgraﬁa de troca catiénica, com hidroxiapatita e de interagéo

" hidrofébica (documento n® WO 01/00832, Exemplo 8, Secéo C). Na terceira |

separagdo cromatografica, a proteina Apo2L/TRAIL foi eluida em sulfato de
sédio 600 mM ou sulfato de aménio 400 mM, Tris 50 mM, pH 7,5.

B. Outro método para purificagcao de Apo2L/TRAIL consistiu em
quatro etapas de cromatografia de duas etapas de ultrafiitragao/diafiltragao
(UFDF). O caldo celular integral obtido a partir do processo de produgéo de

E. coli foi homogeneizado para abrir as células de E. coli e liberar

Apo2L/TRAIL solivel mantida dentro do citoplasma. Os detritos celulares
sélidos foram entdo removidos por centrifugagao.

O isolamento primario foi realizédo por ligagdo e gradiente de
eluicdo em uma coluna de troca catiénica (CEX) (coluna de SP-Sepharose
Fast Flow). O eluido foi entdo transferido para uma coluna de cromatografia
com hidroxiapatita (HA), € em seguida, cromatografia por interacao hidrofé-
bica (Phenyl-Sepharose). Depois de uma etapa de ultrafiltragao/diafiltracao
(UFDF), a mistura foi carregada em ma coluna de CM-Sepharose, e a prote-
ina eluida foi concentrada por uma etapa final de UFDF. |
Exemplo 2
Cristalizagao de Ap02L/TRAIL como um Método de Recuperagédo e Purifica-
¢ao Depois de Purificagdo em Uma Coluna

A propensdo de cristalizagdo de Apo2L/TRAIL em solugbes de
sulfato de sodio foi usada como um meio para purificar a proteina
Apo2L/TRAIL a partir de extratos de E. coli. O protocolo que se segue foi
empregado para a recuperagdo e purificagdo de Apos2L/TRAIL recombinan-
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te sem efeito adverso sobre a qualidade da proteina.

O caldo celular integral colhido, derivado de E. coli (descrito no
Exemplo 1) teve seu pH ajustado para pH 7,5 com HEPES 1,5 M (ou Tris 1,5
M) e depois homogeneizado em um homogenei.zador (Gaulin Corporation,
Everett, MA) a 44,82 MPa (6.500 psi). O homogeneizado foi diluido até 1

~ com DTT 5 mM em é&gua purificada. Depois que a solugéo atinge a tempera-

tura ambiente, 5% de polietilenoimina (PEI) sdo adicionados para dar uma
concentra¢ao final de 0,1%, e a solugao foi floculada por 1-2 horas. O mate-
rial floculado foi centrifugado com uma centrifuga com alimentagéo continua
BTPX20 (Alfa Laval Separation AB, Suécia) e clarificado por filtragéo profun-
da. O lisado (extrato) celular clarificado foi condicionado com Triton X-100 -
até uma concentragao final de 0,05%. O lisado celular clarificado condicio-
nado foi entdo carregado em uma coluna de troca catibnica (resina de troca
catiénica SP-Sepharose FF, Amersham Pharmacia, Suécia) equilibrada em
Hepes 50 mM (ou Tris 50 mM)/0,05% de Triton X-100/DTT 1 mM, pH 7,5.
A Apo2L/TRAIL se ligou a coluna, enquanto que as proteinas nao ligadas
escoaram através da coluna e foram removidas lavando com tampéao de e-
quilibrio até que a absorvancia a 280 nm atingisse o referencial. A coluna foi
entdo lavada com 3 volumes da coluna de NaCl 0,1 M em tampé&o de equili-
brio. A Apo2L/TRAIL foi eluida em etapas usando NaCl 0,1 M (ou NazSO4
0,1 M) em Hepes, TRis e trietanol-amina, todos 50 mM, 0,05% de tampao de
Triton X-100 e DTT 1 mM, pH 7,8. |

O pool de Apo2U/T HAIL a temperatura ambiente coletado da
coluna SP foi colocado em um taane de aco inoxidavel com uma camisa
isolada para aquecimento e resfriamento. O tanque foi equipado com um
fundo cénico e uma valvula de descarga no fundo para recuperagdo maxima
da proteina cristalizada. O pool foi agitado usando uma hélice do tipo naval
sob condi¢cdes de misturagio leves. Usou-se um controle para descender a
temperatura de aproximadamente 25°C até aproximadamente 4°C durante 0
curso de uma hora. A cristalizacdo espontanea foi observada dentro de mi-
nutos depois que o pool atingiu 4°C. Depois de mais de 12 horas sob estas

condigdes, a cristalizacdo se completou a medida que a solubilidade em e-
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quilibrio estivesse quase estabelecida. Os cristais foram entdo capturados
em um conjunto de filtracdo contendo de uma frita de polipropileno de 20
um. Depois da deposicédo dos cristais sobre a superficie do filtro, os cristais
foram lavados com Tris 20-50 mM gelado em pH 7,5. Um volume igual do
tampdo de lavagem em comparagdo com o volume do pool de Apo2L/TRAIL
SP foi entdo usado para remover o licor-mde (sobrenadante) residual dos
cristais depositados. Depois da lavagem, os cristais foram dissolvidos em
sulfato de sédio 100 mM/Tris 20 mM em pH 7,5 recirculando o tampao de

dissolugdo através do leito de cristais a aproximadamente 30°C. A dissolu-

' ¢do dos cristais foi observada dentro. de aproximadamente 4 horas.

ApoZL/TRAIL purificada dissolvida foi entdo filtrada de forma estéril para

dentro de um recipiente e estocada congelada a -70°C.
A pureza das preparagdes de Apo2L/TRAIL foi determinada pe-

los énsaios ELISA de proteina total (ECP) em E. coli, ensaio de Lisado do
Amebécito Limulo (LAL), e coloragdo prata SDS-PAGE. ECP ELISA foi reali-
zado imobilizando anticorpos anti-ECP integral caprino purificado por afini-
dade sobre pocos de placas de microtitulagdo, incubando as amostras e de-

- pois com ECPs conjugados com peroxidase de rabano. A atividade enzima-

tica da peroxidase foi entdo quantificada com o-fenilenodiamina lenda a ab-
sorvancia a 490 nm em uma leitora de placas de microtitulagao. O nivel de
endotoxinas foi determinado usando o ensaio de lise de coagulo do amebo-
cito limulo. A coloragéo prata com SDS-PAGE foi realizada em um gel de
poliacrilamida com gradiente de 10 a 20% (Daiichi Pure Chemicals) em tam-
pao de Tris-glicina, contendo 0,1% de SDS. A eletroforese foi conduzida em

* uma corrente constante de 50 mA até que o corante atingisse a proximidade

do fundo do gel. Os géis foram fixados e corados por métodos com Azul Bri-

lhante de Coomassie ou coloragéo prata de Merrill.
A qualidade da proteina foi avaliada por SEC, SDS-SEC, IEX, e

a bioatividade, de acordo com os métodos descritos no Exemplo 1.
A pureza e a qualidade de Apo2L/TRAIL recuperada usando o

método de cristaliza¢cdo acima em uma escala de fermentagéo de 60 L estédo

indicadas na Tabela 1. Para comparagao, um padréo referencial purificado
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por um método de trés etapas cromatograficas, como descrito no Exemplo 1,

também esta indicado.

Tabela 1

Preparagdo de | Pureza da Proteina Qualidade da Proteina

Apo2L/TRAIL ECP LAL SDS-PAGE | % de| % de | Bioativi- % de |EX
(ppm) (EV/ : trimero | monéme- | dade, % | pico prin-

mg) por ro por | do contfo- cipal
SEC SEC le (+ 20%)

Apo2L/TRAIL 10 0,034 | Nenhuma 99,0 99,0 126 63

purificada  por banda em |

cristalizacéo 10 kDa

Material  refe- | 0,82 0,023 | Banda em | 98,9 98,9 86 61

rencial purifica- ~10 kDa

do por croma-

tografia-padrdo

Como indicado na Tabela 1, a préparagéo de Apo2L/TRAIL em
uma escala de fabricacéo teve um alto grau de pureza apropriado para uso
terapéutico. Os dados indicam que a proteina ApoZL/TRAIL purificada na
etapa de “uma coluna” é suécetivel a cristalizacdao e tem uma pureza compa-
ravel ou melhor do que a proteina Apo2/TRAIL purificada pelo método de
purificagdo em trés colunas, descrito no Exemplo 1. A Figura 3 ilustra o efei-
to do tipo de sal sobre a cristalizagao de uma Apo2L/TRAIL purificada na
etapa de uma coluna. O “envenenamento” da cristalizagao por cations biva-
lentes foi observado no caso de Apo2L/TRAIL parcialmente purificada (Figu-
ra 3). | |
As propriedades bioquimicas de Apo2L/TRAIL também nao fo-
ram afetadas adversamente pela cristalizagdo de Apo2L/TRAIL parcialmente
purificada (vide Tabela 1). Os dados sugerem que a cristalizagéo de
Apo2L/TRAIL expressada recombinante, quando em um estado parcialmen-
te purificado, pode ser um meio eficaz, eficiente e econdmico para sua purifi-
cacao. Opcionalmente, tais cristais podem ser entdo usados para a prepara-

cdo de granel seco para estocagem ou formulagbes com liberagao controlada.




10

15

20

25

30

55

Exemplo 3
Método para Recuperagéo e Purificagdo de Apo2L/TRAIL Usando Cristaliza-

cdo que Inclui uma Segunda Etapa Cromatografica depois da Cristalizagao
(Purificagdo em Duas Colunas) _

O caldo celular integral colhido a partir de E. coli (descrito no
Exemplo 1) teve seu pH ajustado para pH 7,5 com Hepes 1,5 M (ou Tris 1,5
M). Adicionou-se DTT até 5 mM para impedir a formag&o de ligagoes dissul-
feto entre os mondmeros nio ligados de forma covalente. Duas passagens

em um homogeneizador (Gaulin Corporation, Everett, MA) a 44,82 MPa

~ (6.500 psi) romperam as células de E. coli. O lisado foi entéo diluido até 1

com DTT 5 mM em é&gua purificada. Depois que a solugdo atingiu a tempera-
tura ambiente, 5% de PEI foram adicionados para dar uma concentragdo
final de 0,2% de PEI. A PEI causou a floculégéo dos solidos celulares, e 0
material foi misturado por pelo menos 30 min antes de centrifugar, para per-

mitir a floculacdo completa. Depois da centrifugagéo, o lisado clarificado foi

filtrado usando um filtro profundo Cuno Maximizer 30/60SP (Cuno Incorpora-

ted, Meriden, CT). Antes de carregar o lisado clarificado em uma coluna de
SP Sepharose, o pH foi ajustado para 7,5 usando Hepes Na 1 M, e a condu-
tividade foi ajustada para abaixo de 9,5 mS/cm usando DTT 5 mM em agua.
| Da mesma forma que no método de purificagdo do Exemplo 2,a
resina SP-Sepharose, uma resina de troca cationica forte, foi escolhida para
a etapa de captura primaria. A matriz de agarose reticulada com grupo nega-
tivamente carregados se ligou a Apo2L/TRAIL, enquanto que a maior parte
das impurezas e variantes de Apo2L/TRAIL atravessaram a coluna. As se-
guintes condigdes do tampé&o foram usadas: NaCl 200 mM, HEPES 50 mM,
0,05% de Triton X-100, DTT 1 mM, pH 7,5. |
A cristalizacdo do pool de eluicdo de SP foi conseguida com
uma rampa de temperatura controlada de 22°C até 4°C durante um intervalo
de 4 horas. O pool de eluigdo de SP foi filtrado de forma estéril e transferido

para um tanque com temperatura controlada sob boa agitagao. Foi importan-

_te assegurar que o tanque e a solugdo de proteina estivessem isentos de

quaisquer particulados antes da cristalizagdo. Quando o pool de eluigao SP
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resfriou, os cristais se formaram espontaneamente com um comprimento
médio da corda de 44 um, determinado pela tecnologia de Medicao de Re-
fletancia com Feixe Focalizado de Lasantec. A morfologia dos cristais era de
faces hexagonais com metade da profundidade do maior comprimento da

corda. Depois de reter o pool por aproximadamente uma a duas horas a 4°C,

~ para permitir que a taxa de crescimento dos cristais desacelere, 50% de

PEG 3350 foram adicionados para dar uma concentracao final de 5% de
PEG 3350. A adicdo de PEG 3350 (um anti-solvente) baixou a solubilidade
de Apo2L/TRAIL, e promoveu mais crescimento dos cristais.

Os cristais formados foram entdo removidos por filtragéo, em
batelada ou continuamente. Em ambos os casos, o licor-mée foi removido, e |
os cristais foram lavados para remover as impurezas e o solvente residual.
A filtracdo foi realizada a 2-8°C. A lama de cristais foi transferida para um
filtro do tipo Buichner ou Nutsche, contendo um filtro com malha de ago sinte-
rizado, polipropileno sinterizado ou ago de 5-20 um sifonando ou pressuri-
zando o tanque que contém a lama de cristais. Os cristais foram entao ras-
pados manualbmente do filtro, ou dissolvidos em um sistema de tampao para
a proxima etapa de punflcagao

Antes de carregar em uma coluna de CM Sepharose, 0s cristais
foram dissolvidos em succinato de arginina 0,5 M/TRIS 20 mM, pH 7,2. An-
tes de carregar em uma coluna de Phenyl-Sepharose, 0s cristais foram dis-
solvidos em Na,SO4 0,6 mMM/TRIS 50 mM, pH 7.5.

A etapa de cromatografié depois da cristalizagdo serviu para re-
mover o PEG e os componentes do tamp&o do pool de proteina cristalina, e
para proporcionar uma remogao pelo menos moderada de ECPs, endotoxi-
nas, dimeros e agregados.

Em um conjunto de experimentos, uma coluna de CM-
Sepharose para ligar e eluir foi usada nesta etapa. Antes de carregar esta
coluna, os cristais de Apo2L/TRAIL foram dissolvidos na formulagao do tam-
pao, succinato de arginina 0,5 M/TRIS 20 mM, pH 7,2, e o pool dissolvido foi
diluido 5 vezes com TRIS 20 mM. O pool de cristais dissolvidos foi carrega-
do na coluna e eluido com NaCl 125 mM/TRIS 50 mM/DTT 1 mM, pH 7,5. A
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operacgdo da coluna foi repetida varias vezes para apresentar recuperagao
(85-95%) e pureza consistentes.

Em outro conjunto de experimentos, foi usada uma coluna “flow-
through’, Phenyl-Sepharose HIC. Neste caso, os cristais foram dissolvidos
em Na,SO. 0,6 M/TRIS 50 mM/DTT 1 mM, pH 7,5. A solubilidade de
Apo2L/TRAIL era muito alta nesta solug@o por causa da alta concentra¢ao
de sais. Trés corridas tiveram consistentemente rendimentos de 98% e os
cromatogramas foram quase idénticos. O nivel de pureza foi alto, como ob-
servado usando a coluna de CM-Sepharose para ligar e eluir. |

Exemplo 4
Selecéo das Condicdes de Cristalizacao

O pool de eluicdo em SP-Sepharose da primeira etapa de purifi-

cacdo cromatogréfica, descrito no Exemplo 3, foi resfriado para produzir cris-

tais e depois aquecido para dissolver os cristais multiplas vezes. ‘
Um analisador de tamanho em tempo real (Medigdo de Refie-
tancia com Feixe focalizado Lasentec — FBRM) foi usado para monitorar o
comprimento da corda dos cristais e a distribuicao durante o processo de
cristalizacdo inteiro. No método de FBRM, um laser é girado rapidamente em
um trajeto circular. A medida que o laser passa sobre o cristal, o feixe de luz
é refletido por uma certa duragdo que é multiplicada pela velocidade do laser
rotativo para dar um “comprimento de corda”.
Efeito da Taxa de Resfriamento da Temperatura
O FBRM foi usado para monitorar o perfil do crescimento dos

cristais em fungdo da taxa de resfriamento da temperatura. A taxa de resfri-
amento afeta o tempo necessario para a cristalizagéo e a distribuicao final do
tamanho. Uma taxa de resfriamento lenta supersatura a solugéo lentamente
e a nucleacdo e o crescimento dos cristais desaceleram. Um resfriamento
rapido induz alta supersaturagéo, e se formam muitos cristais pequenos.
Uma declinio de temperatura linear de 22°C até 2°C durante va-
rios periodos de tempo foi investigado. Os resultados das distribuicbes dos
cristais no equilibrio durante periodos de resfriamento de 1, 4,8 e 24 horas

estdo ilustrados na Figura 1 e indicados na Tabela 2.
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Tabela 2
Tempo de Res-|Tamanho Médio | N®de Particulas Solubilidade
friamento (hora) | (um) (1-32 um) /L)
1 38 + 20 810 0,81
4 43 + 22 560 0,74
8 39 + 18 550 1,0
24 44 + 22 500 0,82
Uma taxa de resfriamento de 4 horas proporcionou resultados
aceitaveis. '

Efeito da Agitacdo sobre o Tamanho dos Cristais
Aproximadamente 0,4 L do tampéo de eluigao SP foi cristalizado

em trés velocidades de agitacdo. Os estudos com trés velocidades foram o

minimo necessario para colocar em suspensdo a maioria dos cristais (100
rpm), a velocidade maxima de agitagéo antés de arrastes de bolhas de ar
(250 rmp), e uma velocidade de agitacéo no meio (175 rpm). Descobriu-se
que a cristalizag@o era mais rapida com a velocidade de agitagdo mais alta
(250 rpm). A distribuigdo dos tamanhos dos cristais era muito similar nos
experimento operados a 175 rpm e 250 rpm, e ndo houve diferenga percep-
tivel nas imagens microscopicas. 100 rpm n&o proporcionaram agitacao sufi-
ciente para colocar completamente em suspensao todas as particulas. Alem
disso, alguma agrega(:éo dos cristais foi observada. Em todos os casos, a
hélice ficou perto da superficie do ar, e foi facil arrastar ar para dentro. Em
aplicagbes em grande escala, esta geometria poderia mudar, e velocidades |
de agitagdo mais altas podem ser usadas sem danificar a proteina pela ex-
posicado a interface ar/liquido.

Estudos com Anti-solventes

Os anti-solventes usados no processo de cristalizagcdo melhoram
a eficiéncia da cristalizacdo por baixar a solubilidade da proteina. Como
qualquer proteina remanescente na solugao é perdida durante a filtragao, é
importante levar a solubilidade para um valor tao baixo quanto possivel du-

rante a reacao de cristalizacao.
Os anti-solventes foram triados enchendo seringas de 5 mL com
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cristais de Apo2L/TRAIL ou pool de eluigdo SP, e depois adicionando uma
quantidade apropriado do anti-solvente. As amostras foram agitadas lenta-
mente durante um periodo de duas semanas a temperatura ambiente e a 2-
8°C. Amostras de 1 mL foram entdo passadas através de um filtro de 0,22

um para remover todos os cristais da proteina e depois operadas em uma

HPLC IEX para determinar a concentragao de Apo2L/TRAIL na solucéo.

Polietilenoglicol (PEG) com pesos moleculares de 400, 3.350 e
10.000 Da (PEG 440, PEG 3350 e PEG 10000, respectivamente) foi testado
como anti-solvente. Os cristais de Apo2L/TRAIL foram dissolvidos no tam-
péo de eluicdo SP (NaCl 200 mM. HEPES 50 mM, 0,05% de Triton X-100,
DTT 1 mM, pH 7,5) e adicionou-se o PEG. As misturas foram agitadas por 5
dias em uma temperatura de 2-8°C. Os resultados ilustrados na Figura 5
indicam que PEG 3350 e PEG 10000 sao melhores do que PEG 400, e qua-
se idénticos em termos de melhora do rendimento. A adigdo de 5% de PEG
3350 melhorou o rendimento tedrico de cérca de 85% para cerca de 96% em
relagdo & cristalizagdo sem a adigao de PEG ou qualquer outro anti-solvente.

A seguir, o efeito de etanol e alcool isopropilico sobre a solubili-
dade de Apo2L/TRAIL foi exéminado. Ambos demonstraram proporcionar
aumentos significativos do rendimento com concentragdes entre 5% e 10%.
A solubilidade de Apo_2L/TRAIL no equilibrio ao usar esses solventes foi a-
proximadamente equivalente aquela com PEG.

Outros anti-solventes organicos usados comumente, a saber, 2-
metil-2,4-pentanodiol (MPD), etilenoglicol, e dioxano, também foram testa-

dos, mas proporcionaram pouco ou nenhum beneficio em termos de redugao

~ da solubilidade de Apo2L/TRAIL.

Baseado nestes estudos, determinou-se que bons resultados de
cristalizacdo e rendimentos podem ser atingidos resfriando o pool de eluigdo
SP com um declinio linear da temperatura entre 22°C e 4°C, usando um pe-

riodo de resfriamento de 4 horas, e PEG 3350 como anti-solvente.
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Exemplo 5
Processo de Purificagdo em Duas Colunas Usando Anti-solvente na Etapa

de Cristalizagao

Apo2L/TRAIL foi purificada essenciaimente como descrito no
Exemplo 3, mas adicionando 5% de PEG 3350 durante a cristalizagéao.
Depois da cristalizagdo, o material foi dividido em 6 colegcdes (pools). Trés
pools foram operados em uma coluna de CM-Sepharose, e 3 pools foram
operados em uma coluna de Phenyl-Sepharose. Os resultados de rendimen-

to e pureza estdo indicados na Tabela 4 abaixo.

Tabela 4
Etapa Rendimen- | ECP LAL

to da Etapa | (ppm) (EU/mg)
Homogeneizagdo 1,6 x10°| 85,3
Coluna de SP-Sepharose 89% 172,90 1,9
Cristalizag8o | 96% 9,1 1,9
Coluna de CM-Sepharose (Opgéo n® 1) 86% 1,3 1,02
Coluna de Phenyl-Sepharose (Opgéo n° 2) 98% | <0,35 0,23

A presente invengdo ndo esta limitada em escopo pelas modali-
dades especificas aqui descritas. Na realidade, varias modificagdes da in-
vencdo além daquélas aqui descritas ficardo evidentes para 0s versados
nessas técnicas a partir da descrigdo precedente e das figuras que a acom-

panham. Pretende-se que tais modificagoes caiam dentro do escopo das

reivindicagdes apensadas.
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Listagem de Seqléncia

<110>

<120>
<130>

<140>
<14i>

<150>.

<151>
<160>
<170>
<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

GENENTECH, INC.
FLORES, HEATHER

LIN, TANYA P.
MATTHEWS, TIMOTHY C.
PAT, ROGER

SHAHROKH, ZAHRA

Formulagdes do Ligante APO-2/TRAIL
39766-0174P2 PLT

2CT/us2006,/0181327
2006-05-10

LS 11/136,842
2005-05-24

2 _
FastSEQ para Windows verséo 4.0

1

281

PRT

Homo Safpiens

1

Met Ala Met Met Glu val Gln Gly Gly Pro

1

S 10

val Leu Ile val 1le pPhe Thr val Leu teu

20 25

val Thr Tyr val Tyr phe Thr Asn Glu Leu

35 40

Tyr Ser Lys Ser Gly Ile Ala Cys Phe Leu

50

Trp Asp Pro Asn Asp Glu Glu Ser Met Asn

65

Lys Trp GIn Leu Arg GIn teu val Arg Lys

85 90

Glu Glu Thr 1le ser Thr val Gln Glu LyS

100 105

Leu val Arg Glu Arg Gly Pro Glin Arg val

Thr Arg

115 120
Gly Arg Ser Asn Thr Leu Ser Ser

130 135

Lys
145

Ala Leu Gly Arg Lys Ile Asn Ser Trp

150

His Ser Phe Leu Ser Asn Leu His Leu Arg

165 170

His Glu Lys Gly Phe Tyr Tyr Ile Tyr Ser

180 185

6ln Glu Glu Ile Lys Glu Asn Thr Lys Asn

195 200

Tyr Ile Tyr tys Tyr Thr Ser Tyr Pro Asp
210 215 '
ser Ala Arg Asn Ser Cys Trp Ser Lys AsD

225

230

ser Ile Tvr Gin Gly C]y Ile phe Glu Leu

245 250

phe val Ser val Thr asn Glu His Leu Ile

ser
GlIn
Lys
Lys
Ser
75

Met
GIn
Ala
pPro
Glu
155
Asn
6ln
ASp
Pro
Ala
235
Lys

ASp

Leu
Ser
Gin
g
Pro
Ile
Gln
Ala
Asn
140
ser
Gly
Thr
Lys
Ile
Glv
Glu

Met

Gly
Leu
Met
45

ASp
Cys
Leu
Asn
His
125
Ser
ser
Glu
Tyr
Gln
205
Leu
Tyr
ASD

ASp

GIn
cys
Gln
ASp
Trp
Arg
ile
110
Ile
Lys
Arg
Leu
Phe
190
Met
Leu
Gly
AsSp

His

Thr
val
AsSp
ser
Glin
Thr
95

Ser
Th
Asn
ser
val
175
Arg
val
vet
Leu
Arg

255
Glu

cys
Ala
Lys
Tyr
val
80
Ser
Pro
Gly
Glu
Gly
160
Ile
Phe
Gln
Lys
Tyr
240
Ile

Ala
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Ser phe pPhe Gly Ala Phe Leu val
275 280

<210> 2

<211> 1042
<212> DNA
<213> Homo

<220>
<221>
<222> 447
<223>

<400> 2

tttcctcact
gacttacagc
agcctgggac
gtggctgtaa
aaaagtggca
gagagtatga
atgattttga
tcteccctag
ggaagaagca
ataaactcct
aatggtgaac
cgatttcagg

. tacaaataca

tggtctaaag
aaggaaaatg
gaagccagtt
acctcaaagt
gaccaaaaca

Sapiens

n=TouG

gactataaaa
agtcagactc
agacctgegt
cttacgtgta
ttgcttgttt
acagcccctg
gaacctctga
tgagagaaag
acacattgtc

gggaatcatc.

zggtcatcca
aggaaataaa
caagttatcc
atgcagaata
acagaatttt
ttttcgggge
gactattcag
aacaaacaga

caracteristica_misc

gaatagagaa
tgacaggatc
gctgatcgtg
ctttaccaac
cttaaaagaa
ctggcaagtc
ggaaaccatt
aggtccncag
ttctccaaac
aaggagtggg .
tgaaaaaggg
agaaaacaca
tgaccctata
tggactctat
tgttrctgta
ctttttagtt
ttttcaggat
aa

62

265
Gly

ggaagggett
atggctatga
atcttcacag
gagctgaagc
gatgacagtt
aagtggcaac
tctacagttce
agagtagcag
tccaagaatg
cattcattec
ttttactaca
aagaacgaca
ttgttgatga
tccatctatc
acaaatgagc
ggctaactga
gatacactat

270

cagtgaccgg
tggaggtcca
tgctcctgea
agatgcagga
attgggaccc
tcegtcaget
aagaaaagcea
ctcacataac
aaaaggctct
tgagcaactt
tctattcececa
aacaaatggt
aaagtgctag
aagggggaat
acttgataga
cctggaaaga
gaagatgttt

ctgectgget
ggggggaccc
gtctctetgt
caagtactce
caatgacgaa
cgttagaaag
acaaaatatt
tgggaccaga
gggccgcaaa

gcacttgagg.

aacatacttt
ccaatatatt
aaatagttgt
atttgagctt
catggaccat
aaaagcaata
caaaaaatct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1042
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REIVINDICAGOES
1. Método. para recuperar Apo2L/TRAIL a partir de uma mistura,
compreendendo
(a) carregar a mistura em uma coluna de troca catibnica;
(b) lavar a coluna de troca catiénica com um tampao equilibra-

dor, com o que os componentes ndo-ligados presentes na mistura séo re-

movidos;

(c) eluir Apo2L/TRAIL ligada a coluna de troca cationica com um
tampao de eluigao;,

(d) gradualmente, resfriar o eluido até uma temperatura de cerca
de 2 a 4°C, como o que a Apo2L/TRAIL é precipitada espontaneamente em
uma forma cristalina, para produzir uma mistura de licor-mée e cristais de
ApQZL/T RAIL, e | _

(e) recuperar Apo2L/TRAIL a partir da mistura obtida na etapa
(d) com uma pureza de pelo menos cerca de 99%.

, 2. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, em que a mistura
carregada na coluna de troca catiénica é um meio de cultura ou lisado celu-
lar de células produtoras de Apo2L/TRAIL.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 2, em que a dita mié—
tura € o lisado celular de células hospedeiras de E. coli produtoras de
Apo2U/TRAIL. ,

4. Método, de acordo Com a reivindicagao 3, em que 0 dito lisado
é clarificado antes de carregar na coluna de troca catibnica.

5. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, em que o eluido
obtido na etapa (c) é submetido a etapa de cristalizagédo (d) sem purificagao
adicional.

6. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, em que a coluna de
troca catiénica é uma coluna de SP-Sepharose.

7. Método, de acordo com a reivindicagdo 6, em que o pH da
mistura carregada na dita coluna é 7,5 ou é ajustado para cerca de7,5.

8. Método, de acordo com a reivindicagao 6, em que a eluicao

de Apo2L/TRAIL é realizada em um tampdo de eluicao que compreende
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NaCl 100-200 mM ou Na,SO4 em um tampao, ajustandb o pH para 7,5-7,8.

9. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, em que, na etapa
(d), o eluido é resfriado de uma temperatura de cerca de 15 a 30°C até uma
temperatura de cerca de 2 a 8°C em cerca de uma a 60 horas.

10. Método, de acordo com a reivindicagdo 9, em que, na etapa
(d), o eluido é resfriado até uma temperatura de cerca de 2 a 8°C em cerca
de uma a 8 horas.

11. Método, de acordo com a reivindicacdo 9, em que, na etapa
(d), o eluido é resfriado até uma temperatura de cerca de 2 a 8°C em cerca
de uma hora.

12. Método, de acordo com a reivindicacdo 11, em que, na etapa
(d), o eluido é resfriado até uma temperatura de cerca de 4°C em cerca de
uma hora.

13. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, em que o pH do
eluido é 7,0-8,0 ou é ajustado para 7,0-8,0 antes da cristalizagao.

| 14. Método, de acordo com a reivindicagao 13, em que o pH do

eluido é 7,3 ou é ajustado para 7,3 antes da cristalizagao.

15. Método, de acordo com a reivindicagdo 13, em que o pH do

- eluido € 7,5-8,0 ou é ajustadb para 7,5-8,0 antes da cristalizacao.

16. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, em que, na etapa
(d), a temperatura de cerca de 2 a 4°C é mantida até que a solubilizagado em
equilibrio seja atingida ou quase atingida.

17. Método, de acordo com a reivindicagdo 16, em que, na etapa
(d), a solubilidade de Apo2L/TRAIL 'é diminuida pela adicdo de um anti-
solvente. |

18. Método, de acordo com a reivindicagdo 17, em que o dito
anti-solvente é selecionado no grupo que consiste em um polietilenoglicol
(PEG), MPD, etanol, isopropanol, e dioxano.

19. Método, de acordo com a reivindicagdo 18, em que 0 peso
molecular do PEG é entre cerca de 400 e cerca de 10.000 daltons.

20. Método, de acordo com a reivindicagao 19, em que 0 peso
molecular do PEG é 400, 3.350 ou 10.000 daltons.
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21. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, em que, na etapa
(e), Apo2L/TRAIL é recuperada na forma de cristais separados do licor-mae
por filtragdo ou centrifugagdo ou uma combinagéo delas.

22. Método, de acordo com a. reivindicégéo 21, em que o pH do
licor-mae é ajustado para cerca de 8,0 antes da filtragdo, para diminuir a so-

lubilidade.

23. Método, de acordo com a reivindicagao 1, compreendendo
ainda as etapas de dissolver os cristais de Apo2L/TRAIL obtidos na etapa (d)
e submeter a solugdo obtida a uma segunda etapa de purificagao cromato-
gréfica.

24. Método, de acordo com a reivindicagdo 23, em que a dita

segunda etapa de purificagdo cromatografica € um cromatografia de intera-

- ¢ao hidrofdbica.

25. Método, de acordo com a reivindicagao 24, em que a croma-

tografia de interagdo hidrofébica é realizada em uma coluna de Fenil-

Sepharose.

26. Método, de acordo com a reivindicacdo 23, em que a dita
segunda etapa de purificagdo cromatografica € uma cromatografia de troca
catidnica. ‘

27. Método, de acordo com a .reivindicagéo 26, em que a dita

cromatografia de troca cationica é realizada em uma coluna de de CM-

Sepharose o SP-Sepharose.
28. Método, de acordo com a reivindicagdo 23, em que

Apo2L/TRAIL é recuperada e formulada depois da dita segunda etapa de
purificagdo cromatografica por ultrafiltragéo/diafiltragao.

29. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, em que a dita pu-
reza é de pelo menos cerca de 99,5%. ,

30. Método, de acordo com a reivindicagé@o 1, em que a dita pu-

reza é de pelo menos cerca de 99,9%.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "FORMULACOES DO LIGANTE APO-2/TRAIL".
A presente invengdo refere-se geralmente a purificagédo de

Apo2L/TRAIL, envolvendo cristalizagao.
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