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“PROTEINAS DE FUSAO RAGE, FORMULAGOES E METODOS DE USO-DOS
MESMOS”

Referéncia cruzada para os pedidos relacionados ‘

O presente pedido reivindica prioridade sobre 35 U.S.C. §119 (e) a partir do Pedido
de Patente Seriado Provisério dos EUA No. 60/798.455, depositado em 05 de Maio de 2006.
A revelaggo do Pedido de Patente Provisério dos EUA 60/798.455 ¢ aqui incorporada por
referéncia em sua totalidade.

Campo da invencéo

A presente invengdo relaciona-se & regulagéo do Receptor para Endoprodutos Gli-
cosilados Avangados (RAGE). Mais particularmente, a presente invengéo descreve protei-
nas de fusdo compreendendo um polipeptideo RAGE, métodos de produgéo de tais protei-
nas de fuséo, e formulagbes de tais proteinas de fuséo, e o uso de tais proteinas de fuséo
RAGE para tratamento de disturbios baseados em RAGE.

Antecedente |

Aincubagso de proteinas ou lipideos com agucares aldose resulta em glicagdo ndo
enzimética e oxidagdo de grupos amino nas proteinas para formar adutos Amadori. Ao longo
do tempo, os adutos passam por rearranjos adicionalis, desidratagbes, € ligagéo. cruzada
com outras proteinas para formar complexos conhecidos como Glicagéo Avangada de Pro-
dutos Finais (AGEs). Fatores que promovem a formagéo de AGEs incluem atraso na reno-
vagdo de proteina (por exemplo como em amiloidoses), acimulo de macromoléculas tendo
alto contetido de lisina, e altos niveis de glicose sanguinea (por exemplo, como na diabete)
(Hori e colaboradores, J. Biol. Chem. 270:25752-761, (1995)). AGEs tém sido implicados em
uma variedade de distarbios incluindo complicagdes associadas com diabetes e envelheci-
mento normal. ,

AGEs demonstram ligagéo especifnca e saturével a receptores de superﬂme celular
em mondcitos, macréfagos, células endoteliais da microvasculatura, células do musculo liso,
células mesangiais, e neurdnios. O dommlo extracelular Receptor para Endoprodutos Gli-
cosilados Avangados (RAGE) é um membro da familia de supergenes de imunoglobulinas
de moléculas. O dominio extracelular (N-terminal) de RAGE inclui trés regides do tipo imu-
noglobulina: um dominio tipo V (varidvel) seguido por dois dominios do tipo C (constante)
(Neeper e colaboradores, J. Biol. Chem., 267:14998-15004 (1992); Schmidt e colaboradores
, Circ. (Suplem.) 96#194 (1997)). Um Gnico dominio transmembranar e uma curta e altamen-
te carregada cauda citosélica segue o dominio extracelular. O dominio extracelular N-
terminal pode ser isolado por protedlise de RAGE ou por abordagens de biologia molecular
para gerar RAGE soltvel (RAGEs) compreendido de dominios VeC.

RAGE & expresso em mdltiplos tipos de célula, incluindo leucécitos, neurdnios, cé-
lulas da microglia e endotélio vascular (por exemplo, Hori e colaboradores, J. Biol. Chem.,
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envelhecidos (Schleicher e colaboradores, J. Clin. Invest., 99 (3): 457-468 (1997)), e na reti-
na, vasculatura e rins diabéticos (Schmidt e colaboradores, Nature Med., 1:1002-1004
(1995)).

Em adigéo aos AGEs, outros compostos podem se ligar & RA_GE e modula-la. RA-
GE se liga a ligantes estruturalmente diversos e de multiplas funcionalidades, incluindo beta
amiléide (Ap), soro amildide A (SAA), produtos da Glicagdo Final Avangada (AGEs), $100
(um membro pré-inflamatorio da familia da Calgranulina), carboximetil fisina (CML), anfoteri-
cina e CD11b/CD18 (Bucciarelli e colaboradores, Cell. Mol. Life Sci., 59:1117-128 (2002);
Chavakis e colaboradores, Microbes Infect., 6:1219-1225 (2004). Kokkola e colaboradores,
Scand. J. Immunol., 61:1-9 (2005). Schmidt e colaboradores, J. Clin. Invest., 108:949-955
(2001); Rocken e colaboradores, Am. J. Pathol., 162:1213-1220 (2003)).

A ligaggo de ligantes tais como AGEs, S100/calgranulina, p-amildide, CML (NF ~
Carboximetil fisina), e anfotericina para RAGE tem sido demonstrado modificar a expresséo
de uma variedade de genes. Essas interagdes podem entéo iniciar mecanismos de transdu-
¢do de sinal incluindo ativagéio de p38, p21ras, MAP quinases, fosforilagdo da Erk1-2, e a
ativagdo do mediador transcricional de sinal inflamatério, NF-kB (Yeh e colaboradores, Dia-
betes, 50:1495-1504 (2001)). Por exemplo, em muitos tipos de células, a interagéo entre

‘RAGE e seus ligantes pode gerar estresse oxidativo, que através do mesmo resultam na

ativagdo dos radicais livres sensiveis & transcrigao do fator NF-kB, e a ativagéo dos genes
reguladores de NF-kB, tais como as citocinas IL-1p e TNF-a. Além do mais, a expresséo de
RAGE & super regulada através de NF-kB e mostra aumento da expresséo em sitios de in-
flamag&o ou estresse oxidativo (Tanaka e colaboradores, J. Biol. Chem., 275:25781-25790
(2000)). Entdo, um espiral ascendente e sempre prejudicial pode ser abastecido por uma
alga de resposta positiva iniciada por ligagéo do ligante.

A ativagdo de RAGE em diferentes tecidos e érgéos podem levar a um nimero de
conseqiiéncias patofisiolégicas. RAGE tem sido implicado em uma variedade de condigdes
incluindo: inflamagéo agud'a e cronica (Hofmann e colaboradores, Cell 97:889-901 (1999)), 0
desenvolvimento de complicagdes diabéticas tardias tais como aumento da permeabilidade
vascular (Wautier e colaboradores, J. Clin. Invest., 97:238-243 (1995)), neuropatia (Teillet e
colaboradores, J. Am. Soc. Nephrol., 11:1488-1497 (2000)), arteriosclerose (Viassara e co-
laboradores, The Finnish Society DUODECIM, Ann. Med., 28:419-426 (1996)), e retinopatia
(Hammes e colaboradores, Diabetologia, 42:603-607 (1999)). RAGE tem também sido impli-
cada em doenga de Alzheimer (Yan e colaboradores, Nature, 382:685-691 (1996)), e em
invasdo de tumor e metéstase (Taguchi e colaboradores, Nature, 405:354-357 (2000)).

A despeito da ampla expressdo de RAGE e seu aparente papel pleiotrépico em
multiplos modelos de doengas diversas, RAGE néo parece ser essencial para o desenvolvi-

'270:25752-761 (1995)). Niveis aumentados de RAGE s&o também encontrados em tecidos:
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mento. normal. Por exemplo, camundongos deficientes em RAGE s&o sem fenétipo anormal
visivel, sugerindo que enquanto RAGE pode desempenhar um papel em doenga patolégica
guando estimulada cronicamente, a inibigio de RAGE néo parece contribuir para qualquer
fenétipo agudo ndo desejado (Liliensiek e colaboradores, Clin. Invest. 113:1641-50 (2004)).

Antagonizando a ligagéo de ligantes fisiolégicos para RAGE pode diminuir as mu-
dangas patofisiologicas trazidas pelas concentragdes excessivas de AGEs e oufros ligantes
de RAGE. Por redugéo de ligagdes de ligantes enddgenos para RAGE, sintomas associados
com doengas mediadas por RAGE podem ser reduzidos. RAGE soltvel (RAGESs) é capaz de
efetivamente antagonizar a ligagéo de ligantes de RAGE ao RAGE. Entretanto, RAGEs po-
dem ter uma meia vida quando administradas in vivo que podem ser também curtas para ser
terapeuticamente Gteis para uma ou mais doengas. Entéo, existe a necessidade de desen- |
volverem compostos que antagonizem a ligagéo de AGEs e outros ligantes fisiolégicos ao
receptor RAGE onde o composto tem um perfil farmacocinético desejavel.

Resumo

Modalidades da presente invengéo compreendem proteinas de fusdo RAGE e mé-
todos de uso dessas proteinas. A presente invengéo pode ser modalidade em uma varieda-
de de formas.- Modalidades da presente invengdo compreendem uma proteina de fuséo
RAGE compreendendo um polipeptideo RAGE ligado a um segundo polipeptideo ndo RA-
GE. Em uma modalidade, a proteina de fusdo RAGE compreende um sitio de ligagéo do
ligante RAGE. A proteina de fusdo RAGE pode ainda compreender um polipeptideo RAGE
diretamente ligado a um polipeptideo compreendendo o dominio Cy2 de uma imunoglobuli-
nha, ou uma porgdo do dominio Cy2. Em certas modalidades, a proteina de fusdo RAGE
compreende uma sequéncia aminoacida com orevelado na SEQ ID NO:56 ou SEQ ID
NO:57, ou uma sequéncia pelo menos 70% , 75%, 80%, 85%, 90%, 96%, 97%, 98% ou 99%
idéntica a mesma. Por exemplo, em algumas modalidades, a sequéncia pelo menos 90%
idéntica & SEQ ID NO:56 ou SEQ ID NO:57 compreende a sequéncia da SEQ ID NO:56 ou
SEQ ID NO:57 sem a lisina C-terminal.

A presente invengéo também compreende um método para fazer uma pfoteina de
fusdo RAGE. Em uma modalidade o método compreende ligar um polipeptideo RAGE a um
segundo polipeptideo ndo RAGE. Em uma modalidade, o polipeptideo RAGE compreende
um sitio de ligagdo do ligante RAGE. O método pode compreender uma ligagéo de um poli-
peptideo RAGE diretamente a um polipeptideo compreendendo o dominio C42 de uma imu-
noglobulina ou uma porgéio do dominio Cy2. Em certas modalidades, a proteina de fuséo
RAGE compreende uma sequéncia aminoécida como revelado na SEQ ID NO:56 ou SEQ
ID NO:57, ou uma sequéncia pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%
ou 99% idéntica a mesma. Por exemplo, em aIgUmas modalidades, a sequéncia pelo menos
90% idéntica 2 SEQ ID NO:56 ou SEQ ID NO:57 compreende a sequéncia da SEQ ID
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NO:56 ou SEQ ID NO:57 sem a lisina C-terminal.

Em outras modalidades, a presente invengdo pode compreender métodos e com-
posigBes para tratamento de doenga mediada por RAGE em um paciente. O método pode
compreender a administragéo de uma proteina de fuséo RAGE da presente invengéo a um
paciente. A composigéo pode compreender uma proteina de fuséo RAGE da presente in-
vengdo em um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Em outras modalidades da presente invengdo também s&o providas formulagoes
compreendendo uma mistura liofilizada de um lioprotetor, uma proteina de fusdo RAGE, e
tamp@o. Por exemplo, em certas modalidade, a presente invengdo pode compreender uma
formulagéo estavel reconstituida compreendendo uma proteina de fusdo RAGE em uma
quantidade de pelo menos 50 mg/mL, e um diluente, onde a formulagdo reconstituida tem
sido preparada a partir de uma mistura liofilizada da proteina de fusdo RAGE e um lioprote-
tor. '

Modalidades da presente invengéio pode também compreender artigos de fabrica-
¢do. Em certas modalidades, os artigos de fabricagéo podem compreender um recipiente
que contém uma formulagéo compreendendo uma proteina de fusdo RAGE liofilizada. O
artigo de fabricagdo pode também compreender instrugdes para reconstituir a formulagéo
liofilizada com um diluente.

Em outras modalidades, a presente invengéo pode também compreender métodos
para preparar uma formulagéo reconstituida estavel de uma proteina de fuséo RAGE. Em
certas modalidades, o método pode compreender reconstituicio de uma mistura liofilizada
de uma proteina de fuséio RAGE e um lioprotetor em um diluente tal que a concentragéo da
proteina de fusdo RAGE na formU!agéo reconstituida & pelo menos 50 mg/mL. Por exemplo,
em uma modalidade, o método pode compréehder os passos de liofilizar uma mistura com-
preendendo uma proteina de fuséo RAGE e uma quantidade lioprotetora de um lioprotetor, e
reconstituindo a mistura liofilizada em um diluente.

Existem vérias vantagens que podem ser associadas com modalidades particulares
da presente invengéo. Em uma modalidade, as proteinas de fusdo RAGE da presente in-
vengdo podem ser metabolicamente estéveis quando administradas a um paciente. Tam-
bém, as proteinas de fusdo RAGE da presente invengao podém exibir alta afinidade de liga-
¢d0o para ligantes RAGE. Em certas modalidades, as proteinas de fuséo RAGE da presente
invengao ligam-se 4 ligantes RAGE com afinidades em variagbes de alto nanomolar a baixo
micromolar. Por ligagio de alta afinidade aos ligantes RAGE fisiolégicos, as proteinas de
fussio RAGE da presente invengéio podem ser utilizadas para inibir a ligagao endégena dos
ligantes & RAGE, dessa forma provendo um meio de melhorar doengas mediadas por RA-
GE.

Também, as protefnas de fusdo RAGE da presente invengéo podem ser providas
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na forma de proteina ou 4cido nucléico. Em um exemplo de modalidade, a proteina de fu-
s&0 RAGE pode ser administrada sistemicamente e permanecer na vasculatura para poten-
cializar o tratamento de doengas vasculares mediadas em parte por RAGE. Em outro exem-
plo de modalidade, a proteina de fusdo RAGE pode ser administrada localmente para tratar
doengas onde os ligantes RAGE contribuem para a patologia da doenga. Alternativamente,
um 4cido nucléico construido codificando a proteina de fusdo RAGE pode ser distribuido
para um sitio pelo uso de um vefculo apropriado tal como um virus ou como um DNA sozi-
nho onde a expressdo local transiente pode localmente inibir a interagéo entre os ligantes
RAGE e receptores. Entdo, a administragéo pode ser transiente (por exemplo, como onde a
proteina de fusdo RAGE é administrada) ou mais permanente ao natural (por exemplo, com
onde a proteina de fuséio RAGE ¢ administrada como um DNA recombinante).

Existem caracteristicas adicionais da invengdo que serdo descritas aqui abaixo. E
para ser entendido que a invengéo néo ¢é limitada em seu pedido aos detalhes apresentados

_ nas seguintes reivindicagdes, descriges e figuras. A invengéo é capaz de outras modalida-

des e ser praticada ou realizada de varias maneiras.

Breve descricdo das figuras

Varias - caracteristicas, aspectos e vantagens da presente invengéo se tornaréo
mais aparentes com referéncia as seguintes figuras.

FIG. 1 mostra varias seqiiéncias RAGE e sequéncias de imunoglobulinas em acor-

do com modalidades alternadas da presente invengéo: Painel A, SEQ ID NO:1, a sequéncia .

aminoécida para RAGE humana; e SEQ ID NO:2, a seqiiéncia aminoacida para RAGE hu-
mana sem a seqtiéncia sinal de aminoacidos [-22: Painel B, SEQ 1D NO:3, a seqliéncia ami-
no4cida para RAGE humana sem a seqiiéncia sinal de aminoécidos 1-23; Painel C, SEQ ID
NO:4, a seqiiéncia aminoacida de RAGEs humanas; SEQ ID NO:5, a seqliéncia aminoécida
de RAGEs humana sem a seqiéncia sinal de aminoécidos 1-22, e SEQ ID NO:6, a sequién-
cia aminoécida de RAGEs humanas sem a seqiiéncia sinal de aminoacidos 1-23; Painel D,
SEQ ID NO:7, uma seqliéncia amino4cida compreendendo o dominio V de dos aminoécidos
1-23; Painel D, SEQ ID NO:7, uma seqliéncia aminodcida compreendendo o dominio V da
RAGE humana; SEQ ID NO:8, uma seqiiéncia aminoécida alternada compreendendo o do-
minio V da RAGE humana; SEQ ID NO:9, um fragmento N-terminal do dominio V da RAGE
humana; SEQ ID NO:10, um fragmento N-terminal do dominio V da RAGE humana; SEQ ID
NO:11, a seqiiéncia aminodcida para aminoécidos 124-221 da RAGE humana; SEQ ID
NO:12, a seqliéncia amino4cida para aminoécidos 227-317 da RAGE humana; SEQ ID
NO:13, a seqiiéncia aminoacida para aminoécidos 23-123 da RAGE humana; Painel E. SEQ
ID NO:14, a seqiiéncia aminodcida para amino4cidos 24-123 da RAGE humana; SEQ ID
NO:15, a seqiiéncia aminoacida para aminoacidos 23-136 da RAGE humana; SEQ ID
NO:16, a seqiiéncia aminoacida para aminodcidos 24-136 da RAGE humana; SEQ ID
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NO:17, a seqiiéncia aminoécida para aminodacidos 23-226 da RAGE humana; SEQ ID
NO:18, a seqliéncia aminoécida para aminoacidos 24-226 da RAGE humana; Painel F, SEQ
ID NO:19, a seqiiéncia aminodcida para aminoécidos 23-251 da RAGE humana; SEQ ID
NO:20, a seqiiéncia aminoacida para amino4cidos 24-251 da RAGE humana; SEQ ID
NO:21, um ligante RAGE interdominio; SEQ 1D NO:22, um segundo ligante RAGE interdo-
minio; SEQ ID NO:23, um terceiro ligante RAGE interdominio; SEQ ID NO:24, um quarto
ligante RAGE interdominio; Painel G, SEQ 1D NO:25, DNA codificando aminodcidos 1-118
para RAGE humana; SEQ ID NO:26, DNA codificando aminoécidos 1-123 para RAGE hu-
mana; e SEQ ID NO:27, DNA codificando aminoécidos 1-136 para RAGE humana; Painel
H, SEQ ID NO:28, DNA codificando aminodacidos 1-230 para RAGE humana; e SEQ ID
NO:29, DNA codificando aminoécidos 1-251 para RAGE humana; Painel |, SEQ ID NO:38,
uma seqliéncia parcial de aminoacidos para 08 dominios Cu2 e Cy3 da IgG humana; SEQ ID
NO:39, DNA codificando uma porgéo de dominios Cx2 € Cx3 humanos de IgG humana; SEQ
ID NO:40, uma seqliéncia aminoacida para dominios Cu2 e Cy3 de 1gG humana; Painel J,
SEQ ID NO:41, um DNA codificando os dominios Cx2 & Cy3 humanos de 19G humana; SEQ
ID NO:42, uma seqiiéncia aminoécida para o dominio Cu2 de IgG humana; SEQ ID NO:43,
uma seqiéncia aminoécida para o dominio Cu3 de IgG humana; e SEQ IS NO: 44, um quin-
to ligante RAGE interdominio. Painel K, SEQ ID NO:45, a ‘sequéncia aminoécida da sRAGE
humana sem a sequéncia dinal dos aminoécidos 1-23 onde o residuo glutamina no terminal
N tem ciclizado para formar 4cido piroglutémico, SEQ ID NO:46, uma sequéncia aminoécida
alternada compreendendo o dominio V da sRAGE humana onde o residuo no terminal N
tem ciclizado para formar acido piroglutamico, SEQ ID NO:47, um fragmento terminal N do
dominio V da RAGE humana onde o residuo glutamina no terminal N tem ciclizado para
formar 4&cido piroglutdmico, SEQ 1D NO:48, a sequéncia aminoécida para os aminodacidos
24-123 da RAGE humana onde o residuo glutamina na terminagéo N tem ciclizado para
formar o 4cido piroglutdmico; Painel L, SEQ ID NO:49, a sequéncia aminoécida para os a-
minodcidos 24-136 da RAGE humana onde o residuo gvlutamina ne teminagéo N tem cicliza-
do para formar 4cido piroglutamico, SEQ ID NO:50, a sequéncia aminodcida para os amino-
4cidos 24-226 da RAGE humana onde o residuo glutamina ne teminagdo N tem ciclizado
para formar 4cido piroglutémico, SEQ ID NO:51, a sequéncia aminoacida para os aminoaci-
dos 24-251 da RAGE humana onde o residuo glutamina ne teminagéo N tem ciclizado para
formar 4cido piroglutamico; Painel M, SEQ 1D NO:52 uma sequéncia de DNA alternada codi-
ficando uma porgdo dos dominios Cu2 € Cy3 humanos da IgG humana na SEQ ID NO:38, e
SEQ ID NO:53 uma sequéncia de DNA alternada codificando uma por¢éo dos dominios Cy2
e Cy3 humanos da IgG humana na SEQ ID NO:40.

FIG. 2 mostra DNA alternado (sequéncias SEQ 1D NO: 30) (Painel A) e SEQ ID
NO:54 (Painel B) que codifica a primeira proteina de fusdo RAGE (TTP-4000) de acordo
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com uma modalidade da presente invengdo. A seqiiéncia codificante 1-753:realgado em ne-
grito codifica a seqiiéncia do N-terminal da proteina RAGE enquanto que a seqiiéncia 754-
1386 codifica a sequéncia protéica da IgG Fc (y1) humana sem a regi&o da dobradiga (hin-
ge).

FIG. 3 mostra DNA alternado (sequéncias SEQ 1D NO: 31) (Painel A} e SEQ ID
NO:55 (Paine! B) que codifica uma segunda proteina RAGE de fus&o (TTP-3000) de acordo
com uma modalidade da presente invengdo. A seqiiéncia codificadora 1-408 reaigado em
negrito codifica a seqiiéncia N-terminal da proteina RAGE enquanto que a seqliéncia 409-
1041 codifica a seqliéncia da proteina IgG Fc (y1) humana sem a regido de dobradica.

FIG. 4 mostra as sequiéncias de aminodcidos, SEQ 1D NO: 32, SEQ ID NO:33, e
SEQ ID NO:34, e SEQ ID NO: 56 que cada uma codifica um quarto dominio para a proteina

o5

de fusio RAGE de acordo com modalidades alternadas da presente inveng&o. A sequiéncia -

RAGE esta realgada com fonte negrita.

FIG. 5 mostra as sequéncias de aminoacidos, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:36, SEQ
ID NO:37, e SEQ ID NO: 57 que cada uma codifica um terceiro dominio da proteina de fu-
sio RAGE de acordo com modalidades alternadas da presente invenggo. A sequéncia RA-
GE é realgada com fonte negrita.

FIG. 6, Painel A, mostra uma comparag&o dos dominios protéicos na RAGE huma-
na e proteina Ig gama-1 Fc humana, e pontos de clivagem utilizados para fazer a TTP-3000
(na posigao 136) e TTP-4000 (na posigéo 251) de acordo com modalidades alternativas da
presente invengao; e o Painel B mostra a estrutura do dominio para TTP-3000 e TTP-4000
de acordo com modalidades alternativas da presente invengéo.

FIG. 7 mostra resuitados de um ensaio de ligagdo in vitro para SRAGE, e uma pri-
meira proteina de fusdo RAGE TTP-4000 (TT4) e uma segunda proteina de fusdo RAGE
TTP-3000 (TT3), para os ligantes RAGE beta amildide (A-beta), S100b (8100), e anfoterici-
na (Anfo), de acordo com uma modalidade da presente invengao. |

FIG. 8 mostra resultados de um ensaio de ligagdo in vitro para uma primeira protei-
na de fuséio RAGE TTP-4000 (TT4) (“Proteina”) a amil6ide-beta como comparado a um con-
trole negativo somente incluindo os reagentes de imunodetecgdo (“Complexo Sozinho"), e
antagonismo de tal ligag&o por um antagonista RAGE (‘Ligante RAGE") de acordo com uma
modalidade da presente.

FIG. 9 mostra resultados de um ensaio de ligagéo in vitro para uma segunda protei-
na de fusdo RAGE TTP-3000 (TT3) (“Proteina”) a amiléide-beta como comparado a um con-
trole negativo somente incluindo os reagentes de imunodetecgao (“Complexo Sozinho"), e
antagonismo de tal ligagdo por antagonismo RAGE (‘Ligante RAGE") de acordo com uma
modalidade da presente inveng&o.

FIG. 10 mostra resultados de um ensaio baseado em célula medindo a inibigéo de
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produggo induzida S100b-RAGE de TNF-a. por proteinas de fuséo RAGE TTP-3000 (TT3) e
TTP-4000 (TT4), e RAGEs de acordo com uma modalidade da presente invengao.

FIG. 11 mostra resultados de um ensaio baseado em célula medindo a inibigéo de
HMGB-1RAGE induzindo produgéo de TNF-a por proteina de fusdio RAGE TTP-4000 e um
anticorpo anti-RAGE de acordo com uma modalidade da presente invengéo.

FIG. 12 mostra um perfil farmacocinético para proteina de fusdo RAGE TTP-4000
de acordo com uma modalidade da presente invengéo em que cada curva representa um
animal diferente sob as mesmas condigdes experimentais.

FIG. 13 mostra os niveis relativos de TNF-o, liberados a partir de células THP-1 de-
vido a estimulagdo por proteinas de fusdo RAGE TTP-4000 e estimulagéo de I9G humana
como medida de uma resposta inflamatéria de acordo com uma modalidade da presente
invengéo.

FIG. 14 mostra o uso da proteina de fuséo RAGE TTP-4000 para reduzir a resteno-
se em animais diabéticos de acordo com modalidades alternativas da presente invencao,
em que o painel A mostra que a proteina de fuséo RAGE TTP-4000 reduziu a taxa inti-
ma/média como comparado a um controle negativo (IgG), e o painel B mostra que a proteina
de fusdo RAGE TTP-4000 reduziu a proliferagéo de célula do musculo liso de forma.dose-
responsiva.

FIG. 15 mostra o uso da proteina de fusdo RAGE TTP-4000 para reduzir a forma-
¢80 amiléide e disfungdo congnitiva em animais com Doenca de Alzheimer (DA) de acordo
com modalidades alternativas da presente invengdo em que o painel A mostra que a protei-
na de fusdo RAGE TTP-4000 reduziu a carga amiléide no cérebro, e o painel B mostram que
a proteina de fusdo RAGE TTP-4000 aumentou a fungéo cognitiva.

FIG. 16 mostra curvas de saturagdo de ligagdo com TTP-4000 em vérios ligantes
RAGE conhecidos imobilizados de acordo com uma modalidade da presente invengéo.

FIG. 17 mostra o uso da proteina de fuséo RAGE TTP-4000 para reduzir a rejeigéo
de transplantes de células da ilnota pancreética alogenéicas de acordo com modalidades

alternadas da presente invengéo onde circulos abertos (ndo preenchidos) designam animais

controles ndo tratados: circulos com a diagonal hachurada designam animais tratados com
TTP-4000 na primeira dose; circulos hachurados com ondas designam animais tratados com
TTP-4000 em uma segunda dose; circulos preenchidos com losangos designam animais
tratados com controle PBS; e circulos sélidos designam animais tratados com controle IgG.
FIG. 18 mostfa o uso de proteinas de fusdo RAGE TTP-4000 para reduzir a rejeigéo
de transplantes de células da ilhota pancreética singenéicas de acordo com modalidades
alternadas da presente invenglao onde circulos abertos (ndo preenchidos) designam ani-
mais controles ndo tratados; e circulas sélidos designam animais tratados com TTP-4000.

Descrigio detalhada
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A menos que indicado em contrério, os pardmetros numéricos apresentados na se-
guinte especificagéio séo aproximagbes que podem variar dependendo das propriedades
desejadas para ser obtida pela presente invengéo. No minimo, e néo como uma tentativa de
limitar o pedido do dogma de equivalentes no objetivo das reivindicagSes, cada parémetro
numérico deve pelo menos ser construido na luz do nimero de digitos significantes informa-
dos e por aplicagéo de técnicas de arredondamento comuns.

N&o obstante que as variagdes numéricas e parametros de apresentagéo do amplo
objetivo da invengdio séo aproximagdes, os valores numericos apresentam nos exemplos
especificos sdo relatados tdo precisamente como possiveis. Qualquer valor numerico, entre-
tanto, contém certos erros inerentes necessariamente resultantes a partir do desvio padréo
encontrado nas suas respectivas medidas testes. Além disso, todas as variagdes reveladas
aqui s&o para serem entendidas como abrangendo qualquer e todas as variagoes aqui inclu-
idas. Por exemplo, uma variagio determinada de “1 a 10" deve ser considerada para incluir
qualquer e todas as variagdes entre (e inclusive de) o valor minimo de 1 e o valor méximo
de 10; que é, todas as variagdes comegando com um valor minimo de 1 ou mais, por exem-
plo, 1 a 6,1, e terminando com um valor méximo de 10 ou menos, por exemplo, 5,5 a 10.
Adicionalmente, qualquer referéncia referida como sendo “aqui incorporada” € para ser en-
tendido como sendo incorporada em sua totalidade.

E ainda notado que, como utilizado nesta especificagéo, as formas singulares “um”
e “0” incluem plurais referentes a menos que expressamente e inequivocadamente limitados
a uma referéncia. O termo “ou” é utilizado com o termo “e/ou” a menos que o contexto cla-
ramente indique outra coisa.

Também, os termos “porgéo” e “fragmento” sdo utilizados de forma passivel de mu-
danga para se referir as partes de um polipeptideo, acido nucléico, ou outra con‘st‘rugéo mo-
lecular.

“Polipeptidece “proteina” séo utilizados de forma intercambiével para descrever
moléculas de protelna que podem compreender ou protelnas‘parciais ou de comprimento
completo.

Como é conhecido na técnica, “proteinas”, “peptideos”, “polipeptideos” e “oligopep-
tideos” sdo cadeias de aminoécidos (tipicamente L-aminoécidos) cujos alfa carbonos séo
ligados através de ligagdes peptidicas formadas por uma reagdo de condensacgao entre o
grupo carboxila do carbono alfa do aminoécido a o grupo amino do carbono alfa de outro
aminoécido. Tipicamente, os amino4cidos construindo uma proteina séo numerados em or-
dem, comecando no residuo amino-terminal e aumentado em diregéo ao residuo carbéxi-
terminal da proteina. ‘

Como aqui utilizado, o termo “a montante” refere-se a um residuo que é N-terminal
a um segundo residuo onde a molécula é um proteina, ou 5" a um segundo residuo, onde a
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molécula é um 4cido nucléico. Também como aqui utilizado, o termo “a downstream (a favor=

da corrente)” refere-se a um residuo que é C-terminal a um segundo residuo onde a molécu-
la € uma proteina, ou 3" a um segundo residuo onde a molécula é um 4cido nucliéico.

A menos que definido de outra forma, todos os termos técnicos e cientificos utiliza-
dos aqui tém o mesmo significado como comumente entendido por um versado na técnica.
Praticantes s&o particularmente direcionados a “Current Protocols in Molecular Biology” (ver,
por exemplo, Ausubel, F.M. et al, Short Protocols in Molecular Biology, 4% Ed. Capitulo 2,
John Wiley & Sons, N.I.) para definigdes e termos da tecnica. Abreviagbes para residuos
aminoacidos s3o os codigos padrdes 3-letras e/ou 1-letra utilizados na técnica referem-se a
um de 20 aminoécidos comuns.

Um “4cido nucléico” é um polinucleotideo tal como 4cido dioxirribonucléico (DNA)
ou 4cido ribonucléico (RNA). O termo é utilizado para incluir acidos nucléicos de fita simples,
4cidos nucléicos de fita dupla, e RNA e DNA feitos de anélogos nucleotideos ou nucleosi-
deos.

O termo “vetor” refere¥se a uma molécula de &cido nucléico que pode ser para
transportar uma segunda molécula de acido nucléico em uma célula. Em uma modalidade, o}
vetor leva em conta a replicagao de seqiiéncias.de DNA inseridas em um vetor. O vetor pode
compreender um promotor para aumentar a expresséo de uma molécula de &cido nucléico
em pelo menos algumas céluias hospedeiras. Vetores podem replicar autonomamente (ex-
tracromossomal) ou podem ser integrados em um cromossomo de célula hospedeira. Em
uma modalidade, o vetor pode compreender um vetor de expresséo capaz de produzir uma
protefna derivada de pelo menos parte de uma seqiiéncia de &cido nucléico inserida no ve-
tor.

Como é conhecido na técnica, condigdes para cada uma das seqiiéncias de 4cidos
nucléicos hibridizadas podem ser descritas como variando de baixa a alta figidez. Geralmen-
te, condigbes de hibridizagdo de alta rigidez referem-se a lavagem de hibridos em tampao
com pouco sal e altas temperaturaé. A hibridizagéo pode ser para filtrar a ligagao de DNA
utilizando solugdes de hibridizaggo padrées na técnica tal como NaHPO, a 0,5 M, dodecil
sulfato de s6dio a 7% (SDS), a 65°C, e lavagem em NaHOP, a 0,25 M, 3,5% de SDS segui-
do por lavagem em SSC 0,1x / SDS 0,1% em uma temperatura variando da temperatura
ambiente a 68°C, dependendo no comprimento da sonda. Por exemplo, uma lavagem de
alta rigidez compreende lavagem em SSC 6x / pirofosfato de sédio 0,05% a 37°C para uma
sonda de oligonucleotideo de 14 bases, ou a 48°C para uma sonda de oligonucleotideo de
17 bases, ou a 55°C para uma sonda de oligonucleotideo de 20 bases, ou a 60°C para uma
sonda de oligonucleotideo de 25 bases, ou a 65°C para uma sonda de oligonucleotideo de
250 nucleotideos no comprimento. Sondas de 4cido nucléico podem ser marcadas com ra-

dionucleotideos por marcagéo final com, por exemplo, [-*?PJATP, ou incorporagéo de nucle-
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otideos radiomarcados tais como [a-**P]dCTP por marcagéo de iniciador aleatorio. Alternati-
vamente, sondas podem ser marcadas por incorporagéo de nucleotideos biotinilados ou
marcados com fluorescelna, e a sonda detectada utilizando estreptavidina ou anticorpos
anti-fluoresceina.

Como aqui utilizado, “moléculas organicas pequenas” séo moléculas de peso mole-
cular menor que 2.000 Daltons que contém pelo menos um atomo de carbono.

O termo “proteina de fusdo” refere-se a uma proteina ou polipeptideo que tem uma
seqliéncia amino4cida derivada a partir de duas ou mais proteinas. A proteina de fuséo pode
também incluir regides de ligagéo de aminoécidos entre porgdes de aminoécidos derivados
a partir de proteinas separadas.

Como aqui utilizado, um “polipeptideo ndo RAGE” é qualquer polipeptideo que néo
é derivado de RAGE ou um fragmento da mesma. Tais polipeptideos ndo RAGE incluem
peptideos imunoglobulinas, pblipeptideos dimirizados, polipeptideos estabilizantes, pepti-
deos anfifflicos, ou polipeptideos compreendendo seqiiéncias aminoécidas que provéem
marcadores para alvo ou purificagéo da proteina.

Como aqui utilizado, “peptideos imunoglobulinas” podem compreender uma cadeia
pesada da imunoglobulina ou uma porg&o da mesma. Em uma modalidade, a porgéo da ca-
deia pesada pode ser o fragmento Fc ou uma porgdo da mesma. Como aqui utilizado, os
dominios Cy2 e Cy3 da cadeia pesada de uma imunoglobulina ou na forma monomérica ou
na forma dimérica. Ou, 0 Cy1 e fragmento Fc podem ser utilizados como o polipeptideo imu-
noglobulina. A cadeia pesada (ou porgéo da mesma) pode ser derivada a partir de qualquer
um dos isotipos de cadeia pesada conhecidos: IgG (y), IgM (), IgD (8), IgE (&), ou IgA (0.
Em adigio, a cadeia pesada (ou porgdo da mesma) pode ser derivada de qualquer um dos
subtipos de cadeia pesada: IgG1 (y1), IgG2 (y2), IgG3 (y3), 1G4 (v4), IgA1 (1), 19A2 (02),
ou mutagdes desses isotipos ou Subtipos que alteram a atividade biolégica. Um exemplo de
atividade biolégica que pode ser alterada inclui redugéio de uma habilidade do isotipo em se -
ligar a alguns receptores Fc como, por exemplo, por modificagéo da regi&io da dobradica.

Os termos “identidade” ou “porcentagem idéntica” referem-se a seq'ﬁéncia de iden-
tidade entre duas seqiéncias aminoécidas ou entre duas seqliéncias de 4cido nucléico.
Porcentagem de identidade pode ser determinada por alinhamento de duas seqiiéncias e
refere-se a0 nimero de residuos idénticos (isto €, aminoacido ou nucleotideo) nas posigbes
divididas pelas seqiiéncias comparadas. Alinhamento e comparagéo de seqiiéncias podem
ser conduzidos utilizando os algoritmos padrdes na técnica (por exemplo, Smith e Water-
man, 1981, Adv. Appl. Math. 2: 482; Needleman e Wunsch, 1970, J. Mol. Biol., 48:443; Pear-
son e Lipman, 1988, Proc. Natl., Acad. Sci., EUA, 85:2444) ou por versfes computadoriza-
das desses algoritmos (Wisconsin Genetics Software Package' Release 7.0, Genetics Com-
puter Group, 575 Science Drive, Madinson, WI) publicamente disponivel como BLAST e
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FASTA. Também, ENTREZ, disponivel através do Instituto Nacional de Sadde, Bethesda
MD, pode ser utilizado para comparagéo de seqiiéncia. Em uma modalidade, a porcentagem
de identidade de duas seqliéncias podem ser determinadas utilizando GCG com um espago
de peso de 1, tal que cada espago aminoécido é pesado como se eles fossem um aminoaci-
do Uinico de igual impreciséo entre as duas sequéncias.

Como aqui utilizado, o termo “residuos conservados” referem-se a aminodcidos que
s80 0s mesmo entre uma pluralidade de proteinas tendo a mesma estrutura efou fungéo.
Uma regido de residuos conservados pode ser importante para a estrutura ou fungéo da
proteina. Entdo, residuos conservados contiguos como identificados em uma proteina tri-
dimensional podém ser importantes para a estrutura ou fungéo da proteina. Para encontrar
residuos conservados, ou regides conservadas de estrutura 3-D, uma comparagéo de se-
gliéncias para as mesmas proteinas ou proteinas similares de diferentes espécies, ou de
individuos de todas as espécies, pode ser feita.

Como aqui utilizado, o termo “homélogo” significa um polipeptideo tendo um grau
de homologia ou identidade com a seqiiéncia aminoécida selvagem. Comparagdes de ho-

mologia podem ser conduzidas pelo olho, ou mais usualmente, com a ajuda de programas

de comparagéo. se.sequiéncias faciimente disponiveis. Esses programas de computador co-
mercialmente disponiveis podem calcular a porcentagem de homologia entre duas ou mais
seqiiéncias (por exemplo, Wilbur, W. J. e Lipman, D. J., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA,
80:726-730). Por exemplo, seqiiéncias homélogas podem ser tomadas para incluir uma se-

gliéncia aminoacida que em modalidades alternadas séo pelo menos 70% idénticas, 75%

idénticas, 85% idénticas, 90% idénticas, ou 95% idénticas, 96% idénticas, 97% idénticas,
98% idénticas ou 99% idénticas para cada uma.

Como aqui utilizado, o termo pelo menos 90% idéntica a mesma inclui sequéncias
que variam de 90 a 99,99% de identidade &s sequéncias indicadas e incluem todas as vari-
agdes entre elas. Entdo, o termo pelo menos 90% idéntico ao mesmo inclui sequéncias que
sdo 91, 91,5, 92, 92,5, 93, 93,5, 94, 94,5, 95, 95,5, 96, 96,5, 97, 97,5, 98, 98,5, 99, 99,5
porcento idénticas & sequéncia indicada. Similarmente, o termo “pelo menos 70% idéntica
incuir sequéncias que variam de 70 a 99,99% idénticas, com todas as variagdes entre elas.
A determinagdo da porcentagem de identidade é determinada utilizando os algoritmos des-
critos aqui.

Como aqui utilizado, um “dominio” de polipeptideo ou proteina compreende uma

regiao ao longo de um polipeptideo ou proteina que compreenda uma unidade independen-

te. Dominios podem ser definidos em termos de estrutura, seqiiéncia e/ou atividade biolégi-
ca. Em uma modalidade, um dominio polipeptideo pode compreender uma regido de uma
proteina que prega em uma maneira que é substanciaimente independente do resto da pro-
tefna. Dominios que séo identificados utilizando bases de dados de dominios tais como, mas



10

15

20

25

30

35

13 Qg
ndo limitados a PFAM, PRODOM, PROSITE, BLOCKS, PRINTS, SBASE, ISREC, PROFI-
LES, SAMRT e PROCLASS. ‘

Como aqui utilizado, “dominio de imunoglobulina” & uma sequéncia de aminoacidos
que é estruturalmente homéloga, ou idéntica a, um dominio de uma imunoglobulina. O com-
primento da seqiiéncia de aminoécidos de um dominio de imunoglobulina pode ser qualquer
comprimento. Em uma modalidade, um dominio de imunoglobulina pode ser menor que 250
aminoacidos. Em um exemplo de modalidade, um dominio de imunoglobulina pode ser de
cerca de 80-150 amino&cidos no comprimento. Por exemplo, a regido variavel, e as regides
Cul, Cu2 e Cy3 de uma IgG séo cada um dominios de imunoglobulina. Em outro exemplo,
as regides varidveis, Cy1, Cy2, Cy3 e Cyd de uma IgM s&o cada um dominios de imunogio-
bulina.

Como aqui utilizado, um “dominio de imunoglobulina RAGE" ¢ uma seqliéncia de
aminodcidos a partir da proteina RAGE que € estruturalmente homologam ou idéntica a um
dominio de uma imunoglobulina. Por exemplo, um dominio de imunoglobulina RAGE pode
compreender o dominio-V RAGE, o dominio C2 tipo 1 tipo RAGE Ig (“dominio C17), ou 0
dominio C2 tipo 2 tipo RAGE Ig (“dominio C27).

Como aqui utilizado, um “ligante interdominio” compreende um polipeptideo que
une dois dominios juntos. Uma regido dobradiga Fc é um exemplo de um ligante interdomi-
nio em uma IgG. .

Como aqui utilizado, “diretamente ligado” identifica uma ligagéo covalente entre dois
grupos diferentes (por exemplo, seqiiéncias de acido nucléico, polipeptideos, dominios de
polipeptideos) que néo tém quaisquer atomos intervindo entre os dois grupos que estéo
sendo ligados. ‘

Como aqui utilizado, “dominio de ligagéo de ligante” refere-se a um dominio de uma
proteina responsével para a ligagéo de um ligante. O termo dominio de ligagéo de ligante
inclui homélogos de um dominio de ligagéo de ligante ou porgoes do mesmo. Por este dngu-
lo, substituigdes de aminoécidos deliberadas podem ser feitas no sitio de ligag&o de ligante
na base de similaridade na polaridade, carga, solubilidade, hidrofobicidade, ou hidrofilicidade
dos residuos, contanto que a especificidade de ligagéo do dominio de ligagéo do ligante seja
mantida.

Como aqui utilizado, um “sitio de ligagéo de ligante” compreende residuos em uma
proteina que diretamente interage com um ligante, ou residuos envolvidos no posicionamen-
to do ligante na proximidade desses residuos que diretamente interagem com o ligante. A
interagéio de residuos no sitio de ligagéo dos ligantes pode ser definida pela proximidade
espacial dos resfduos a um ligante no modelo ou estrutura. O termo sitio de ligagéo do ligan-
te inclui homélogos de um sitio de ligagdo do ligante, ou porgoes do mesmo. Por este angu-
lo, substituigdes de aminoécidos deliberadas podem ser feitas no sitio de ligagéo do ligante
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na base da similaridade na polaridade, carga, solubilidade, hidrofobicidade, ou hidrofilicidade
dos residuos, contanto que a especificidade de ligagéo do sitio de ligagéo do ligante seja
mantida. Um sitio de ligagéio pode existir em um ou mais dominios de ligagéo de ligante de
uma proteina ou polipeptideo.

| Como aqui utilizado, o termo “interagir” refere-se a uma condigéo de proximidade
entre um ligante ou composto, ou porgdes ou fragmentos do mesmo, e uma porgdo de uma
segunda molécula de interesse. A interagéo pode ser néo covalente, por exemplo, como um
resultado de ponte de hidrogénio, interagdo de van der Waals, ou interagdes eletrostaticas
ou hidrofébicas, ou ela pode ser covalente.

Como aqui utilizado, um “ligante” refere-se a uma molécula ou composto ou entida-
de que interage com um sitio de ligagdo de ligante, incluindo substratos ou analogos ou par-
tes dos mesmos. Como aqui descrito, o termo “ligante” pode referir a compostos que se li-
gam 4 protefna de interesse. Um ligante pode ser um-agonista, um antagonista, .ou um mo-
dulador. Ou, um ligante pode néo ter efeito biolégico. Ou, um ligante pode bloquear a ligagao
de outros ligantes, dessa forma inibindo um efeito biolégico. Ligantes podem incluir, mas néo
sdo limitados a pequenas moléculas inibidoras. Essas pequenas moléculas podem incluir
peptideos,-peptidomiméticos, compostos orgénicos e semelhantes. Ligantes podem também
incluir polipeptideos e/ou proteinas.

Como aqui utilizado, um “composto modulador” refere-se a uma molécula que muda
ou altera a atividade biolégica de uma molécula de interesse. Um composto modulador pode
aumentar ou diminuir a atividade, ou mudar as caracteristicas fisicas ou quimicas, ou propri-
edades funcionais ou imunolégicas, da molécula de ‘interesse. Para RAGE, um composto
modulador pode aumentar ou diminuir a atividade, ou mudar as caracteristicas, ou proprie-
dades imunolégicas da RAGE, ou uma porgéo da mesma. Um composto modulador pode
incluir peptideos naturais e/ou quimicamente sintetizados ou artificiais, pgptideos modifica-
dos (por exemplo, fosfopeptideos), anticorpos, carboidratos, monossacarideos, oligossaca-
rideos, polissacarideos, glicolipideos, compostos heterociclicos, nucleosideos ou nucleoti-
deos ou partes das mesmas e pequenas moléculas organicas ou inorganicas. Um composto
modulador pode ser um composto fisiolégico endégeno ou ele pode ser um composto natu-
ral ou sintético. Ou, o composto modulador pode ser uma molécula orgénica pequena. O
termo “composto modulador” também inclui um ligante ou composto quimicamente modifica-
do, e incluem isémeros e formas racémicas.

Um “agonista” compreende um composto que se liga a um receptor para formar um
complexo que elicita uma resposta farmacolégica especifica ao receptor envolvido.

Um “antagonista” compreende um composto que se liga a um agonista ou a um re-
ceptor para formar um complexo que néo dé origem a uma resposta farmacoldgica substan-
cial e pode inibir a resposta biolégica induzida por um agonista.
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Agonistas RAGE podem por este motivo se ligar 8 RAGE e estimular processos ce-
lulares mediados por RAGE, e antagonistas RAGE podem inibir processos mediados por
RAGE sendo estimulados por um agonista RAGE. Por exemplo, em uma modalidade, o pro-
cesso celular estimulado por agonistas de RAGE compreender ativagéio da transcrigéo do
gene TNF-o.

O termo “peptideos miméticos” refere-se a estruturas que como substitutas para
peptideos em interagGes entre moléculas (Morgan e colaboradores, 1989, Ann. Reports
Med. Chem. 24:243-252). Peptideos miméticos podem incluir estruturas sintéticas que po-
dem ou n3o conter ligagdes de aminoacidos e/ou peptideos que retem as caracteristicas
estruturais e funcionais de um peptideo, ou agonista, ou antagonista. Peptideos miméticos -
também incluem peptides, oligopeptéides (Simon e colaboradores, 1972. Proc. Natl. Acad.
Sci., EUA, 89:9367); e colegdes de peptideos contendo peptideos de um comprimento de-
signado representan'do todas as seqiiéncias possiveis de -aminodcidos correspondentes a
um peptideo, ou agonista ou antagonista da invengéo.

O termo “tratamento” ou “tratar” refere-se ao aumento de um sintoma de uma doen-
¢a ou desordem e pode compreender cura da doenga, substancialmente prevenindo o inicio
da doenga; ou aumentando a condi¢éo do paciente. O termo “tratamento” como aqui utiliza-
do, refere-se ao espectro inteiro de tratamento para uma dada doenga a partir do que o pa-
ciente esta sofrendo, incluindo alivio de um sintoma ou mais dos sintomas resultantes desta
doenga, uma cura a doenga particular, ou prevengéo do inicio da doenca.

Como aqui utilizado, o termo “EC50” é definido com a concentragéo de um agente
que resulta em 50% de um efeito biolégico medido. Por exemplo, o EC50 de um agente te-
rapéutico tendo um efeito biolégico mensuravel pode compreender o valor ao qual o agente
demonstra 50% de efeito biolégico.

Como aqui utilizado, o termo “IC50" é definido como a concentragéo de um agente
que resulta em 50% de inibigdo de um efeito mensuravel. Por exemplo, o IC50 de um ligante
antagonista da RAGE compreende o valor ao qual o antagonista reduz a ligagéo do ligante
ao sitio de ligagdo de RAGE em 50%.

Como aqui utilizado, uma “quantidade efetiva” significa a quantidade de um agente
que é efetivo para produzir um efeito desejado em um paciente. O termo “quantidade tera-
peuticamente efetiva” denota que a quantidade de farmaco ou agente farmacéutico que elici-
tara resposta terapéutica de um animal ou humano que esta procurando. A dose atual que
compreende a quantidade efetiva pode depender da rota de administrag&o, o tamanho e
satide do paciente, a doenga ser tratada e semelhante.

0O termo “veiculo farmaceuticamente aceitavel” como aqui utilizado pode referir-se
aos compostos e composigdes que sdo adequados para uso em pacientes humanos ou a-
nimais, como por exemplo, para composigdes terapéuticas administradas para o tratamento
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de proteina de fusdio RAGE (ver Exemplos aqui). Por exemplo, uma formulagéo “estavel”
pode ser uma em que menos que 10% e preferivelmente menos que cerca de 5% da protei-
na de fusdo RAGE esté4 presente como um agregado na formulagéo. Em outras modalida-
des, um aumento na formulagéo agregada seguindo de liofilizagéo e estocagem da formula-
¢éo liofilizada pode ser determinada. Por exemplo, uma formulagao liofilizada “estavel” pode
ser uma em que o aumento no agregado na formulago liofilizada & menor que cerca de 5%
ou menos que 3%, quando a formulagéo liofilizada é incubada a 400C por pelo menos uma
semana. Em outras modalidades, estabilidade da formulag&o da proteina de fusdo RAGE
pode ser medida utilizando um ensaio de atividade biolégica tal como um ensaio de ligagéo
como descrito aqui.

Uma formulaggo “reconstituida” é uma que tenha sido preparada por dissolugéo de
uma formulagdo de proteina de fuséo RAGE liofilizada em um diluente tal que a proteina de
fusdo RAGE ¢ dispersa efou dissolvida na formulagéo reconstituida. A formulagéo reconsti-
tuida pode ser adequada para administragdo (por exemplo, administragéo parenteral) a um
paciente a ser tratado com a proteina de fuséo e, em certas modalidades da invengéo, pode
ser uma que é adequada para administragéo subcuténea.

Por “isoténico” & entendido que a formulagéo de interesse tem uma presséo osmo-
tica de cerca de 240 a cerca de 340 anm/kg. Em uma modalidade, uma formulagéo isotoni-
ca é uma tendo uma press&o osmoética que é essencialmente a mesma como sangue hu-
mano (285-310 mOsm/kg). Isotonicidade pode ser medida utilizando uma pressdo de vapor
ou uma depress3o de ponto de congelamento tipo osmémetro.

Um “lioprotetor"é uma molécula que, quando combinada com uma proteina de fu-
sd0 RAGE, significantemente previne ou reduz instabilidade quimica e/ou fisica da proteina

~ sob liofilizagdo e subsequente estocagem. Exemplos de lioprotetores incluem agucares tais

como sacarose ou trealose; um poliol tal como alcool aglicar, por exemplo eritritol, arabitol,
xilitol, sorbitol e manitol; ou combinagdes dos mesmos. Em uma modalidade, o lioprotetor
pode compreender um agUcar. Em outra modalidade, o lioprotetor pode compreender um
aglicar ndo redutor. Em uma modalidade adicional, o lioprotetor pode compreender um agu-
car ndo redutor tal como sacarose. O lioprotetor pode ser adicionado a formulagéo pre-
liofilizada em uma “quantidade liotprotetora” que significa que, seguindo a formulagéo da
proteina em presenca de quantidade lioprotetora do lioprotetor, a proteina de fusdo RAGE
essencialmente retém sua estabilidade fisica e quimica e atividade biol6gica sob liofilizagéo
e estocagem.

O *“diluinte” para uma formulagao liofilizada aqui € um que é farmaceuticamente a-
ceitave! (seguro e ndo téxico para administragédo a um humano) e ¢ util para a preparagéo
de uma formulago reconstituida. Diluentes exemplares incluem &gua estéril, gua bacteri-
ostatica para injegdo (ABPI), uma solugéo de pH tamponado (por exemplo, solugdo salina
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tamponada com fosfato), solugéo salina estéril;:solugdo de Ringer ou solugéo de dextrose. "
Em uma modalidade, o diluente prové uma formulagéo reconstituida adequada para injegéo.
Em outra modalidade, onde o diluente prové uma formulagéo adequada para injegéo, o dilu-
ente pode compreender 4gua para injegéo (API).

Um “conservante” para uma formulagéo reconstituida € um composto que pode ser
adicionado ao diluente ou & formulagdo reconstituida para essencialmente reduzir a agéo
bacteriana na formulagdo reconstituida. Em uma modalidade, a quantidade de conservante
pode ser adicionada em uma quantidade Uteil para facilitar a produgéio de uma formulagéo
reconstituida multi-uso. Exemplos de potenciais conservantes incluem cloreto de octadenil-
dimetilbenzilaménio, cloreto de hexametdnio, cloreto de benzalconio (uma mistura de cloreto
de alquilbenzildimetitaménio em que os grupos alquil sdo compostos de cadeia longa), e
cloreto de benzetdnio. Outros tipos de conservantes incluem alcéois arométicos tais como
fenol, butil e benzil dlcool, alil parabenos tais como metil ou propil parabeno, catecol, resor-
cinol, cicloexanol, 3-pentanol e m-cresol.

Um “agente de enchimento” para uma formulagéo liofilizada € um composto que a-
dicionada massa & mistura liofilizada e contribui para a estrutura fisica do bolo liofilizado (por
exemplo, facilita-a produgdo.de uma massa liofilizada essencialmente uniforme gue mantém
uma estrutura de poro aberta). Agentes de massa exemplares incluem, mas néo séo limita-
dos a manitol, glicina e xorbitol.

Proteinas de Fusdo RAGE

Modalidades da presente invengéo compreendem proteinas de fusdo RAGE, meto-
dos de fazer tais proteinas de fusdo, e métodos de uso de tais proteinas de fus&o. A presen-
te invengéo pode ter modalidade em uma variedade de caminhos.

Por exemplo, modalidades da presente invengdo provéem proteinas de fusdo RA-
GE compreendendo um polipeptideo RAGE ligado € um segundo polipeptided ndo RAGE.
Em uma modalidade, a proteina de fusdio RAGE pode compreender um sitio de ligagéo do
ligante RAGE. Em uma modalidade, o sitio de ligagéo do ligante compreende o dominio
mais N-terminal da prbteina de fusdo RAGE. O sitio de ligagdo do ligante RAGE pode com-
preender o dominio V de RAGE, ou uma porgéo da mesma. Em uma modalidade, o sitio de
ligagéo do ligante RAGE compreende a SEQ ID NO:9 ou uma seqliéncia pelo menos 90%
idéntica a mesma, ou SEQ ID NO:10 ou uma seqiiéncia pelo menos 90% idéntica a mesma,
ou SEQ ID NO:47 ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a mesma (FIG 1).

Em uma modalidade, o polipeptideo RAGE pode ser ligado a um polipeptideo com-
preendendo um dominio de imunoglobulina ou uma porgéo (por exemplo, um fragmento da
mesma) de um dominio de imunoglobulina. Em uma modalidade, o polipeptideo compreen-
dendo um dominio de imunoglobulina compreénde pelo menos uma porgéo de pelo menos
um dos dominios Cx2 ou 0 Cy3 de uma IgG humana.
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:Em certas modalidades, a proteina de fuso RAGE compreende uma sequéncia de
aminoacidos como revelado na SEQ ID NO:56 ou SEQ ID NO:57, ou uma sequéncia pelo
menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéncia a mesma. Por
exemplo, em algumas modalidades, uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a SEQ ID
NO:56 ou SEQ IDNO:57 compreende a sequéncia de SEQ ID NO:56 ou SEQ ID NO:57 sem
a lisina C-terminal.

Uma proteina ou polipeptideo RAGE pode compreender uma proteina RAGE hu-
mana de comprimento completo (por exemplo, SEQ ID NO:1), ou um fragmento de uma
RAGE humana. Como aqui utilizado, um fragmento de um polipeptideo RAGE tem pelo me-
nos de 5 aminoacidos de comprimento, pode ser maior que 30 aminoécidos no comprimen-
to, mas & menor que a seqliéncia aminodcida inteira. Em modalidades alternativas das pro-
teinas de fusdo, composigdes € métodos da presente invengéo, o polipeptideo RAGE pode
compreender uma seqiiéncia que é pelo menos cerca 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% ou 99% idéntica & RAGE humana, ou a um fragmento da mesma. Por e-
xemplo, em uma‘modalidade, o polipeptideo RAGE pode compreender RAGE humana, ou
um fragmento da mesma, com Glicina como o primeiro residuo em vez de uma Metionina
(ver, por exemplo, Neeper e colaboradores, (1992)). Ou, 2 RAGE humana pode compreen-
der RAGE de comprimento completo com o sinal de seqiiéncia removido (por exemplo,
SEQW ID NO:2 ou SEQ ID NO:3) (FIGS 1A e 1B) ou uma porgéo desta seqiiéncia aminoa-
cida.

As proteinas de fusdo RAGE da presente invengdo podem também compreender
RAGESs (por exemplo, SEQ ID NO:4), um polinucleotideo pelo menos 90% idéntico a RA-
GEs, ou um fragmento de RAGEs. Como aqui utilizado, RAGEs é a proteina RAGE que néo
inclui a regido transmembranar ou a cauda citoplasmética (Park e colaboradores, Nature
Med. 4:1025-1031 (1998)). Por exemplo, com Glicina como o primeiro residuo em vez de
uma Metionina (Ver, por exemplo, Neeper e colaboradores, (1992)). Ou, um polipeptideo
RAGE pode compreender RAGEs humanas com a seqliéncia sinal removida (Ver, por e-
xemplo, SEQ ID NO:5 ou SEQ 1D NO:6 ou SEQ ID NO:45 na FIG. 1) ou uma porgéo desta
seqiiéncia aminoacida. '

Em outras modalidades, a proteina RAGE pode compreender um dominio-V RAGE
(ver, por exemplo, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, ou SEQ | DNO:46 na FIG. 1) (Neeper e co-
laboradores, (1992); Schmidt e colaboradores (1997)). Ou, uma seqiiéncia pelo menos 90%
idéntica ao dominio-V RAGE ou um fragmento do mesmo pode ser utilizado.

Ou, a proteina RAGE pode compreender um fragmento do dominio-V RAGE (por
exemplo, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 ou SEQ ID NO:47 na FIG. 1). Em uma modalidade a
proteina RAGE pode compreender um sitio de ligagéo de ligante. Em uma modalidade, o
sitio de ligagdio do ligante pode compreender a SEQ ID NO:9, ou uma seqliéncia pelo me-
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nos 90% idéntica a mesma, ou SEQ ID NO:10, ou uma seqtiéncia pelo menos 90% idéntica

a mesma ou SEQ ID NO:47, ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a mesma. Em ain-
da outra modalidade, o fragmento RAGE & um peptideo sintético.

Em outra modalidade, o sitio ligante do ligador pode compreender aminoacidos 23-
53 da SEQ ID NO:1 (FIG 1). Em outra modalidade, o sitio de ligagéo do ligador pode com-
preender aminoacido 24-52 da SEQ ID NO:1. Em outra modalidade, o sitio de ligagéo do
ligador pode compreender aminodcidos 31-52 da SEQ ID NO:1. Em outra modalidade, o
sitio de ligagdo do ligador pode compreender aminacidos 19-52 da SEQ ID NO:1. Por e-
xemplo, o sitio de ligag&o do ligante pode compreender um dominio RAGE V ou uma porgéo
do mesmo tal como o dominio de ligagdo do ligador RAGE (por exemplo, aminoacidos 1-
118, 23-118, 24-118, 1-116, 23-116, 24-116, 31-116, 1-54, 23-54, 24-54, 1-53, 23-53, 24-53,
ou 31-53 da SEQ ID NO:1, ou fragmentos dos mesmos). Ou fragmentos de polipeptideos
que funcionalmente se ligam ao ligador RAGE podem ser utilizados. Ou, uma sequéncia
pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao dominio RAGE
V ou um fragmento do mesmo (por exemplo, como descrito acima) pode ser utilizado. Ainda,
como & conhecido na técnica, em modalidades onde o N-terminal da proteina de fuséo &
glutamina, como por exemplo sob remogéo.da sequéncia de sinal compreendendo residuos
1-23 da SEQ 1D NO:1 (por exemplo, 024 para um polipeptideo compreende aminodcidos
24-118 ou SEQ ID NO:1), a glutamina pode ciclizar para formar acido piroglutamico (pE).

Dessa maneira, o polipeptideo RAGE utilizado nas proteinas de fuséo RAGE da
presente invengao pode compreender um fragmento de RAGE de comprimento inteiro. Co-
mo é conhecido na técnica, RAGE compreende trés dominios polipeptideos tipo imunogio-
bulina, 0 dominio V, e os dominios C1 e C2 s&o ligados um ao outro por um ligante interdo-
minio. RAGE de comprimento inteiro inclui um polipeptideo transmembranar e uma cauda
citoplasmética “downstream” (C-terminal) do dominio C2, eligado a0 dominid C2.

Em uma modalidade, o polipeptideo RAGE n&o inclui qualquer residuo de seqlién-
cia sinalizadora. A seqtléncia sinalizadora de RAGE pode compreender ou residuos 1-22 ou
residuos 1-23 do RAGE de comprimento total. Ainda, como é conhecido na técnica, em mo-
dalidades onde o N-terminal da proteina de fus&o & glutamina (por exemplo,

a sequéncia sinalalizadora compreende residuos 1-23), a glutamina N-terminal
(Q24) pode ciclizar para formar écido glutamico (pE). Exemplos de construgdes de tais mo-
léculas sdo polipeptideos tendo as sequéncias aminoacidas como revelado nas SEQ ID
NOs: 45, 46, 47, 48, 49, 50 e 51 (FIG. 1), bem como proteinas de fuséo RAGE tendo as se-
quéncias aminodcidas reveladas na SEQ ID NOs"56 e 57 (FIG. 4).

Como reconhecido na técnica, a regido CH3 das proteinas de fusdo RAGE da pre-
sente invengdo podem ter aminoécidos C-terminais clivados através de uma modificagéo
traducional quando expressos em certos sistemas recombinantes. (Ver, por exemplo, Li et
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al, BioProcessing J:, 4; 23-30 (2005)). Em uma modalidade, o aminoacido C-terminal clivado
é lisina (K). Entéo, em modalidades alternativas, a proteina de fusdo RAGE da presente in-
veng&o pode compreende um polipeptideo tendo a sequéncia aminoécida como revelado na
SEQ ID NOs: 32-37, 56 e 57 sem a lisina C-terminal (K).

Entdo em vérias modalidades, o polipeptideo RAGE pode compreender aminoéci-
dos 23-116 de RAGE humana (SEQ ID NO:7) ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a
mesma, ou aminoacidos 24-116 da RAGE humana (SEQ ID NO:8) ou uma sequéncia pelo
menos 90% idéntica a mesma, ou aminoécidos 24-116 da RAGE humana onde Q24 cicliza
para formar pE (SEQ ID NO:46) ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica da mesma,
correspondendo ao dominio V da RAGE. Ou, o polipeptideo RAGE pode compreender ami-
nodcidos 124-221 da RAGE humana (SEQ ID NO:11) ou uma sequéncia pelo menos 90%
idéntida a mesma, correspondendo ao domfnio C1 da RAGE. Em outra modalidade, o poli-
peptideo RAGE pode compreender aminodcidos 227-317 da RAGE humana (SEQ ID
NO:12) ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntida a mesma, correspondendo ao dominio
C2 da RAGE. Ou, o polipeptideo RAGE pode compreender aminoacidos 23-123 da RAGE
humana (SEQ ID NO:13) ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntida a mesma, ou aminoa-
cidos 24-123 da RAGE humana (SEQ ID.NO:14) ou uma sequéncia pelo menos 90% idénti-
ca a mesma, correspondendo ao dominio V da RAGE e um ligador interdominio a jusante.
Ou, o polipeptideo RAGE pode compreender aminoécidos 24-123 da RAGE humana onde
024 cicliza para formar pE (SEQ ID NO:48) ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntida a
mesma. Ou, o polipeptideo RAGE pode compreender aminoacidos 23-226 da RAGE huma-
na (SEQ ID NO:17) ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntida a mesma, ou aminoécidos
24-226 da RAGE humana (SEQ ID NO:18) ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntida a
mesma, correspondendo ao dominio V, o dominio C1 e o ligador interdominio ligando esses
dois dominios. Ou o polipeptideo RAGE pode compreender aminoécidos 24-226 da RAGE
humana onde Q24 cicliza para formar pE (SEQ ID NO:50), ou uma sequéncia de pelo me-
nos 90% idéntida a mesma. Ou, o polipeptideo RAGE pode compreender aminodcidos 23-
339 da RAGE humana (SEQ ID NO:5) ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a mes-
ma, ou 24-339 da RAGE humana (SEQ ID NO:6) ou uma sequéncia pelo menos 90% idénti-
ca a mesma, correspondendo a sRAGE (isto &, codificando os dominios V, C1 e C2 e ligado-
res interdominios). Ou, o polipeptideo RAGE pode compreender aminoacidos 24-339 da
RAGE humana onde Q24 cicliza para formar pE (SEQ ID NO:45) ou uma sequéncia pelo
menos 90% idéntica do mesmo. Ou, fragmentos de cada uma dessas sequéncias podem
ser utilizados. Ver FIG 1, para sequéncias aminoacidas desses polipeptideos.

A proteina fusdo RAGE pode incluir vérios tipos de peptideos que ndo séo deriva-
dos de RAGE ou um fragmento da mesma. O segundo polipeptideo da proteina de fuséo
RAGE pode compreender um polipeptideo derivado a partir de uma imunoglobulina. Em
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uma modalidade, o polipeptideo imunoglobulina pode compreender uma cadeia pesada da
imunoglobulina ou uma porgéo (isto é, fragmento) da mesma. Por exemplo, o fragmento de
cadeia pesada pode compreender um polipeptideo derivado a partir do fragmento Fc de uma
imunoglobulina em que o fragmento Fc compreende a dobradica da cadeia pesada do poli-
peptideo, e os dominios Cy2 e Cy3 da cadeia pesada da imunoglobulina como um mondme-
ro. A cadeia pesada (ou porgéo da mesma) pode ser derivada a partir de qualquer um dos
isétopos de cadeia pesada conhecidos: 19G (y), IgM (), IgD (8), IgE (€), ou IgA (). Em adi-
¢80, a cadeia pesada (ou porgéo da mesma) pode ser derivada a partir de qualquer um dos
subtipos de cadeia pesada conhecidos: IgG1 (y1), IgG2 (y2), 19G3 (y3), IgG4 (v4), IgA1 (a1),
IgA2 (a2), ou mutagbes desses is6topos ou subtipos que alteram a atividade biolégica. O
segundo polipeptideo compreende os dominios Cu2 e Cy3 de uma IgG1 humana ou porgdes
de um ou ambos os dominios. Como um exemplo de modalidade, o polipeptideo compreen-
de os dominios Cy2 e Cy3 de uma IgG1 humana ou uma porgéo da mesma pode compre-
ender a SEQ ID NO:40 (FIG 1) ou ma porgéo da mesma. Em uma modalidade, o polipepti-
deo compreendendo os dominios CH2 e CH3 de uma 1gG 1 humana, ou uma porgéo da
mesma, podem compreender SEQ ID NO:38 ou um fragmento da mesma. O peptideo imu-
noglobulina pode ser codificado-pela sequéncia de 4cido nucléico de SEQ ID-NO:39 ou SEQ
ID NO:41 (FIG 1). A sequéncia imunoglobulina na SEQ 1D NO:38 ou SEQ ID NO:40 pode
também ser codificada pela SEQ ID NO:52 ou SEQ ID NO: 53 (FIG 1), onde a base silencia-
dora muda para os codons que codificam para prolina (CCG a CCC) e glicina (GGT a GGG)
no C-terminal da sequéncia remove uma sitio de splice do RNA criptico perto do cédon ter-
minal (isto &, nucleotideos 622-627 da SEQ 1D NO:39 sdo modificados para gerar SEQ 1D
NO:52 ou nucleotideos 652-657 da SEQ ID NO:41 séio modificados para gerar SEQ ID
NO:53).

A regido dobradica da por¢do Fc da cadeia da imunoglobuiina deve ser pro-
inflamatdria in vivo. Entdo, em uma modalidade, a proteina de fusdo RAGE da presente in-
vengdo compreende um ligante interdominio derivado de RAGE em vez de um interdominio
dobradiga de polipeptideo derivado de uma imunoglobulina.

Dessa certas modalidades, uma proteina de fusdo RAGE compreende um polipep-
tideo RAGE diretamente ligado a um polipeptideo compreendendo um dominio Cu2 de uma
imunoglobulina, ou um fragmento ou porgéo do dominio Cx2 de uma imunoglobulina. Em
uma modalidade, o dominio Cx2, ou um fragmento do mesmo compreende a SEQ ID NO:42
(FIG 1). Em uma modalidade, o fragmento da SEQ ID NO:42 compreende SEQ ID NO:42
com os primeiros dez aminoacidos compreendendo peld menos uma porgéo da regiéo do-
bradiga de Fc removida. Em uma modalidade, o polipeptideo RAGE pode compreender um
sitio de ligagdo do ligante. O sitio de ligagéo do ligante RAGE pode compreender o dominio
V da RAGE, ou uma porgéo do mesmo. Em uma modalidade, o sitio de ligagdo do ligante
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RAGE compreende a SEQ ID'NO:9 ou uma seqiiéncia pelo menos 90% idéntica a mesma,
ou a SEQ ID NO:10 ou uma seqiidncia pelo menos 90% idéntica da mesma, ou SEQ ID
NO:47, ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica da mesma.

O polipeptideo RAGE utilizado nas proteinas de fusdo RAGE da presente invengéo
pode compreender um dominio da imunoglobulina RAGE. Adicionalmente ou alternativa-
mente, o fragmento da RAGE pode compreender um ligante interdominio. Ou, o polipepti-
deo RAGE pode compreender um dominio da imunoglobulina RAGE ligado a um ligante in-
terdominio “upstream” (isto &, mais perto do N-terminal) ou “downstream” (isto €, mais perto
do C—tgrminal). Em ainda outra modalidade, o polipeptideo RAGE pode compreender dois
(ou mais) dominios de imunoglobulina RAGE cada ligado ao outro por um ligante interdomi-
nio. O polipeptideo RAGE pode ainda compreender multiplos dominios de imunoglobulina
RAGE ligada a cada um por um ou mais ligantes interdominios e tendo um ligante interdo-
minio terminal ligado ao dominio N-terminal da imunoglobulina RAGE e/ou ao dominio C-
terminal da imunoglobulina. Combinagdes adicionais dos dominios da imunoglobulina RAGE
e ligantes interdominios estéo dentro do objetivo da presente invengéo.

Em uma modalidade, o polipeptideo RAGE compreende um ligante interdominio

-RAGE ‘ligado-a um-dominio-da imunoglobulina. RAGE tal que o aminoacido C-terminal do

dominio da imunoglobuliha RAGE est4 ligado ao amino4cido N-terminal do ligante interdo-
minio e o aminoacido C-terminal do ligante interdominio RAGE estéa diretamente ligado ao
aminoacido N-terminal de um polipeptideo compreendendo um dominio Cyx2 de uma imuno-
globulina, ou um fragmento da mesma. O polipeptideo compreendendo um dominio Cy2 de
uma imunoglobulina pode compreender os dominios Cx2 e Cu3 de uma IgG1 humana ou
uma porgéo de uma ou ambos os dominios. Como exemplo das modalidades, o polipeptideo
compreendendo os dominios Cy2 e Cy3, ou uma porgao dos mesmos, de uma IgG1 humana
pode compreender a SEQ ID NO:40 ou uma porgéo da mesma. Em uma modalidade, o poli-
peptideo pode compreender 0s dominios CH2 e CH3; de um 1gG1, ou uma porgéo da mes-
ma, pode compreender SEQ ID NO:38 ou um fragmento da mesma. Ou a lgG1 humana po-
de compreender a SEQ 1D NO:38 ou SEQ ID NO:40 com a lisana terminal (K) removida.
Como descrito acima, a proteina de fusdo RAGE da presente invengéo pode com-
preender um dominio Unico ou maltiplo de RAGE. Também, o polipeptideo RAGE co'mpre—
endendo um ligante interdominio ligado a um dominio polipeptideo RAGE pode compreen-
der um fragmento de proteina RAGE de comprimento total. Por exemplo, o polipeptideo
RAGE pode compreender aminoécidos 23-136 de RAGE humana (SEQ ID NO:15) ou uma
seqliéncia pelo menos 90% idéntica da mesma ou aminoécidos 24-136 da RAGE humana
(SEQ ID NO:16) ou uma seqiiéncia pelo menos 90% idéntica a mesma, ou aminoacidos 24- '
136 da RAGE humana onde Q24 cicliza para formar pE (SEQ ID NO:49), ou uma sequéncia

~ pelo menos 00% idéntica a mesma, correspondendo ao dominio V da RAGE e um ligante
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interdominio “downstream”. Ou, o polipeptideo RAGE podem compreender aminoacidos 23-
251 da RAGE humana (SEQ ID NO:19) ou uma seqiéncia pelo menos 90% idéntica a
mesma, ou aminoacidos 24-251 da RAGE humana (SEQ ID NO:20) ou uma seqiiéncia pelo
menos 90% idéntica a mesma, ou aminodcidos 24-251 da RAGE humana onde Q24 cicliza
para formar pE (SEQ ID NO:51), ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica da mesma,
correspondendo ao dominio V, o dominio C1, o ligante interdominio ligando esses dois do-
minios, e um segundo ligante interdominio “downstream” de C1.

Por exemplo, em uma modalidade, a proteina de fuséo RAGE pode compreender
dois dominios de imunoglobulinas derivados da proteina RAGE e dois dominios de imuno-
globulinas derivados do polipeptideo Fc humano. A proteina de fuséo RAGE pode compre-
ender um primeiro dominio de imunoglobulina RAGE e um primeiro ligante interdominio
RAGE ligado a um segundo dominio da imunoglobulina RAGE e um segundo ligante inter-
dominio RAGE, tal que o aminoacido N-terminal do primeiro ligante interdominio esta ligado
ao aminoécido C-terminal do primeiro dominio RAGE, o aminoacido N-terminal do segundo
dominio da imunoglobulina RAGE est ligado ao aminoacido C-terminal do primeiro ligante
interdominio, o aminoécido N-terminal do segundo ligante interdominio esté ligado ao ami-
noécido C-terminal do segundo dominio da imunoglobulina RAGE, e o aminoéacido C-
terminal do segundo ligante interdominio RAGE esta diretamente ligado ao aminoécido N-
terminal do dominio da imunoglobulina C42. Em modalidades alternativas, um quarto domi-
nio da proteina de fusdo RAGE é codificado por SEQ ID NO:30 ou SEQ ID NO:54 (FIG 2).
Em modalidades alternativas, um quarto dominio da proteina fusdo RAGE compreende SEQ
ID NO:33, SEQ ID NO:34 ou SEQ 1D NO:56 (FIG 4).

Alternativamente, um terceiro dominio da proteina de fuséio RAGE pode compreen-
der um dominio da imunoglobulina derivado de RAGE e dois dominios de imunoglobulinas
derivados de um polipeptideo Fc humano. Por exemplo, a proteina de fusdo RAGE pode
compreender um dominio de imunoglobulina RAGE {nico ligado através de um ligante inter-
dominio RAGE ao arhinoécido N-terminal de um domfnio de imunoglobulina Cy2 ou uma
porgéo de um dominio da imunoglobulina Cyi2. Em uma modalidade, um terceiro dominio da
proteina de fusdo RAGE pode compreender a SEQ ID NO:35. Em modalidades alternativas,
um terceiro dominio da proteina de fusio RAGE é codificado pela SEQ ID NO:31 ou SEQID
NO:55 (FIG 3). Em uma modalidade, um terceiro dominio da proteina de fuséo RAGE é co-
dificado pela SEQ ID NO:35 (FIG 5). Em modalidades alterantivas, um terceiro dominio da
proteina de fusdo RAGE é codificado pela SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:37 ou SEQ ID NO:57
(FIG 5).

Um fragmento de ligante interdominio RAGE pode compreender uma seqiiéncia de
peptideo que é naturaimente “downstream” de, e dessa forma, ligada a um dominio de imu-
noglobulina RAGE. Por exemplo, para o dominio V RAGE, o ligante interdominio pode com-
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preender seqiiéncias de aminoécidos que s&o naturaimente “downstream” a partir do domi-
nio V. Em uma modalidade, o ligante pode compreender a SEQ 1D NO:21, correspondendo
a0s amino4cidos 117-123 da RAGE de comprimento total. Ou, o ligante pode compreender
um peptideo tendo porges adicionais da sequiéncia RAGE natural. Por exemplo, um ligante
interdominio compreendendo varios aminoécidos (por exemplo, aminodcidos 1-3, 1-5, ou 1-
10, ou 1-15) “a montante” e “a jusante” da SEQ ID NO:21 podem ser utilizados. Dessa for-
ma, em uma modalidade, o ligante interdominio compreende a SEQ 1D NO:23 compreen-
dendo amino4cidos 117-136 da RAGE de comprimento total. Ou, fragmentos da SEQ ID
NO:21 suprimindo, por exemplo, 1, 2, ou 3 aminoacidos de cada final do ligante pode ser
utilizado. Em modalidades alternativas, o ligante pode compreender um peptideo que & pelo
menos 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica a SEQ ID NO:21 ou
SEQ ID NO:23.

Para o dominio RAGE C1, o ligante pode compreender seqiiéncia peptidica que é
naturalmente “downstream” do dominio C1. Em uma modalidade, o ligante pode compreen-
der a-SEQ ID NO:22, correspondendo aos aminoacidos 222-251 da RAGE de comprimento
total. Ou, o ligante pode compreender um peptideo tendo porgdes adicionais da seqliéncia
RAGE natural. Por exemplo, um ligante compreendendo varios aminoéacidos “upstream” e
“downstream” (aminoacidos 1-3, 1-5, ou 1-10, 1-15) da SEQ ID NO:22 podem ser utilizados,
suprimindo por exemplo, aminoécidos 1-3, 1-5, ou 1-10, ou 1-15 de cada terminagéo do li-
gante. Por exemplo, em uma modalidade, um ligante interdominio RAGE pode compreender
a SEQ ID NO:24, correspondendo aos aminoécidos 222-226. Em modalidades alternativas,
o ligador pode compreender um peptideo que é pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica a SEQ ID NO:22 ou SEQ ID NO:24.

Ou um ligador interdominio pode compreender SEQ 1D NO:44, correspondendo aos
aminoacidos RAGE 318-342. Em modalidades alternativas, o ligador pode compreender um
peptideo que & pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idén-
tico a SEQ ID NO:44. '

Além disso, um versado na técnica reconhecera que substituigdes, delegbes ou a-
digOes individuais que altera, adicionam ou deletam um aminoécido Unico ou uma pequena
porcetagem de aminodcidos (tipicamente menos que cerca de 5%, mais tipicamente menos
que cerca de 1%) em uma sequéncia codificada sdo conservativamente modificadas varia-
¢Oes onde as alteragdes resultam na substituiggo de um aminoécido com um aminoécido
quimicamente similar. Tabelas de substutuigdes conservativas provendo aminoécidos fun-
cionalmente similares sdo bem conhecidas na técnica. Os seguintes grupos de exemplos
contém aminoacidos que sdo substituigdes conservativas para um outro:

1)Alanina(A), Serina (S), Treonina (T);

2) Acido aspértico (D), 4cido glutamico (E);
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3) Asparagina (N), Glutamina (Q);

4) Arginina (R), Lisina (K);

5) Isoleucina (1), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V); e

6) Fenilalanina (F), Tirosina (), Triptofano (W),

Uma substituigdo conservativa é uma substituigdo em que o aminoécido substituido
(naturalmente ocorrendo ou modificado) & estruturalmente relacionado ao aminoacido sendo
substituido, isto &, tem cerca do mesmo tamanho e propriedades eletrénicas como o amino-
acido sendo substituido. Entéio, o aminoacido de substituigdo pode ter o mesmo grupo fun-
cional ou similar na cadeia lateral como o aminodcido original. Uma “substituigéo conservati-
va’ também refere-se a utilizagdo um aminoécido de substituigéo que é idéntica para o ami-
noécido sendo substituido exceto que um grupo funcional na cadeia lateral € protegido com
um grupo protetor adequado.

Como é conhecido na técnica, aminoacidos podem se tornar quimicamente modifi-
cados a partir da estrutura natural, ou por mecanismos de reagéo enzimética ou néo enzima-
tica. Por exemplo, em uma modalidade, um &cido glutdmico N-terminal ou glutamina pode
ciclizar, com perda de 4gua, para formar acido piroglutdmico (piroE ou pE) (Chelius et al,
Anal. Chem. 78:2370-2376 (2006) e Burstein et al, Proc. National Acad. Sci. 73:1604-2608
(1976)). Alternativamente, uma proteina tendo um &cido piroglutamico N-terminal pode po-
tencialmente ser acessado através de uma sequéncia de 4cido nucléico codificando para
acido glutdmico na posigdo na proteina que através de processo pés-traducional se torna o
N-terminal (por exemplo, onde o residuo 24 da SEQ ID NO:1 é glutamato ao invés de uma
glutamina).

Métodos de Produgéo das Proteinas de Fusdo RAGE

A presente invengao também compreende um método para fazer a proteina de fu-
sd0 RAGE. Dessa forma, em uma modalidade, a presente invengéo compreender um méto-
do de fazer uma proteina de fusdo RAGE compreendendo o passo de ligar covalentemente
um polipeptideo RAGE ligado a um segundo, polipeptideo ndo RAGE, em que o polipepti-
deo RAGE compreende um sftio de ligagéo do ligante RAGE. Por exemplo, o polipeptideo
RAGE ligado e o segundo polipeptideo ndo RAGE podem ser codificados por um DNA re-
combinante construido. O método pode ainda compreender o passo de incorporagéo do
DNA construldo em um vetor de expressdo. Também, o método pode compreender o passo
de inserir o vetor de expressdo em uma célula hospedeira.

Por exemplo, modalidades da presente invengéo provéem proteinas de fuséo RA-
GE compreendendo um polipeptideo RAGE ligado a um segundo polipeptideo ndo RAGE.
Em uma modalidade, a proteina de fusdo RAGE pode compreender um sitio de ligagéo ao
ligante RAGE. Em uma modalidade, o sitio de ligagéo do ligante compreende o dominio N-
terminal de uma proteina de fusdo RAGE. O sitio de ligagdo do ligante RAGE pode compre-
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ender o dominio V da RAGE, ou uma porgdo do mesmo. Em uma modalidade, o sitio de
ligagéo do ligante RAGE compreende a SEQ ID NO:9 ou uma seqliéncia pelo menos 90%
idéntica a mesma, ou a SEQ ID NO:10 ou uma sequiéncia pelo menos idéntica 90% idéntica
a mesma, ou SEQ ID NO:47, ou uma sequéncia de pelo menos 80% idéntica do mesmo.

Em uma modalidade, o polipeptideo RAGE pode ser ligado a um polipeptideo com-
preendendo um dominio de imunoglobulina ou uma porgéo (por exemplo, um fragmento do
mesmo) de um dominio de imunoglobulina. Em uma modalidade, o polipeptideo compreen-
dendo um dominio de imunoglobulina compreende pelo menos uma porgéo de pelo menos
um dos dominios Cy2 ou 0 Ci3 de uma IgG humana.

Entdo, modalidades da presente invengéo pode compreender moléculas de DNA
isolado que codifica as proteinas de fusdo RAGE que codifica as proteinas de fuséo RAGE
da presente invengdo. Em certas modalidades, as moléculas de DNA codificam para a prote-
fna fusdo RAGE compreendendo uma sequéncia aminoécida como revelado na SEQ ID
NO:56 ou SEQ ID NO:57, ou uma sequéncia pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% iy 99% idéntica da mesma. Por exemplo, em algumas modalidades, a se-
quéncia pelo menos 90% idéntica a SEQ 1D NO:56 ou SEQ ID NO:57 compreende a se-
quéncia-de SEQ-ID NO:56 ou SEQ ID NO:57 sem a lisina C-terminal. Entéo, em certas mo-
dalidades, a presente inveng&o pode compreender uma molecula de DNA tendo a sequéncia
revelada na'SEQ ID NO:54 ou SEQ ID NO:55, ou uma sequéncia pelo menos 70%, 75%,
80% 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica da mesma.

A pfoteina de fusdo RAGE pode ser construida por técnicas de DNA recombinante.
Por exemplo, em uma modalidade, a presente invengéo pode compreender uma seqiiéncia
de 4cido nucléico isolada compreendendo, complementar a, ou tendo identidade significante
com uma sequéncia polinucleotidica que codifica para um polipeptideo RAGE ligado a um
segundo polipeptideo ndo RAGE. Em uma modalidade, o polipeptideo RAGE pode compre-

ender um sftio de ligagéo do ligante RAGE.

A proteina ou polipeptideo RAGE pode compreender RAGE humana de compti-
mento total (por exemplo, SEQ 1D NO:1), o um fragmento da RAGE humana. Em uma mo-
dalidade, o polipeptideo RAGE n#o inclui qualquer residuo de sequéncias sinalizadoras. A
seqliéncia sinalizadora de RAGE pode compreender ou residuos 1-22 ou residuos 1-23 da
RAGE de comprimento total (SEQ ID NO:1). Em modalidades alternativas, o polipeptideo
RAGE pode compreender uma seqiiéncia pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% ou 99% idénticas & RAGE humana, ou um fragmento da mesma. Por e-
xemplo, em uma modalidade, o polipeptideo RAGE pode compreender RAGE humana, ou
um fragmento da mesma, com Glicina como o primeiro residuo em vez de Metionina (ver,
por exemplo, Neeper e colaboradores (1992)). Ou, a RAGE humana pode dompreender a
RAGE de tamanho completo com a seqiiéncia sinalizadora removida (por exemplo, SEQ ID
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NO:2 ou SEQ:ID NO:3) (FIGS. 1A e 1B) ou uma porgéo desta seqiiéncia aminodcida. As
proteinas de fusdo RAGE da presente invengéio podem tambem compreender RAGESs (por
exemplo, SEQ 1D NO:4), um polipeptideo pelo menos 90% idéntico &s RAGES, ou um frag-
mento de RAGEs. Por exemplo, o polipeptideo RAGE pode compreender RAGEs humanas,
ou fragmentos das mesmas, com Glicina como o primeiro residuo em vez de Metionina (ver,
por exemplo, Neeper e colaboradores (1992)). Ou, a RAGE humana pode compreender

RAGEs com a seqiiéncia sinalizadora removida (Ver, por exemplo, SEQ ID NO:5, SEQ ID

NO:6 ou SEQ ID NO:45 na FIG. 1) ou uma porgéo desta seqliéncia aminoacida. Em outras
modalidades, a proteina RAGE pode compreender um dominio V (Ver, por exemplo, SEQID
NO:7, SEQ ID NO:8 ou SEQ ID NO:46 na FIG 1). Ou, uma seqliéncia pelo menos 90% idén-
tica a0 dominio V ou um fragmento da mesma pode ser utilizado. Ou, a proteina RAGE pode
compreender um fragmento de RAGE compreendendo uma porg&o do dominio V (Ver, por

- exemplo, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 ou SEQ ID NO:47 na FIG. 1). Em uma modalidade, o

sitio de ligagdo do ligante pode compreender a SEQ ID NO:9, ou uma seqliéncia pelo me-
nos 90% idéntica a mesma, ou SEQ ID NO:10, ou uma seqiiéncia pelo menos 90% idéntica
a mesma, ou SEQ ID NO:47, ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica do mesmo. Em
ainda outra modalidade, o fragmento RAGE é um peptideo sintetico.

Em uma modalidade, a seqiiéncia de 4cido nucléico compreende a SEQ ID NO:25
para codificar amino4cidos 1-118 da RAGE humana ou um fragmento da mesma. Por exem-
plo, uma seqiiéncia compreendendo os nucleotideos 1-348 da SEQ ID N 0:25 pode ser uti-
lizada para codificar os aminoécidos 1-116 da RAGE humana. Ou, o &cido nucléico pode
compreender a SEQ iD NO:26 para codificar os aminodcidos 1-123 da RAGE humana. Ou,
0 4cido nucléico pode compreender a SEQ ID NO:27 para codificar os aminoacidos 1-136 da
RAGE humana. Ou, o 4cido nucléico pode compreender a SEQ ID NO:28 para codificar os
aminodcidos 1-230 da RAGE humana. Ou, o 4cido nucléico pode compreender a SEQ ID
NO:29 para codificar aminoécidos 1-251 da RAGE humana. Os fragmentos dessas seqiién-
cias de 4cidos nudléicos podem ser utilizados para codificar os fragmentos de polipeptideo
RAGE.

A proteina de fusdio RAGE pode incluir vérios tipos de peptideos que néo séo deri-
vados da RAGE ou um fragmento da mesma. O segundo polipeptideo da proteina de fuséo
RAGE pode compreender um polipeptideo derivado de uma imunoglobulina. A cadeia pesa-
da (ou porgéo da mesma) pode ser derivada de qualquer um dos isétopos de cadeia pesada
conhecidos: 1gG (y), 1gM (1), lgD (8), IgE (¢), ou IgA (a). Em adig&o, a cadeia pesada (ou
porgdo da mesma) pode ser derivada a partir de qualquer um dos subtipos de cadeia pesa-
da conhecidos: 1gG1 (y1), 19G2 (v2), 1gG3 (y3), I9G4 (v4), IgA1 (a1), IgA2 (02), ou mutagdes
desses isotipos ou subtipos que alteram a atividade biolégica. O segundo polipeptideo pode
compreender os dominios Cy2 e C43 de uma IgG1 ou uma porgéo de um ou ambos desses
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dominios. Como um exemplo de modalidades, o polipeptideo compreendendo os dominios
Ci2 e Cy3 da IgG1 humana ou uma porgéo da mesma pode compreender a SEQ ID NO: 38
ou SEQ 1D NO:40. Em uma modalidade, o polipeptideo compreendendo os dominios Cy2 e
C:3 de uma IgG1 humana, ou uma porgéo da mesma, pode compreender SEQ ID NO:38 ou
um fragmento do mesmo. O peptideo da imunoglobulina pode ser codificado pela seqliéncia
de SEQ ID NO:39 ou SEQ ID NO:41. Em modalidades alternativas, a sequéncia de imuno-
globulina na SEQ ID NO:38 ou SEQ ID NO:40 pode também ser coficada pela SEQ ID
NO:52 ou SEQ ID NO:53, respectivamente.

A regido da dobradiga da porgéio Fc da cadeia da imunoglobulina pode ser pré-
inflamatéria in vivo. Dessa forma, a proteina de fusdo RAGE da presente invengéo pode
compreender um ligante interdominio derivado da RAGE em vez de um interdominio da do-
bradica do polipeptideo derivado de uma imunoglobulina.

Dessa forma, em uma modalidade, a presente invengéo compreende um método de
fazer uma proteina de fusdo RAGE compreendendo o passo de ligar covalentemente um
polipeptideo RAGE a um polipeptideo compreendendo um dominio Cy2 de uma imunoglobu-
lina ou uma porgéo de um dominio Cy2 de uma imunoglobulina. Em uma modalidade, a pro-
teina-de fusdo RAGE pode compreender um sitio de ligagdo de um ligante RAGE. O sitio de
ligagdo do ligante RAGE pode compreender o dominio V da RAGE, ou uma porgdo do
mesmo. Em uma modalidade, o sitio de ligagdo do ligante RAGE compreende a SEQ ID
NO:9 ou uma seqiiéncia pelo menos 90% idéntica da mesma, ou a SEQ ID NO:10 ou uma
seqiéncia pelo menos 90% idéntica a mesma, ou SEQ ID NO:47, ou uma sequéncia pelo
menos 90% idéntica da mesma.

Em uma modalidade, a proteina de fusdo RAGE pode ser coficada por uma cons-
trugdo de DNA recombinante. O método pode compreender o passo de incorporar a cons-
trugdo de DNA em um vetor de expresséo. Também, o método pode compreender transfec-
tar o vetor de expressdo em uma célula do hospedeiro. Entéo, modalidades da presente in-
venggo também compreendendo vetores de expresséo codificando moléculas de DNA que
codificam as proteinas de fuséo de RAGE da presente inveng&o. Em certas modalidades, as
moléculas de DNA cofdificam para Oma proteina de fusdo RAGE compreendendo uma se-
quéncia aminoacida como revelado na SEQ 1D NO:56 ou SEQ ID NO: 57, ou uma sequéncia
pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica a mesma.
Por exemplo, em algumas modalidades, uma sequéncia de pelo menos 90% idéntica a SEQ
ID NO:56 ou uma SEQ ID NO:57 compreendendo a sequéncia de SEQ ID NO:56 ou SEQ |
DNO:57 sem a lisina C-terminal.

Ainda outras modalidades da presente invengdo também compreendem células
transfectadas com um vetor de expressdo codificando moléculas de DNA que codificam as
proteinas de fuséio RAGE da presente invengéo. Em certas modalidades, as moléculas DNA
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codifica para uma proteina de fusdo RAGE compreendendo uma sequéncia aminodacida co-
mo revelado na SEQ ID NO:56 ou SEQ ID NO:57, ou uma sequéncia pelo menos 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96% 97%, 98% ou 99% idéntica da mesma. Por exmeplo, em
algumas modalidades, uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a SEQ ID NO:56 ou SEQ
ID NO:57 compreende a sequéncia de SEQ ID NO:56 ou SEQ 1D NO:57 sem a lisina C-
terminal.

Por exemplo, em uma modalidade, a presente invengdo compreende um acido nu-
cléico codificando um polipeptideo RAGE diretamente ligado a um polipeptideo compreen-
dendo um dominio Cy2 de uma imunoglobulina, ou um fragmento da mesma. Em uma mo-
dalidade, o dominio C2, ou um fragmento do mesmo, compreende a SEQ ID NO:42. Em
uma modalidade, o fragmento da SEQ ID NO:42 compreende SEQ ID NO:42 com os primei-
ros 10 aminoacidos removidos. O segundo polipeptideo pode compreender os dominios Cu2
e C,3 de uma IgG1. Como exemplo de modalidades, o polipeptideo compreendendo os do-
minios Cy2 e Cy3 de lea lgG1 humana podem compreender as SEQ ID NO:38 ou um
fragmento do mesmo. O peptideo da imunoglobulina pode ser codificado pela seqiiéncia de
4cido nucléico de SEQ 1D NO:39 ou SEQ ID NO:41. A sequéncia de imunoglobulina na SEQ
ID NO:38 ou SEQ: ID. NO:40 pode também ser codificado pela SEQ 1D NO:52 ou SEQ ID
NO:53, onde a base silenciadora muda para os cédons que codifica para prolina (CCG a
CCC) e glicina (GGT a GGG) no C-terminal da sequéncia remove um sitio splice de RNA
critptico perto do cédon terminal (isto é, nucletideos 622-627 da SEQ ID NO:39 sédo modifi-
cadas para gerar SEQ ID NO:52 ou nucleotideos 652-657 de SEQ ID NO:41 sdo modifcada
para gerar SEQ ID NO:53).

Em uma modalidade, o polipeptideo RAGE pode compreender um ligante interdo-
minio RAGE ligado a um dominio de imunoglobulina RAGE tal que o aminodcido C-terminal
da imunoglobulina RAGE esté ligado ao aminoécido N-terminal do ligante interdominio, € 0
aminoécido C-terminal do ligante interdominio RAGE esta diretamente ligado ao aminoécido
N-terminal de um polipeptideo compreendendo um dominio Cy2 de uma imunoglobulina, ou
um fragmento do mesmo. O polipeptideo compreendendo um dominio Cy2 de uma imuno-
globulina, ou uma porgéo do mesmo, pode compreender um polipeptideo compreendendo
os dominios Cy2 & Cy3 de uma igG1 humana ou uma porgéo de ambos, ou desses domf-
nios. Como exemplo de modalidades, o poiipeptideo compreendendo os dominios Cy2 e
Cu3 de uma IgG1 humana, ou uma porgéo da mesma, pode compreender a SEQ ID NO:38
ou SEQ ID NO:40. Em uma modalidade, o polipeptideo compreendendo os dominios CH2 e
Ch3 de uma IgG1 humana, ou uma porgdo da mesma, pode compreender SEQ ID NO:38 ou
um fragmento da mesma. Em certas modalidades, o polipeptideo compreendendo os domi-
nios CH2 e CH3 de uma IgG1 humana, ou uma porgéo do mesmo, podem compreender
SEQ ID NO:38 ou SEQ ID NO:40 com a lisina C-terminal (K) removida. |

52
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A proteina de fuséio RAGE da presente invengéo pode compreender um dominio
Gnico ou multiplo da RAGE. Também, o polipeptideo RAGE compreendendo um ligante in-
terdominio ligado a um dominio da imunoglobulina RAGE pode compreender um fragmento
de uma proteina RAGE de comprimento total. Por exemplo, em uma modalidade, a proteina
de fusdo RAGE pode compreender dois dominios de imunoglobulinas derivados da proteina
RAGE e dois dominios de imunoglobulinas derivados de um polipeptideo Fc humano. A pro-
teina de fusdo RAGE pode compreender um primeiro dominio de imunoglobulina RAGE e
um segundo ligante interdominio RAGE, tal que o aminoacido N-terminal do primeiro ligante
interdominio esta ligado ao aminoécido C-terminal do primeiro dominio da imunoglobulina
RAGE, o aminoacido N-terminal do segundo dominio da imunoglobulina RAGE esta ligado
a0 aminoacido C-terminal do primeiro ligante interdominio, o aminoécido N-terminal do se-
gundo ligante interdominio esta ligado ao aminoacido C-terminal do segundo dominio da
imunoglobulina RAGE, e 0 aminodcido C-terminal do segundo ligante interdominio RAGE
esta diretamente ligado a0 aminoéacido N-terminal do polipeptideo compreendendo um do-
minio Cu2 da imunoglobulina ou um fragmento do mesmo. Por exemplo, o polipeptideo RA-
GE pode compreender aminoacidos 23-251 da RAGE humana (SEQ ID NO:19) ou uma se-
qiiéncia 90%idéntica a mesma, ou- amino4cidos 24-251 da RAGE humana (SEQ ID NO:20)
ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a mesma, ou aminoécidos 24-251 da RAGE
humana onde Q24 cicliza para formar pE (SEQ ID NO:51) ou uma sequéncia pelo menos
90& idéntica da mesma, correspondendo ao dominio V, o dominio C1, o ligante interdominio
ligando esses dois dominios, € um segundo ligante interdominio “downstream” de C1. Em
uma modalidade, um &cido nucléico construido compreendendo a SEQ ID NO:30 ou um
fragmento da mesma pode codificar um quarto dominio da proteina de fusdo RAGE (FIG.
2A). Em outra modalidade, contrugéo de acido nucleico compreendendo SEQ ID NO:54
(FIG. 2B) pode codificar para um quarto dominio da proteina de fusdo RAGE, onde base
silencionadora muda para os codons que codificam para prolina (CCG a CCC) e glicina
(GGT a GGG) no C-terminal da sequéncia s&o iniciador para remover o sitio splice do RNA
criptico perto do cédon terminal (isto €, nucleotideos 1375-1380 da SEQ ID NO:30 séo modi-
ficadas para gerar SEQ ID NO:54). '

Alternativamente, um terceiro dominio da proteina de fusdo RAGE pode compreen-
der um dominio de imunoglobulina derivado de RAGE e dois dominios da imunoglobulina
derivados de um polipeptideo Fc humano. Por exemplo, a proteina de fuséo RAGE pode
compreender um dominio de imunoglobulina RAGE Unico através de um ligante interdominio
RAGE a0 amino4cido N-terminal do polipeptideo compreendendo um dominio Cy2 da imu-
noglobulina ou um fragmento do mesmo. Por exemplo, o polipeptideo RAGE pode compre-
ender os aminoécidos 23-136 da RAGE humana (SEQ ID NO:15) ou uma seqiiéncia pelo
menos 90% idéntica a mesma ou os aminoacidos 24-136 da RAGE humana (SEQ ID
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NO:16) ou uma sequiéncia pelo menos 90% idéntica a mesma, ou aminoécidos 24-136 da
RAGE humana onde Q24 cicliza para formar pE (SEQ ID NO:49) ou uma sequéncia pelo
menos 90% idéntica da mesma, correspondendo ao dominio V da RAGE e um ligante inter-
dominio “a jusante” (FIG 1). Em uma modalidade, um 4cido nucléico construido compreen-
dendo a SEQ ID NO:31 ou um fragmento da mesmo pode codificar para um terceiro dominio
da proteina de fuséo RAGE (FIG 3A). Em outra modalidade, construgéo de &cido nucléico
compreendendo da SEQ ID NO:55 pode codificar para os trés dominios da proteina de fu-
s30 RAGE, onde mudangas da base silenciadora para cédons que codificam para prolina
(CCG a CCC) e glicina (GGT a GGG) no C-terminal da sequéncia remove o sétio splice to
RNA criptico perto do cédon terminal (isto é, nucleotideos 1030-1035 da SEQ ID NO:31 séo
modificadas gerar SEQ ID NO:55) (FIG 3B).

Um fragmento ligante interdominio RAGE pode compreender uma sequiéncia de
peptideo que é naturalmente “downstream” de, e entéo, ligada a um dominio da imunoglobu-
lina RAGE. Por exemplo, para 0 dominio V RAGE, o ligante interdominio pode compreender
seqiiéncias aminoécidas que s&o naturalmente “downstream” do dominio V. Em uma moda-
lidade, o ligante pode compreender a SE Q 1D NO:21, correspondendo aos aminoacidos
117-123-da RAGE de comprimento total. Ou, o ligante pode compreender um peptideo tendo
porgdes adicionais da seqtiéncia RAGE natural. Por exemplo, um ligante interdominio com-
preendendo vérios aminoécidos “a montante” e “a jusante” (por exemplo, aminoacidos 1-3,
1-5, ou 1-10, ou 1-15) da SEQ ID NO:21 pode ser utilizada. Desse modo, em uma modali-
dade, o ligante interdominio compreende a SEQ D NO:23 compreendendo os aminoécidos
117-136 da RAGE de comprimento total. Ou, fragmentos da SEQ ID NO:21 suprimindo, por
exemplo, aminoécidos 1, 2, ou 3 da terminalizag&o do ligante podem ser utilizados. Em mo-
dalidades alternativas, o ligante pode compreender uma seqiiéncia que é pelo menos 70%,
75%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica 4 SEQ ID NO:21 ou SEQ ID NO:23.

Para o dominio C1 da RAGE, o ligante pode compreender uma seqiiéncia peptidica
que & naturaimente “downstream” do dominio C1. Em uma modalidade, o ligante pode com-
preender a SEQ ID NO:22, correspondendo aos aminoécidos 222-251 da RAGE de compri-
mento total. Ou, o ligante pode compreender um peptideo tendo porgdes adicionais da se-
gliéncia RAGE natural. Por exemplo, um ligante compreendendo vdrios amino&cidos “ups-
tream” e “downstream” (aminoécidos 1-3, 1-5, ou 1-10, ou 1-15) da SEQ ID NO:22 podem
ser utilizados. Ou, fragmentos da SEQ ID NO:22 podem ser utilizados, suprimindo por e-
xemplo, aminoécidos 1-3, 1-5, ou 1-10, ou 1-15 da terminalizagdo do ligante. Por exemplo,
em uma modalidade, o ligante interdominio RAGE pode compreender a SEQ ID NO:24, cor-
respondendo aos aminoécidos 222-226. Em uma modalidade alternativa, o ligador pode
compreender uma sequéncia que é pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% ou 99% idéntica a SEQ ID NO:22 ou SEQ ID NO:24.
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Ou um ligante interdominio pode compreender a SEQ 1D NO:44, correspondendo
aos aminocidos RAGE 318-342. Em uma modalidade alternativa, o ligador pode compre-
ender uma sequéncia que é pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%
ou 99% idéntica a SEQ ID NO:44.

O método pode ainda compreender o passo de incorporagéo do DNA construido em
um vetor de expressédo. Desse modo em uma modalidade da presente invengdo compreen-
de um vetor de expresséo que codifica para uma proteina de fuséo RAGE compreendendo
um polipeptideo RAGE diretamente ligado a um polipeptideo compreendendo um dominio
Ci2 de uma imunoglobulina ou uma porgéo de um dominio Cx2 de uma imunoglobulina. Em
uma modalidade, o polipeptideo RAGE compreende construgdes, tais como aquelas descri-
tas aqui, tendo o ligante interdominio RAGE ligado a um dominio da imunoglobulina RAGE
tal que o aminoacido C-terminal do dominio da imunoglobulina RAGE est4 ligado ao amino-
acido N-terminal do ligante-interdominio, e o aminoécido C-terminal do ligante interdominio
RAGE esta diretamente ligado ao aminoécido N-terminal de um polipeptideo compreenden-
do um dominio Cy2 de uma imunoglobulina, ou uma porgéo da mesma. Por exemplo, o vetor
de expressao utilizado para transfectar as células pode compreender a seqiiéncia de acido

. nucléico de SEQ 1D NO:30, ou um fragmento da mesma, SEQ ID NO:54, ou um fragmento

da mesma, SEQ 1D NO:31, ou um fragmento da mesma, ou SEQ 1D NO:55 ou um fragmento
da mesma.

O método pode ainda compreender o passo de transfectar uma célula com o vetor
de expressdo da presente invengdo. Dessa forma, em uma modalidade, a presente inven-
¢80 compreende uma célula transfectada com o vetor de express&o que expressa a proteina
de fusdo RAGE da presente invengéo, tal que a célula expressa uma proteina de fusdo RA-
GE compreendendo um polipeptideo RAGE diretamente ligado a um polipeptideo compre-
endendo um dominio Cx2 de uma imunoglobulina ou uma porgéo de um dominio Cy2 de
uma imunoglobulina. Em uma modalidade, o polipeptideo RAGE compreende construgdes,
tais como aquelas aqui descritas, tendo um ligante interdominio RAGE ligado a um dominio
de imunoglobulina RAGE tal que o amino4cido C-terminal do dominio de imunogiobulina
RAGE est4 ligado ao aminodcido N-terminal do ligante interdominio, e o aminodcido C-
terminal do ligante interdominio RAGE est4 diretamente ligado ao aminoécido N-terminal de
um polipeptideo compreendendo um dominio Cy2 de uma imunoglobulina, ou uma porgéo
do mesmo. Por exemplo, o vetor de expresséo pode compreender a seqiiéncia de acido nu-
cléico SEQ 1D NO:30, ou um fragmento da mesma, SEQ 1D NO:54, ou um fragmento da
mesma, SEQ ID NO:31, ou um fragmento da mesma, ou SEQ ID NO:55, ou um fragmento
da mesma.

Por exemplo, plasmideos podem ser construidos para expressar as proteinas de
fusdo RAGE-IgG Fc por fuséo de diferentes comprimentos de uma seqliéncia 5'de cDNA de
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RAGE humana com uma seqiiéncia 3'de cDNAda IgG1 Fc (y1) humana. A expresséo de
seqliéncias cassete pode ser inserida em um vetor de expresséo tal como vetor de expres-
s80 pcDNA3.1 (Invitrogen, CA) utilizando técnicas recombinantes padrbes.

Também, o método pode compreender transfecgéo do vetor de expressio em uma
célula hospedeira. Proteinas de fuséo RAGE podem ser expressas em sistemas de expres-
sdo de mamiferos, incluindo sistemas em que a expresséo de construgdes sao introduzidas
em células mamiferas utilizando virus tais como retrovirus ou adenovirus. Linhagens de cé-
lulas mamiferas disponiveis como hospedeiros para expresséo sdo bem conhecidos na téc-
nica e incluem muitas linhagens celulares imortalizadas disponiveis a partir da Coleg&o de
Cultura do Tipo Americana (ATCC). Esses incluem, por exemplo, células de Ovario de
Hamster Chinés (CHO), NSO, células SP2, células Hela, células de rim de hamster bebé
(BHK), células de rim de macaco (COS), células de carcinoma hepatocelular humano (por
exemplo, Hep G2), células A549, e um numero de outras linhagens celulares. Linhagens
celulares podem ser selecionadas através de determinagdo das quais linhagens celulares
tém altos niveis de expressdo de uma proteina de fuséo RAGE. Outras linhagens celulares
que podem ser utilizadas s&o linhagens celulares de inseto, tais como células Sf9. Células
hospedeiras de planta incluem, por exemplo, Nicotiana, Arabidopsis, Planta Flutuante, milho,
trigo, batata etc. Células hospedeiras bacterianas incluem espécies de E. Coli e Streotimy-
ces. Células hospedeiras de levedura incluem Schizosaccharomyces pombe, Saccharomy-
ces cerevisiar e Pichia pastoris. Quando os vetores de expressdo recombinante codificando
genes de proteinas de fusdo RAGE s#o introduzidos em células hospedeiras mamiferas, as
proteinas de fuséo de RAGE séo produzidos por cultivar as células hospedeiras por um pe-
riodo de tempo suficiente para permitir para expressio da proteina de fuséo RAGE nas célu-
las de hospedeiros ou secregéo da proteina de fusio RAGE no meio de cultura em que as
células hospedeiras séo crescidas. Proteinas de fusdo RAGE podem ser recuperadas a par-
tir do meio de cultura utilizando métodos de purificagéo de proteina padréo.

Moléculas de 4cidos nucléicos codificando as proteinas de fusdo RAGE e vetores
de expressdo compreendendo essas moléculas de 4cido nucléico podem ser utilizadas para
transfeccdo de um células hospedeiras de mamifero adequado, planta, bacteriana ou ieve-
dura. Transformagéo pbde ser feita por qualquer método conhecido para introdugéo de poli-
nucleotideos em uma célula hospedeira. Métodos para introdugéo de polinucleotideos hete-
rologos em células mamiferas s&o bem conhecidos na técnica e incluem transfecgéo media-
da por dextran, precipitagéo de fosfato de célcio, transfecgdo mediada por polibreno, fusao
de protoplasma, eletroporagéo, encapsulamento de polinucleotideo(s) em lipossomas, e mi-
croinjecgdo direta do DNA no nucleo. Em adigdo, moléculas de &cido nucleico podem ser
introduzidas em células mamiferas por vetores virais. Métodos de transformagéo de células
de plantas sdo bem conhecidos na técnica, incluindo, por exemplo, transformagéo mediada
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por Agrobacterium, tranformagéo biolistica, injegdo direta, eletroporagéo e transformacgéo
viral. Métodos de transformagéo bacteriana e células de levedura séo também bem conheci-
dos na técnica.

Um vetor de expressdo pode também ser distribuido para um sistema de expressao
utilizando biolisticas de DNA, em que o plasmidio ¢ precipitado em particulas microscopicas,
preferivelmente de ouro, e as particulas s&o propulsionadas em uma células alvo ou sistema
de expressdo. Técnicas de DNA biolisticos s&o bem conhecidas na técnica e dispositivos,
por exemplo, “gene bala”séo comercialmente disponiveis para distribuigdo das microparticu-
las em uma célula (por exemplo, Helio Gene Gun, Bio-Rad Labs., Hercules, CA) e na pele
(PMED Device, PowderMed LTd., Oxoford, RU).

Expressao de proteinas de fusdo RAGE a partir de produgéo de linhagens celulares
pode ser aumentada ufilizando um niimero de tecnicas conhecidas. Por exemplo, sistema de
expressdo de gene glutamina sintetase-(o sistema GS) e o sistema de resisténcia a-neomi-
cina codificada no plasma séo abordagens comuns para expresséo aumentada sob certas
condi¢des. ‘

Proteinas de fusdo RAGE expressas por diferentes linhagens celulares podem ter
modelos de glicosilaggo.diferentes a partir de cada outra. Entretanto, todas as proteinas de
fusio RAGE codificadas pelas moléculas de &cido nucléico providas aqui, ou compreenden-
do as sequéncias amino4cidas providas aqui séo parte da instante invengédo, sem levar em
consideragao a glicosilagéo da proteina de fuséo RAGE.

Em uma modalidade, um vetor de expressdo recombinante pode ser transfectado
em células de Ovaério de Hamster Chinés (CHO) e a expresséo otimizada. Em modalidades
alternativas, as células podem produzir 0,1 a 20 gramasilitro ou 0,5 a 1 0 gramas/litro, ou
cerca de 1-2 gramasflitro.

Como & conhecido na técnica, tais construgdes de cido nucléico podem ser modi-
ficados por mutagéo, como por exemplo, por amplificagéo por PCR de amostras de 4cido
hucléico com iniciadores compreendendo a mutagéo de interesse. Neste caminho, polipepti-
deos compreendendo afinidade variada para ligantes RAGE pode ser desenhada. Em uma
modalidade, as seqiiéncias mutadas podem ser 90% ou mais idénticas ao DNA de partida.
Como tal, variantes podem incluir seqiéncias nucleotidicas que hibridizam sob condigbes
rigorosas (isto é, equivalente a cerca de 20-27°C abaixo da temperatura de fuséo (TF) do
duplex de DNA em 1 molar de sal).

A seqiiéncia codificante pode ser expressa por transfecgéo de vetor de expressdo
em um hospedeiro apropriado. Por exemplo, os vetores recombinantes podem ser estavel-
mente transfectados em células de Ovério de Hamster Chinés (CHO), células expressando a
proteina de fuséo RAGE selecionada e clonadas. Em uma modalidade, células expressando
a construgdo recombinante s&o selecionadas por plasmidio codificando resisténcia a neomi-
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cina por uso do antibiético G418. Clones individuais podem:ser selecionados e clones ex-
pressando altos niveis da proteina recombinante como detectado por andlise de Western
Blot do sobrenadante da célula pode ser expandido, e o produto génico purificado por cro-
matografia de afinidade utilizando colunas de Proteina A.

Amostra de modalidades de 4cidos nucléicos recombinantes que codificam as pro-
teinas de fusdo RAGE da presente invengéo € mostrada nas FIGS. 2 e 3. Por 'exemplo, co-
mo descrito acima, a proteina de fusdo RAGE produzida por construgdo de DNA recombi-
nante pode compreender um polipeptideo RAGE ligado a um segundo polipeptideo néo
RAGE. A proteina de fuséio RAGE pode compreender dois dominios derivados da proteina
RAGE e dois dominios derivados de uma imunoglobulina. Exemplo de construgdes de &cido
nucléico codificando uma proteina de fusdo RAGE, TTP-4000 (TT4), tendo este tipo de es-
trutura é mostrado na FIG. 2 (SEQ ID NO:30 e SEQ ID NO:54). Como mostrado para a SEQ
ID NO:30 e SEQ ID NO:54, a seqiiéncia codificadora 1-753 (realgada em negrito) codifica a
sequiéncia da proteina N-terminal RAGE ao passo que a seqiiéncia de 754-1386 codifica a
seqliéncia da proteina IgG Fc sem a dobradica.

Quando derivado da SEQ ID NO:30 ou SEQ ID NO:54, ou uma seqiiéncia pelo me-

minio da sequiéncia aminoacida de SEQ ID NO:32, ou o polipeptideo com a seqiiéncia sina-
lizadora removida (ver, por exemplo, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34 ou SEQ ID NO: 56 na
FIG. 4). Na SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34 ou SEQ ID NO:56 a seqliéncia
amino4cida RAGE est4 realgada com fonte negrito. A seqiiéncia de imunogiobulina séo os
dominios imunoglobulina Cy2 e C43 da IgG sem a regido dobrediga.

FIG 6 mostra uma comparagéo do polipeptideo dominio encontrado em RAGE e
IgG (FIG 6A) e a estrutura dominio das proteinas fusdo RAGE TTP-3000 e TTP-4000. Como
mostrado na FIG. 6B, os 251 primeiros aminoacidos da proteina de fuséo TTP-4000 RAGE
de comprimento total contém como a seqiiéncia polipeptidica RAGE uma seqiéncia sinali-
zadora compreendendo aminodcidos 1-22/23, o dominio V imunoglobulina (incluindo o sitio
de ligagéo ao ligante) compreendendo os aminodcidos 23/23-116, um ligante interdominio
compreendendo 0s aminoécidos 117 a 123, um segundo dominio de imunoglobulina (C1)
compreendendo aminoacidos 124-221, e um ligante interdominio “downstream” compreen-
dendo os aminoécidos 222-251.

Em uma modalidade, a proteina de fusdo RAGE pode néo necessariamente com-
preender o segundo dominio da imunoglobulina RAGE. Por exemplo, a proteina de fusdo
RAGE pode compreender um dominio de imunoglobulina derivado de RAGE e dois domi-
nios de imunoglobulina derivado do polipeptideo Fc humano. Exemplo de écido nucléico
construidos codificando este tipo de proteina de fuséio RAGE € mostrado na FIG. 3 (SEQ ID
NO:31 e SEQ ID NO:55). Como mostrado na SEQ ID NO:31 e SEQ ID NO:55, a seqliéncia
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codificadora de nucleotideos 1 a 408 (realgada em negrito) codifica a seqiiéncia protéica N-
terminal de RAGE, ao passo que a seqliéncia de 409-1041 codifica a seqliéncia da proteina
lgG1 Fe (y1).

Quando derivado da SEQ ID NO:31 ou SEQ ID NO:55, ou uma seqiiéncia pela me-
nos 90% idéntica a mesma, a proteina de fuséo RAGE compreende o terceiro dominio do
aminoacido de SEQ ID NO:35, ou o polipeptideo com a seqliéncia sinalizadora removida
(ver, por exemplo, SEQ ID NO:36, SEQ iD NO:37 ou SEQ ID NO:57 na FIG. 5, a sequiéncia
aminoacida RAGE é realcada com fonte negrita. Como mostrado na FIG. 6B, os primeiros
136 amino4cidos da proteina de fusdio TTP-3000 de comprimento total contém como o poli-
peptideo RAGE uma seqiiéncia sinalizadora de amino4cidos 1-22/23, o dominio V da imu-
noglobulina (incluindo o sftio de ligagdo do ligante) compreendendo os aminoécidos 23/24-
116, e um ligante interdominio compreendendo aminoacidos 117 a 136. A seqUiéncia de 137
a 346 inclui os dominios de imunoglobulina Cy2 e Cy3 da 1gG sem a regido dobrediga.

As proteinas de fusdo RAGE da presente invengdo podem compreender aumento
da estabilidade in vivo sobre polipeptideos RAGE nédo compreendendo um segundo polipep-
tideo. A proteina de fusdo RAGE pode ser ainda modificada para aumentar a estabilidade,
eficacia, poténcia e biodisponibilidade. Dessa forma, as proteinas de fusdo RAGE da pre-
sente invengdo podem ser modificadas por processos pés-tradugdo ou por modificagéo
quimica. Por exemplo, a proteina de fusdo RAGE pode ser sinteticamente preparada incluir
L-, D-, ou aminodcidos nédo naturais, aminoécidos alfa-substituido, ou aminoacidos N-alquil.
Adicionalmente, proteinas podem ser modificadas por acetilagéo, acilagdo, ADP-ribosilagéo,
amidagdo, ligagéo de lipidios tal como fosfatidilinositol, formagéo de pontes de dissulfeto, e
semelhantes. Além disso, polietilenoglicol pode ser adicionado para aumentar a estabilidade
biolégica da proteina de fuséio RAGE.

Ligagio de Antagonistas da RAGE a proteinas de fusdo RAGE

As proteinas de fuséo RAGE da presente invengéo podem compreender um nime-
ro de aplicagdes. Por exemplo, a proteina de fusdo RAGE da presente invengéo pode ser
utilizada em um ensaio de ligagdo para identificar ligantes RAGE, tais como agonistas RA-
GE, antagonistas, ou moduladores.

Por exemplo, em uma modalidade, a presente invengdo prové um método para de-
tecgdo de moduladores da RAGE compreendendo: (a) provimento de uma proteina de fusdo
RAGE compreendendo um polipeptideo RAGE ligado a um segundo polipeptideo n&o RA-
GE, onde o polipeptideo RAGE compreende um sitio de ligagdo do ligante; (b) mistura de
um composto de interesse e um ligante tendo uma afinidade de ligagdo conhecida para RA-
GE com a proteina de fuséio RAGE; e (c) medida da ligaggo do ligante RAGE conhecido a
proteina de fusdo RAGE em presenga do composto de interesse. Em uma modalidade, o
sitio de ligagéo do ligante compreende o dominio mais N-terminal da proteina de fuséo RA-
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GE.

As proteinas de fusdo RAGE podem tambem prover “kits” para a detecg&o de mo-
duiadores RAGE. Por exemplo, em uma modalidade, um “kit" da presente invengéo pode
compreender (a) um composto tendo afinidade de ligagdo conhecida para RAGE como um
controle positivo; (b) uma proteina de fusdo RAGE compreendendo um polipeptideo RAGE
ligado a um segundo polipeptideo ndo RAGE, em que o polipeptideo RAGE compreende um
sitio de ligagéo do ligante RAGE; € (c) instrugbes para uso. Em uma modalidade, o sitio de
ligagdo do ligante compreende o dominio mais N-terminal da proteina de fusdo RAGE.

Por exemplo, a proteina de fuséo RAGE pode ser utilizada em um ensaio de liga-
¢80 para identificar os potenciais ligantes RAGE. Em um exemplo de modalidade de tal en-
saio de ligagdo, um ligante RAGE conhecido pode ser revestido em um substrato sélido (por
exemplo, revestimento e Maxisorb) em uma concentragéo de cerca de 5 microgramas por
pogo, onde cada pogo contém um volume total de cerca de 100 microlitros (uL). Os revesti-
dos podem ser incubados a 4°C por uma noite para permitir que o ligante o absorva ou 'Iiga
a0 substrato. Alternativamente, periodos de incubagéo mais curtos em temperaturas mais
altas (por exemplo, temperatura ambiente) podem ser utilizados. Apés um periodo de tempo
para permitir que o ligante se ligue ao substrato, 0-pogos do.ensaio. podem ser aspirados e
um tampéo de bloqueio (por exemplo, BSA 1% em 50 mM de tampéo imidazol, pH 7.2) pode
ser adicionado para bloguear ligagéo néo especifica. Por exemplo, tampéo de bloqueio pode
ser adicionado aos pogos por 1 hora em temperatura ambiente. Os pogos podem ser entéo
aspirados efou lavados com um tampéo de lavagem. Em uma modalidade, um tamp&o com-
preendendo 20 mM de imidazol, 150 mM de NaCl, 0.05% de Tween-20, 5 mM de CaCl, e §
mM de MgCl,, pH 7.2 pode ser utilizado como um tamp&o de lavagem. A proteina de fusé&o
RAGE pode entdo ser adicionada em diluiges aumentadas para os pogos de ensaio. A pro-
teina de fusdo RAGE pode entdio ser deixada em incubagéio com o ligante imobilizado no
ensaio do pogo tal que o ligante pode alcangar equilibrio. Em uma modalidade, a proteina de
fuséio RAGE é deixada incubar com o ligante imobilizado por cerca de uma hora a 37°C. Em
modalidades alternativas, periodos de incubagéo em baixas temperaturas podem ser utiliza-
dos. Apbs a proteina de fusdo RAGE e o ligante imobilizado terem sido incubados, o pogo
pode ser lavado para remover qualquer proteina de fusdo RAGE néo ligada. A proteina de
fusdo RAGE ligada ao ligante imobilizado pode ser detectada em uma variedade de formas.
Em uma modalidade, a detecgdo empregada é um ELISA. Dessa forma, em uma modalida-
de, um complexo de imunodetecgéo contendo uma IgG1 anti-humana monocolonal de ca-
mundongo, 1gG biotinilada de cabra anti-camundongo, e uma avidina ligada a fosfatase alca-
lina pode ser adicionada & proteina de fuséo RAGE imobilizada no pogo de ensaio. O com-

plexo de imunodetecgdo pode ser deixado ligar & proteina de fusdo RAGE imobilizada tal ‘

que a ligagéo entre a proteina de fuséio RAGE e o complexo de imunodetecgéo alcance e-
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quilibrio. Por exemplo, o complexo por ser permitido se ligar a proteina de fuséo por uma
hora em temperatura ambiente. Neste ponto, qualquer complexo néo ligado pode ser remo-
vido por lavagem do pogo de ensaio com tampé&o de lavagem. O complexo ligado pode ser
detectado por adigéo do substrato de fosfatase alcalina, para-hitrofenilfosfato (PNPP), € me-
dindo a conversdo de PNPP em para-nitrofenol (PNP) como um aumento na absorbancia
em 405 nm.

Em uma modalidade, ligante RAGE se liga & proteina de fuséo RAGE com afinida-
de de nanomolar (nM) ou micromolar (uM). Um experimento ilustrando a ligagéo de ligantes
RAGE as proteinas de fusdo RAGE da presente invengéo ¢ mostrado na FIG. 7. Solugdes
de TTP-3000 (TT3) e TTP-4000 (TT4) tendo concentragdes iniciais de 1,082 mg/mL, e 370
ug/mL, respectivamente, foram preparadas. Como mostrado na FIG. 7, em varias diluigdes,
as proteinas de fusdo TTP-3000 e TTp-4000 s&o capazes de se ligar aos ligantes RAGE
imobilizados Amyloid-beta (Abeta) (Amyloid Beta (1-40) de Biosource), S100b (8100), e an-
fotericina (Anfo), resultando em um aumento da absorbancia. Na auséncia do ligante (isto &,
revestindo somente com BSA) ndo houve aumento na absorbéancia.

O ensaio de ligagéo da presente inveng&o pode ser utilizado para quantificar a liga~
¢80 do ligante & RAGE. Em modalidade-alternativas, ligantes: RAGE podem. se ligar & prote-
ina de fusdo RAGE da presente invengéio com afinidades de ligagéo variando de 0,1 a 1000
nanomolar (nM), ou de 1 a 500 nM, ou de 10 a 80 nM.

A proteina de fusdo RAGE da presente invengéo pode também ser utilizada para
identificarem compostos tendo a habilidade de se ligar a RAGE. Como mostrado nas FGIS.
8 e 9, respectivamente, um ligante RAGE pode ser ensaiado para sua habilidade em compe-
tir com beta amiléide imobilizado para ligagdo ao TTP-4000 (TT4) ou TTP-3000 (TT3) das
proteinas de fusdo RAGE. Dessa forma, pode parecer que um ligante RAGE na concentra-
¢éo final do ensaio (FAC) de 10 pM pode deslocar a ligagéo da proteina de fuséo RAGE pa-
ra a beta-amiléide em concentragbes de 1:3, 1:10, 1:30, € 1:100 da solugo inicial de TTP-
4000 (FIG> 8) ou TTP-3000 (FIG. 9). ‘

Modulagéo de Efetores Celulares

Modalidades das proteinas de fusdo RAGE da presente invengéo podem ser utiti-
zadas para modular uma resposta biolégica mediada por RAGE. Por exemplo, as proteinas
de fusdo RAGE podem ser designadas para modular os aumentos induzidos por RAGE na
expresséo génica. Dessa forma, em uma modalidade, as proteinas de fuséo RAGE da pre-
sente invengdo podem ser utilizadas para modular a fungéo das enzimas biolégicas. Por
exemplo, a interagéo entre RAGE e seus ligantes pode gerar estresse oxidativo e ativagdo
de NF-kB, e genes regulados por NF-kB, tais como citocinas IL-1B, TNF-a e semelhan-
tes.Em adiggo, varias outras vias regulatérias, tais como aquelas envolvendo p21ras, MAP
quinases, ERK1, e ERK2 tem sido mostradas serem ativadas pode ligagdo de AGEs e ou-
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tros ligantes da RAGE.

Uso de uma proteina de fuséo RAGE da presente invengéo para modular a expres-
sdo do efetor celular TNF-o. € mostrado na FIG.10. Células mielides THP-1 podem ser culti-
vadas em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB e induzido a secretar TNF-a via
estimulagio de RAGE com S100b. Quando tal estimulagéo ocorre em presenca de uma pro-
teina de fusdo RAGE, indugdo de TNF-o. por S100b se ligando & RAGE pode ser inibida.
Dessa forma, como mostrado na FIG. 10, adiggo de 10 pg de TTP-3000 (TT3) ou TTP-4000
(TT4) da proteina de fusédo reduz a indugéo por S100b de TNF-a. em cerca de 50% a 75%. A
proteina de fusdio RAGE TTP-4000 pode ser pelo menos efetiva em bloquear a indugéo por
$100b de TNF-0, como & RAGEs (FIG. 10). Especificidade da inibig&o para as seqﬁéncias
RAGE de TTP-4000 e TTP-3000 é mostrada pelo experimento em que IgG sozinha foi adi-
cionada as células estimuladas por S100b. Adigéo de 1gG e S100b aos ensaios mostraram
0s mesmos niveis de TNF-a. como $100b sozinho. |

Em outro ensaio baseado em célula, a habilidade de TTP-4000 para prevenir o
HMGBI ligante RAGE a partir da interagdo com RAGE e outros receptores da HMGBI foi
avaliado. A menos anticorpos anto-RAGE que ligam ao RAGE e previnem a interagéo de um
ligante RAGE com RAGE, TTP-4000 pode bloguear a ifiteragéo de um ligante RAGE com
RAGE por ligar-ao ligante RAGE. HMGB1 tem sido reportado ser um ligante para RAGE e
os Receptores do Tipo Toll 2 e 4 (Park et al, J Biol. Chem, 2004; 279 (9):7370-7). Todos os
trés receptores (RAGE, receptor do tipo Toll 2, e receptor do tipo Toll 4) séo expressos em
células THP-1 (Parker et al, J Immunol., 2004, 172 (8):4977-86).

Neste experimento, células THP-1 foram estimulados para produzir TNF-a por
HMGB1 (50 mg/mL) em presenga ou auséncia de ou TTP-4000 ou anticorpos anti-RAGE.
Sob as condigdes utilizadas no ensaio, HMGCI deve ser somente indutor de TNF-a. Os re-
sultados na FIG. 11 demonstram que o anticorpo anti-RAGE e protefna de fus&o RAGE TTP-
4000 bloqueio HMGBI a partir da interagéio com RAGE expressos nas células THP-1, e que
TTP-4000 inibem produgéo de TNF-a induzido por HMGBI para uma maior extenséo que da
o anticorpo anti-RAGE. Entéo, os dados indicam que TTP-4000 pode inibir a atividade
HMGB! para uma maior extensdo que o anticorpo anti-RAGE por inibir o HMGBI a partir da
interaqéo com os receptores do tipo Toll 2 e 4, bem como a presente RAGE em células THP-
1.

Caracteristicas Fisiologicas das Proteinas de Fusdio RAGE

Enquanto RAGEs podem ter um beneficio terapéutico na modulagéo de doengas
mediadas por RAGE, RAGEs humanas podem ter limitagdes como terapia Unica baseada na
meia vida'relativamente curta de RAGES no plasma. Por exemplo, enquanto RAGEs de roe-
dores tem uma meia vida em ratos normas e diabéticos de aproximadamente 20 horas, RA-
GEs humanas tem uma meia vida de menos que 2 horas quando ensaiadas por retengéo de
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imunoreatividade de RAGEs (Renard e colaboradores, J. Pharmacol. Exp. Ther., 290:1458-
1466 (1999)).

Para gerar uma RAGE terapéutica que tem caracteristicas de ligagéo similares co-
mo as RAGEs, mas uma perfil de farmacocinética mais estével, uma protefna de fuséo RA-
GE compreendendo um sitio de ligagéo do ligante RAGE ligado a um ou mais dominios de
imunoglobulina humana pode ser utilizada. Como € conhecido na técnica, os dominios de
imunoglobulina podem incluir porgéo F¢ da cadeia pesada da imunoglobulina.

A porgéo Fc da imunoglobulina pode conferir vérios atributos para a proteina de fu-
s&o0 RAGE. Por exemplo, o Fc da proteina de fuséo pode aumentar a meia vida no soro de
tais proteinas de fuséo, sempre de horas para vérios dias. O aumento na estabilidade da
farmacocinética é geralmente um resultado da interagéo do ligante entre regides CH2 e CH3
do fragmento Fc com o receptor FcRn (Wines e colaboradores, J. Immunol., 164:5313-5318
(2000)).

Embora as proteinas de fus&o compreendendo um polipeptideo do F¢ da imunoglo-
bulina podem prover a vantagem de estabilidade aumentada, as imunoglobulinas de protei-
nas de fusdo podem elicitar uma resposta inflamatéria quando introduzidas em um hospe-
deiro. A resposta inflamatéria pode ser devida, em grande parte, a porgéo Fc da imunoglobu-
lina da proteina de fusdo. A resposta pré-inflamatéria pode ser uma caracteristica neutra se
o alvo & uma proteina sollivel, como a maioria das proteinas soltveis néo ativa imunoglobu-
linas. Entretanto, a resposta pré-inflamatéria pode ser uma caracteristica negativa se o alvo
esta expresso em tipos de células cuja destruigio leva os efeitos colaterais desagradaveis.
Também, a resposta pré-inflamatéria pode ser uma caracteristica negativa se uma cascata
inflamatéria esté estabelecida no sitio de uma proteina de fuséo ligando a um tecido alvo,
desde que muitos mediadores da inflamagéo podem ser danificar o tecido ao redor, e/ou
podem causar efeitos sistémicos. A

O sitio pré-inflamatério primario nos fragmentos dos Fc da imunoglobulina reside na
regidio dobradiga entre 0 Cy1 e C42. Esta regiéio dobradica interage com o FcR1-2 em varios
leucécitos e inicia o processo nessas células de ataque ao alvo (Wines e colaboradores, J.
Immunol., 164:5313-5318 (2000)).

Como terapéuticos para doengas mediadas por RAGE, as proteinas de fuséo RA-
GE podem n#o requerer a geragéo de uma resposta inflamatéria. Dessa forma, modalidades
das proteinas de fuséo RAGE da presente invengéo podem compreender uma proteina de
fusdo RAGE compreendendo um polipeptideo RAGE ligado a um(s) dominio(s) da imuno-
globulina onde a regi&io Fc dobradiga da imunoglobulina é removida e substituida com um
polipeptideo RAGE. Neste caminho, a interagéo entre a proteina de fuséo RAGE e os recep-
tores Fcs em células inflamatérias pode ser minimizada. Pode ser importante, entretanto,
manter o empilhamento apropriado e outras interagdes estruturais tri-dimensionais entre os
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vérios dominios da imunoglobulina da proteina de fuséo RAGE. Dessa forma, modalidades
das proteinas de fusdo RAGE da presente invengéo podem substituir o ligante interdominio
RAGE biologicamente inerte, mas estruturalmente similar que separa os dominios V e C1 da
RAGE, ou o ligante que separa os dominios C1 e C2 da RAGE, em lugar da regi&o dobradi-
g¢a normal da cadeia pesada da imunoglobulina. Dessa forma, o polipeptideo RAGE da pro-
teina de fusdo RAGE pode compreender uma sequéncia do ligante interdominio que é natu-
ralmente encontrada “downstream” de um dominio da imunoglobulina RAGE para formar um
dominio da imunoglobulina RAGE/fragmento ligante. Neste caminho, as interagdes tri-
dimensionais entre os dominios da imunoglobulina contribuem para ou a RAGE ou a imuno-
globulina serem mantidas.

Em uma modalidade, a proteina de fuséo da presente invengéo pode compreender
um aumento substancial na estabilidade farmacocinética como comparado as RAGEs. Por
exemplo, FIG. 11 mostra que uma vez que a proteina de fusdo RAGE TTP-4000 tenha satu-
rado seus ligantes, ela pode reter uma meia vida de mais que 300 horas. Isto pode ser con-
trastado com a meia vida para RAGEs de somente poucas horas no plasma humano.

Dessa forma, em uma modalidade, as proteinas de fusdo RAGE da presente inven-
¢éo podem ser utilizadas para antagonizar a ligagdo de ligantes fisiologicos 8 RAGE como
um meio para tratar doengas mediadas por RAGE sem gerar uma quantidade inaceitavel de
inﬂamagéo. As proteinas de fusdo RAGE da presente invengéo podem exibir uma diminui-
¢éo substancial na geragdo de uma resposta pré-inflamatoria quando comparado com IgG.
Por exemplo, como mostrado na FIG. 13, a proteina de fusdo RAGE TTP-4000 néo estimula
a liberagdo de TBF-a de células sob condigdes onde a estimulagio por IgG de TNF-a & de-
tectada.

Tratamento da Doenga com Proteinas de Fusdo RAGE

A presente invengéo pode também compreender métodos para o tratamento de do-
engas mediadas por RAGE em um paciente humano. Em uma modalidade, o método pode
compreender' a administragdo a um paciente de uma proteina de fusdo RAGE compreen-
dendo um polipeptideo RAGE cbmpreendendo um sftio de ligagédo do ligante RAGE ligado a
um segundo polipeptideo ndo RAGE.

Em certas modalidades, a fdrmulagéo RAGE compreende uma proteina de fuséo
RAGE liofilizada. Em certas modalidades, a presente invengdo pode compreender métodos
de tratamento de um distirbio mediado por RAGE em um paciente de quantidade terapeuti-
caménte efetiva de ums formulagéo reconstituida compreendendo uma proteina de fuséo
RAGE, um lioprotetor, € um tampéo.

Qualquer das modalidades das proteinas de fuséo descritas aqui podem ser utiliza-
das para tratamento de doenga nas composigdes terapéuticas e formulagdes da presente
invenggo. Entdo, a proteina de fusdo RAGE pode compreender uma sequéncia derivada de
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um sitio de ligaggio do ligador de RAGE ligado a um polipeptideo de imunoglobulina. Modali-
dades da proteina de fuséo RAGE pode compreender um polipeptideo RAGE diretamente
ligado a um polipeptideo compreendendo um dominio CH2 de uma imunoglobulina ou uma
porgéo de um dominio CH2 de uma imunoglobulina. Em certas modalidades, o polipeptideo
RAGE pode compreender um ligador interdominio RAGE ligado a um dominio imunoglobuli-
na RAGE tal que o amino4cido C-terminal do dominio imunoglobulina RAGE é ligado ao a-
mino4cido N-terminal do ligador interdominio e o aminodcido C-terminal do ligador interdo-
minio RAGE & diretamente ligado ao aminoacido N-terminal de um polipeptideo compreen-
dendo um dominio CH2 de uma imunoglobulina, ou uma porgéo da mesma. Por exemplo,

certas modalidades da protefnad e fusdo pode compreender um primeiro dominio de imu-

noglobulina RAGE e um primeiro ligador interdominio RAGE ligado a um segundo dominio
imunoglobulina RAGE e um segundo ligador interdominio RAGE, tal que o aminoécido N-
terminal do primeiro Iigador interdominio do aminoacido C-terminal do primeiro dominio RA-
GE da imunoglobulina, 0 amino4cido N-terminal do primeiro dominio da imunoglobulina RA-
GE, o aminoécido N-terminal do segundo dominio da imunoglobulina RAGE ¢ ligado ao C-
terminal do aminoécido do primeiro ligador interdominio, o aminoacido N-terminal do segun-
do ligador interdominio esta ligado ao.aminoécido C-terminal do segundo dominio da imu-
noglobulina RAGE, e o aminoécido C-terminal do segundo ligador interdominio RAGE é di-
retamente ligado ao aminoécido N-terminal do dominio da imunoglobulina CH2 ou uma por-
¢do de um sominio CH2 de uma imuglobulina.

Em modalidades alternativas desta proteina de fusdo multi-dominio, o polipeptideo
RAGE pode compreendér a sequéncia aminodacida revelada na SEQ ID NO:10, ou uma se-
quéncia pelo menos 90% idéntica a mesma, ou uma sequéncia aminoécida revelada na
SEQ ID NO:47, ou uma sequéncia pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98% ou 99% idéntica a mesma. Em outras modalidades alternativas, a proteina de fusé&o
RAGE pode compreender a sequéncia aminoécida como revelada em pelo menos uma das
SEQ ID NOs: 32, 33, 34, 35, 36, 37, ou 57, ou uma sequéncia de pelo menos 70%, 75%,
80%, 85%, 90%. 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica a mesma. Por exemplo, em certas
modalidades, uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a SEQ ID NOs: 32, 33, 34, 35, 36,
37, ou 57 sem a lisina C-terminal, ou oufras modalidades como aqui descrito pode constituir
a proteina de fusdo RAGE utilizada nas formulagSes da presente invengéo.

Um variedade de lioprotetores pode ser utilizada na formulagéo de proteina de fu-
s80 RAGE liofilizada. Em algumas modalidades, o lioprotetor pode compreender um agtcar
ndo redutor. Por exemplo, o aglcar ndo redutor pode compreender sacarose, manitol, ou
trealose. Também, uma variedade de tampdes pode ser utilizados na formulagéo da proteina
de fusdio rAGE liofilizada. Em certas modalidades, o tamp&o pode compreender histidina.

A proteina de fusdo RAGE pode compreender componentes adicionais. Em certas
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modalidades, a formulagdo de proteina de fusdo RAGE pode ainda compreender pelo me-
nos um tensoativo, um agente quelante ou agente de massa. Em uma modalidade, a formu-
lagdo de proteina de fuséo RAGE reconstituida compreende cerca de 40-100 mg/mL da pro-
teina de fusdo RAGE compreendendo a sequéncia como revelado na SEQ ID NOs: 32, 33,
34, 56, 35, 36, 37, ou 57, cerca de 2 mM a cerca de 50 mM de histidina; cerca de 60 mM a
cerca de 65 mM de sacarose; cerca de 0,001% a cerca de 0,05% de Tween 80; e um pH de
cerca de 6,0 a 6,5. Por exemplo, a formulagéo de proteina de fusdo RAGE reconstituidam
em certas modalidades, compreende cerca de 40-50 mg/mL da proteina de fusdo RAGE

compreendendo a sequéncia como revealdo na SEQ ID NOs: 32, 33, 34, 56, 35, 36, 37, ou

57: cerca de 10 mM de histidina, cerca de 75 mM de sacarose, cerca de 0,01% de Tween
80, e em um pH de cerca de 6,0. Ou, outras concentragdes da proteina de fusdo RAGE po-
dem ser utilizadas nas formulagdes para tratamento de distirbios mediados por RAGE como
é requerido.

A formulagéo de proteina de fusdo RAGE pode compreender um agente terapéutico
estavel que é formulado para uso em uma clinica ou como uma prescrigdo médica. Por e-
xemplo, ém certas modalidades, a formulagdo de proteina de fusdo RAGE pode exibir me-

nos de 10% ou menos que 5% ou menos que 3% de decomposigéo apds uma semana a 40

graus centigrados.

A formulagdo da proteina de fusdo RAGE reconstituida pode ser adequada para
administragdo por varias rotas e como é requerida para tratamento do disturbio mediado por
RAGE de interesse. Administragéo da proteina fusdo RAGE da presente invengéo podem

| empregar injegdo intraperitoneal (IP). Alternativamente, a proteina de fusdo RAGE pode ser

administrada oralmente, intranasalmente, ou como um aerossol. Em outra modalidade, a
administragdo & intravenosa (IV). A proteina de fuséo RAGE pode também ser injetada sub-
cutaneamente. Em outra modalidade, a administragdo da proteina de fuséo RAGE é intra-
arterial. Em outra modalidade, a administragado é sublingual. Também, a administragéio pode

- usar uma cépsula de liberagéo controlada. Em ainda outra modalidade, a administragéo po-

de ser transretal, como por um supositorio ou semelhante. Por exemplo. a administragéo
subcutanea pode ser Util para tratar doengas cronicas quando a auto-administragéo & dese-
javel.

Como descrito em maiores detalhes aqui, RAGE tem sido implicada na patogénese
de uma variedade de estados de doengas, e as proteinas de fuséo RAGE da presente in-
vengdo tém sido encontradas serem efetivas em melhorar estados de doenga. Entéo, as
formulagdes de proteina de fusdo RAGE da presente invengdo podem ser utilizadas para
tratar uma variedade de disttirbios mediados por RAGE.

Em certas modalidades, uma formulagdo de proteina de fusdo RAGE da presente
invengao podem ser utilizadas para tratar um sintoma de diabetes ou um sintoma de compli-
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cagdes diabéticas tardias. Por exemplo, o sintoma de diabetes ou-complicagbes diabéticas
tardias compreendem pelo menos uma nefropatia diabética, retinopatia diabética, Ulcera do
pé diabética, uma complicagdo cardiovascular, ou neuropatia diabética.

Em outras modalidades, uma formulagdo de proteina de fusdo RAGE reconstituida
da presente invengdo pode ser utilizada para tratar pelo menos um de amiloidose, doenga
de Aizheimer, cancer, faléncia renal, ou inflamagdo associada com autoimunidade, doenga
inflamatéria do intestino, artrite reumatdide, psoriase, esclerose multipla, hipéxia, derrame,
ataque cardiaco, choque hemorrégico, sepse, transplante de 6rgéo, ou cicatrizagdo de ferida
impedida.

Ou, a formulagéo de proteina de fusdo RAGE reconstituida pode ser utilizada para
tratar osteroporose. Por exemplo, em certas modalidades, a administragéo de uma formula-
¢do de proteina de fuséio RAGE da presente inveng&o aumenta a densidade 6ssea do paci-
ente ou reduz a taxa de uma diminui¢gio na densidade 6ssea de um paciente.

Em algumas modalidades, a autoimunidade tratada utilizando as formulagdes de
proteina de fusédo RAGE da presente invengéo podem compreender rejeigéo de pelo menos
uma das células da pele, células pancredticas, células nervosas, células musculares células

. endoteliais, células cardiacas, células hepéticas, células renais, um coragéo, celulas da me-

dula 6ssea, 0ssos, células sanguineas, células arteriais, células venosas, células cartilagi-
nosas, células da tiredide ou células tronco. Ou, a formulagéo de proteina de fuséo RAGE
reconstitufda pode ser utilizada para tratar faléncia renal.

Em certas modalidades, a formulagéo de proteina de fusdo RAGE reconstituida po-
de ser utilizada para tratar inflamagéo efou rejeigdo associada com transplante de pelo me-
nos um érgéo, um tecido, ou uma pluralidade de células a partir do primeiro sitio a um se-
gundo sitio. Os primeiros e segundos sitios podem ou ser em pacientes diferentes, ou no
mesmo paciente. Transplante de uma variedade de diferentes tipos de células pode ser mel-
hroado utilizando as formulagGes da proteina de fusdio RAGE da presente invengéo. Por
exemplo, células transplantadas, tecidos ou érgéos podem compreender uma célula, tecido
ou érgéo de um péncreas, pele, figado, rim, coragéo, medula éssea, sangue, 0ss0s, mUscu-
lo, artéria, veia, cartilagem, tire6ide, sistema nervoso, ou células nervosas.

Exemplos de usos de proteinas de fusdo RAGE da presente invengéo no tratamen-
to de tais doengas s disturbios séo reveladas aqui

Por exemplo, uma variedade de modelos animais tem sido utilizada para validar o
uso dos compostos que modula RAGE como terapia. Exemplos desses modelos sdo como
se segue: _

a) formagéo de uma nova membrana interna inibida por RAGEs em um modelo de
rato de restenose seguida de injdria arterial em ambos os ratos: diabético e normal, por ini-
bigéo da ativagéo endotelial, do misculo liso e macréfago através da RAGE (Zhon e colabo-
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radores, Circulation 107:2238-2243 (2003));

b) inibigao das interagdes RAGE/ligante, utilizando ou RAGESs ou um anticorpo anti-
RAGE, reduzido pela formagéo da ‘placa amiléide em um modelo de camundongo de ami-
loidose sistémica (Yan e colaboradores, Nat. Med., 6:643-651 (2000)). Acompanhando a
redugdo nas placas amildides foi uma redugéo nas citocinas inflamatdrias, interleucina-6 (IL-
6) e fator estimulante de coldnia de macréfago (M-CSF) bem como ativagéo reduzida de NF-
kB nos animais tratados;

c) camundongos transgénicos para RAGE (super-expresséo de RAGE e fenétipo
dominante negativo RAGE) exibem formag&o da placa e déficit cognitivo em um modelo de
camundongo de AD (Arancio e colaboradores, EMBO J., 23:4096-4105 (2004));

d) Tratamento de ratos diabéticos com permeabilidade vascular reduzida ao RAGEs
(Bonnardel-Phu e colaboradores, Diabetes, 48:2052-2058 (1999));

@) Tratamento com RAGESs reduziu lesdes ateroscleréticas em camundongos diabé-
ticos sem apolipoproteina E e preveniu os indices funcionais e morfol6gicos indicam a ne-
fropatia diabética em camundongos db/db (Hudson e colaboradores, Arch. Biochem. Bio-
phys., 419:80-88 (2003)); e

f) RAGEs atenuou a severidade da inflamagéo em um modelo de camundongo de
artrite induzida por col4geno (Hofmann e colaboradores, Genes Immunol., 3: 123135
(2002)), um modelo de camundongo de encefalomielite alérgica experimental (Yan e colabo-
radores, Nat. Med. 9:28-293 (2003)) e modelo de camundongo de doenga inflamatéria do
intestino (Hofmann e colaboradores, Cell, 97:889-901 (1999)).

Dessa forma, em uma modalidade, as proteinas de fusdo RAGE da presente inven-
¢do podem ser utilizadas para tratar um sintoma de diabetes efou complicagdes resultantes
da diabetes mediadas por RAGE. Em modalidades alternativas, o sintoma de diabetes ou
complicagbes tardias da diabete pode compreender nefropatia diabética, retinopatia diabéti-
ca, uma Ulcera diabética no pé, uma complicagéo cardiovascular de diabetes, ou neuropatia
diabética. ‘

Originalmente identificado como um receptor para moléculas cuja express@o é as-
sociada com a patologia do diabetes, RAGE por si s6 é essencial para a patofisiologia das
complicagbes diabéticas. In vivo, a inibigdo da interagdo RAGE com seu(s) ligante(s) tem
sido mostrada ser terapéutica em muiltiplos modelos de complicagbes diabéticas e inflama-
¢40 (Hudson e colaboradores, Arch. Biochem. Biophys., 419:80-88 (2003)). Por exemplo, um
tratamento de dois meses com anticorpos anti-RAGE normalizou a fungo renal e reduziu a
histopatologia renal anormal no camundongo diabético (Flyvbjerg e colaboradores, Diabetes
53:166-172 (2004)). Além do mais, tratamento com uma forma solivel de RAGE (RAGES)
que se liga aos ligantes de RAGE e inibe a interagdo RAGE/ligante, reduziu as lestes de
aterosclerose em camundongos diabéticos sem apolipoproteina E e atenuou a patologia
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funcional e morfolégica da nefropatia diabética em camundongos db/db (Bucciareli e colabo-
radores, Circulation 106:2827-2835 (2002)).

Também, tem sido mostrado que glicoxidagéo ndo enzimatica de macromoléculas
ultimamente resultando na formagéo de produtos finais glicados avangados (AGEs) ¢ au-
mentado em sitios de inflamagéo, em faléncia renal, na presenca de hipoglicemia e outras
condigdes associadas com estresse oxidativo sistémico ou local (Dyer e colaboradores, J.
Clin. Invest. 91:2463-3469 (1993); Reddy e colaboradores, Biochem, 34:10872-10878
(1995); Dyer e colaboradores, J. Biol. Chem., 266:11654-11660 (1991); Degechardt e cola-
boradores, Cell. Mol. Biol., 44:1139-1145 (1998)). O acimulo de AGEs na vasculatura pode
ocorrer focalmente, como na junta amiléide composto de AGE-Bz-microglobulina encontrada
em pacientes com amiloidose relacionada a didlise (Miyata e colaboradores, J. Clin. Invest.,
02:1243-1252 (1993); Miyata e colaboradores, J. Clin. Invest., 98:1088-1094 (1996)), ou ge-
ralmente, como exemplificado pela vasculatura e tecidos de pacientes com diabetes (Sch-
midt e colaboradores, Nature Med., 1:1002-1004 (1995)). O acimulo progressivo de AGEs
ao longo do tempo em pacientes com diabetes sugere que mecanismos de depuragdo en-
dégena ndo séo capazes de funcionar efetivamente em sitios de deposi¢do de AGE. Tais

- AGEs acumulados t&m-a capacidade de alterar as propriedades celulares. por um niimero de

mecanismos. Embora RAGE esteja expresso em baixos niveis em tecidos normais e vascu-
latura, em um meio ambiente onde o acimulo de ligantes dos receptores, tem sido mostrado
que RAGE se torna super-regulado (Li e colaboradores, J. Biol. Chem., 272:16498-16506
(1997); Li e colaboradores, J. Biol. Chem., 273:30870-30878 (1998); Tanaka e colaborado-
res, J. Biol. Chem., 275:25781-25790 (2000)). A expresséo de RAGE esta aumentada em
células endoteliais e no musculo liso e fagocitos mononucleares infiltrados na vasculatura
diabética. Também, estudos em cultura celular tém demonstrado que a interagdo AGE-
RAGE causa mudangas nas propriedades celulares importantes na homeostase vascular.

O uso das proteinas de fusdo RAGE no tratamento da patologia relacionada a dia-
betes & ilustrado na FIG. 14. A proteina de fus&io RAGE TTP-4000 foi medida em um modelo
de rato diabético de restenose que envolve medida da proliferagéo do musculo liso e expan-
sdo da membrana interna seguida de injuria vascular. Como ilustrado na FIG. 14, o trata-
mento com TTP-4000 pode significantemente reduzir a proporgéo membrana in terna/meio
(M) (FIG. 14A; Tabela 1) na restenose associada a diabetes em uma maneira dose-
dependente. Também, o tratamento com TTP-4000 podem significantemente reduzir a proli-
feragéio de célula do musculo liso associada a restenose em uma maneira dose-dependente
(FIG 14B)..

Tabela 1

Efeito do TTP-4000 em Modelo de Rato de Restenose
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1gG (n=9) ;[ TTP-4000 (n=9) TTp-4000 (n-9)
Baixa dose** Alta dose™*

‘ (03mgianmalqodx4) |  (1,0mglanimel god x4)
Area Interna (mm2) | 0,2 +0,03 0,18+ 0,04 0,16 £0,02
Area medial (mm2) | 0,12 + 0,01 0,11+0,02 - 0,11 £ 0,01

Proporgéo I/M 1,7140,27 1,61+0,26 1,44*£0,15

*P<0,05; ** Para ambas as doses, alta e baixa, uma carga de dose de 3 mg/animal
foi utilizada.

Em outras modalidades, as proteinas de fuséio RAGE da presente invengéo podem
também ser utilizadas para tratar ou reverter amiloidoses e doenga de Alzheimer. RAGE ¢
urh receptor para beta-amiléide (AB) bem como outras proteinas amiloidogénicas incluindo
SAA e amilina (Yan e colaboradores, Nature, 382:685-691 (1996); Yan e colaboradores,

" Proc. Natl. Acad. Sci., EUA, 94:5296-5301 (1997); Yan e colaboradores, Nat. Med., 6:643-

651 (2000); Sousa e colaboradores, Lab. Invest., 80:1101-1110 (2000)). Também, os ligantes
RAGe, incluindo AGEs, S100b e proteinas AB, sdo encontradas no tecido ao redor da placa
senil do homem (Luth e colaboradores, Cereb. Cortex 15:211-220 (2005); Petzold e colabo-
radores, Neurosci. Lett., 336:167-170 (2003); Sasaki e colaboradores, Brain Res., 12:256-
262 (2001); Yan e colaboradores, Restor. Neurol. Neurosci., 12:167-173 (1998)). Tem sido
mostrado que RAGE se liga o material fibrilar de folha B independente da composicéo das
subunidades (peptideo p amiléide, amilina, soro amildide A, peptideo derivado de prion)
(Yan e colaboradores, Nature, 382:685-691 (1996); Yan e colaboradores, Nat. Med., 6:643-
651 (2000)). Em adigéio, deposigéo de amiléide tem sido mostrada resultar em aumento da
expresséo de RAGE. Por exemplo, nos cérebros de pacientes com doenga de Alzheimer
(AD), a expressdo de RAGE aumenta em neurdnios e glia (Yan e colaboradores, Nature
382:685-691 (1996)). Concorrente com a expresséo de ligantes RAGE, RAGE ¢ super-
regulada em astrécitos e células da microglia no hipocampo de individuos com AD, mas néo
é super-regulada em individuos que néo tém AD (Lue e colaboradores, Exp. Neurol., 171:29-
45 (2001)). Esses achados sugerem que células expressando RAGE s#o ativadas através
de interagdes RAGE/ligante RAGE ao lado na placa senil. Também, in vitro, ativagéo de cé-
lulas da microglia mediada por AB pode ser bloqueada com anticorpos direcionados contra o
dominio de ligagéo do ligante da RAGE (Yan e colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci., EUA,
94:5296-5301 (1997)). Isto tem sido também demonstrado que RAGE pode servir como um
ponto focal para reunigo fibrilar (Deane e colaboradores, Nat. Med. 9:907-913 (2003)).

- Tambeém, inibigéo in vivo das interagbes RAGE/ligante utilizando ou RAGESs ou um
anticorpo anti-RAGE pode reduzir a formagéo da placa amiléide em um modelo de camun-
dongo de amiloidose sistémica (Yan e colaboradores, Nat. Med., 6:643-651 (2000)). Ca-
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:mundongos duplo transgénicos que super-expressam a RAGE humana e a proteina precur-

sora amiléide humana (APP) com as mutagdes Swedish e London (mutante hAPP) em neu-
rdnios desenvolvam defeitos de aprendizagem e anormalidades neuropatolégicas mais cedo
que o sua copia tnica mutante hAPP transgénica. Em contraste, camundongos duplo trans-
génicos com capacidade de sinalizagédo AB diminuida devido aos neurdnios expressando
uma forma dominante negativa de RAGE no antecedente mutante hAPP, mostfa um atrasa-
do no inicio das anormalidades neuropatolégicas e de aprendizagem comparada a sua copia
APP trangénica Unica (Arancio e colaboradores, EMBO J., 23:4096-4105 (2004)).

Em adigdo, a inibigdo da interagdo RAGE-amildide tem sido mostrada diminuir a
expressdo da RAGE celular e marcadores de estresse celular (bem como a ativagéo do NF-
kB), e diminui a deposigdo de amiloide (Yan e colaboradores, Nat. Med., 6:643-651 (2000))
sugerindo um papel para a interagdo RAGE-amilide em ambas as perturbagdes das propri-
edades celulares em um ambiente enriquecido para amildide (até em estégios iniciais) bem
como no actmulo amiléide.

Dessa forma, as proteinas de fuséio RAGE da presente invengéo podem também
ser utilizadas para tratar a redugo da amiloidose e para reduzir placas e disfungao cognitiva
associada com Doenga de Alzheimer (AD). Como descrito acima, RAGEs tem sido descrita
para reducéo da formagéo da placa amiloide no cérebro e subseqiiente aumento nos mar-
cadores inflamatérios em um modelos animal de AD. FIGS. 15A e 15B mostram que camun-
dongos que tém AD, e séo tratados por 3 meses com ou TTP-4000 ou RAGEs de camun-
dongo tiveram menos placas beta amilide (AB) e menor disfungéo cognitiva que os animais -
gue receberam um veiculo ou um controle negativo da lgG humana (IgG1). Como RAGEs,
TTp-4000 pode também reduzir citocinas inflamatérias IL-1 @ TNF-o. (dados ndo mostrados)
associados com AD. ‘

Também, proteinas de fusdo RAGE da presente invengéo podem ser utilizadas para
tratar aterosclerose e outras doengas cardiovasculares. Dessa forma, tem sido mostrado
que doenga isquémica cardfaca ¢ particularmente alta em pacientes com diabetes (Robért-
son e colaboradores, Lab. Invest., 18:538-551 (1968); Kannel e colaboradores, J. Am. Med.
Assoc., 241:2035-2038 (1979); Kannel e colaboradores, Diab. Care, 2:120-136 (1979)). Em
adigéo, estudos tém mostrado que aterosclerose em pacientes com diabetes € mais acele-
rada e extensiva tanto em pacientes que ndo sofrem de diabetes (ver, por exemplo, Waller e
colaboradores, Am. J. Med., 69:498-506 (1980); Crall e colaboradores, Am. J. Med., 64:221-
230 (1978); Hamby e colaboradores, Chest, 2:251-257 91976); e Pyorala e colaboradores,
Diab. Metab. Rev., 3:463-524 (1978)). Embora as razdes para aterosclerose acelerada no
estabelecimento de diabetes sdo muitas, tem sido mostrado que a redugéo de AGEs pode
reduzir a formagéo da placa.

Por exemplo, a proteina de fusdo RAGE da presente invengéo pode também ser
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utilizada para tratar derrame. Quando TTP-4000 foi comparado com RAGEs em um modelo
animal de doenga relevante de derrame, TTP-4000 foi visto prover uma redugéo significan-
temente maior no volume de infarto. Neste modelo, a artéria carétida mediana de um ca-
mundongo ¢ ligada e entéo reperfundida para formar um infarto. Para estimar a eficacia das
proteinas de fusdio RAGE para tratar ou prevenir o derrame, camundongos foram tratados
com RAGEs ou TTP-4000 ou imunoglobulina controle somente antes da reperfuséo. Como
pode ser visto na Tabela 2, TTP-4000 foi mais eficaz que o RAGEs em limitar a 4rea de in-
farto nestes animais, sugerindo que TTP-4000, por causa de sua melhor meia vida no plas-
ma, foi capaz de manter maior prote¢éo que RAGEs.

Tabela 2

Redugao do Infarto no Derrame

% de Redugéo de Infarto™*
RAGEs 15%*
TTP-4000 (300ug) 38%*
TTP-4000 (300pg) 21%*
‘TTP-4000 (300ug) 10%*
Controle do Isotipo 1gG 4%*

Significante para p<0,001; ** Comparado & salina.

Em outra modalidade, as proteinas de fusdo RAGE da presente invengéo podem
ser utilizadas para tratar o cancer. Em uma modalidade, o c@ncer tratado utilizando as prote-
inas de fusdo RAGE da presente invengdo compreendendo células de cancer que expres-
sam RAGE. Por exemplo, cénceres que pode ser tratado com a proteina de fusao RAGE da
presente invengdo incluem alguns canceres de puiméo, alguns gliomas, alguns papilomas e
semelhantes. Anfotericina & um grupo de alta mobilidade de proteina ligada a0 DNA cromos-
somal ndo histona do tipo | (Rauvala e colaboradores, J. Biol. Chem., 2662:16625-16635
(1987); Parkikinen e colaboradores, J. Biol. Chem. 268:19726-19738 (1993)) que tem sido
mostrado interagir com RAGE. Tem sido mostrado que anfotericina promove crescimento de
neurite, bem como servindo como uma superficie para reuniéo dos complexos de protease
no sistema fibrinolitico (também conhecido para contribuir para a mobilidade celular). Em
adigso, um efeito inibitério do crescimento do tumor local de bloquear RAGE tem sido ob-
servado em um modelo de tumor primdrio (glioma C8), o modelo de metéstase de pulméo
de Lewis (Taguchi e colaboradores, Nature, 405:354-360 (2000)), e espontaneamente nas-
cendo papilomas em camundongos expressando o transgene v-Ha-ras (Leder e colaborado-
res, Proc. Natl. Acad. Sci. 87:9178-9182 (1990)).

Em ainda outra modalidade, as proteinas de fuséo RAGE da presente inveng&o po-

12
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dem ser utilizadas para tratas inflamagéo. Em modalidades alternativas, as proteinas de fu-
s30 RAGE da presente invengao podem ser utilizada para tratar inflamagéo associada com
doenga inflamatéria do intestino, inflamagéo associada com artrite reumatéide, inflamagéo
associada com psoriase, inflamagdo associada com esclerose muitipla, inflamagéo associa-
da com hipéxia, inflamag&o associada com derrame, inflamag&o associada com ataque car-
diaco, inflamagéo associada com choque hemorragico, inflamagéo associada com sepse,
inflamag&o associada com transplante de 6rgéo, ou inflamagédo associada com cicatrizagéo
prejudicada de ferimentos, ou inflamagéo associada com rejeigdo de células, tecidos ou or-
géos proprios (por exemplo, autoimune) ou no préprio (por exemplo, transplantado).

Por exemplo, seguindo o tratamento trombolitico, células inflamatérias tal como infil-
trado granulocitico no tecido isquémico e produgdo de radicais de oxigénio que podem des-
troem mais células que foram mortas por hipéxia. Inibindo o receptor no neutréfilo responsa-
vel para os neutréfilos sendo capazes de infiltrar o tecido com anticorpos ou outros antago-

_ nistas da proteina tem sido mostrado melhorar a resposta. Desde que a RAGE esteja ligada

a0 seu receptor no neutréfilo, uma proteina de fusdo RAGE contendo um fragmento de RA-

* GE pode atuar como um engodo e prevenir o neutréfilo de trafegar para o sitio reperfundido

e dessa-forma prevenir destruigio tissular adicional. O papel da RAGE na prevengdo da in-
flamagéo pode ser indicado por estudos mostrando que RAGEs inibiram a expansé&o da no-
va membrana interna em um modelo de rato de restenose seguido de injaria arterial em am-
bos os ratos: diabético e normal, presumivelmente por inibigéo da proliferagéo endotelial, da
célula do mésculo liso e ativagdo de macréfago via RAGE (Zhou e colaboradores, Circulati-
on, 107:2238-2243 (2003)). Em adigéo, modelos RAGEs de inflamagéo incluindo hipersen-
sibilidade do tipo tardia, encefalite auto-imune experimental e doenca inflamatéria do intesti-
no (Hofman e colaboradores, Cell, 97:889-901 (1999)).

Em uma modalidade, as proteinas de fusdo RAGE da presente invengéo podem ser
utilizadas para tratar doengas baseadas em auto-imunidade. Por exemplo, em uma modali-
dade, as proteinas de fusdo RAGE da presente invengdo podem ser utilizadas para tratar
faléncia renal. Dessa forma, as proteinas de fuséo RAGE da presente invengdo podem ser
utilizadas para tratas nefrite lupus sistémico ou nefrite lupus inflamatério. Por exemplo, a
$100/calgranulina tem sido mostrada compreender uma familia proximamente relacionada &
polipeptideos ligados & célcio caracterizada por duas regides hélice-giro-hélice ligadas por
um peptideo conector (Schafer e colaboradores, TIBS, 21:134-140 (1996); Zimmer e colabo-
radores, Brain Res. Bull., 37:417-429 (1995); Rammes e colaboradores, J. Biol. Chem.,,
272:9496-9502 (1997); Kugering e colaboradores, Eur. J. Clin. Invest., 25:659-664 (1995)).
Embora faltem peptideos sinalizadores, tem sido conhecido que S100/calgranulinas ganham
acesso a0 espago extracelular, especiaimente em sitios das respostas imune crénico-
inflamatorias, como na fibrose cistica e artrite reumatéide. RAGE & um receptor para muitos

73
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-+ membros da familia $100/calgranulina, mediando seus efeitos pré-inflamatérios em células

tais como linfocitos e fagécitos mononucleares. Também, estudos da resposta de hipersen-
sibilidade tardia, colite em camundongos sem IL-10, artrite induzida por colégeno, e modelos
de encefalite auto-imune experimental que a interago ligante-RAGE (presumivelmente com
$-100/calgranulinas) tem um papel proximal em uma cascata inflamatéria.

Diabetes do tipo | é um disttbio autoimune que pode ser prevenido ou melhorado
pelo tratamento com proteinas de fuséio RAGE da presente invengao. Por exemplo, tem sido
mostrado que SRAGE permite para a transferéncia de esplendcitos a partir de camundongos
diabéticos ndo obesis (NOD) para camundongos NOD com imunodeficiéncia combinada
severa (camundongos NOD-scid). Camundongos NOD-scid ndo demonstram diabetes es-
pontaneamente, mas requerem a presenga de imundcitos capazes de destruir células da
ilhota tal que a diabetes é entéo induzida. Foi encontrado que recipientes NOD-scid tratados
com SRAGE demonstraram-inicio reduzido de diabetes induzido por esplenécitos transferi-
dos a partir de camundongo diabético (NOD) como comparado a recipientes NOD-scid néo
tratados com SRAGE (Publicagéo de Patente dos EUA 2002/0122799). Como atestato em
EUA 2002/0122799, os resultados experimentais utilizando SRAGE neste modelo séo rele-
vantes para doenga humana tal como cohfiguraqﬁes clinicas em que terapias imunes futuras
e fransplante de ilhotas pode ocorrer.

Entdo, em uma modalidade, uma proteina de fusdo RAGE da presente invengéo
pode ser utilizada para tratar inflamag&o associada com transplante de pelo menos um de
um 6rg&o, um tecido ou uma pluralidade de células a partir do primeiro sitio a um segundo
sitio. Os primeiro e segundo sitios podem ser em diferentes pacientes, ou no mesm pacien-
te. Em modalidades alternativas, as células transplantadas, tecidos ou érgéos compreendem
células de um péncreas, pele, figado, rirh, coragdo, pulmdo, medula éssea, sangue, 0Ss0S,
musculo, células endoteliais, artéria, veia, certilagem, tiredide, sistema nervoso, ou células
tronco. Por exemplo, administrago das proteinas de fuséo RAGE da presente invengéo po-
dem ser utilizadas para facilitar o transplante de células da ithota a partir do primeiro pacien-
te nao diabético a um segundd paciente diabético.

Em outra modalidade, a presente inveng&o pode prover um método de tratamento
da osteoporose por administragédo a um paciente de uma quantidade terapeuticamente efeti-
va de uma proteina de fuséo da presente invengao (Zhou et al, J Exp. Med, 203: 1067-1080
(2006)). Em uma modalidade, 0 método de tratamento da osteroporose pode ainda compre-
ender o passo de aumentar a densidade ¢ssea do paciente ou reduzir taxa de diminuigdo
da densidade dssea de um paciente.

Dessa forma, em Varias modalidades selecionadas, a presente invengéo pode pro-
ver um método para inibir a interagdo de um AGE com RAGE em um paciente por adminis-
trag80 a um paciente de uma quantidade terapeuticamente efetiva de uma proteina de fuséo
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RAGE da presente inveng&o. O paciente tratado utilizando as proteinas de fusdo RAGE da
presente invengdo pode ser um animal. Em uma modalidade, o paciente & um humano. O
paciente pode estar sofrendo de uma doenca relacionada com AGE tais como diabetes,
complicagBes diabéticas tais como nefropatia, neuropatia, retinopatia, Ulcera nos pés, ami-
loidoses, ou faléncia renal, e inflamagéo. Ou, o paciente pode ser um individuo com doenga
de Alzheimer. Em uma modalidade alternativa, o paciente pode ser um individuo com cén-
cer. Em ainda outras modalidades, o paciente pode estar sofrendo de eritematose lupus sis-
témica ou nefrite lupus inflamatéria. Outras doengas podem ser mediadas por RAGE e en-
tdo, podem ser tratadas utilizando as proteinas de fuséio RAGE da presente invengéo. Des-
sa forma, modalidades alternativas adicionais da presente invengéo, as proteinas de fuséo
RAGE podem ser utilizadas para tratamento de doenga de Crohn, artrite, vasculite, nefropa-
tias, retinopatias, e neuropatias em pacientes humanos ou animais. Em outras modalidades,
inflamagéo envolvendo ambas, respostas auto-imunes (por exemplo, rejeicdo de proprio) e
néo auto-imune (por exemplo, rejeigéio de néo préprio) pode ser mediada por RAGE e entéo,
pode ser tratado utilizando as proteinas de fusdo RAGE da presente inveng&o.

Uma quantidade terapeuticamente efetiva pode compreender uma quantidade que

é capaz de prevenir-a interagéio da RAGE. com um AGE ou outros tipos de ligantes RAGE

endégenos em um paciente. Consequentemente, a quantidade variara com o paciente sen-
do tratado. A administragdo do composto pode ser de hora em hora, diariamente, semanal-

‘mente, mensalmente, anualmente, ou como um evento Unico. Em vérias modalidades alter-

nativas, a quantidade efetiva da protefna de fuséo RAGE pode variar de cerca de 1 ng/kg de
peso corporal a cerca de 100 mg/kg de peso corporal, ou de cerca de 10 pg/kg de peso cor-
poral a cerca de 50 mg/kg de peso corporal, ou de cerca de 100 ug/kg de peso corporal a
cerca de 20 mg/kg de peso corporal. A quantidade efetiva atual pode ser estabelecida por
ensaios de dose/resposta utilizando métodos padrdes na tecnica (Johnson e colaboradores,
Diabetes, 42 1179, (1993)). Dessa forma, como é conhecido pelo versados na técnica, a
quantldade efetiva pode depender da blodlspombllldade bioatividade, e biodegradabilidade
do composto.

Composicoes

A presente invenggo pode compreender uma composigéo compreendendo uma pro-
teina de fusdo da presente invengéo misturada com um veiculo farmaceuticamente aceita-
vel. A proteina de fusdo pode compreender um polipeptideo RAGE ligado a um segundo
polipeptideo ndo RAGE. Em uma modalidade, a proteina de fusdo RAGE pode compreender
um sitio de ligagéo do ligante RAGE. Em uma modalidade, o sitio de ligagdo do ligante com-
preende o dominio N-terminal da proteina de fusdo RAGE. O sitio de ligagéo do ligante RA-
GE compreende o dominio V da RAGE, ou uma porgéo da mesma. Em uma modalidade, o
sitio de ligagdo do ligante RAGE compreende a SEQ ID NO:9 ou uma segiiéncia pelo me-
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nos 90% idéntica da mesma, ou a SEQ ID NO:47 ou uma seqiiéncia pelo menos 90% idén-
tica da mesma.

Em uma modalidade, o polipeptideo RAGE pode ser ligado a um polipeptideo com-
preendendo um domfnio da imunoglobulina ou uma por¢do (por exemplo, um fragmento da
mesma) de um dominio da imunoglobulina. Em uma modalidade, o polipeptideo compreen-
dendo um dominio de a imunoglobulina compreender pelo menos uma porgao de pelo me-
nos um dos dominios Cy2 ou Cy3 da IgG humana.

Em certas modalidades, a proteina de fusdo RAGE compreende uma sequéncia
aminoacida revelada na SEQ ID NO:56 ou SEQ ID NO:57, ou uma sequéncia de pelo me-
nos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%m ou 99% idéntica a mesma. Por e-
xemplo, em algumas modalidades, uma sequéncia de pelo menos 90% idéntica a SEQ ID
NO:56 ou SEQ ID NO:57 compreende a sequéncia de SEQ ID NO:56 ou SEQ ID NO:57
sem o lisina C-terminal. :

A protefna ou polipeptideo RAGE pode compreender a RAGE humana de compri-
mento total (por exemplo, a SEQ ID NO:1), ou um fragmento da RAGE humana. Em uma

' modalidade, o polipeptideo RAGE néo inclui qualquer residuo de seqiiéncia sinalizadora. A

seqliéneia sinalizadora da RAGE pode.compreender ou 0s residuos 1-22 ou os residuos 1-
23 da RAGE de comprimento total (SEQ ID NO:1). Em modalidades alternativas, o polipep-
tideo RAGE pode compreender uma seqliéncia que é 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
06%, 97%, 98%m ou 99% idéntica @ RAGE humana, ou um fragmento da mesma. Por e-

. xemplo, em uma modalidade, o polipeptideo RAGE pode compreender a RAGE humana, ou

um fragmento da mesma, com Glicina como o primeiro residuo em vez de Metionina (ver,
por exemplo, Neeper e colaboradores (1992)). Ou, a RAGE humana pode compreender a
RAGE de comprimento total com a seqliéncia sinalizadora removida (por exemplo, SEQ ID
NO:2 ou SEQ ID NO:3) (FIGS. 1A e 1B) ou uma porgéo desta sequéncia de aminoécidos.

As proteinas de fusdo RAGE da presente invengdo pode também compreender
SRAGE (por exemplo, SEQ 1D NO:4), um polipeptideo pelo menos 90% idéntico a sRAGE,
ou um fragmento da SRAGE. Por exemplo, o polipeptideo RAGE pode compreender RAGES
humana, ou um fragmento da mesma, com Glicina como o primeiro residuo em vez de uma
Metionina (ver, por exemplo, Neeper ¢ colaboradores (1992)). Ou, a RAGE humana pode
compreender RAGEs com a seqliéncia sinalizadora removida (Ver, por exemplo, SEQ ID
NO:5, SEQ ID NO:6 ou SEQ ID NO:45 na FIG. 1) ou uma porgéo desta seqliéncia de amino-
acidos. Em outras modalidades, a proteina RAGE pode compreender um dominio V (Ver,
por exemplo, SEQ ID NO:7. SEQ ID NO:8 ou SEQ ID NO:10 ou SEQ ID NO:46 na FIG. 1).
Ou, uma sequéncia de pelo menos 90% idéntica para ‘0 dominio V ou um fragmento do
mesmo pode ser utilizado. Ou, a protefna RAGE compreender um domfragmento de RAGE
compreendendo uma porgéo do dominio V (Ver, por exemplo, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10
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ou SEQ ID NO:47 na FIG. 1). Em uma modalidade, o sitio de ligagéo do ligante pode com-
preender a SEQ ID NO:9, ou uma seqiiéncia pelo menos 90% idéntica a mesma, ou a SEQ
ID NO:10, ou uma sequiéncia pelo menos 90% idéntica a mesma, ou SEQ ID NO:47, ou uma
sequéncia pelo menos 90% idéntica da mesma. Em ainda outra modalidade, o fragmento
RAGE é um peptideo sintético.

Por exemplo, o polipeptideo RAGE pode compreender aminoécidos 23-116 da RA-
GE humana (SEQ ID NO:7) ou uma seqiiéncia 90% idéntica da mesma, ou os aminodcidos
24-116 da RAGE humana (SEQ ID NO:8) ou uma seqliéncia pelo menos 90% idéntica da
mesma, ou aminoécidos 24-116 da RAGE humana onde Q24 cicliza para formar pE (SEQ ID
NO:46), ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a mesma, correspondendo ao dominio
V da RAGE. Ou, o polipeptideo RAGE pode compreender aminoacidos 124-221 da RAGE
humana (SEQ ID NO:11) ou uma seqiiéncia pelo menos 90% idéntica a mesma, correspon-
dendo ao dominio C1 da RAGE. Em outra modalidade, o polipeptideo RAGE pode compre-
ender os aminoacidos 227-317 da RAGE humana (SEQ ID NO:12) ou uma seqiiéncia pelo
menos 90% idéntica da mesma, correspondendo ao dominio C2 da RAGE. Ou, o polipepti-
deo RAGE pode compreender os aminoécidos 23-123 da RAGE humana (SEQ ID NO:13)
ou uma seqiiéncia pelo. menos 90% idéntica da mesma, ou aminodcidos 24-123 da RAGE
humana (SEQ IDNO:14) ou uma seqiiéncia pelo menos 90% idéntica da mesma, corres-
pondendo ao dominio V da RAGE e um ligante interdominio “a jusante”. Ou, o polipeptideo
RAGE pode compreender os aminoécidos 24-123 da RAGE humana onde Q24 cicliza para
formar pE (SEQ ID NO:48), ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica do mesmo. Ou, o
polipeptideo RAGE pode compreender aminodcidos 23-226 da RAGE humana (SEQ ID
NO:17) ou uma seqiiéncia pelo menos 90% idéntica a mésma, ou aminoécidos 24-226 da
RAGE humana (SEQ ID NO:18) ou uma seqiiéncia pelo menos 90% idéntica a mesma, cor-
respondendo ao domfnio V, o dominio C1 e o ligante interdominio ligando esses dois domi-
nios. Ou, o polipeptideo RAGE pode compreender aminodcidos 24-226 da RAGE humana
onde Q24 cicliza para formar pE (SEQ ID NO:50), ou uma seqléncia pelo menos 90% idén-
tica a mesma. Ou, o polipeptideo RAGE pode compreender aminodcidos 23-339 da RAGE
humana (SEQ ID NO:5) ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a mesma, ou 24-339
da RAGE humana (SEQ ID NO:6) ou uma seqtiéncia pelo menos 90% idéntica a mesma,
correspondendo a SRAGE (isto &, codificando os dominios V, C1 e C2 e ligantes interdomi-
nios). Ou, o polipeptideo RAGE pode compreender aminoécidos 24-339 da RAGE humana
onde Q24 cicliza para formar pE (SEQ ID NO:45), ou uma sequéncia pelo menos 90% idén-
tica a mesma. Ou, fragmentos de cada uma dessas seqiiéncias podem ser utilizadas.

Em outra modalidade, o sitio de ligang&o do ligador pode compreender aminoécidos
25-51 de SEQ ID NO.1 Em outra modalidade, o sitio de ligagéo do ligador pode compreen-
der aminoécido 23-51 da SEQ 1D NO:1. Em outra modalidade, o sitio de ligaggo do ligador
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pode compreender aminoécido 31-51 da SEQ ID NO:1. Em outra modalidade, o sitio de li-
gagdo do ligador pode compreender aminodcido 31-116 da SEQ ID NO:1. Por exemplo, o
sitio de ligagdo do ligador pode compreender um dominio RAGE V ou uma porgéo do mes-
mo tal como o dominio de ligagdo do ligador RAGE (por exemplo, aminoécidos 1-118, 23-
118, 24-118, 31-118, 1-116, 23-116, 24-116, 31-116, 1-54, 23-54, 24-54, 31-54, 1-53, 23-53,
24-53, ou 31,53, da SEQ ID NO:1, ou fragmentos dos mesmos) (FIG 1). Os fragmentos dos
polipeptideos que funcionalmente se ligam a um ligador RAGE podem ser utilizado. Ou
fragmentos dos polipeptideos que funcionalmente se ligam ao ligador RAGE podem ser utili-
zados. Ou, uma sequéncia pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%m
ou 99% idéntica ao dominio RAGE V ou um fragmento do mesmo (por exemplo, como des-
crito acima) pode ser utilizado. Ainda, como & conhecido na técnica, em modalidades onde o
N-terminal da proteina de fuséo é glutamina, como por exemplo, sob remogéo da sequéncia
sinal compreendendo resfduos 1-23 da SEQ ID NO:1 (por exemplo, Q24 para um polipepti-
deo compreendendo aminoacidos 24-118 ou SEQ ID NO:1), a glutamina pode ciclizar para
formar acido piroglutamico (pE).

A proteina de fusdo RAGE inclui vérios tipos de peptideos que néo séo derivados
da RAGE ou um fragmento da mesma. O segundo polipeptideo da proteina de fuséo pode
compreender um polipeptideo derivado de uma imunogiobulina. A cadeia pesada (ou porgéo
da mesma) pode ser derivada de um ou mais isotipos de cadeia pesada conhecidos: 19G (y),
IgM (), IgD (8), IgE (¢), ou IgA (). Em adigéo, a cadeia pesada (ou porgéo da mesma) pode
ser derivada de qualguer um dos subtipos de cadeia pesada: IgG1 (y1), I9G2 (y2), IgG3 (vy3),
IgG4 (v4), 19A1 (a1), IgA2 (0:2), ou mutagdes desses isotipos ou subtipos que alteram a ati-
vidade biol6gica. O segundo polipeptideo pode compreender os dominios Cy2 e C3 de uma
IgG1 humana ou uma porgéo de um ou ambos desses dominios. Como um exemplo de mo-
dalidades, o pdlipeptldeo compreendendo os dominios Cy2 e Cy3 da IgG1 humana ou uma
porgéo da mesma pode compreender a SEQ 1D NO:40 ou uma porgéo da mesma. Em uma
modalidade, o polipeptideo compreendendo os dominios CH2 e Ch3 de uma IgG1 humana
ou uma porgio da mesma pode compreender SEQ ID NO:38, ou uma porgéo da mesma.
Por exemplo, o polipeptideo compreendendo os dominios CH2 e CH3 de uma IgG1 humana
ou uma porgo da mesma pode compreender SEQ ID NO:38 ou SEQ ID NO:40 com a lisina
terminal (K) removida. O peptideo da imunoglobulina pode ser codificado pela seqiiéncia de
acido nucléico da SEQ ID NO:39 ou SEQ ID NO:41. A sequéncia da imunoglobulina na SEQ
ID NO:38 ou SEQ ID NO:40 pode também ser codificada pela SEQ ID NO:52 ou SEQ IS
NO:53, respectivamente.

A porgdo Fc da cadeia da imunoglobulina pode ser pré-inflamatéria in vivo. Dessa
forma, em uma modalidade, a proteina de fusdo RAGE da presente invengéo compreende
um ligante interdominio derivado da RAGE em vez da dobradiga de um polipeptideo inter-
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dominio derivado de uma imunoglobulina. v

Dessa forma, em uma modalidade, a proteina de fusdo RAGE pode ainda compre-
ender um polipeptideo RAGE diretamente ligado a um polipeptideo compreendendo um do-
minio Cx2 de uma imunoglobulina, ou um fragmento da mesma compreende SEQ ID NO:42.
Em uma modalidade, o fragmento da SEQ ID NO:42 compreende a SEQ ID NO:42 com os
primeiros 10 aminoacidos removidos.

Em uma modalidade, o polipeptideo RAGE compreende um ligante interdominio
RAGE ligado a um dominio da imunoglobulina RAGE tal que o aminoacido C-terminal do
dominio da imunoglobulina RAGE esta ligado ao aminoécido N-terminal do ligante interdo-
minio, ¢ 0 amino4cido C-terminal do ligante interdominio RAGE esta diretamente ligado ao
aminoécido N-terminal de um polipeptideo compreendendo um dominio Cy2 de uma imuno-
globulina, ou um fragmento do mesmo. O polipeptideo compreendendo um dominio Cy2 de
uma imunoglobulina, ou uma porgéo do mesmo, pode compreender os dominios Cy2 e Cy3
de uma lgG1 humana, ou uma porgéo de ambos, ou um desses dominios. Como modalida-
des, o polipeptideo compreendendo os dominios Cy2 e Cy3 de uma IgG1 humana, ou uma
porgéo da mesma, pode compreender a SEQ ID NO:40 porgéo da mesma. Em uma moda-
lidade, o polipeptideo compreendendo. os .dominios Ch2 e CH3 de uma IgG1 humana ou
uma porgdo da mesma pode compreender a SEQ ID NO:38 ou umap porgéo da mesma. Por
exemplo, o polipeptideo compreendendo os dominios CH2 ¢ CH3 de uma IgG1 humana ou
uma porgdo da mesma pode compreender SEQ ID NO:38 ou ou SEQ ID NO:40 com o lisina
(K) terminal removida.

A protefna de fusdo RAGE da presente invengéo pode compreender um dominio
L’micb ou mdltiplo da RAGE. Também, o polipeptideo RAGE compreendendo um ligante in-
terdominio ligado a um dominio da imunoglobulina RAGE pode compreender um fragmento
de uma proteina RAGE de comprimento total. Por exemplo, em uma modalidade, a proteina
de fusdo RAGE pode compreender dois dominios da imunoglobulina derivados da proteina
RAGE e dois dominios da imunoglobulina derivados de um polipeptideo Fc humano. A prote-
fna de fusdo RAGE pode compreender um primeiro dominio da imunoglobulina RAGE e um
primeiro ligante interdominio ligado a um segundo dominio da imunoglobulina RAGE & um
segundo ligante interdominio RAGE, tal que o aminoécido N-terminal do primeiro ligante in-
terdominio esté ligado ao amino4cido C-terminal do primeiro dominio da imunoglobulina
RAGE, o aminoacido N-terminal do segundo dominio da imunoglobulina RAGE esta ligado
ao amino4cido C-terminal do primeiro ligante interdominio, o aminoécido N-terminal do se-
gundo ligante interdominio esta ligado ao aminoécido C-terminal do segundo dominio da
imunoglobulina RAGE, e o amino4cido C-terminal do segundo ligante interdominio RAGE
esta diretamente ligado ao aminoacido N-terminal do polipeptideo compreendendo um do-
minio Cx2 da imunoglobulina ou fragmento do mesmo. Por exemplo, o polipeptideo RAGE
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pode compreender aminoécidos 23-251 da RAGE humana (SEQ 1D NO:19) ou uma se-
qliéncia pelo menos 90% idéntica a mesma, ou aminodcidos 24-251 da RAGE humana
(SEQ ID NO:20) ou uma seqliéncia pelo menos 90% idéntica a mesma, ou aminoécidos 24-
251 da RAGE humana onde Q24 cicliza para formar pE, ou uma sequéncia pelo menos 90%
idéntica a mesma (SEQ ID NO:51), correspondendo ao dominio V, o dominio C1, o ligante
interdominio ligante desses dois dominios, € um segundo ligante interdominio “"downstream”
de C1. Em uma modalidade, um &cido nucléico construido compreendendo a SEQ ID NO:30
ou um fragmento da mesma pode codificar para um quarto dominio da proteina de fusdo
RAGE. Em outra modalidade, construgdo de 4cido nucléico compreendendo SEQ 1D NO:54
pode codificar para um quarto dominio da proteina de fuséo RAGE, onde a base silenciado-
ra muda para os cédons que codificam para prolina (CCG a CCC) e glicina (GGT a GGG) no
C-terminal da sequéncia s&o iniciadas para remover um sitio de splice de RNA criptico perto
do cédon terminal (isto €, nos nucleotideos 1375-1380 da SEQ ID NO:30 séo modificado
para gerar SEQ D NO:54), | |

Alternativamente, um terceiro dominio da proteina de fusdo RAGE pode compre-
ender um dominio da imunoglobulina derivada de RAGE e dois dominio da imunoglobulina
derivados de um polipeptideo F¢ humano. Por exemplo,.a proteina de. fuséo RAGE. pode
compreender um domfnio da imunoglobulina RAGE dnica ligado a um ligante interdominio
RAGE ao aminodcido N-terminal do polipeptideo compreendendo um dominio Cy2 da imu-
noglobulina ou um fragmento do mesmo. Por exemplo, o polipeptideo RAGE pode pelo me-
nos 90% idéntica a mesma ou aminoacidos 24-136 da RAGE humana (SEQ ID NO:16) ou
uma seqiiéncia pelo menos 90% idéntica, ou aminoacidos 24-136 da RAGE humana onde
Q24 cicliza para formar pE ou uma sequéncia de pelo menos 90% idéntica da mesma (SEQ
ID NO:49), correspondendo do dominio V da RAGE e um ligante interdominio “downstream”.
Em uma modalidade, um acido nucléico construido compreendendo a SEQ ID NO:31 ou um
fragmento do mesmo pode codificar um terceiro dominio RAGE da proteina de fuséo. Em
outra modalidade, construgdo de 4cido nucléico compreendendo SEQ ID NO:55 pode codifi-
car para um terceiro dominio da protelna de fussio RAGE, onde a base silenciadora muda
para os cédons que codificam para prolina (CCG a CCC) e dlicina (GGT a GGG) no C-
terminal da sequéncia sdo iniciadas para remover um sftio de splice de RNA criptico perto do
codon terminal (isto &, nos nucleotideos 1030-1035 da SEQ ID NO:31 séo modificado para
gerar SEQ ID NO:55).

Um fragmento do ligante interdominio RAGE pode compreender uma seqliéncia
peptidica que é naturalmente “downstream” de, e entdo, ligada a um dominio da imunoglo-
bulina RAGE. Por exemplo, o domfnio V RAGE, o ligante interdominio pode compreender
seqliéncias aminoécidas que sdo naturalmente “downstream” do dominio V. Em uma moda-
lidade, o ligante pode compreender a SEQ ID NO:21, correspondendo aos aminodcidos 117-
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123 da RAGE de comprimento total. Ou, o ligante pode compreender um peptideo tendo

porgbes adicionais da seqliéncia RAGE natural. Por exemplo, um ligante interdominio com-
preendendo vérios amino4cidos “upstream” e “downstream” (por exemplo, aminoacidos 1-3,
1-5, ou 1-10, ou 1-15) de SEQ ID NO:21 podem ser utilizados. Dessa forma, em uma moda-
lidade, o ligante interdominio compreende a SEQ ID NO:23 compreendendo os aminoacidos
117-136 da RAGE de comprimento total. Ou, fragmentos de SEQ ID NO:21 suprimindo, por
exemplo, 1, 2 ou 3 aminoécidos da terminagdo do ligante pode ser utilizado. Em modalida-
des alternativas, o ligantes pode compreender uma seqiéncia que € pelo menos 70%, 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 07%, 98%, ou 99% idéntica a SEQ ID NO:21 ou SEQ ID NO:23.

Para o dominio RAGE C1, o ligante pode compreender a seqtiéncia peptidica que é
naturalmente “downstream’; do dominio C1. Em uma modalidade, o ligante pode compreen-
der a SEQ ID NO:22, correspondendo aos aminoacidos 222-251 da RAGE de comprimento
total. Ou, o ligante pode compreender um peptideo tendo porgdes adicionais da seqiiéncia
RAGE natural. Por exemplo, um ligante compreendendo vérios aminoécidos “upstream” e
“downstream” (aminoécidos 1-3, 1-5, ou 1-10, ou 1-15) da SEQ ID NO:22 pode ser utilizado.
Ou, fragmentos da SEQ ID NO:22 pode ser utilizado, suprimindo por exemplo, aminoacidos
1-3, 1-5; ou 1-10,-ou 1-15 da terminagéo.do ligants. Por exemplo, em .uma modalidade, o
ligante interdominio RAGE pode compreender a SEQ ID NO:24 correspondendo aos amino-
acidos 222-226. Em modalidades alternativas, o ligador pode compreender uma sequéncia
que é pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica a
SEQ ID NO:22 ou SEQ ID NO:24.

Ou um ligador interdominio pode compreender a SEQ ID NO:44, correspondendo a
aminoécidos RAGE 318-342. Em modalidades alternativas, o ligador pode compreender
uma sequéncia que é pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou
99% idéntica a SEQ ID NO:44.

Veiculos farmaceuticamente aceitéveis podem compreender qualquer dos veiculos
farmaceuticamente aceitéveis padrées conhecidos na técnica. Em uma modahdade o velcu-
lo farmacéutico pode ser um liguido e a proteina de fuséio RAGE ou acido nucléico construi-
do podem ser na forma de uma solugéo. Em outra modalidade, o veiculo farmaceuticamente
aceitave! pode ser um sélido na forma de p6, um pé liofilizado, ou um comprimido. Ou, 0
velculo farmacéutico pode ser um gel, supositrio, ou creme. Em modalidades alternativas,
o veiculo pode compreender um lipossoma, uma microcapsula, uma célula encapsulada em
um polimero, ou um virus. Dessa forma, o termo velculo farmaceuticamente aceitavel a-
brange, mas ndo é limitado a, qualquer dos veiculos farmaceuticamente aceitdveis padrdes,
tais como 4gua, alcoois, solugéo salina com tampéo fosfato, agucares (por exemplo, sacaro-
se & manitol), 6leos ou emulsdes tais como emulses 6leo/agua ou emulséo de tri glicerideo,
vérios tipos de agentes umidificantes, comprimidos, comprimidos revestidos e capsulas.
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Em certas modalidades, as proteinas de fusdo RAGE podem estar presentes em
uma forma neutral (incluindo formas idnicas anféteras) ou como uma espécie positivamente
ou negativamente carregada. Em algumas modalidades, as proteinas de fuséo RAGE po-
dem ser complexadas com um contra ions para formar um sal farmaceutiacmente aceitavel.

Os termos “sais farmaceuticamente aceitaveis” referem-se a um complexo compre-
endendo uma ou mais proteinas de fus&o RAGE e um ou mais contra ions, onde o contraion
sdo derivados a partir de acidos e bases organicas e inorgénicas farmaceuticamente aceita-
veis.

Bases inorganicas farmaceuticamente aceitéveis incluem ions metélicos. fons meta-
licos mais preferidos incluem, mas néo séo limitados a, sais de matais alcalinos apropriados,
sais de metal alcalinos terrosos e outros fons metélicos fisiologicamente aceitaveis. Sais
derivados de bases inorganicas incluem aluminio, amdnio, célicio, cobalto, niquel, molibdé-
nio, vanadio, manganés, crémio, selénio, estanho, cobre, sais férrico, ferroso, litio, magné-
sio, mangénico, manganés, potéssio, rubidiom s6dio e zinco e suas valéncias usuais.

Sais de adiggo 4cida farmaceuticamente aceitéveis das proteinas de fuséo RAGE
da presente inveng&o podem ser preparados a partir dos seguintes acidos, incluindo, sem
limitagdo 4cido férmico, acético, acetamidobenzéico, adipico, ascorbico, bérico, propidnico,
benzéico, carnférico, carbdnico, ciclamico, deidrocdlico, malénico, edético, etilsulfarico, fen-
dizéico, metafosférico, succinico, glicdlico, gluconico, latico, malico, tartatico, tanico, cifrico,
nitrico, ascérbico, glucurdnico, maléico, félico, fumérico, propidnico, pirdvico, aspartico, glu-
tamico, benzéico, cloridrico, bromidrico, iodicrico, lisina isocitrico, trifluoracetico, paméico,
propidnico, antranilico, mesflico, orético, oxdlico, oxalacético, oléico, esteérico, salicilico,
aminosalicilico, silicato, p-hidroxibenzéico, nicotinico, fenilacético, mandélico, embénico, sul-
fénico, metanossulfénico, fosférico, fosfénico, etanossulfonico, etanodissulfénico, amdnio,
benzenossulfomco pantoténico, naftalenosulfénico, toluenossulfénico, 2-hidroxietanossul-
fanico, sulfanilico, sulfirico, nitrico, nitroso, monometil éster do &cido sulftirico, cicloexilami-
nosulfénico, B-hidrobutitico, glicina, glicilglicina, glutdmico, cacodilato, dlamlnoexanétco, can-
forsulfnico, glucdnico, tiocidnico, oxoglutarico, piridoxal 5-fosfato, clorofenoxiacético, unde-
candico, N-acetil-L-aslpértico, galactérico e galacturonlco

Bases orgénicas farmaceuticamente aceitaveis incluem tnmetllamlna dietilamina,
N,N'-dibenziletilenodiamina, cloroprocaina, colina, dibenzilamina, dietanolamina, etilenodia-
mina, meglumina (N-metilglucamina), procaina, aminas ciclicas, catiosn amdnios quaterna-
rios, arginina, betaina, cafeina, clemizol, 2-gtilaminoetanol, 2-dietilaminoetanol, 2-
dimetilaminoetanol, etanodiamina, butilamina, etanolamina, etilenodiamina, N-etilmorfolina,
N-etilpiperidina, etilglucamina, glucamina, glicosamina, histidina, hidrabamina, imidazol, iso-
propilamina, metilglucamina, morfolina, piperazina, piridina, piridoxina, neodimio, piperdina,
resinas poliamina, procaina, purinas, teobromina, trietilamina, tripropilamina, trietanolamina,
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trometamina, metilamina, taurina, colato, 6-amino-2-metil-2-heptanol, 2-amino-2-metil-1,3-
propanodiol, 2-amino-2-metil-1-propanol, acidos mono e dicarboxilicos alifaticos, acidos al-
candicos fenil-substituidos, 4cidos hidréxi alcanbicos, acidos aromaticos, 4cidos sulfénicos
alifaticos e arométicos, estrantio, tricina, hidrazina, fenilcicloexilamina, &cido 2-(N-morfolina)
etanossulfénico, bis (2-hidroxietil) amino-tris(hidroximetil) metano, acido N-(2-acetamido)-3-
amioetanossulfénico, acido 1,4-piperazinadietanossulfénico, 4cido 3-morfolino-2-hidroxipro-
panossuifonico, 1,3-bisftris(hidroximetil) metilamino] propano, acido 4-morfolinapropanossul-
fénico, 4cido 4-(2-hidroxietil) piperazin-1-etanossulfonico, cido 2-{(2-hidrdxi-1,1-bis (hidroximetil)
etil) amino] etanossulfdnico, &cido N,N-bis-(2-hidroxietil)-2-aminoetanossulfonico, 4cido 4-(N-
morfolino)butanossulfénico, acido 3-(N,N-bis[2-hidroxietillamino)-2-hidroxipropanossulfonico,
acido  2-hidroxi-3-[tris(hidroximetil)metilamino]-1-propanossuifonico, 4cido 4-(2-hidroxietil)
piperazina-1-(3-hidroxipropanossulfonico, acido piperazina-1,4-bis(2-hidroxipropanossulfonico
diidratado, 4cido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinapropanossulfénico, N,N-bis(2-hidroxietil)glicina,
acido N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-(4-butanossulfénico), &cido N-[tris(hidroximetil)metil]-3-
aminopropanossulfnico, 4cido N-tris(hidroximetil)metil-4-aminobutanossulfénico, acido N-
(1,1-dimetil-2-hidroxietil)-3-amino-2-hidroxipropanossulfonico, acido 2-(cicloexilamino) eta-
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nossulfénico, acido- 3-(cicloexilamino)-2-hidréxi-1-propanossulfonico, &cido 3-(cicloexilamino)

-1-propanossulfénico, 4cido N-(2-acetamido) imidodiacético, acido 4-(cicloexilamino)-1-
butanossulfénico, N-[tris(hidroximetil)metillglicina, 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol, &
trometamol. ‘

A administragdo das proteinas de fusdo RAGE da presente invengéio pode empre-
gar vérias rotas. Dessa forma, a administragéio da proteina de fuséo RAGE da presente in-
vengdo pode utilizar a injegéo intraperitoneal (IP). Alternativamente, a proteina de fuséo
RAGE pode ser administrada oraimente, intranasalmente, ou como um aerossol. Em outra
modalidade, a administragdo & intravenosa (IV). A proteina de fusdio RAGE pode também
ser injetada subcutaneamente, Em outra modalidade, a administragdo da proteina de fus&o
RAGE ¢ intra-arterial. Em outra modalidade, a administragdo é sublingual. Também, a admi-
nistragdo pode utilizar uma cépsula de liberagéo controlada. Por exemplo, a administragéo
subcutanea pode ser til para tratar doengas cronicas quando a auto-administragéo ¢ dese-
javel.

Em aspecto adicional da presente invengo, os proteinas de fuséo RAGE da inven-
¢do podem ser utilizados em terapéutica adjuvante ou tratamentos terapéuticos em combi-
nag&o com outros agentes terapéuticos. O seguinte é uma lista néo exaurida de adjuvantes
e agentes terapéuticos adicionais que podem ser utilizados em combinag&o com os modula-
dores da proteina de fusdo RAGE da presente invengao:

Classificagdes farmacoldgicas dos agentes anti-cancer:

1- Agentes alquilantes: Ciclofosfamida, nitrosuréia, carboplatina, cisplatina, procar-
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bazina

2- Antibiéticos: Bleomicina, Daunorubicina, Doxorubicina

3-  Antimetabolitos: Metotrexato, Citarabina, ~Fluoruracil, Azatioprina, 6-
Mercaptopurina, € aentes quimioterapéuticos citotoxicos de céncer

4- Alcaldides de plantas: Vinblastina, Vincristina, Etoposideo, Paclitaxel,

5- Horménios - Tamoxifeno, Acetato de Octreotide, Finasteride, Flutamida

6- Modificares da resposta Biolégica: Interferons, Interleucinas,

Classificacdes farmacol6gicas de tratamento para Artrite Reumatoide

1-Analgésicos: Aspirina '

2- AINES (Farmacos antiinflamatérios néo esteroidais): lbuprofeno, Naproxeno, Di-
clofenaco

3- DMARDs (Férmacos Anti-reuméticos modificadores de doenga)> Metrotrexato,
preparagdes de ouro, hidroxicloroquina, sulfasalazina

4- Modificadores da Resposta Biologica, DMARDs: Etanercept, Infliximab, Glicocor-
ticéides, tais como beblometasona, metilprednisolona, betametasona, prefnisona, dexameta-
sona, e hidrocortisona.

Classificages farmacolégicas de tratamento para Diabetes Mellitus

1- Sulfoniluréias: Tolbutamida, Tolazamida, .Gliburida, GLipizida

2- Biguanidas: Metformida

3- Variados agentes orais: Acarbose, Troglitazona

4- Insulina

Classificagbes farmacolégicas de tratamento para Doenca de Aizheimer

1- Inibidor da Colinesterase: Tacrine, Donepexzil

2- Anti-psicéticos: Haloperidol, Tiorodazina

3- Antidepressivos: Desipramina, Fluoxetina, Trazodona, Paroxetina

4- Anticonvulsivantes: Carbamazepina, Acido valpréico

Em uma modalidade, as composigdes da presente invengéo podem: compreender
uma quantidade terapeuticamente efetiva de uma proteina de fusdo RAGE em combinagéo
com um ou multiplos agentes terapéuticos adicionais. Em ~adit;,éo aos agentes até aqui des-
critos, os seguintes agentes terapéuticos podem ser utilizados em combinagio com as pro-
teinas de fusdo RAGE da presente invengdo: imunossupressores, tais como ciclosporina,
tacrolimus, rapamicina e outfos imunossupressores tipo FK-506.

Em uma modalidade, a presente invengdo pode, portanto prover um método de tra-
tamento de doengas mediadas por RAGE, o método compreendendo a administraggo a um
paciente em necessidade do mesmo, uma quantidade terapeuticamente efetiva da proteina
de fusdo RAGE em combinagdo com agentes terapéuticos selecionados a partir do grupo
consistindo de agentes alquilantes, antimetabdlitos, alcaléides de plantas, ‘antibiéticos, hor-



10

15

20

25

30

35

63

ménios, modificadores da resposta biolégica, analgésicos, AINES, DMARDs, modificadores
da resposta biolégica (por exemplo, glicocorticéides), sulfoniluréias, biguanidas, insulina,
inibidores da colinesterase, antipsicéticos, antidepressivos, anticonvulsivantes, e imunossu-
pressores, tais como ciclosporina, tacrolimus, rapamicina, e outros imunossupressores tipo
FK-506. Em uma modalidade adicional, a presente inveng&o prové a composigéo farmacéu-
tica da invengdo como aqui descrito, ainda compreendendo um ou mais agentes terapéuti-
cos selecionados a partir do grupo consistindo de agentes alquilantes, antimetabolitos, alca-
Idides de plantas, antibiéticos, hormdnios, modificadores da resposta biolégica, analgésicos,
AINES, DMARDs, modificadores da resposta biolégica (por exemplo, glicocorticéides), sul-
foniluréias, biguanidas, insulina, inibidores da colinesterase, antipsicéticos, antidepressivos,
anticonvulsivantes, e imunossupressores, tais como ciclosporina, tacrolimus, rapamicina, e
outros imunossupressores do tipo FK-506.

Formulagdes Liofilizadas

Em outras modalidades, a presente invengio também prové formulagdes compre-
endendo uma proteina de fusdo RAGE. Modalidades das formulagdes podem compreender
uma mistura liofilizada de um lioprotetor, uma proteina de fusdo RAGE, e tamp&o.

- Uma variedade de lioprotetores pode ser utilizada nas formulagdes de proteina de
fusio RAGE liofilizada da presente invengdo. Em algumas modalidades, o lioprotetor pode
compreender um aglcar ndo redutor. Por exemplo, 0 agucar ndo redutor pode compreender
sacarose, manitol ou trealose. Também, uma variedade de tampdes podem ser utilizados na
formulagéo da proteina de fusdo RAGE liofilizada. Em certas modalidades o tampéo pode
compreender histidina.

A proteina de fusdo RAGE liofilizada pode compreender componentes adicionais.
Em certas modalidades, a formulagdo de proteina de fusdo RAGE pode ainda compreender
pelo menos um de um. tensoativo, um agente quelante ou um agente de massa. Em uma
modalidade, a formulaggo da proteina de fusdo RAGE compreende cerca de 40-100 mg/mL
RAGE 40-1 00 mg/mL da proteina de fusdo RAGE compreendendo a sequéncia como reve-
lado na SEQ ID NOs: 32, 33, 34, 56, 35, 36, 37, ou 57; cerca de 2 mM a cerca de 50 mM de

~ histidina; cerca de 60 mM a cerca de 65 mM de sacarose; cerca de 0,001% a cerca de

0,05% de Tween 80; e um pH de cerca de 6,0 a 8,5. Por exemplo, a formulagéo de proteina
de fusdo RAGE reconstituida em certas modalidades, compreende cerca de 40-50 mg/mL
da protefna de fusdo RAGE compreendendo a sequéncia como revealdo na SEQ ID NOs:
32, 33, 34, 56, 35, 36, 37, ou 57; cerca de 10 mM de histidina, cerca de 65 mM de sacarose,
cerca de 0,01% de Tween 80, e em um pH de cerca de 6,0. Ou, outras concentragbes da
proteina de fusdo RAGE poderh ser utilizadas como ainda decrito aqui.

Em uma modalidade, a presente invengéo compreende uma formulagéo compreen-
dendo uma protefna de fuso RAGE liofilizada reconstituida em um diluente, em que a con-
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centragdo da proteina:de fusdo RAGE na formulagéo reconstituida esta dentro da variagéo

de cerca de 1 mg/mL a cerca de 400 mg/mL. Ou, outras concentragdes da proteina de fuséo
RAGE podem ser utilizadas como aqui descrito.

Em outras modalidades, a presente invengéo pode também compreender métodos
para preparar formulagdo reconstituida estavel de uma proteina de fusdo RAGE. A formula-
¢80 reconstituida bode compreender uma concentragéo que é adequada para uso direto
(por exemplo, administragéo direta a um paciente) ou que pode ser ainda diluida e/ou mistu-
rada com um agente de distribuigao.

Em certas modalidades, o método pode compreender reconstituigdo de uma mistu-
ra liofiziliada da proteina de fusdo RAGE e um lioprotetor em um diluente fal que a concen-
tragao da proteina de fusdo RAGE na formulagéo reconstituida esta na variagdo de cerca de
1 mg/mL a cerca de 400 mg/mL. Ou, outras concetragdes como descrito aqui podem ser
utilizadas como aqui descrito.

Uma variedade de lioprotetores pode ser utilizada nas formulagoes de proteina de
fusdo RAGE da presente invengdo. Em algumas modalidaes, o lioprotetor pode compreen-
der um agucar ndo redutor. Por exemplo, 0 aguicar néo redutor pode compreender scarose,
manitol; ou trealose. Também, uma variedade.de tampdes podem ser utilizados na formula-
¢do da proteina de fusdo RAGE liofilizada. Em certas modalidades, o tampé&o pode compre-
ender histidina.

A proteina de fusdo RAGE reconstituida pode compreender componentes adicio-
nais. Em certas modalidades, a formulagéo de proteina de fuséo RAGE pode ainda compre-
ender pelo menos um de um tensoativo, um agente quelante ou um agente de massa. Em
uma modalidade, a formulagéo da proteina de fusdo RAGE compreende cerca de 40-100
mg/mL RAGE 40-100 mg/mL da proteina de fussio RAGE compreendendo a sequéncia co-
mo revelado na SEQ ID NOs: 32, 33, 34, 56, 35, 36, 37, ou 57; cerca de 2 mM a cerca de 50
mM de histidina; cerca de 60 mM a cerca de 65 mM de sacarose; cerca de 0,001% a cerca
de 0,05% de Tween 80; e um pH de cerca de 6,0 a 6,5. Por exemplo, a formulagéo de prote-
ina de fusdo RAGE reconstitufda em certas modalidades, compreende cerca de 40-50
mg/mL da proteina de fuséio RAGE compreendendo a sequéncia como revealdo na SEQ ID
NOs: 32, 33, 34, 56, 35, 36, 37, ou 57; cerca de 10 mM de histidina, cerca de 65 mM de sa-
carose, cerca de 0,01% de Tween 80, e em um pH de cerca de 6,0.

Uma variedade de diluentes adequados para farmacéuticos pode ser utilizada para
reconstituir a proteina de fusdo RAGE liofilizada. Em uma modalidade, a proteina de fuséo
RAGE liofilizada & estéril. Também em uma modalidade, o diluente & esteril. Em uma moda-
lidade, o diluente pode compreender gua para injegéo (API). Também, em certas modal‘ida-
des, a quantidade de diluente adicionada € baseada na dose terapéutica e o no perfil farma-
cocinético da proteina de fusdo RAGE, bem como a biocompatibilidade da formulagéo e vei-
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culo sendo administrado. Em uma modalidade, a formulag&o é isotdnica: A formulagéo de
proteina de fuséio RAGE pode compreender um agente terapéutico estavel que é formulado
para uso em uma clinica ou como uma prescricéo médica. Por exemplo, em certas modali-
dades, a formulagdo da proteina de fuséo RAGE reconstituida pode exibir menos que 10%,
ou menos que 5%, ou menos que 3% de decomposicdo apés uma semana a 40 graus cen-
tigrados.

Também, a formulagdo de proteina de fuséo RAGE pode ser estavel son reconstitu-
icdo em um diluente. Em certas modalidades, menos que cerca de 10%, ou cerca de 5%, ou
cerca de 4%, ou cerca de 3%, ou cerca de 2%, ou cercade 1% da proteina de fusdo RAGE
esté presente como um agregado na formulagéo da proteina de fuséo RAGE.

A formulaggo de proteina de fusBio RAGE pode ser adequada para administrag&o
por vérias vias e como é requerido para o tratamento do disturbio mediado por RAGE de
interesse. Em certas modalidades, a formulaggo de proteina de fusdo RAGE reconstltunda é
adequada para pelo menos uma administrag&o intravenosa, intraperitoneal, ou subcutanea
da formulagéo a um paciente.

Por exemplo, em certas modalidades, a presente invengéo pode compreender uma

formulagéio. reconstituida estével compreendendo uma protefna de fuséo RAGE em uma

concentragéo de pelo menos 10 mg/mL, ou pelo menos 20 mg/mL, ou pelo menos 50 mg/mL
e um diluente, onde a formulag&o reconstitufda tem sido preparada a partir de uma mistura
liofilizada da proteina de fusdo RAGE na formulag&o reconstituida pode ser pelo menos 100

.mg/mL; ou pelo menos 200 mg/mL, ou pelo menos 400 mg/mL, Em ainda modalidades al-

ternadas, a concentragdo da proteina de fuséo RAGE na formulagéo reconstituida esta em
uma quantidade dentro da variagéo de cerca de 0,5 mg/mL a cerca de 400 mg/mL, ou cerca
de 1 mg/mL a cerca de 200 mg/mL, ou cerca de 40 mg/mL a cerca de 400 mg/mL, cerca de
40 a 100 mg/mL, ou cerca de 40-50 mg/mL. A formulagéio pode também compreender um
tampao.

Em ainda outras modalidades, a presente invengdo pode compreender artigos de

‘ fabricagdo que incluam proteinas de fuséio RAGE. Por exemplo, em certas modalidades, o

artigo de fabricagéo pode compreender um recipiente que envolve a proteina de fusdo RA-
GE liofilizada, e instrugdes para reconstituir a formulagéo liofilizada com um diluente. Em
certas modalidades, os artigos de fabricagéo pddem compreender um recipiente que envol-
va a formulagdo compreendendo uma mistura liofilizada de um lioprotetor, uma proteina de
fusdo RAGE, e tampdo. O artigo de fabricagdo pode também compreénder instrugdes para
reconstituir a formulagéo liofilizada com um diluente.

Uma variedade de lioprotetores podem ser utilizados nos artigos de fabricagéo da
presente invengdo. Em algumas modalidades, o lioprotetor pode compreender uma agucar
ndo redutor. Por exemplo, o agtcar néo redutor pode compreender sacarose, manito, ou
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trealose. Também, uma variedade de tampdes podem ser utilizados na formulagéo de pro-
téina de fus@o RAGE liofilizada. Em certas modalidades, o tamp&o pode compreedenr histi-
dina.

A formulaggo de proteina de fuséio RAGE dos artigos de fabricagéo da presente in-
vengdo pode compreender componentes adicionais. Em certas modalidades, a formulagéo
de proteina de fuséo RAGE liofilizada pode ainda compreender pelo menos um de tensoati-
vo, um agente quelante ou um agente de massa. Em uma modalidade os artigos de fabrica-
¢30 da presente invengao, sob reconstituigéo de acordo com as instrugdes providas, a for-
mulagda de proteina de fusdo RAGE compreende cerca de 40-100 mg/mL da proteina de
fussio RAGE compreendendo a sequéncia como revelado na SEQ ID NOs: 32, 33, 34, 56,
35, 36, 37, ou 57; cerca de 2 mM a cerca de 50 mM de histidina; cerca de 60 mM a cerca de
65 mM de sacarose: cerca de 0,001% a cerca de 0,05% de Tween 80; e um pH de cerca de
6,0 a 6,5. Por exemplo, a formulagdo de proteina de fusdo RAGE reconstituida em certas
modalidades, compreende cerca de 40-50 mg/mL da proteina de fusdo RAGE compreen-
dendo a sequéncia como revealdo na SEQ ID NOs: 32, 33, 34, 56, 35, 36, 37, ou 57; cerca
de 10 mM de histidina, cerca de 65 mM de sacarose, cerca de 0,01% de Tween 80, e em um
pH de cerca de 6,0. Ou, outras concentragSes da proteina de fuséo RAGE podem ser utili-
zadas como ainda decrito aqui.

Uma variedade de diluentes adequados para farmacéuticos pode ser provida para
reconstituir a protefna de fusdo RAGE liofilizada. Em uma modalidade, a formulagéo liofiliza-
da é estéril. Alternativamente ou adicionalmente, o diluente pode see estéril. Em uma moda-
lidade, o diluente pode compreender 4gua para injegéo (API). Entdo, o artigo de fabricagéo
pode ainda compreender um segundo recipiente que envolve um diluente para reconstituir a
formulaggo de liofilizada, em que o diluente e gua para injecéo (API). Em uma modalidade,
a formulag&o reconstituida ¢ isoténica. ‘

Também, em certas modalidades, a quantidade de diluente adicionada € beada na
dose terapéutica e o perfil farmacocinético da proteina de fusdo RAGE, bem como a bio-
compatibilidade da formulagéo e veiculo sendo administrada. Em modalidade alternativa, as
instrugBes sdo para reconstituir a formulagéo liofilizada assim como ter as concentragbes
como aqui descritas. Por exemplo, em certas mbdalidades, as instrugdes sdo para recontituir
a formulagéo liofilizada tal que a concentragéio da proteina de fusdo RAGE na formulagéo
reconstituida esta dentro da variagdo de cerca de 40 mg/mL a cerca de 100 mg/mL.

A formulagZo de proteina de fusdo RAGE provida como o artigo de fabricagéo pode
compreender um agente terapéutico estavel que é formulado para uso em uma clinica ou
€omo uma prescri¢ao de medicamento. Por exempo, em certas modalidaes, quando recons-
tituido de acordo com as instrugdes providas, a proteina de fusdo RAGE pode exivbir menos
que 10%, ou menos que 5%, ou menos 3% de decomposigdo apds uma semana a 40 graus
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centigrados. Também, a formulagéo de proteina de fuséo RAGE pode ser estavel sob re-
constituiggo em um diluente. Em certas modalidades, menos que cerca de 10%, ou cerca de
5%, ou cerca de 4%, ou cerca de 3%, ou cerca de 2%, ou cerca de 1% da proteina de fuséo
RAGE esta presente como um agregado na formulagéo de proteina de fuséo RAGE.

Também, em certas modalidades, quando reconstuida de acordo com as instrugdes
providas, a formulagdo de proteina de fuséo RAGE reconstituida pode ser adequada admi-
nistracdo por vérias vias e como é requerido para o tratamento de disturtbio mediado por
RAGE de interesse. Em certas modalidades, a formulagéo de proteina de fusdo RAGE ¢
adequada para pelo menos uma das administragdes intravenosa, intraperitoneal oU subcu-
tanea da formulagéo ao paciente.

Em certas moda‘lidades das formulagdes, artigos de fabricagéo, e métodos de fazer
formulagdes compreendendo uma proteina de fusédo RAGE, a concentragéo da proteina de
fusdo RAGE na formulagdo reconstituida pode ser pelo menos 10 mg, mL, ou pelo menos
20 mg.mL, ou pelo menos 50 mg/mL. Em modalidades alternadas, a concentragéo da pro-
téina de fusdo RAGE na formulagéo reconstituida pode ser pelo menos 100 mg/mL, ou 200
mg/mL ou 400 mg/mL. Por exemplo, em modalidades alternativas, a concentragéo da prote-
ina de fusdo RAGE na formulago reconstituida é pelo menos cerca de 0,5 a 400 mg/mL, ou
cerca de 1 a 200 mg/mL, 40 a 400 mg/mL, 50 a 400 mg/mL, 40 a 100 mg/mL, 50 a 100
mg/mL; ou cerca de 40-50 mg/mL. Por exemplo, em uma modalidade, a proteina de fuséo
RAGE é administrada em uma formulagéo como uma solugdo aquosa estéril tendo um pH
que varia de cerca de 5.0 a 6.5 e comrpeendendo cerca de 1 mg/mL a cerca de 200 mg/mL
de broteina de fusdo RAGE, a cerca de 1 milimolar a cerca de 100 milimolar do tampéo de
histidina; de cerca de 0,01 mg/mL a cerca de 10 mg/mL de polisorbato 80, a partir de 100
milimolar a cerca de 400 milimolar de trealose, e cerca de de 0,01 milimolar a cerca de 1,0
milimolar de EDTA disédico diidratado.

Quaisquer modalidades descritas aqui podem ser utilizadas como a proteina de fu-
s&o RAGE nas formulagdes da presente invengéo. 'Entéo, para cada uma das formulagdes
liofilizadas, formulagﬁeé liofilizadas reconstituidas, ou os métodos de fazer as formulagbes
liofilizadas ou formulagdes liofilizadas reconstituidas, ou os artigos de fabricagéo compreen-
dendo ou as formulagdes liofilizadas ou as formulagdes liofilizadas reconstituida's da presen-
te invengao, a proteina de fusdo RAGE pode compreender uma sequéncia derivada a partir
de um sitio de ligagéo do ligador RAGE ligado a um polipeptideo de imunoglobulina.

Entdo, modalidades da proteina de fusdo RAGE podem compreender um polipepti-
deo RAGE diretamente ligado a um polipeptideo compreendendo um dominio CH2 de uma
imunoglobulina ou uma porg&o de um dominio CH2 de uma imunoglobulina com o aqui des-
crito. Em certas modalidades, o polipeptideo RAGE pode compreender um ligador interdo-
minio RAGE ligado a um dominio de imunoglobulina RAGE tal que o aminoacido C-terminal
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~do dominio da imunoglobulina RAGE esté ligado ao aminoacido N-terminal do ligador inter<

dominio, e o aminoécido C-terminal do ligador interdominio RAGE é diretamente ligado ao
aminoacido N-terminal de um polipeptideo compreendendo um dominio CH2 de uma imuno-
globulina, ou uma porgéo do mesmo. Por exemplo, certas modalidades da proteina de fusdo

‘pode compreender um primeiro dominio de imunoglobulina RAGE e um primeiro ligador in-

terdominio RAGE ligado a um segundo dominio de imunoglobulina RAGE e um segundo
ligador do interdominio RAGE, tal que o aminoacido N-terminal do primeiro ligador interdo-
minio est4 ligado ao amino4cido C-terminal do primeiro dominio da imunoglobulina RAGE, 0
aminoacido N-terminal do segundo dominio da imunoglobulina RAGE est4 ligado ao amino-
acido C-terminal do primeiro ligador interdominio, 0 aminoécido N-terminal do segundo liga-
dor interdominio est4 ligado ac aminoécido C-terminal do segundo dominio da imunoglobuli-
na RAGE, e o aminoacido C-terminal do segundo ligador interdominio RAGE ¢ diretamente
ligado ao amino4cido N-terminal do dominio da imunoglobulina CH2 ou uma por¢éo de um

dominio de uma imunoglobulina.

Por exemplo, em modalidades alternativas da proteina de fusdo RAGE, o polipepti-

deo RAGE pode compreender a sequéncia aminoacida como revelado na SEQ ID NO:10,
ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a mesma, ou a sequéncia aminoacida como
revelada na SEQ ID NO:47, ou uma sequéncia 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% ou 99% idéntica a mesma. Em outras modalidades alternativas, a proteina de
fusdo RAGE pode compreender a sequéncia aminoécida como revelado em pelo uma das
SEQ ID NOs: 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica a mesma.
Por exemplo, em certas modalidades, uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a SEQ ID
NOs: 32, 33, 34, 56, 35, 36, 37, ou 57 compreende o polipeptideo de SEQ ID NOs: 32, 33,
34, 56, 35, 36, 37, ou 57 sem a lisina C-terminal.

Preparagdo das Formulagdes Liofilizadas

Em outra modalidade, a presente invengéo prové uma formulagéo pré-liofilizada,
uma formulagéo liofilizada, uma formulagéo reconstitulda, e métodos par preparagdo dos
mesmos.

Apbs preparagdo de uma proteina de fusao RAGE de interesse como descrito aci-
ma, uma “formulagdo pré-liofilizada’pode ser produzida. A quantidade de proteina de fuséo
RAGE presente na formulaggo pré-liofilizada pode ser determinada tomando em considera-
¢do que volumes de doses desejados, modo(s) de administragdo etc. Em uma modalidade,
a quantidade de proteina de fusao na formulagéo pré-liofilizada pode ser maior que 1 mg/
mL. Também em certas modalidades, a quantidade de proteina de fuséo na formulagéo pré-
liofilizada pode ser menor que cerca de 5 mg/mL, 10 mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL, ou 200
mg/mL.

Em uma modalidade adicional, a formulagdo pré-liofilizada pode ser uma solugéo
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de pH tamponado em um pH de cerca de 4-8. Em outra modalidade, formulagéo pré-
liofilizada pode ser uma soluagéo de pH tamponado de cerca de 5-7. Em outra modalidade,
formulagdo pré-liofilizada pode ser uma soluagéo de pH tamponado de menos que 6.7. Em
outra modalidade, formulagdo pré-liofilizada pode ser uma soluagéo de pH tamponado de
cerca de 6.0. Tampdes exemplares incluem histidina, fosfato, Tris, citrato, succinato e outros
acidos orgénicos como aqui descritos. A concentragéo do tampéo pode ser de cerca de 1
mM a 100 mM, ou menos que 50 mM, ou de cerca de 2 mM a cerca e 50 mM, ou menos que
15 mM, ou de cerca de 3 mm a cerca de 15 mM dependendo, por exemplo, do tampé&o e da
isotonicidade desejada da formulag&o (por exemplo, da formulagéo reconstituida), Em uma
modalidade, o tamp#&o é histidina. ‘

O lioprotetor pode ser adionado para a formulagéo pré-liofilizada. Em uma modali-
dade, o lioprotetor compreende um agtcar. Em outra modalidade, o lioprotetor compreende
um aglcar ndo redutor. Em outra modalidade, o lioprotetor compreende o agUcar-ndo redu-
tor sacarose. Ou, o aglicar ndo redutor pode compreender manitol, ou, 0 agucar ndo redutor
pode compreender trealose. A quantidade de lioprotetor na formulagdo pré-liofilizada é ge-
ralmente tal que sob reconstituigao, a formulagéo resultante sera isotonica. Entrentanto, uma
formulag8o reconstituida hipertdnica pode també ser. adequada, por exemplo, em formula-
¢Oes para administragdo parenteral periférica. Em adigéo, a quantidade de lioprotetor n&o
deve ser tio baixa tal que uma quantidade inaceitdve! de degradagdo efou agregagéo da
proteina ocorre sob liofilizagdo. Em modalidades alternativas, uma quantidade inaceitavel de
agregagéo pode ser onde 20%, ou 10%, ou 5% ou mais da proteinad e fusdo RAGE esta
presente como agregado em uma formulagéo. Uma variagéo exemplar de concentragdo de
lioprotetor na formulagdo pré-liofilizada pode ser menos que cerca de 400 mM. Em outra
modalidade, a variagdo de concentragéo do lioprotetor na formuiagéo pré-liofilizada é menor
que cerca de 100 mM. E modalidades alternativas, a variagéo de concentragédo de lioprotetor
na formulagao pré-liofilizada pode assim variar de cerca de 0,5 mM, ou de cerca de 60-65
mM. Tarﬁbém, em algumas modalidades, o lioprotetor & adicionado em uma quantidade para
produzir a formulago isotdnica reconstituida.

A proporgdo da protéina de fusdo RAGE para o lioprotetor na formulagdo pré-
liofilizada é selecionada para proteina de fusdo RAGE e combinagéo lioprotetora. Em uma
modalidade de uma formulaggo reconstituida isotdnica com uma alta concetragéo de fusdo
RAGE por exemplo, maior que ou igual a cerca e 50 mg/mL), a proporgéo molar de lioprote-
tor para a proteina de fusdo RAGE pode ser de cerca ce 50 a cerca de 1500 moles de lio-
protetor para 1 mol de proteina de fusdo RAGE. Em outra modalidade, a proporgéo molar de
lioprotetor para a proteina de fusdo RAGE pode ser de cerca ce 150 a cerca de 1000 moles
de lioprotetor para 1 mol de proteina de fusdo RAGE. . Em outra modalidade, a proporgéo
molar de lioprotetor para a proteina de fusdo RAGE pode ser de cerca ce 150 a cerca de
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300 moles de lioprotetor para 1 mol de proteina de fusdo'RAGE. Por exemplo, essas varia-
¢bes podem se adequadas onde o lioprotetor é um agtcar néo redutor, tal como sacarose,
trealose ou manitol.

Em outra modalidade da invengo, um tensoativo pode ser adicionado & formulagéo
pré-liofilizada. Alternativamente, ou em adigéo, o tensoativo pode ser adicionado & formula-
céo liofilizada e/ou a formulagéo reconstituida. Tensoativos exemplares incluem tensoativos
nio idnicos tais como polisorbatos (por exemplo, polisorbatos 20 ou 80) (Twenn 20® ou
Twenn 80®): poloxameros (por exemplo, poloxadmero 188). A quantidade de tensoativo adi-
cionada é tal que ele reduz agregagéo da proteina reconstituida e minimiza a formagéo de
particulatos apés a'reconstituigéo. Por exemplo, o tensoativo pode estar presente na formu-
lagéio pré-liofilizada em uma quantidade de cerca de 0,001% a 0, 5%. Por exemplo, em uma
modalidade onde o tensoativo compreende polisorbato 80, o tensoativo pode estar presente
na formulagéo pré-liofilizada em uma quantidade de cerca de 0,005% a 0,05%, ou cerca de
0,008% a cerca de 0,012%, ou a cerca de 0,01%. Alternativamente, o tensoativo pode estar
presente nas formulagbes de forma a compreender uma concentragao final variando de
0,001 mg/mL a cerca de 100 mg/mL, ou cerca de 0,01 mg/mL a cerca e 10 mg/mL.

' Em certas modalidades da invengéo, uma mistura de lioprotetor (tal como sacarose
ou histidina) e um agente de massa (por exemplo, manitol ou glicina) pode ser utilizado na
preparagéo da formulagao pré-liofilizagdo. O agente de massa pode permitir para a produ-
¢80 de um bolo liofilizado uniforme sem bolsos excessivos no mesmo etc.

Outrs vefculos farmaceuticamente aceitaveis, excipientes ou estabilizadores tais
como aqueles descritos em Remington's Pharmaceutical Sciences 162 Edigdo, Osol, A. Ed.
(1980) pode ser incluido na formulagdo pré-liofilizada (efou a formulago liofilizada efou a
formulaggo reconstituida) proveu que eles ndo afetassem adversariamente as caracteristi-
cas desejadas da formulagéo. Veiculos aceitaveis, excipientes ou estabilizadores séo néo
téxicos_para recipientes nas dosagens e concentragbes empregadas e incluir agentes tam-
ponantes adicionais; conservantes; co-solventes; antioxidantes incluindo acido ascorbico e
metionina; agentes quelantes tal como EDTA:complexo metal (por exemplo, complexo Zn-
proteina): polimeros biodegradéveis tal como poliesteres; elou contra fons formadores de sal
tal como sédio. '

As formulagdes de proteina de fuséo RAGE da presente invengéo posem também
conter protéinas adicionais como necessério para indicagéo particular sendo tratada. As pro-
téinas adicionais podem ser selecionadas tal que as proteinas tém atividade complementa-
res que ndo adversamente afetam cada outra ou a proteina de fusdo RAGE. Tais protéinas
s30 adequadamente presentes na combinagéo em quantidades que s&o efeticas para o pro-
pésito da invengéo.

As formulagdes de proteina de fuséo RAGE da presente invengdo podem ser este-

92



10

15

20

25

30

35

71

reis para administragéo in vivo. Esta pode se realizada por filtrag8o através de membranas
de filtragéo, antes de, oi seguido de liofilizagéo e reconstituigdo.

Apés a protéina de fusdo RAGE, lioprotetor e outros componentes opcionaos séo
misturados juntos, a formulagéo pode ser liofilizada. Muitos liofolizadores diferentes estéo
disponiveis para este proposito tal como liofilizadores ®Hull50 (Hull, EUA) ou GT20® (Ley-
bold-Heraeus, Alemanha). Liofilizagéo & realizada por congelamento da formulagéo e sub-
sequente sublimagéo do gelo a partir do conteudo congelado em uma temperatura adequa-
da para secagem priméria. Sob esta condi¢éo, a temperatira produto é abaixo do ponto eu-
tético ou temperatura de colapso da formulagéo. Tipicamente, a temperatura de prateleira
para a secagem priméria variara de cerca de -500C a 250C (provido o produto permanece
congelado durante a secagem priméria) em uma pressdo adequada, variando tipicamente
de cerca de 50 a 250 mTorr. Em uma modalidade, a presséo é de cerca de 10 mTorr e a
amostra pode ser liofilizada entre cerca de -30 e 25 oC. A formulagéo, tamanho e tipo de
recipiente contendo a amonstra (por exemplo, frasco de vidro) e o volume do liquido pode
ditar o tempo requerido para secagem, quep ode variar de umas poucas horas a varios dias
(por exemplo, 40-80 horas). Condigoes de liofilizagdo podem ser variadas dependendo da
formulagdo e tamanho do frasco. .

Em alguns exemplos, pode ser desejével liofilizar a formulag&o de protema no reci-
piente em que a reconstituicéo da proteina é para ser realizada a fim de evitar um passo de
transferéncia. O recipiente neste exemplo pode, por exemplo, ser um frasco de 2, 3, 5, 10,
20, 50, 100 ou 250 cc. Em uma modalidade, o recipiente é qualquer. recipiente adequado
para preparar uma formulagéo reconstituida tendo um volume de mehos que ou ugual a 100
mL.

Como uma proposicdo geralm liofilizagéo resultara em uma forMuIagéo liofilizada
em que o contetido da mistura do mesmo € menos que cerca de 5%. Em uma modalidade, 0

contetido de mistura da formulaqao liofilizada € menor que cerca e 3%. Em outra modalida-

de, o coritetido de mistura da formulagao liofilizada é menor que cerca de 1%.

Reconstituigdo da Formulagéo Liofilizada

No estagio desejado, tipicamente quando & hora de administrar a proteina de fusé&o
RAGE a0 paciente ou individuo, a formulagéo licfilizada pode ser reconstituida com um dilu-
ente tal que a concentragéo da proteina de fuséo RAGE na formulagéo reconstituida é cerca
de mais de 10 mg/mL, maior que 20 mg/mL, ou maior que 50 mg/mL, ou cerca de 30-50
mg/mL. Em modalidades alternativas, a concentragso de proteina de fuséo RAGE na formu-
lagdo reconstituida pode ser pelo menos 100 mg/mL, ou 200 mg/mL, ou 400 mg/mL. Por
exemplo, em modalidades alternativas, a concentragdo de proteina de fuséo RAGE na for-
mulago reconstituida pode ser na variagéo de cerca de 1 mg/mL a cerca de 600 mg/mL, ou
1 mg/mL a cerca de 500 rhg/mL, ou de cerca de 1 mg/mL a cerca de 400 mg/mL, ou de cer-
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ca de 1 mg/mL a cerca:de 200 mg/mL, ou de cerca de 10 mg/mL a cerca de 400 mg/mL, ou" .

de cerca de 10 mg/mL a cerca de 200 mg/mL, ou de cerca de 40 mg/mL a cerca de 400
mg/mL, ou de cerca de 40 mg/mL a cerca de 200 mg/mL, ou de cerca de 50 mg/mL a cerca
de 400 mg/mL,, ou de cerca de 50 mg/mL a cerca de 200 mg/mL. Em outras modalidades, a
concentragdo da proteina de fuséo RAGE na formulagdo reconstituida é de cerca de 40
mg/mL a cerca de 100 mg/mL, ou de cerca de 50 mg/mL a cerca de 100 mg/mL, ou de cerca
de 40 mg/mL a cerca de 50 mg/mL. Tais concentragbes de protéina de fusdo RAGE na for-
mulagdo reconstituida séo consideradas serem particularmente Uteis onde a distribuicao
subcutanea da formulagdo reconstituida é tencionda. Entretanto, para outras vias de admi-
nistragdo, tais como administragéo infravenosa, concentragdes inferidres de proteina na
formulagéo recbhtituida podem ser desejadas (por exemplo, de cerca de 5-50 mg/mL, ou de
cerca de 10-40 mg/mL de proteina de fusdo RAGE na formulag#o reconstituida). Entédo, em
algumas modalidades, a concentragéo de proteina.de fus&o na formulagéo reconstituida
pode ser a mesma ou menor que 2 vezes a concentragdo da proteina de fuséo da formula-
céo pré-liofilizada.

Em certas modalidades, a concentragdo de proteina de fusdo na formulagéo re-
constuida é significantemente maior que équela na formulagéo pré-liofilizada. Por exempio,
a concentragdo de proteina de fusdo na formulagéo pré-liofilizada pode, em certas modali-
dades, ser cerca de 2-40, ou 2-10 ou 3-8 vezes que a formulagéo pré-liofilizada. Em uma
modalidade, a concentragao de proteina de fusdo RAGE na formulagéo reconstituida pode

“ser de cerca de 3-6 vezes que a formulaggo pré-liofilizada, Em outra modalidade onde a

concentraglao da proteina de fusdo RAGE na formulagéo pré-liofilizada & cerca de 15
mg/mL, a concentragéo da proteina de fuséo RAGE na formulagéo reconstituida & maior que
ou igual a cerc de 50 mg/ml. (por exempio, pelo menos frés vezes ou pelo menos quatro
vezes maior).

A distribuigdo de uma concentragéio de proteina é sempre vantajosa ou requerida
oara administragdo subcutdnea devidoas limitagoes de volume (menos que ou igual a 1,5
mL) e requerimentos de doses (maiofes que ou igual a 100 mg). Entretanto, concentragdes
de proteina (maiores que ou igual a 50 mg/mL.) pode ser dificeis de alcangar no processo de
fabricagdo desde que em altas concentragdes, uma proteina pode ter uma tendéncia a a-
gregar durante o processamento e se tornar dificil de manipular (por exemplo, aspirar) e es-
terilizar por filtragdo. Alternativamente, o processo de liofilizagao pode prover um método
para permitir a concentragéo de uma protefna. Por exemplo, uma protéina de fusdo RAGE
pode ser depositada em frascos em um volume (Vf) e entdo liofilizada. A proteina de fuséo
RAGE liofilizada & entdo reconstituida com um volume menor (Vr) d edgua ou conservante
(por exemplo, ABPI) que o volume original (por exemplo, Vr- 0,25 Vf) resultando em uma
concentragéo de proteina de fudo RAGE maior na solugéo reconstituida. Este processo
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também resulta na concentragdo dso tampdes e excipientes. Para administragéo subcuté-
nea, a solugéo é desejavelmente isotonica.

Geralmente a reconstituigio toma lugar em uma temperatura de cerca de 250C pa-
ra garantir completa hidratagéo, embora outras temperaturas possam ser empregadas como
desejado. O tempo requerido para reconstituicéo dependera, por exemplo, do tipo de diluen-
te, quantidade de excipiente(s) e proteina. Diluentes exemplares incluem agua estéril, 4gua
bacteriostatica para injegdo (ABPI), uma solugéo com pH tamponado (por exemplo, solugéo
salina tamponada com fosfato), solugéo salina estéril, solugéo de Ringer ou solugda de dex-
trose. Em uma modalidade, o diluente prové uma formulagéo reconstituida adequada para
injecdio, o diluente compreende &gua para injegéo (API). O dilunete opionalmente contém
um conservante. A quantidade de conservante empregada pode ser determinada por estimar
diferentes concentragbes de conservantes para compatibilidade com a proteina e teste de
eficacia do conservante.

Em modalidades alternativas, a formulagdo reconstituida pode ter menor que 8000
ou menos que 6000, ou menos que 4000, ou menos que 2000, ou menos que 1000 ou me-
nos que 600, ou menos que 400, ou menos que 200, ou menos que 100, ou menos que 50
particulas que s&o iguais ou maiores que 10 ym em tamanho por 50 mL do recipiente. Em
outras modalidades, a formulagdo reconstituida pode ter menor que 8000 ou menos que
6000, ou menos que 4000, ou menos que 2000, ou menos que 1000 ou menos que 600, ou
menos que 400, ou menos que 200, ou menos que 100, ou menos que 50 particulas que
s30 iguais ou maiores que 25 um em tamanho por 50 mL do recipiente.

Administragdo da Formulagdo Reconstituida

A formulago reconstituida pode ser adminsitrada a um mamifero em necessidade
do tratamento com a proteina de fusdo RAGE, tal como um humano, em acordo com méto-
dos conhecidos, tais como administragéo intravenosa, como umé administragéo Unica ou por
infuséo continia por um periodo de tempo, por vias intramuscular, intraperitoneal, intracere-
broespinhal, subcuténea, intraarticular, intrasinovial, intratecal, oral t6pica, ou vias de inalato-
fias. '

Em modalidades, a formulagéo reconstituida por ser administrada ac mamifero por
administragéio subcuténea (isto &, debaixo da pele). Para tais propésitos, a formulagéo re-
constituida pode ser injetada utilizando uma seringa. Entretanto, outros dispositivos para
administragdo da formulagéio séo disponiveis tais como dispositivos de injegéo (por exemplo,
dispositivos Inject-ease® e Genject®); canetas injetoras (tal como a GenPen®); dispositivos
sem agulhas (por exemplo, MediJector® e BioJector®); e sistemas de distribui¢éo de adesi-
vos subcuténeos.

A dose apropriada ou quantidade terapeuticamente efetiva da proteina de fusao
RAGE dependers, por exemplo, da condigéo a ser fratada, a severidade e curso da condi-
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¢éo, se a proteina de fusdo RAGE ¢é administrada para prevengao ou para propésitos tera-
péuticos, terapia prévia, a historia clinica do pacoente & resposta para a proteina de fuséo
RAGE, e a ponderagdo do médico atendente. A proteina de fuséo RAGE pode ser adminis-
trada ao individuo (por exemplo, paciente) em uma vez ou por ums séries de tratamentos ou
pode ser administrada ao paciente em qualquer tempo de progresso diagndstico. A proteina
de fusdo pode ser administrada como um tratamento unico ou em conjunto com outros far-
macos ou terapias uteis no tratamento da condigéo em questéo. Em uma modalidade, uma
dose de cerca de 0,1 -20 mg/kg & uma dose candidata inicial para administragéo ao paicen-
te, se, por exemplo, por um ou mais administragdes separadas. Como descrito acima, ou-
tros regimes de dosagens podem ser uteis.

Artigos de Fabricagéo

Em outra modalidade da inveng&o, um artigo de fabricagéo & provido que contém a
formulagdo liofilizada da presente invengéo e prové instrugdes para sua reconstituiéio e/ou
uso. O artigo de fabricagéo pode compreender um recipiente. Recipientes adequados inclu-
em, por exemplo garrafas, frascos (por exemplo, frascos de duas cémaras), seringas (tal
com seringas de duas cdmareas) e tubos testes. O recipiente pode ser formado a partir de
uma variedade de materiais.tais com ovidro ou pléstico. O recipiente deve conter a formula-
¢30 liofilizada. Em certas modalidades, deve ter uma etiqueta afixada a ou associada com o
recipiente. A etiqueta pode indicar intruges para reconstituigéo e/ou uso. Por exemplo, em
certas modalidades, a etiqueta pode indicar que a formulagéo liofilizada & reconstituida para
concentragbes de proteina como descrito acima. A etiqueta pode contar indicagdo que a
formulago & Util ou tencionada para administragéio subcutanea.

O recipiente contendo a formulagéo pode ser um frasco multi-uso, que permite re-
petidas administragdes (por exemplo, de 2-6, ou 2-10 ou 2-50 administragdes) da formula-
¢80 reconstituida. O artigo de fabricagéo pode ainda compreener um sgundo recipiente
compreendendo um dilunete adequado (por exemplo API). Sob mistura do diluente e formu-
Ia@éo liofilizada, a concentragéo da proteina de fusdo RAGE na formulag&o reconstituida
geralmente sera pelo menos 10 mg/mL. Em uma modalidade, a concentragado de proteina
de fusio RAGE na formulaggo reconstituida & pelo menos cerca de 20 mg/mL. Em outra
modalidade, a concentragéo da proteina de fuséo RAGE final na formulag&o reconstituida &
pelo menos 50 mg/mL. Em modalidades alternativas, a concentragdo da proteina de fuséo
RAGE final na formulago reconstituida pode ser pelo menos 100 mg/mL, ou 200 mg/mL ou
400 mg/mL. Em outras modalidades, a concentragéo da proteina de fusdo RAGE final na
formulagdo reconstituida esta entre cerca de 1-400 mg/mL, ou 1-200 mg/mL, ou 1-100
mg/mL, ou 10-400 mg/mL, ou 10-200 mg/mL, ou 10-100 mg/mL, ou de 40-400 mg/mL, ou
de 40-200 mg/mL, ou de 40-100 mg/mL, ou de 50-400 mg/mL, ou de 50-200 mg/mL, ou de
50-100 mg/mL, ou de 40-50 mg/mL. O arigo de fabricagéo incluir outros materiais desejaveis
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a partir de um ponto de vista comercial e usuario, incluindo tampdes, diluentes, filtros; agu-
Ihas, seringas, e pacotes de insergéo com instrugbes para uso.

Exemplos

Caracteristicas e vantagens do conceito inventivo abrangida pela presente invengéo
sdo ainda ilustrados nos exemplos que seguem.

Exemplo 1A: Produgao das Proteinas de Fuséo RAGE

Dois plasmidios foram construidos para expressar as proteinas de fusdo RAGE-IgG
Ambos os plasmidios foram construidos por ligagdes diferentes comprimentos de uma se-
quiéncia de cDNA 5°a partir da RAGE humana com a mesma seqliéncia cDNA 3'a partir da
IgG Fc (y1) humana. Essas seqiiéncias de expressdes (isto &, produtos de ligagéo) foram
entéio inseridas no vetor de expressdo pcDNA3.1 (Invitrogen, CA). As sequéncias de acido
nucléico que codificam a regido codificante da proteina de fusdo RAGE sdo mostradas nas
FIGS. 2 e 3. Para a proteina de fusdo RAGE TTP-4000, a seqiiéncia de acido nucléico de 1
a 753 (realgada em negrito) codifica a seqiiéncia protéica N-terminal RAGE, enquanto a se-
qlidncia de 4cido nucléico de 754 a 1386 codifica a seqiiéncia protéica IgG Fc sem a dobra-
dica (FIG. 2). Para TTP-3000, a seqiiéncia de 4cido nuciéico de 1 a 408 (realgada em negri-
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to) codifica a-seqiiéncia-protéica. N-terminal RAGE, enquanto a seqiiéncia de acido nucléico

de 409 a 1041 codifica a seqliéncia protéica de IgG Fc sem a dobradiga (FIG. 3).

Para produzir as proteinas de fusdo RAGE, os vetores de expressdo compreen-
dendo as seqiiéncias de &cido nucléicos ou da SEQ ID NO:30 ou SEQ IDNO:31 foram esta-
velmente transfectadas em células CHO. Transformantes positivos foram selecionados por
resisténcia a neomicina conferida pelo plasmidio e clonado. Alta produgéo de clones é de-
tectada por analise de Western Blot qe sobrenandante foram expandidos e o produto final foi
purificado por cromatografia de afinidade, utilizando colunas de Proteina A. A expresséo foi
otimizada de modo que as células foram produzindo TTP-4000 recombinante em niveis de
cercaAde 1,3 gramas por litro.

Exemplo 1B: Produgdo alternativa de Quatro Dominios de Proteinas de Fus&o RA-
GE ‘

Um plasmideo foi contruido para expressar protéinas de fusdo RAGE-IgG. O
plasmmideo foi contruido por ligar uma sequéncia 5'c-DNA de RAGE humana com uma se-
quéncia 3'cDNA RAGE humana a partir de uma IgG-Fc hemana (yl) sem a regido dobradica
de Fc. PCR foi utilizado para amplificar o cDNA. Além disso, na teminagao 5, o iniciador do
PCR e o sitio da enzima de restrigdo foram clonados e uma sequéncia de iniciagao de tra-
duggio consenso Kozak. Na terminagéo 3', 0 iniciador do PCR adicionado a restrigdo Xho
somente pAassa o cdon terminal.Na terminagdo 3', o iniciador PCR também incluiu duas
mudangas de bases silenciadoras que removem o sitio de splice do RNA critptico na porgéo
da imunoglobuiina perto do cédon terminal. O cédon codificando para prolina (residuo 459
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baseado no nimero de sequéncia de proteina:na SEQ ID NO:32) foi mudando de CCG para:

CCC, e o codon codificando para glicina (residuo 460 baseado no n'mero de sequéncia de
proteina em SEQ ID NO:32) foi mudado de GGT a GGG. O fragmento de PCR foi digerido
com Eco RJ e Xho | and entdo inserido em plasmidio retrovetor (PCNS-newMSC-WPRE
(novo ori), disponivel de Gala, Inc.) que tem sido digerido com Mfe (para formar uma termi-
nagio compativel com eco Rl) e digerido com Xho I. A porgdo inserida do plasmideo clonado
e jungdes clonadas foram sequenciadas para garantir que nenhuma mutag&o ocorreu duran-
te a clonagem.

Para produzir a proteina de fusdo RAGE-IgG o vetor de expressdo compreendendo
a sequéncia de 4cido nucléico SEQ 1D NO:54 foi estavelmente transfectada em células
CHO.

A sequéncia da proteina de fusdo RAGE TTP-4000 isolada expressa pelas células
transfectadas foi confirmada por vérios estudos de caracterizagdo como ou na SEQ ID
NO:34 ou SEQ ID NO:56, ou ambos SEQ ID NO:34 e SEQ ID NO:56. Entdo, a sequéncia
sinal codificada pelos primeiros 23 aminodcidos da SEQ ID NO:32 foi clivada e o residuo N-
terminal foi glutamina (Q) ou écido piroglutdmico (pE) ou uma mistura de ambos. Estudos de
caracterizagdo também mostraram sitios de glicosilagéo em N2 e N188 (baseados no nime-
ro de SEQ ID NO:34 ou SEQ ID NO:56) e mostraram que a regido CH3 da proteina de fusdo
RAGE pode ter um residuo C-terminal clivado através da modificagéo pés-traducional quan-
do expressa neste sistema de recombinagéo.

Exemplo 1C: Produgéo Alternada de Trés Dominios de Proteinas de Fusdo RAGE

Um p|aémideo foi contruido para expressar protéinas de fusdo RAGE-IgG (por e-
xemplo, um dominio RAGE e dois dominios IgG) tal como TTP-3000 na maneira descrita
acima para TTP-4000. O plasmideo foi contruido por ligar uma sequéncia 5'c-DNA de RAGE
humana codificando aminoAcidos 1-136 da RAGE humana com uma sequéncia 3'cDNA
RAGE humana a partir de uma IgG-Fc humano (yl) sem a regi&o dobradica de Fc. PCR po-

de ser utilizado para amplificar o cDNA. Na terminagéo 5', 0 iniciador do PCR pode adicionar

um sitio de restrigio (pdr exemplo, um sitio de enzima de restrigdo Eco Rl como utilizado
para TTP-4000) para clonagem e uma sequéncia de iniciagéo de tradugéo consenso Kozak.
Na terminago 3', o iniciador do PCR adicionar um sdtio de restrigéo por exemplo, um sitio
de restrigdo Xho 1) somente passa o cédon terminal. Os iniciadores de PCR pode também
incluir mudangas nas bases silenciadoras como pode ser necessario remover qualquer sitio
de splice de RNA critpico, tal como os sitios de splice de RNA criptico nos sitios localizados
na terminagéo 3' do dominio CH2 da imunoglobulina com o descreve no Exemplo 1B. Para
remover esses sitios de splice cripticos, o cédon codificando para prolina 344 da SEQ ID
NO:35 (isto &, residuos 1030-1032 baseados no ndmero de sequéncia de DNA na SEQ 1D
NO:31) pode ser mudado de CCG para CCC, e o cédon codificando para glicina 345 da
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SEQ 1D NO:35 (residuos 1033-1035 baseados no numero de sequéncia de DNA na SEQ ID
NO:31) pode ser mudado para GGT a GGG. O fragmento de PCR foi digerido com enzimas
re restrigéo apropriadas (por exemplo, Eco RJ e Xho ) e entéo inserido em plasmidio retro-
vetor pCNS-newMSC-WPRE (novo ori: disponivel de Gala, inc.). O vetor pode ser digerido
com Mfe | para formar uma terminagéo compativel com Eco R, e também digerido com Xho
I. A porgo inserida do plasmideo clonado e jungdes clonadas foram sequenciadas para ga-
rantir que nenhuma mutagéo ocorreu durante a clonagem.

Para produzir a proteina de fuséo RAGE-IgG o vetor de expressao compreendendo
a sequéncia de 4cido nucléico SEQ ID NO:55 (isto &, compreendendo a mudanga na se-
quéncia de DNA para remover os sitios de splice cripticos) pode ser estavelmente fransfec-
tada em células CHO no Exemplo 1A e 1B.

A sequéncia da proteina de fusdo RAGE TTP-3000 isolada expressa pelas células
transfectadas pode ser ou SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:37 ou SEQ ID NO:57, ou a combina-
¢80 de SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:37 elou SEQ ID NO:57. Entéo, a sequéncia sinal codifi-
cada pelos primeiros 22 e/ou 23 aminoécidos da SEQ ID NO:35 foi clivada e o residuo N-
terminal foi glutamina (Q) ou &cido piroglutémico (pE) ou uma mistura de ambos. Glicosila-

.¢&o-pode ocorrer.nos locais em N2 e N174 (baseados no ndmero dEstudos de caracteriza-

¢do também mostraram sitios de glicosilagéo em N2 e N188 (baseados no niimero da SEQ
ID NO:37 ou SEQ ID NO:57) e/ou outros sitios de glicosilagdo que podem estar presentes. A
regido CH3 da proteina de fuséo RAGE pode ter um residuo C-terminal clivado através da
modificagdo p6s-traducional quando expressa neste sistema de recombinagao.

Exemplo 2: Método para testar a atividade de uma proteina de fuséo RAGE-1gG1

A.Ligac8o do ligante in vitro
Ligantes de RAGE conhecidos foram revestidos em uma superficie de placas Maxi-

sorb em uma concentragéo de 5 microgramas por pogo. Placas foram incubadas a 4°C por
uma noite. Seguindo a incubag&o do ligante, piacas foram aspiradas e um tampéo de blo-
queio de 1% de BSA em tampéo de imidazol a 50 mM (pH 7.2) foi adicionado as placas por
1 hora em temperatura ambiente. As placas foram entéo aspiradas e/ou lavadas com tam-
péo de lavagem (20 mM de imidazol, 150 mM de NaCl, 0,05% de Tween-20, 5 mM de CaCl,
e 5 mM de MgCl, pH 7.2). Uma solugéo de TTP-3000 (TT3) em uma concentragéo inicial de
1,082 mg/mL e uma solugao de TTP-4000 (TT4) em uma concentrago inicial de 370 ug/mL
foram preparados. A proteina de fusédo RAGE foi adicionada em diluigdes aumentadas da
amostra inicial. A proteina de fusdo RAGE foi deixada em incubagéo com o ligante imobili-
zado a 37°C por uma hora apés que a placa foi lavada e ensaiada para a ligagdo da proteina
de fusdo RAGE. A ligagao foi detectada pela adigéo de um complexo de imunodetecgéo con-
tendo uma IgG1 monoclonal anti-humano de camundongo diluida 1:11.000 para uma con-
centragdo final de ensaio (FAC) de 21 ng/100uL, uma igG biotinilada anti-camundongo de
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cabra diluida 1:500, para um FAC de 500 ng/uL, e uma fosfatase alcalina ligada a avidina. O
complexo foi incubado com a proteina de fuséo RAGE imobilizada por uma hora em tempe-
ratura ambiente apés o que a placa foi lavada e o substrato da fosfatase alcalina para-
nitrofenilfosfato (PNPP) foi adicionado. A ligagéo do complexo para a proteina de fusédo RA-
GE imobilizada foi quantificada por medida de converséo de PNPP para para-nitrofenol
(PNP) que foi medida espectrofotometricamente a 405 nm.

Como ilustrada em FIG. 7, as proteinas de fusdo RAGE TTP-4000 (TT4) e TTP-
3000 (TT3) especificamente interagem com ligantes RAGE conhecidos beta-amil6ide (Abe-
ta), $100b (S8100), e anfotericina (Anfo). Em auséncia de ligante, isto é, revestimento de BSA
sozinho (BSA ou BSA + 4gua) ndo houve aumento em absorbancia sobre niveis atribuidos a
ligagdo nédo éspeciﬁca do complexo de imunodetecgdo. Onde o beta-amildide é utilizado
como o ligante marcado pode ser necessério pré-incubar o beta-amiléide antes do ensaio. A
pré-incubagdo pode permitir que o beta-amildide se auto-agregue em forma de folha pre-
gueada, como um beta-amiléide pode preferencialmente se ligar a RAGE na forma de uma
folha pregueada.

Evidéncias adicionais para uma interagdo especifica entre as proteinas de fuséo

--RAGE TTP-4000 e TTP-3000 com.ligantes RAGE é exemplificado em estudos mostrando
~que um ligante RAGE é capaz de efetivamente competir com um ligante RAGE conhecido

para ligar as protefnas de fusdo RAGE. Nestes estudos, beta-amiloide (A-beta) foi imobiliza-
do em uma placa de Maxisorb e a proteina de fuséd RAGE adicionada como descrito acima.
Em adicgo, um ligante RAGE foi adicionado a alguns pogos na mesma hora que a proteina
de fuséo RAGE. ‘

Foi encontrado que o ligante RAGE pode bloquear a ligagao da TTP-4000 (TT4) por
cerca de 25% a 30% onde TTP-4000 esteve presente a 123 ug/mL (diluigdo 1:3, FIG. 8).
Quando a soluggo inicial de TTP-4000 foi diluida por um fator de 10 ou 30 (1:10 ou 1:30),
ligando da proteina de fuséio RAGE ao ligante imobilizado foi completamente inibido por li-
gante RAGE. Similarmente, o ligante RAGE bloqueou a ligagéo do TTP-3000 (TT3) por cer-
ca de 50% onde o TTP-3000 estava presente a 360 ug/mL (diluigéo 1:3, FIG. 9). Quando a
solugao inicial de TTP-3000 foi diluida por um fator de 10 (1:10), ligando da proteina de fu-
sdo RAGE ao ligante imobilizado foi completamente inibido por ligante RAGE. Dessa forma,
a especificidade da ligagéo da proteina de fuséio RAGE ao ligante RAGE foi dose dependen-
te. Também, como mostrado nas FIGS. 8 e 9, ndo tem essencialmente nenhum ligante de-
tectado em auséncia da proteina de fuséo RAGE, isto &, utilizando somente o complexo de
imunodetecgéo (“Complexo sozinho”).

B. Efeito das proteinas de fusdo RAGE em ensaios baseado em célula

Trabalhos prévios tém mostrado que as células THP-1 mielGides pode secretar

TNF-a. em resposta aos ligantes RAGE. Neste ensaio, células THP-1 foram cultiva-
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das em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB utilizando um protocolo provido
pela ATCC. As células foram incubadas para secretar TNF-c. através da estimulagéo da RA-
GE com 0,1 mg/mL de S100b, ambas em auséncia e presenga das proteinas de fusdo RA-
GE TTP-3000 (TT3) ou TTP-4000 (TT4) (10 pg), RAGEs (10 pg), e uma IgG humana (10 pg)
(isto &, como um controle negativo). A quantidade de TNF-a secretada pelas células THP-1
foi medida 24 horas ap6s a adigdo das proteinas & cultura celular utilizando um “kit” ELISA
comercialmente disponivel para TNF-a. (R&D Systems, Mineapolis, MN). Os resultados na
FIG. 10 demonstram que as proteinas de fusdo RAGE inibem a produgéo de TNF-o induzida
por S100b/RAGE nesfas células. Como mostrado na FIG. 10, sob adigéo de 10 pg de prote-
ina de fusdo TTP-3000 ou TTP-4000, a indugéo de TNF-a. por $100b (0,1 mg/mL FAC) foi
reduzida por cerca de 45% a 70%, respectivamente. A proteina de fuséo TTP-4000 pode ser
pelo menos efetiva em bloquear a indugéo de TNF-o. por S100b como é a RAGEs (FIG. 10).
Eépecificidade da inibigdo para as seqiéncias RAGE de TTP-4000 e TTP-3000 é mostrada
pelo experimento em que IgG sozinha foi adicionada as células estimuladas com S100b. A

adigéo de IgG e S100b aos ensaios mostram 0s mesmo niveis de TNF-a. como S100b sozi-

- nho. Especificidade da inibig3o da indugdo de TNF-a por TTP-4000 e TTP-3000 por seqiién-

cias RAGE da proteina de fuséo RAGE é mostrada por um experimento em que IgG sozinha
foi adicionada s células S100b estimuladas. Pode ser visto que a adigéo de IgG, isto é, IgG
humana sem a seqiiéncia RAGE (IgG humana da Sigma adicionada a 10 pg/pogo), e S100b
para o ensaio mostra os mesmos niveis de TNF-o. como $100b sozinho.

Em outro ensaio baseado em célula, a habilidade de TTP-4000 em prevenir o
HMGBI ligador de RAGE de interagir com RAGE e outros receptores de HMGBI foi avaliado.
A menos que anticorpos anti-RAGE que ligam a RAGE e previnem a interagdo de um ligador
RAGE com RAGE, TTP-4000 pode bloguear a interagéo de um ligador RAGE com RAGE
por se ligar ao ligandor RAGE. HMGBI tem sido reportado ser um ligador poara RAGE e os
Receptores do Tipo Toll 2 e 4 (Park et al, J Biol Chem, 2004; 279 (9):7370-7). Todos os trés
receptores 9RAGE, Receptor do Tipo Toll 2 e Receptor do Tipo Toll 4) sédo expressos em
células THP-1 (Parker et al, J Immunol 2004, 172 (8) 4977-86).

Neste experimento, células THP-1 foram estimuladas para produzir TNFa por
HMGBI (50 mg/mL) em presenga ou auséncis de ou TTP-4000 ou anticorpos anti-RAGI. Sob
as condigbes utiizadas no ensaio, HMGBI deve ser o Unico indutor de TNF-a. A quantidade
de TNF-a secretada por células THP-1 foi medida 24 horas apés a adigdo de proteinas a
cultura celular utilizando um kit ELISA comerciaimente disponivel para TNF-a (R&S Sys-
tems, Minneapolis, MN). Is resultados na FIG. 11 demonstraram que o anticorpo anti-RAGE
e proteina de fus&o TTP-4000 bloqueiam HMGB1 de interagir com RAGE expresso nas célu-
las THP-1, mas que TTP-4000 inibe a produgd de TNF-a induzido por HMGB1 para uma
maior extensdo que faz o anticorpo anti-RAGE. Entéo, od dados indicam que TTP-4000 po-
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de inibir a atividade de HMGB1 em uma maior extenséo que o anticorpo anti-RAGE por inibir
HMGB1 de interagir com receptores do tipo Toll 2 e 4, bem como 0 RAGe apresenta nas
células THP-1.

Exemplo 3: Perfil de Farmacocinética do TTP-4000

Para determinar se TTP-4000 pode ter um perfil de farmacocinética superior quan-

do comparada & RAGEs humana, ratos e primatas ndo humanos tiveram injetados intrave-
nosamente (IV) TTP-4000 (5 mg/kg) e entédo o plasma foi analisado para a presenga de
TTP-4000. Neste experimento, dois macacos machos selvagens receberam uma Unica inje-
¢3o IV da dose de TTP-4000 (5 mg/kg) em uma veia periférica seguido por um fluxo de sali-
na aproximado de 1,0 mililitro (mL). Amostras de sangue (aproximadamente 1,0 mL) foram
coletadas na pré-dose (isto em antes da injegéo de TTP-4000), ou em 0,083, 0,25, 0,5, 2, 4,
8, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 168, 240, 288, e 336 horas apés a dose em tubos contendo (he- ‘
parina litio). Seguindo a coleta, os tubos foram colocados em gelo umido (méximo 30 minu-
tos) até a centrifugagdo sob refrigerago (de 2 a 8°C) a 1500 x g por 15 minutos. Cada a-
mostra de plasma coletada foi entéio estocada congelada (-70°C + 10°C) até o ensaio para 0
polipeptideo RAGE utilizando um ELISA em vérios pontos de tempo seguido da injegéo, co-
mo descrito no Exemplo 6. ‘ ‘ ‘

O perfil cinético mostrado na FIG. 12 revela que uma vez que TTP-4000 tenha satu-
rado seus ligantes como evidenciado pela justa grande inclinagdo da fase alfa nos 2 ani-
mais, ela retém uma meia vida de mais que 300 horas. Esta meia vida é significantemente
maior que uma meia vida de RAGEs humanas no plasma (geralmente cerca de 2 horas) e
prové uma oportunidade para injegdes Unicas para indicagbes agudas e semi-cronicas. Na
FIG. 12 cada curva representa um animal diferente sob as mesmas condigbes experimen-
tais.

Exemplo 4: Ativacio do TTP-4000 Fc

Experimentos foram feitos para medir a ativagéo do receptor Fc pela proteina de fu-
sd0 RAFE TTP-4000 como comparado com a.lgG humana. A ativagéo do receptor Fc foi
medida por medir a secregéio de TNF-o de células THP-1 que expressam o receptor Fc.

Nestes experimentos, uma placa de 96 pogos foi revestida com 10 pg/pogo de TTP-4000 ou
IgG humana. Estimulagéo de Fc resulta em secregdo de TNF-o. A quantidade de TNF-a. foi
medida por um Ensaio Imunoabsorvente Ligado a Enzima (ELISA).

Dessa forma, neste ensaio, a linhagem celular mieléide, THP-1 (ATTC # TIB-202)
foi mantida em meio RMPI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino por instrugdes
da ATCC. Tipicamente, 40.000-80.000 células foram induzidas a secretar TNF-a via estimu-
lagéo do receptor Fc por pré-revestimento do pogo com 10 pg/pogo ou de TTP-4000 agre-
gada aquecida (63°C por 30min.) ou IgG humana. A quantidade de TNF-a secretada pelas
células TNF-a as THP-1 foi medida em sobrenadantes coletados de 24 horas de cultura de
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células nos pogos ftratados utilizando um “kit" de TNF ELISA comercialmente disponivel
(R&D Systems, Mineapolis, MN # DTAGOC) por instrugdes.
Os resultados mostrados na FIG. 13 onde se pode ver que TTP-4000 gera menos
que 2 ng/pogo de TNF e IgG gera mais de 40 ng/pogo.
" Exemplo 5: Atividade in vivo da TTP-4000
A atividade de TTP-4000 foi comparada & RAGEs em varios modelos de doenga

humana.

A. TTP-4000 em um modelo animal de restenose

A proteina de fusdo RAGE TTP-4000 foi avaliada em um modelo de rato diabético
de restenose que envolve medida da proliferagéo do mésculo liso e expanséo da membrana
interna 21 dias seguidos & injdria vascular. Nestes experimentos, a injlria baldo da artéria
carétida esquerda comum foi feita em ratos Zucker diabéticos e néo diabéticos utilizando o
procedimento padrdo. Uma carga de dose (3 mg/rato) de lgG, TTP-4000 ou salina tampona-
da com fosfato (PBS) foi administrada intraperitonealmente (IP) um dia antes da injtria. Uma
dose mantida foi distribuida cada dia até o dia 7 apés a injuria (isto é, nos dias 1,3,5e 7
ap6s a injdria). A manutengéo da dose foi alta = 1 mg/animal para um grupo, ou baixa = 0,3
mg/animal para o-segundo grupo. Para medir a proliferagéo celular do misculo liso vascular
(VSMC), animais foram sacrificados 4 dias e 21 dias apds a injuria.

Para a medida da proliferagdo celular, no dia 4 animais receberam injeg&o intraperi-
toneal de bromodeoxiuridina (BrDdU) 50 mg/kg nas 18, 12 e 2 horas antes da eutanasia.
Apds o sacrificio, as todas as artérias carétidas esquerda de direita foram coletadas. Espé-
cimes foram estocados em “Histochoice” por pelo menos 24 horas antes de incrustarem.
Andlise da proliferagdo VSMC foi feita utilizando anticorpo monoclonal de camundongo anti-
BrdU. Um anticorpo secundério de cabra anti-camundongo marcado com fluorescéncia foi
aplicado. O nimero de nlicleos BrdU positivos por segao foram contados por dois observa-
dores cegos aos regimes de tratamento.

Os ratos reménescentes foram sacrificados no dia 21 para analise morfométrica.
Anélises morfométricas foram feitas por um observador cego aos grupos de estudo, utilizan-
do planimetria microscopia digital computadorizada e programa Image-Pro Plus em segdes
seriadas, (5 mm de distancia) artérias carétidas por corante Van Gieson. Todos os dados
foram expressos como média + DP. Anélise estatistica foi feita utilizando o programa SPSS.
Varidveis continuas foram comparadas utilizando testes t néo pareados. Um valor de P<0,05
foi considerado estatisticamente significante.

Como visto nas FIGS. 13A e 13B, tratamento com TTP-4000 significantemente re-
duziu a proporgéo membrana interna/meio e proliferagdo do musculo liso vascular em uma
maneira dose-resposta. Na FIG. 13B, o eixo X representa o nimero de células BrdU prolife-

rando.
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B. TTP-4000 em um modelo animal de AD

Experimentos foram feitos para avaliar se TTP-4000 pode afetar a formagéo amili-
de e disfungao cognitiva em um modelo de camundongo de AD. Os experimentos utilizaram
camundongos transgénicos expressando a proteina precursora amildide mutante Swedish
humana (APP) sob o controle do promotor da cadeia PDGF-B. Ao longo do tempo, esses
camundongos geraram altos niveis de ligante RAGE, beta amil6ide (AB). Previamente, tra-
tamento com RAGEs por 3 meses tem mostrado reduzir a formagéo de plaque amildide o
cérebro e o aumento associado dos marcadores inflamatérios neste modelo.

Os camundongos APP (macho) utilizados neste experimento foram projetados por
microinjegéo do gene APP humano (com as mutagdes Swedish e London) em ovos de ca-
mundongos sob o controle do promotor do gene da cadeia do fator de crescimento derivado
de plaqueta B (PDGF-B). Estes camundongos foram gerados na linhagem C57BL/6 e foram
desenvolvidos por Molecular Therapeutics Inc. Os animais foram alimentados a vontade e
mantidos por acasalamento de irméo-irmé. Os camundongos gerados desta construgéo de-
senvolvem depésitos amiléides comegando em 6 meses de idade. Animais cresceram até os
6 meses e entdo mantidos por 90 dias e sacrificados por quantificagéo amildide.

‘Camundongos APP- transgénicos. foram administrados .com. veiculo ou TTP-4000.
todos os dias [god (i.p.)] por 90 dias, cdmegando com 6 meses de idade. No final do experi-
mento, animais foram sacrificados e examinados para a placa AB no cérebro (isto é, numero
de placas). Um controle de 6 meses do grupo APP foi utilizado para determinar a linha base
dos depésitos amiléides. Em adigéo, ao fim do estudo, os animais foram sujeitos a andlise
de comportamento (labirinto de 4gua Morris). Os investigadores foram cegos para os com-
postos do estudo. Amostras foram dadas para os camundongos a 0,25
mL/camundongo/cada outro dia. Em adigéo, um grupo de camundongos foram dados 200
ug/dia da RAGEs humana.

1- Deposicéio Beta Amildide

Para exame histolégico, os animais foram énesté'siados com injego intraperitoneal
(IP) do pentobarbital de sédio (50 mg/kg). Os animais foram transcardialmente perfundidos
com 4°C de salina tamponada com fosfato (PBS) seguida por 4% de paraformaldeido. Os
cérebros foram removidos e colocados em paraformaldeido 4% por uma noite. Os cérebros
foram processados por parafina e embebidos. Dez segdes seriadas grossas de 30 um atra-
vés do cérebro foram obtidas. SegBes foram sujeitas ao anticorpo primério por uma noite a
4°C (peptideo anticorpo AB) a fim de detectar os depdsitos amiléides no cérebro de animais
transgénicos (Guo e colaboradores, J. Neurosci., 22:5900-5909 (2002)). Segbes foram lava-
das em salina tamponada com Tris (TBS) e anticorpo secundario foi adicionado e incubado
por 1 hora em temperatura ambiente. Ap6s lavagem, as segdes foram incubadas como ins-
truido no “kit Vector ABC Elite” (Vector Laboratories) e corado com &cido diaminobenzéico
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(DAB). As reagbes foram paradas em agua e laminula apés tratamento com xileno. A-drea
amiléide de cada segéo foi determinada com um sistema de imagem assistida por computa-
dor, consistindo de um computador Power Macintosh equipado com um cartdo regulado
Quick Capture, cAmera Hitachi CCd mostrada em um microscopio Olympus e uma camera
parada NIH Image Analysis Software, v. 155 foi utilizada. As imagens foram capturadas e a
area total da amildide foi determinada por dez segbes. Um Unico operador cego para & con-
digao do tratamento feito fez todas as medidas. Somando os volumes das se¢des amildides
e dividindo pelo niimero total de segdes foi feito um calculo do volume amiléide.

Para andlise quantitativa, um ensaio imunoabsorvente ligado & enzima (ELISA) foi
utilizado para medir os niveis de AB, A @ ABis2 NOS cerebros dos camundongos APP
transgénicos (Biosource Intemnational, Camarilld, CA). ABuat € AB142 foram extraidas dos cé-
rebros de camundongos por hidrocloreto de guanidina e quantificadas pelo fabricante. Este
ensaio extrai o peptideo A total do cérebro (ambos os soliveis e agregados).

2- Funcdo Cognitiva

O teste labirinto agua Morris foi feito como segue. Todos os camundongos foram
testados uma vez no teste labirinto 4gua Morris no final do experimento. Camundongos fo-
rain treinados em um labirinto de 4gua de campo aberto de 1,2 m. A piscina foi-cheia-a uma
profundidade de 30 cm com 4gua e mantida a 25°C. A plataforma de escape (10 cm quadra-
dos) foi colocada 1 cm abaixo da superficie da agua. Durante as provas, a plataforma foi
removida da piscina. O teste indireto foi realizado em uma piscina cercada com cortina
branca para esconder qualquer labirinto indireto extra. Todos os animais passam por pré-
tratamento ndo espacial (NSP) por trés dias consecutivos. Essas provas s&o para preparar
os animais para o teste de comportamento final para determinar a retengéo da membria para
achar a plataforma. Essas provas néo foram gravadas, mas foram para propésitos de trei-
namento somente. Para os estudos de treinamento e aprendizagem, as cortinas foram re-
movidas para labirinto indireto extra (isto permitiu a identificagdo dos animais com os impe-
dimentos da piscina). No dia 1, os camundongos foram colocados na plataforma oculta por
20 segundos (prova 1), para provas 2-3, animais foram liberados em agua em uma distancia
de 10 ¢m da plataforma indireta ou plataforma escondida (prova 4) e permitidos nadar para a
plataforma. No segundo dia de provas, a plataforma escondida foi movida aleatoriamente
entre o centro da piscina e o centro de cada quadrante. Os animais fora liberados na piscina
aleatoriamente revestindo a parede e foram deixados por 60 segundos para alcangar a pla-
taforma (prova 3). Na terceira prova, animais foram dados trés provas, dois com uma plata-
forma escondida e um com a plataforma indireta. Dois dias seguindo o NSP, animais foram
sujeitos aos testes de comportamento final (teste do labirinto 4gua Morris). Para essas pro-
vas (3 por animal, a plataforma foi colocada no centro de um quadrante da piscina e os ani-
mais liberados para o revestimento da parede em uma maneira aleatéria. O animal foi dei-
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xado para encontrar a plataforma ou nadar por:60 segundo (periodo de laténcia, o tempo é
tomado para achar a plataforma). Todos os animais foram testados dentro de 4-6 horas de
dosagem e foram aleatoriamente selecionados para teste por um operador cego ao grupo do
teste.

Os resultados s&o expressos como a média + desvio padréo (DP). As diferencas de
significdncia nos estudos amiléide e comportamental foram analisadas utilizando teste t.
Comparagdes foram feitas entre o grupo controle APP de 6 meses de idade e os animais
tratados com TTP-4000, bem como, 0 grupo tratado com o veiculo APP de 9 meses de idade
e 0s animais tratados com TTP-4000. Diferengas abaixo de 0,05 foram consideradas signifi-
cantes. Mudangas na porcentagem amiléide e de comportamento foram determinadas pela
soma dés dados em casa grupos e dividindo pela comparagdo (isso é, 1, i.p./6 meses con-
trole = % mudanga).

As FIGS. 15A e 15B mostram que camundongos tratados por 3 meses com ou TTP-
4000 ou RAGEs de camundongo tiveram menos placas de A e menos disfungo cognitiva
que animais tratados com veiculo e IgG1 humana (IgG1) como controle negativo. Esses da-
dos indicam que TTP-4000 é efetivo em reduzir a patologia AD em um modelo de camun-

~-dongo transgénico. E também encontrado que como RAGEs, TTP-4000 pode reduzir as ci-

tocinas inflamatérias IL-1 @ TNF-o, (dados néo mostrados).

C. Eficacia de TTP-4000 em um modelo animal de derrame

A TTP-4000 foi também comparada ao RAGEs em uma modelo de doenga relevan-
te animal, o derrame. Neste modelo, a artéria carétida mediana de um camundongo foi liga-
da por 1 hora seguida por 23 horas de reperfuséo no ponto que 0s camundongos foram sa-
crificados e a 4rea do infarto no cérebro foi avaliada. Camundongos tratados com RAGESs e
TTP-4000 ou imunoglobulina controle bem antes da reperfuséo.

Nestes experimentos, machos C57BL/6 foram injetados com veiculo a 250
pMcamundongo ou artigos TTP teste (TTP-3000, TTP-4000 a 250 uL/camundongo). Ca-
mundongos foram injetados intraperitonealmente, 1 hora apés o inicio da isquemia. Camun-
dongos foram sujeitos a uma hora de isquemia cerebral seguido por 24 horas de reperfuséo.
Para induzir isquemia, cada camundongo foi anestesiado e a temperatura corporal foi man-
tida em 36-37°C por aquecimento externo. A artéria carétida comum esquerda (CCA) foi ex- -
posta através de uma inciséo central no pescogo. Um clipe microcirdrgico foi colocado ao
redor da origem da artéria carétida interna (ICA). O fim distal da ECA foi ligado com seda e
cortado transversaimente. Uma seda 6-0 foi amarrada frouxamente ao redor da ponta da
ECA. A extremidade polida com fogo de uma sutura de néilon foi gentiimente inserida na
ponta da ECA. A al¢a da seda 6-0 foi frouxamente colocada ao redor da extremidade e a
sutura de néilon foi avangada dentro e através a artéria carétida interna (ICA), até ela des-
cansar na artéria cerebral anterior, assim obstruindo a comunicagéo anterior e média das



10

15

20

25

30

35

85

artérias cerebrais. Apés a sutura de ndilon ter sido feita ha 1 hora, o animal foi re-
anestesiado, a temperatura retal foi gravada e a sutura foi removida e a inciséo fechada.

O volume do infarto foi determinado por anestesia do animal com uma injegéo de
pentobarbital de sédio (50 mg/kg) e entéo removendo os cérebros. Os cérebros foram entéo
seccionados em quatro segdes de 2 mm através da regido enfardada e colocado cloreto de
trifeniltetrazélio 2% (TTC) por 30 minutos. Apés, as segdes foram colocadas em paraformal-
deido 4% por uma noite. A drea do infarto na cada segéo foi determinada com um sistema
de andlise assistido por computados, consistindo de um computador Power Macintosh equi-
pado com um cartdo regulado Quick Capture, cdmera Hitachi CCD montada em uma céme-

ra parada NIH Image Analysis Software, v. 155 foi utilizada. Essas imagens foram captura-

das e a area total do infarto foi determinada sobre as segdes. Um Unico operador cego para
a condigdo de tratamento feita fez todas as medidas. Somando os volumes dos infartos das
segbes calculou-se o volume total do infarto. Esses resultados s&0 expressos como.a media
+ desvio padréo (DP). A significancia ou diferenga no volume dos dados do infarto foi anali-
sada utilizando o teste t.

Como ilustrado pelos dados na Tabela 2, TTP-4000 foi mais eficaz que RAGEs em
limitar a 4rea de-infarto nesses animais, sugerindo que TTP-4000, por causa de sua melhor
meia vida plasmética, foi capaz de manter maior protegéo nestes camundongos.

Exemplo 6: Deteccéio da Proteina de Fusdo RAGE por ELISA

Inicialmente, 50 pL de anticorpo monoclonal especifico para RAGE 1HB1011 em
uma concentragio de 10 pg/mL em PBS 1x pH 7.3 é revestido em placas por incubagéo por

uma noite. Quando pronto para uso, as placas sdo lavadas trés vezes com 300 pL de tam-

péo de lavagem Imidazol-Tween 1x e bquueadés com BSA1%. As amostras (diluidas) e

diluigdes padrdes de diluigdes de TTP-4000 conhecidas séo adicionadas a 100 pL de volu-
me final. As amostras séo deixadas em incubagéo em temperatura ambiente por uma hora.
Apds a incubagdio, as placas sdo lavadas trés vezes. Um IgG1 de cabra anti-humano (Dig-
ma A3312) AP conjugado em PBS 1x com BSA 1% é adicionado e deixado incubar em tem-
peratura ambiente por 1 hora. As placas s&o lavadas trés vezes. A cor elucidada com parani-
trofenilfosfato.

Exemplo 7: Quantificacdo de Ligante para Ligacdo RAGE para Proteina de Fuséo
RAGE _

A Figura 16 mostra curvas de ligagéo-saturagéo com TTP-4000 para varios ligantes
RAGE imobilizados conhecidos. Os ligantes s&o imobilizados em um placa de microtitulo e
incubados presenga de concentragdes aumentadas da proteina de fusdo RAGE de 0 a 360
nM. A interagdio ligante e proteina de fusdo RAGE séo detectadas utilizando um anticorpo
policlonal conjugado com fosfatase alcalina que é especifica para a porgéo IgG da quimera
de fusdo. Kds relativos foram calculados utilizando o programa Graphpad Prizm e compara-
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dos com valores estabelecidos na literatura de valores dé:RAGE-ligante RAGE. HMG1B =
Anfotericina, CML = Carboximetil Lisena, A beta = Beta amiléide 1-40.

Exemplo 8: Uso de Proteina de Fuséo RAGE para Prevenir Rejei¢do de Transplan-

Blogueio de RAGE pode ser esperado para bloguear a rejeicdo de transplanta alo-

genéico. Esses experimentos exploraram se o bloqueio das interagdes ligador-RAGE utili-
zando uma proteina de fusdo RAGE pode atenuar a rejeigdo de células da ilhota que tinham
sido transplantadas de um doador saudavel em um animal diabético com omedido pelo
comprimenro do tempo que os animais transplantados mantiveram o nivel de glicose san-
guinea abaixo da concentragéo alvo. Como discutido aqui, voi visto que a administragéo de
proteina de fusdo RAGE (por exemplo, TTP-4000) aos animais diabeticos que tinham rece-
bido transplnantes de células da ilhota significantemente retardaram a recorréncia de hiper-
glicemina e entgo rejeigdo de células da ilhota transplantadas em ambos modelos animais
(alogenéico e singenéico) de transplante.

A Transplante da llhota Alogenéica em Camundongos
Os primeiros experimentos testaram se a administragéo de uma fuséo da proteina

a recorréncia de diabetes em modelo de camundongos C57B1/6J de diabetes.

Modelo Animal de Diabetes

Camundongos C57BI/6J (6-8 semanas de idades) (B6) foram feitos diabéticos por
uma injegdo Unica intravenosa de estreptozotocina (STZ) (Sigma Chemical Co,. Sta Louis,
MO) a 200 mg/kg. Camundongos BALB/c (6-8 semanas de idade) seviram como doadores

para o transplante das ithotas, entéo provendo um transpinate alo-divergente para células da
ithota.

|solamento da ilhota

Camundongos (BALB/c) foram anestesiados com solugéo cetamina HCI/XHCI xia-
zina (Sigma, Sta Louis , MO). Apds injegéo intraductal de 3 mL de solugdo salina balanceada
de Hanks (HBSS, Gibco, Grand Island NY) contendo 1,5 mg/mL de colagenase P (Riche
Diagnostics, Branchcurg, NJ), pancreas foram retirados cirurgicamente e digeridos a 370C
por 20 minutos. llhotas foram lavadas com HBSS e purificadas por centrifugagdo em gradi-
ente descontinuo utilizando Polisacarose 400 (Cellgro, Herdom VA) tendoquatro diferentes
densidades (26%, 23%, 20% e 11%). Os fragmentos tissulares na interface das camadas
20% a 23% foram coletaods, lavados e ressuspenssos em HBSS. llhotas individuais, libres
de tecidos acinar, vascular e ductal ligados foram escolhidos sob um microscépio invertido,
produzindo ilhotas altamente purificadas para transplante.

Transplante das llhotas
Camundongos C57BI/6 (B6) diabéticos induzidos por estreptozotocina receberam

- RAGE (TTP-4000) pode modular a rejeigéo alogengica de células da ilhota transplantadas e
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enxertos de ilhotas:dentro de 2 dias do diagndstico de diabetes. Camundongos BALB/cJ (6-8
semanas de idade) (BALB) seviram como doadores para transplante de ilhotas alogenéicas.
Para transplante, 500-600 ilhotas recentemente isoladas (isto €, aproximadamente 550 ilho-
tas equivalentes) de camundongos doadores foram escolhidas com uma infuséo e tranplan-
tadas no espago subcapular do rim direito de um receptor.

Tratamento com Compostos Testes

Os compostos testes foram administrados téo logo as ilhotas foram transplantadas;
a administragdo continuada de cerca de 60 dias, dependendo de como o animal controle foi
de adaptou. Camundongos foram injetados com 0,25 mL de ou solugéo salna transplantada
com fosfato (PBS), Tl'P—4000 em PBS, ou IgG em PBS de acordo com o regime abaixo (Ta-
bela 3).

Administragdio dos Compostos Teste e/ou Veiculos

Grupo Teste | Numero de Dose de Car- | Dose de Manu- Regime
Camundongos |  regamento tengéo |
Controle ndo 8
tratado
Veiculo Con- 8 0,25ml/ dose/ | 0,25ml/ dose/ | Umavezemdia
trole (PBS) camundongo | camundongo | alternado (QDO)
no dia 1 nodia2 x 60 dias IP
lgG 8 (300ug) (100ug) (10019)
0,25ml/ dose/ | 0,25ml/dose/ | Umavezemdia
camundongo | camundongo | aliemado (QDO)
no dia 1 no dia 2 x 60 dias IP
TTP-4000 8 (300ug) (100ug)- (100pg)
0,25 ml/ dose/ | 0,25ml/ dose/ | Uma vezem dia
camundongo | camundongo | altemado (QDO)
no dia 1 no dia 2 x 60 dias 1P
TTP-4000 8 (300ug) (30pg) (100pg)
0,25ml dose/ | 0,25ml/ dose/ | Umavezemdia
camundongo | camundongo | altemado (QDO)
no dia 1 nodia 2 x 60 dias IP

Monitorando a Fungéo do Enxerto da Iihota
Fungéo do enxerto da ilhora foi monitorada por medidas de glicose sanguinea seri-

ada diariamente pelas primeiras 2 semanas ap6s o transplante das ilhotas, seguido por cada
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dia ap6s. Reversdo da diabeter foi definida como nivel de glicose sanguinea menor que 200
mg/dL em duas medidas consecutivas. Perda de enxerto foi determinada quando a glicose
sanguinea excedeu 250 mg/dL em duas medidas consecutivas. Os resultados sdo mostra-
dos na Tabela 4.
Efeitos de TTP-4000 Em Transplante Alogréfico de Ilhotas

TTP-4000 PBS TTP-4000 TTP-4000 Controle
300ug LD + | (Grupo2) | 300ug LD+ | 300pg LD + | n&o tratado
100ug qod ip 30ug qod ip | 100ug qod ip

(Grupot) (Grupo3) (Grupo4)

14 9 13 8
16 8 14 9
13 10 12 10
13 8 12 8 10
12 11 11 8
16 8 11 8 8
15~ 8 ‘ 8 9 | 1.
14 8 8 " 9
7
9
8
9
Média 14,125 8,75 11,125 8,875 8,833333
DP 1457738 |1,164965 | 2,167124 1,125992 1,029857
N 8 8 8 8 12

* valores na Tabela 4 refletem o dia da perda do exerto para cada animal como de-
finido por recorréncia de niveis de glicose sanguinea aumentados '

Os efeitos de administragio de TTP-4000 em rejeigdo alogréfica para ithotas de
BALB/c em camundongos B6 s&o mostrados como Gréfico de Sobrevivéncia Cumulativa de
Kaplan-Meier na Fig. 17. Nela pode ser visto que existe um aumento no tempo antes da de-
tecgéio da faléncia do enxerto para animais tratados com TTP-4000 (Grupo 1 e 3) como o-
posto aos animais que ndo séo tratados de forma alguma (Controle) ou animais tratados
com o veiculo (PBS) ou (IgG humana). Utilizando uma variedade de andlises estatisticas
(Mantel-Cox Logrank, Breslow-Gehan-Wilcoxon: Tarone-Ware, Peto-Peto-Wilcoxin; e Har-
rington-Fleming) as diferengas entre o Controle e TTP-4000 (Grupos 1 e 3) foram significan-
tes (Tabela 5).
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Tabela 5
Método Esta- Controle vs Grupo 1 (TTP
) Controle vs Grupo 1 (TTP 4000)
tistico 4000)
Qui- Qui-
DF* | ValordeP DF | Valorde P
Quadrado Quadrado
Logrank
18,777 1 <0,0001 7,662 1 0,0056
(Mantel-Cox)
Bresiow-
Gehan- 15,092 1 0,0001 4,904 1 0,0268
Wilcoxon
Tarone —
: 16,830 1 <0,0001 6,212 1 0,0127
Ware ‘
Peto — Peto —
14,359 1 0,0002 4315 1 0,0378
Wilcoxon
Harrington -
Fleming (rho | 16,830 | 1 <0,0001 8212 -| 1 |- 0,0127
=0,5)
*Graus de Liberdade

B. Transplantes de lihotas em Camundongos NOD como um Modelo de Doenga Au-
toimune

O segundo grupo de experimentos testaram se a administragéo da proteina de fu-
séo RAGE (isto é, TTP-4000 ou TTP-3000) pode modular o curso da diabetes recorrente em
camundongos NOS, utilizando o modelo de tranplante NOD.

Modelo Animal de Diabetes

Camundongos diabéticos néo obesos autoimunes esponténeos (NOD/LJ) (12-25

semanas de idade) seviram com receptores para as células da ilhota, enquanto camundon-
gos NOD/LtJ pré-diabéticos novos (6-7 semanas de idade) serviram como doadores no
transplante de ilhota singenéica. llhotas para transplantes foram isoladas como descrito aci-
ma na Segdo A (Tranplante de llhota Alogenéica).

Trangplante das llhotas

Camundongos NOD/LtJ diabéticos receberam enxertos de ilhotas dentro de 2 dias
do diagndstico de diabetes. 500-600 ilhotas recentemente isoladas (isto é, aproximadamente
550 ilhotas equivalentes) de camundongos doadores foram escolhidas com uma infuséo e
tranplantadas no espago subcapular do rim direifo de um receptor.

Trataménto com Compostos Testes
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Os compostos testes foram administrados téo logo as ilhotas foram transplantadas
e continuados por aproximadamente 8 semanas. Camundongos foram injetados com 0,25
mL de ou solugdo salna transplantada com fosfato (PBS), TTP-4000 em PBS, ou TTP-3000

em PBS de acordo com o regime abaixo (Tabela 6).

5 Tabela 6
Grupo N°de ca- | Volume de Dose | Dose de Manu- Regime
mundongos | de Carregamen- | teng&o volume
to ‘
TTP- 8 (30049) (10049) (100ug)
4000 025mldose/ | 025mldose/ | Umavezemdia
. camundongono | camundongono | altemado (QDO)
dia1 dia 2 x 8 semanas; IP
TTP- 8 (300ug) (100g) (100pg)
3000 0,25 ml/ dose / 0,25ml/dose/ | Umavezemdia
camundongo no | camundongono | altemado (QDO)
-~ dia1 - dia 2 | x8semanas; IP
PBS 8 0,25 ml/ dose / 0,25 mbdose/ | Umavezemdia
camundongono | camundongono | altemado (QDO)
dia 1 dia2 x 8 semanas; P
Monitorando a Funcéo do Enxerto da tlhota
Fungéo do enxerto da ilhora foi monitorada por medidas de glicose sanguinea seri-
. ada diariamente pelas primeiras 2 semanas ap6s o transplante das ilhotas, seguido por cada
dia ap6s. Reversdo da diabeter foi definida como nivel de glicose sanguinea menor que 200
10 mg/dL em duas medidas consecutivas. Perda de enxerto foi determinada quando a glicose
sanguinea excedeu 250 mg/dL em duas medidas consecutivas. Os resultados s&o mostra-
dos na Tabela 7.
Tabela 7
Efeitos de TTP-4000 e TTP-3000 em Diabetes Recorrente Em Transplante de llho-
15  tas Singénicas em Camundongo NOD*
TTP-4000 TTP-3000 Controle
300ug LD + 100ug | 300ug LD + 100ug
god ip {(Grupo1) qod ip (Grupo2)
35 44 23
38 46 25
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40 : 42 26

43 41 22

36 34 22

45 32 24

44 30 21

38 20

22

21

24
Média 39,875 38,42857 22,727273
DP 3,758324 6,32079 1,8488326

N 8 7 1

“alores refletem o dia da perda do enxerto para cada animal como definido por re-

corréncia de niveis de glicose sanguinea aumentados

Os efeitos da administragdo de TTP-4000 na rejei¢éo de ilhotas singenéicas trans-
plantadas em camundongos NOD diabéticos s&o mostrados como Grafico de Sobrevivéncia
Cumulativa de Kaplan-Meier na FIG 18. Como mostrado nos dados da Tabela 7, existe um
aumento no tempo antes da detecgdo da faléncia para animais tratados com TTP-4000
(Grupo 1) e TTP-3000 (Grupo 2) como oposto aos animais que ndo sdo tratados de forma
alguma (Controle). FIG. 18 mostra o aumento em tempo antes da detecggo da faléncia do
enxerto para animais tratados com TTP-4000 (Grupo 1) e animais que s&o s&o tratados de
forma alguma. Utilizando uma variedade de analises estatisticas (Mantel-Cox Logrank, Bres-
low-Gehan-Wilcoxon; Tarone-Ware, Peto-Peto-Wilcoxin; e Harrington-Fleming) as diferengas
entre o Controle e TTP-4000 (Grupos 1) e o Controle e TTP-3000 (Grupo 2) foram significan-

tes (Tabela 8).
Tabela 8
Método Esta- Controle vs Grupo 1 (TTP
Controle vs Grupo 1 (TTP 4000)
~ tistico 4000)
Qui- Qui-
DF* | Valorde P DF | Valorde P
Quadrado Quadrado
Logrank
18,410 1 <0,0001 16,480 1 <0,0001
(Mantel-Cox)
Breslow-
Gehan- 14,690 1 0,0001 12,927 1 0,0001
Wilcoxon

C
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Tarone -
16,529 1 <0,0001 14,686 1 0,0001
Ware

Peto - Peto —
14,812 1 0,0001 13,027 1 0,0003

Wilcoxon

Harrington —
Fleming (rho | 16,529 1 <0,0001 14,686 1 0,0001
=0,5)

* Graus de Liberdade

Exemplo 9- Formulagéo Liofilizada de Proteina de Fuséo RAGE
No desenvolvimento de uma formulaggo liofilizada utilizando a proteina de fuséo

RAGE TTP-4000, lioprotetores e tampdes foram inicialmente selecionados por medida da
estabilidade da proteina apés a liofilizagéo e reconstituigéo. A proteina liofilizada em cada
formulagao foi também suijeita a estudos de estabilidade acelerada para determinar a poten-
cial estabildiade da proteina ao londo de sua vida de estoque.

Em estudos de selegéo iniciais, experimentos foram desenhados para avaliar as

condigdes de formulagéo que podem-prover solublidade apropriada e-estabildiade de TTP- .

4000 formuladas como uma massa congelada e prover formulagdes reconstituidas tendo
concentragdes de proteina de fusdo RAGE a cerca de 50 mg/mL ou mais alta. Formulagdes
contendo acetato de sodio, citrato de sédio, fosfato de sédio, succinato de sodio, histidina, e
cloreto de sédio foram testadas ao londo com sacarose e manitol.Vérios pHs entre 5.5 € 7.0
foram também avaliados.

A estabilidade biofisica e quimica de TTP-4000 foi avaliada utilizando cromatografia
por exclusdo de tamanho (SEC), SDS-Page, Espectroscopia Infra-vermetho Transformador
Fourief (FTIR), dicroiémo‘ circular (CD), mapeamento de peptideo, e absorbancia visivel em
ultra violeta (UV-Vis).

Baseados na solubilidade da proteina de fusdo RAGE nas formulagbes contendo
um ou mais de citrato de s6dio, histidina, sacarose, manitol e Tween 80, a um pH de 7.0 ou
menos, formulagBes contendo um mais desses tampdes, liotprotetores, ou tensoativos foram
selecionados para estudo adicional.

Exemplo 10 — Formulaco Liofilizada de Proteina de Fuséio RAGE

Baseado na informagdo coletada no Exemplo 9, formulagdes adicionais de TTP-
4000 foram estudadas. Os estudos focaram na identificagéo de tampGes elou lioprotetores
uteis para manter o produto estavel ao londo do processo de liofilizagéo e potencialmente
alcangar a alta concentragéo de TTP-4000 sob reconstituicéo (isto é, cerca de ou acima de
50 mg/mL). Seis formulagges foram estudadas durante um estudo de estabilidade acelerada
de 2 semanas. As formulagBes sdo resimidas na Tabela 9. Estudos também focaram no de;
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senvolvimento de um ciclo de congelamento-secagem para doses maiores de TTP-4000
(250 mg) como descrito abaixo.

Segundo o congelamento-secagem, oS desenvolvimentos dos frascos da amostra
de formulagéo foram corrugados e colocados em uma camara de 400C por 2 semanas. Os
passos de desenvolvimento das amostras foram estocados a 2-80C até os testes serem fei-
fos.

Métodos de Andlises de Amostras:

A concentragdo de TTP-4000 em amostras foi medida por espectroscopia de UV-
Vis. Um Aglient UV-Vis foi utilizado para obter espectro de proteina bem como espectro do
tamp&o branco. Uma vez adquirido, valores de absorbancia fram corrigidos para qualquer
luz dispersa que possa ocorrer como um resultado de qualquer agregagéo protéica.

Mistura residual foi analisada utilizando um método de titulagdo de Karl Fisher. A-
mostras desenvolvidas pela formulagéo congelamento-secagem foram reconstituidas com
quantidade apropriada de API. O tempo para reconstituicéo foi considerado ser o tempo de
quando a agua foi adicionada ao tempo quando ndo existiam sélidos visiveis. O pH de cada
amostra foi medido ap6s reconstituigéo utilizando um padrdo semi-micro propriamente cali-
brado. : o , o
Cromatografia de Exclus&o por Tamanho (SEC) foi feita utilizando uma coluna TSK
gel Super SW2000 para analisar a estabilidade fisiva (degradagéo e formagéo de agregado
solavel) de TTP-4000 durante o congelamento-secagem e estocagem nas condigbes de
aceleramento. Amostras foram injetadas em um Aglient 1100 série LC com dois TSK gel Su-
per SW2000, 4,6x300, coluna 4 pm (Tosoh Bioscience, 18674).

Para medir o quantidade de particula, um 1 mL de amostra foi diluido 20 vezes em
20 mL. Da amostra foi retirado os gases por sonificagédo por cerca de 30 segundos, e gen~
tilmente agitada por giro manual sem introduzir bolhas. Trés aliquotas, cada uma com 5 mL
em voluma, foram retiradas na luz escura do sensor de contagem Com o instrumento pre-
parado para. acumu|ar arquivos, particulas foram coletadas em preparagdes de mais ou igual
a 10 pm e maiores ou iguais a 25 um.

Resultados:

Baseados nos estudos de pré-formulagdo no Exemplo 9, dois tampdes foram inici-
almnete investigados: citrato de sédio e L-histidina. As formulagdes concentradas 1-6 (Tabe-
la 9) foram preparadas utilizando concentragdo por centrifugagéo. A concentragéo final nas
formulagdes 1-6 na Tabela 9 foiram em uma variagdo entre cerca de 4-15 mg/mL.

Tabela 9. Formulagdes de TTP-4000

Citrato de | Histidina | Sacarose | Manitol Tween | pH
Sédio (mM) (mM) (mM) (mM) 80%
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1 10 60 6,0
2 10 30 50 6,0
3 10 60 001 |60
4 10 60 6,0
5 10 30 50 6,0
6 10 60 0,01 |60

Utilizando formulagdes 1-6 na Tabela 9, frascos (2 mL) foram utilizados com 0,7 mL
de volumes. O espago superior do frasco foi enchido com ar. Antes de secar, as amostras
fram congeladas em uma temperatura de estoque de entre -50°C a -20°C por aproximada-
mente 12 horas. As amostras foram secas em uma presséo reduzida de 100 mTorr e uma
temperatura de estque de entre -200C e -100C por aproximadamente 36 horas, seguida

~ por uma temperatura de estoque de 200C por aproximadamente 12 horas. Seguindo conge-

lamento e secagem, os frascos foram parados e dobrados em cima. Massas asperas foram
produzidas a partir de cada formulagéo 1-6.

Os produtos liofilizados foram sujeitos a estudo de estabilidade acelerada a fim de
acessar a estabilidade quimica das formulagdes. Os produtos liofilizados - foram colocados
em estocagem a 400C e 75% de umidade relativa por 2 semanas.

Os produtos liofilizados foram reconstituidos com 0,206 mL de API. Todos os produ-
tos liofilizados foram reconstituidos dentro de 20 segundos por menos. O pH permanceu
consistente em todas as formulagdes atraveés de um periodo de estocagem de 2 semanas.
Valores de msitura residual determinados nos tempos 0 2 semanas para 0s produtos liofili-
zados foram entre 3,0% e 0,8% e mostraram que o ciclo de congelemento e secagem foi
capaz de suficientemente secar as formulagdes pré-liofilizadas. A osmololidade de todas as
formulages reconstituidas foidentro de uma variaggo isotbnica desejavel entre 250 Osm/kg
e 400 mOsm/kg (Ver Tabela 10). A viscosidade de cada formulaqég reconstituida foi abaixo
de 3,7 cP (centiPoise).

Tabela 10. Formulacdes Reconstituidas de TTP-4000 e Osmolalidade

Citratode | Histidina | Sacarose | Manitol | Tween |pH
Sédio (mM) (mM) (mM) (mM) 80%
1 10 60 322
2 10 30 50 385
3. 10 60 0,01 |324
4 10 60 264
5 10 30 50 336
6 10 60 0,01 |262
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Andlise SEC foi feita em amostras de formulago 5 na Tabela 10 tomadas em varios
passos do processo de congelamento-descongelamento e indicados nessas formulagdes.
TTP-4000 néo foi particularmente sensivel para qualquer os passos de processo de conge-
lamento-secagem baseados em baixos niveis consistentes de agregados e espécies de di-
minuigéo.

Andlise SEC foi também feita nas formulagbes pré-liofilizadas antes de congelar-
secar bem como as formulagdes reconstituidas no tempo zero e apés um estudo de estabili-
dade acelerada de 2 semanas. A quantidade de impurezas (produto agregado ou diminuido)
foram consistentemente baixas (isto &, abaixo de 4%) (Tabela 11).

Tabela 11. Formulacdes Reconstituidas de TTP-4000 e % de proteina intacta

Citrato de | Histidina | Sacarose | Manitol Tween | pH
Sédio (mM) (mM) (mM) (mM) 80%
1 10 60 96,2 |973
2 10 30 50 96,8 |973
3 10 --60 96,3 | 97,2.| -
4 10 60 97,4 | 970
5 10 30 50 97,9 969
6 10 60 97,7 |969

Mapeamento de péptideo ndo revelou oxidagdo ou deamidagéo de TTP-4000 devi-
do as condigbes de congelamento-secagem e aceleragéo sob estocagem.

SDS-PAGE foi corrida nas formulages 1, 3, 4 e 6  mostrou que TTP-4000 mante-
ve a estabilidade fisica através do processo de liofilizaggo e estocagem nessas formulagdes.

Para o processo de passos de liofilizagéo para uso com frascos 50 ml de lyoe uma
dose de 350 mg de TTP-4000, amostras foram preparadas por concentracéo da solugdo a
15 mg/mL de TTP-4000 utilizando ultrafiltrag&o e entéo dialfiltrando a solugéo contra 10 mM
de histidina e 65 mM de sacaraose a pH 6.0. Tween 80 foi adicionado para uma quantidade
final de 0,01% (volivol).

A formulaggo pré-liofilizada (16,67mL) foi adicionada a cada 50 mM do frasco. As
amostras foram expostas a um ciclo de liofilizagéo onde as amostras arrefecidas em tempe-
ratura de estoque de ntre 50C e -50C por 30 minutos, seguida por arrefecimento em uma
temperatura de estoque de -500C por aproximadamente 3 horas. As amostras foram secas
em uma pressdo reduzida de 100 mTorr e uma temperatura de estoque de entre -200C e -
100C por aproximadamente 34 horas, seguido por uma temperatura de estogue entre 50C e
200C por aproximadamente 11 horas. Seguindo liofilizag&o, os frascos foram parados, e do-
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brados na parte superior. Uma massa branca, farmaceuticamente elegante foi produzida. A
massa pareceu enrugada e ndo perdeu sua estrutura durante o manuseamento e estoca-
gem.

A concentragdo da amostra reconstituida como determinado por absorbancia a 280
nm foi 40,5 mg/mL de TTP-4000. Em estudos adicionais sob condigbes similares, a concen-
tragéo de TTP-4000 em amostra reconstituida foi consistentemente cerca de 50 mg/ml..

A amostra reconstituida foi medida por contedo de particulato a 0, 2 € 6 horas de
estocagem em temperatura ambiente. Os resultados na Tabela 12 mostram que a amostra
reconstituida teve uma quantidade baixa de conteddo particulado.

Tabela 12

Numero de particulas detectadas em na amostra reconstituida durante a estocagem

tamanho da parti- | Tempo=0 | Tempo=2 | Tempo= 6
cula ' horas horas
particulas por mL >10 562 368 948
>25 8 16 20
" Particulas por >10 2753 1803 4645
recipiente >25 39 78 98

Emresumo, TTP-4000 foi formulado em tampdes citrato e histidina contendo um ou
mais de sacarose, manitol € Tween 80. Testes mostraram que formulagbes contendo citrato
de s6dio ou histidina tiveram caracteristicas de desempenho similares e que TTP-4000 po-
dem ser maus sollveis nas formulagdes contendo histidina.

FormulagBes contendo histidina foram focadas sob estudbs passo a passo adicio-
nais. Seguindo o ciclo de liofilizagéo, a estabilidade quimica e fisica de TTP-4000 foi avalia-
da, e nenhuma diferenga significante entre as formulagdes de histidina foram detectadas.
Também, manitol foi eliminado para a formulagéo. A formulaggo final escolhida para o de-
senvolvimento do estudo da formulagdo continha 10 mM de histidina, 60 mM de sacarose, e
0,01% de Tween 80 a cerca de pH 6.0. Esta formulagdo demosntrou uma habilidade superi-
or para manter o TTP-4000 estavel durante a liofilizagdo e estocagem, e també proveu a
mais alta concentragéio de TTP-4000 estével durante o estudo. No estudo passo a psso, 0
nivel de sacarose foi aumentado a 65 mM para ajustar a osmolalidade da formulagdo mais
perto da isotonicidade. Durante o estudo de passo a passo, também foi encontrado que
mantendo o pH da formulagdo TTP-4000 pré-liofilizada e formulagdo reconstituida em ou
perto de 6.0 e menor que 6.7 foi til para o pH reduzir a precipitagdo ou agregagéo.

O anterior é considerado como ilustrativo somente do principal da invengéo. Desde
que numerosas modificagbes e mudangas serdio facilmente feitas pelos versados na técnica,

IR
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ndo se entende limitar a invengdo as modalidades exatas mostradas e descritas, e todas as

modificagdes e equivalentes dentro do objetivo das reivindicagdes em anexo s&o supostas

dentro do conceito da presente invengao.



REIVINDICACOES
1. Formulagio, CARACTERIZADA pelo fato de compreender uma mistura

liofilizada de um agucar ndo redutor lioprotetor, uma proteina de fuséo RAGE, e um tampéo,
em que a proteina de fusdo RAGE compreende um polipeptideo RAGE diretamente ligado a
um polipeptideo compreendendo um dominio CH2 de uma imunoglobulina ou uma porgéo
de um dominio CH2 de uma imunoglobulina, e em que o polipeptideo RAGE compreende
um sitio de ligag&o do ligador RAGE.

2. Formulagao, de acordo com a reivindicagéo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que:

| (a) a proteina de fusdo RAGE compreende um ligador interdominio derivado de
RAGE ao invés de um polipeptideo da dobradiga interdomfnio derivado de uma
imunoglobulina; ou

(b) a proteina de fusdo RAGE compreende (i) um ligador interdominio RAGE que -

sepeara os dominios V e C1 de RAGE, ou (i) um ligador que separa os dominios C1 e C2
de RAGE, em vez da regido dobradiga da cadeia pesada da imunoglobulina; ou

(c) a proteina de fusdo RAGE & obtivel por remogéo da regido dobradi¢a Fc da
imunoglobulina e a substituindo com o polipeptideo.

3. Formulagdo, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de
que a proteina de fusdo RAGE & coficavel por uma molécula de DNA compreendendo a
seqliéncia com revelada na SEQ ID NO:30, SEQ ID NO: 31, SEQ iD NO:54 ou SEQ ID
NO:55.

4. Formulagdo, de acordo com a reivindicagéo 1, CARACTERIZADA pelo fato de
que ainda compreende pelo menos um de um tensoativo, um agente quelante, ou um
agente massa.

5. Formulagdo, de acordo com a reivindicagéo 1, CARACTERIZADA pelo fato de
que o agucar néo redutor compreende pelo menos um de sacarose, manitol ou trealose.

6. Formulago, de acordo com a reivindicagéo 1, CARACTERIZADA pelo fato de
que o tampao compreende histidina.

7. Formulago, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de
que o polipeptideo RAGE compreende um sitio de ligagéo do ligador RAGE compreendendo
a seqiiéncia aminoacida como revelado na SEQ IDNO:10 ou uma seqiiéncia pelo menos
90% idéntica do mesmo, ou a seqiiéncia aminoécida como revelado na SEQ 1D NO:47, ou
uma seqliéncia pelo menos 90% idéntica a mesma.

8. Formulagéo, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de
que a proteina de fusdio RAGE compreende a seqliéncia de aminoacido como revelado em
pelo menos uma das SEQ ID NOs: 32, 33, 34, 35,36, 37, 56, ou 57, ou uma seqiiéncia pelo
menor 90% idéntica as mesmas.



2 Jj 6?»/

9. Formulagéo, de acordo com a reivindicagéo 8, CARACTERIZADA pelo fato de
que uma seqiiéncia pelo menos 90% idéntica as SEQ ID NOs: 32, 33, 34, 35, 36, 37, 56, ou
57 compreende o polipeptideo das SEQ ID NOS: 32, 33, 34, 35, 36, 37, 56, ou 57
respectivamente sem a lisina C-terminal. '

10. Formulagd@o reconstituida CARACTERIZADA pelo fato de compreender uma
proteina de fusdo RAGE liofilizada reconstituida em um diluente, em que a concentragéo da
proteina de fusdo RAGE na formulagéo reconstituida est4 dentro da variagéo de 1 mg/mL a
400 mg/mL, em que a proteina de fusdio RAGE liofilizada compreende um aglcar néo
redutor lioprotetor, a proteina de fusdo RAGE, e um tampéo, e em que a proteina de fuséo
RAGE compreende um polipeptideo RAGE diretamente ligado a um polipeptideo
compreendendo um dominio CH2 de uma imunoglobulina ou uma porgéo de um dominio
CH2 de uma imunoglobulina, @ em que o polipeptideo RAGE compreende um sitio de
ligagdo do ligador RAGE.

11. Formulagdo reconstituida, de acordo com a reivindicagdo 10,
CARACTERIZADA pelo fato de que a concentragéo da protefna de fusdo RAGE na
formulagéo reconstituida de 40 mg/mL a 100 mg/mL.

12, Formulagdo reconstituida, de acordo com a reivindicagdo 10,
CARACTERIZADA pelo fato de que:

(a) a proteina de fusdo RAGE compreende um ligador interdominio derivado a partir
de RAGE ao invés de um polipeptideo na dobradiga interdominio derivado a partir de
imunoglobulina; ou

(b) a proteina de fusdo RAGE compreende (i) um ligador interdominio RAGE que
separa os dominios V e C1 de RAGE, ou (i) um ligador que separa os dominios C1 ¢ C2 de
RAGE, em vez da regido dobradiga da cadeia pesada da imunogiobulina; ou '

(c) a proteina de fuso RAGE é obtivel por remogéo da regido dobradica Fc da
imunoglobulina e a substituindo com o polipeptideo.

13. Formulagdo reconstituida, de acordo com a reivindicagdo 10,
CARACTERIZADA pelo fato de que a protefna de fusdo RAGE é codificavel por uma
molécula de DNA compreendendo a sequiéncia com revelada na SEQ ID NO:30, SEQ ID
NO: 31, SEQ ID NO:54 ou SEQ |ID NO:55.

14. Formulagdo reconstituida, de acordo com reivindicagéo 10, CARACTERIZADA
pelo fato de que o polipeptideo RAGE compreende um sitio de ligagéo do ligador RAGE
compreendendo a seqiiéncia aminoécida como revelado na SEQ ID NO: 10 ou uma
seqliéncia pelo menos 90% idéntica da mesma, ou a seqliéncia aminoacida como revelado
na SEQ ID NO:47, ou uma seqiiéncia pelo menos 90% idéntica da mesma.

15. Formulagdo reconstituida, de acordo com a reivindicagdo 10,
CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina de fuséo RAGE compreende a seqiiéncia de



aminoacido como revelado em pelo menos uma das SEQ ID NOs: 32; 33, 34, 35,36, 37, 56,
ou 57, ou uma sequiéncia pelo menor 90% idéntida as mesmas.

16. Formulagdo reconstituida, de acordo com a reivindicagéio 15,
CARACTERIZADA pelo fato de que uma seqiiéncia pelo menos 90% idéntica as SEQ ID
NOs: 32, 33, 34, 35, 36, 37, 56, ou 57 compreende o polipeptideo das SEQ ID NOS: 32, 33,
34, 35, 36, 37, 56, ou 57 respectivamente sem a lisina C-terminal.

17. Formulagdo reconstituida, de acordo com a reivindicagédo 10,
CARACTERIZADA pelo fato de que a formulagéo compreende 1-400 mg/mL da proteina de
fusdo RAGE compreendendo a seqiiéncia revelada na SEQ ID NOs: 32, 33, 34, 35, 36, 37,
56, ou 57, ou uma seqiiéncia pelo menos 90% idéntica do mesmo; 1 mM a 100 mM de -
tampéo de histidina; 60 mM a 65 mM de sacarose; 0,001% a 0,05% de Tween 80; e pH de
6.0a6.5.

18. Formulagdo reconstituida, de acordo com a reivindicagéo 10,
CARACTERIZADA pelo fato de que a formulagéo exibe menos que 5% de decomposigéo
ap6s 1 semana a 40 graus centigrados.

19. Formulagéo reconstituida, de acordo com reivindicagéo 10, CARACTERIZADA
pelo-fato de que cerca-de 10% da proteina de fuséo RAGE esta presente -como uma
agregado na formulagdo sob reconstituigéo.

20. Formulagdo reconstituida, de acordo com a reivindicagdo 10,
CARACTERIZADA pelo fato de que o aglcar compreende pelo menos um de sacarose,
manitol ou trealose.

'21. Formulagdo reconstituida, de acordo com a reivindicagdo 10,
CARACTERIZADA pelo fato de que a formulagdo liofilizada da proteina de fuséo RAGE
compreende pelo menos um de um tampé&o, um tensoativo, um agente quelante ou um
agente de massa.

22. Formulagdo reconstituida, de acordo com a reivindicagdo 10,
CARACTERIZADA pelo fato de que a formulagdo reconstituida é adequada para
administragdo subcuténea ou intramuscular.

23. Artigo de fabricagio CARACTERIZADO pelo fato de compreender um
recipiente que contém a formulagéo liofilizada de conforme descrito nas reivindicagoes de 1
a 9, e instrugdes para reconstituir a formulaggio liofilizada com um diluente tal que a
concentragdo de proteina de fusdo RAGE na formulagéo reconstituida estd dentro da
variagdo de 1 mg/mL a 400 mg/mL.

24. Artigo de fabricagdo, de acordo com a reivindicagéo 23, CARACTERIZADO
pelo fato de que a proteina de fusdo RAGE na formulagéo reconstituida € de 40 mg/mL a
cerca de 100 mg/mL.

25, Artigo de fabricagdo, de acordo com a reivindicagéo 23, CARACTERIZADO
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pelo fato de compreender um segundo recipiente que contém um diluente para reconstituir a
formulagao liofilizada.

26. Método para preparar uma formulag8o estével reconstituida de uma proteina de
fusdo RAGE CARACTERIZADO pelo fato compreender uma mistura liofilizada da proteina
de fusdo RAGE e um agticar néo redutor lioprotetor em um diluente tal que a concentragéo
da proteina de fusdio RAGE na formulagéo reconstituida estd em uma variagéo de 1 mg/mL
a 400 mg/mL, em que a proteina de fusdo RAGE compreende um polipeptideo RAGE
diretamente ligado a um polipeptideo compreendendo um dominic CH2 de uma
imunoglobulina ou uma porgéo de um dominio CH2 de uma imunoglobulina, e em que o
polipeptideo RAGE compreende um sitio de ligagéo do ligador RAGE.

27. Método, de acordo com a reivindicagdo 26, CARACTERIZADO pelo fato de
que:

(a) a proteina de fusdo RAGE compreende um ligador interdominio derivado a partir
de RAGE ao invés de um polipeptideo na dobradiga interdominio derivado a partir de
imunoglobulina; ou ,

(b) a proteina de fusdio RAGE compreende (i) um ligador interdominio RAGE que
separa-os dominios V e C1 de RAGE;ou-(ii)-um ligador que separa os dominios-C1 e C2 de
RAGE, em vez da regi&o dobradiga da cadeia pesada da imunoglobulina; ou

(c) a proteina de fuso RAGE é obtivel por remogdo da regido dobradica Fc da
imunoglobulina e a substituindo com o polipeptideo.

28. Método, de acordo com a reivindicagéo 26, CARACTERIZADO pelo fato de que
o lioprotetor compreende pelo menos um de sacarose, manitol ou trealose.

29. Método, de acordo com a reivindicagéo 26, CARACTERIZADO pelo fato de que
a mistura liofilizada ainda compreende pelo menos um de um tampéo, um tensoativo, um
agente quelante ou um agente de massa.

30. Método, de acordo com a reivindicagéo 26, CARACTERIZADA pelo fato de que
a proteina de fusdo RAGE compreende a seqliéncia de amino4cido como revelado em pelo
menos uma das SEQ ID NOs: 32, 33, 34, 35,36, 37, 56, ou 57, ou uma seqiiéncia pelo
menor 90% idéntida as mesmas.

31. Uso de uma formulagdo, de acordo com quaisquer das reivindicagbes 1 a 22,
CARACTERIZADO pelo fato de ser para a preparagdo de um medicamento para o
tratamento de um disturbio mediado por RAGE em um paciente.

32. Uso, de acordo com a reivindicagdo 31, CARACTERIZADO pelo fato de que o
medicamento é tencionado tratar pelo menos uma de complicagdes diabéticas tardias,
amiloidose, doenga de Alzheimer, céncer, faléncia renal, ou inflamagdo associada com
autoimunidade, doenga inflamatéria interstinal, artrite reumatdide, psoriase, esclerose
multipla, hipéxia, derrame, ataque cardiaco, choque hemorragico, sepse, transplante de



a " .

) . ) 0(\@\ da Pf% )

a 5 c} ¢o
F4 o
. _: Fla. %.
i 6rgdo, osteoporose, cicatrizagéo impedida de ferida, ou inflamag&o e/ou rejeicéo: asgggiad 5‘2
com transplante de pelo menos um de um 6rgéo, um tecido, ou uma pluralidade de"gg,ulas a &
93s-

partir do primeiro sitio para o segundo sftio.



FIG. 1A
SEQID NO: 1

MAAGTAVGAW
WKLNTGRTEA
AMNRNGKETK
PAGTLSWHLD
DPRPTFECSF
PGGTVTLTICE
CVATHSSHGP
LGTAALLIGV
TGGEP

SEQ ID NO: 2

WKLNTGRTEA
AMNRNGKETK
PAGTLSWHLD
DPRPTFSCSF
PGGTVTLTCE
CVATHSSHGP
LGTAALLIGV
TGGP

FIG. 1B

SEQID NO:3

WKLNTGRTEA
AMNRNGRETK
PAGTLSWHLD
DPRPTFSCSF
PGGIVTLTCE
CVATHSSHGP
LGTAALLIGV
TGGP

VLVLSLWGAV
WKVLSPQGGG
SNYRVRVYQI
GKPLVPNEKG
SPGLPRHRAL

VPAQPSPQIH

QESRAVEIETX
ILWQRRORRG

WKVLSPQGGG
SNYRVRVYQI
GKPLVPNEKG
SPGLPRHRAL
VPAQPSPQIH
QESRAVSISI
ILWQRRQRRG

WKVLSPOGGG
SNYRVRVYQI
GKPLVDPNEKG
SPGLPRHRAL
VPAQPSPQTIH
QESRAVSISIE
TLWQRRQRRG

VGAQNITARI
PWDSVARVLP
PGKPEIVDSA
VSVKEQTRRH
RTAPIQPRVW
WMKDGVPLPL
IEPGEEGPTA
EERKAPENQE

AQNITARI
PWDSVARVLP
PGKPEIVDSA
VSVKEQTRRH
RTAPIQPRVW
WMKDGVPLPL:
IEPGEEGPTA
EERKAPENQE

ONITARI

GEPLVLKCKG
NGSLFLPAVG
SELTAGVPNK
PETGLFTLOS
EPVPLEEVQL
PPSPVLILPE
GBVGGESGLGT
EEEERAELNQ

GEPLVLKCKG
NGSLFLPAVG
SELTAGVPNK
PETGLFTIQS
EPVPLEEVQL
PPSPVLILPE
GSVGGSGLGT
EEEERAELNQ

GEPLVLKCKG

PWDSVARVLP'' NGSLFLPAVG
PGKPEIVDSA SELTAGVPNK
VSVKEQTRRH PETGLEFTLOS
RTAPIQPRVW EPVPLEEVQL
WMKDGVPLPL PPSPVLILPE
ITEPGEEGPTA GSVGGSGLGT
EERKAPENQE EEEERAELNQ

APKKPPQRLE
IQDEGIFRCQ
VGTCVSEGSY
ELMVIPARGG
VVEPEGGAVA
IGPQDQGTYS
LALALGILGG
SEEPEAGESS

APKKPPQRLE
IQDEGIFRCO
VGTCVSEGSY
ELMVTPARGG
VVEPEGGAVA
IGPODQGTYS
LALALGILGG
SEEPEAGESS

APKKPPORLE
IODEGIFRCQ
VGTCVSEGSY
ELMVTIPARGG
VVEPEGGAVA
IGPQDQGTYS
LATALGILGG
SEEPEAGESS



FIG. 1C

SEO ID NO: 4
MAAGTAVGAW
WKLNTCGRTEA
AMNRNGKETK
" PAGTLSWHLD
DPRPTFSCST
PGGTVTLTCE
CVATHSSHGP

SEQIDNO: S

WKLNTGRTEA
AMNRNGKETK
PAGTLSWHLD
DPRPTFSCSEF
PGGTVTLTCE
CVATHSSHGP

SEQ ID NO: 6

WKLNTGRTEA
AMNRNGKETK
PAGTLSWHLD
DPRPIFSCSF
PGGTVILTCE
CVATHSSHGP

VLVLSLWGAV

WKVLSPQGGG
SENYRVRVYQL
GKPLVPNEKG
SPCGLPRHRAL
VPRQPSPQIH
QESRAVEBISI

WKVLSPQGGG
SNYRVRVYQL
GKPLVPNEKG
SPGLPRHRAL
VPRAQPSPQIH
QESRAVSISI

WKVLSPQGGG
SNYRVRVYQT
GKPLVPNEKG
SPGLPRHRAL
VPAQPSPQIH
QESRAVSISI

VGACONITARI
PWDSVARVLE
PGKPEIVDSA
VSVKEQTRRH
RTAPIQPRVW
WMKDGVPLPL
IEPGEEGPTA

AONITART
PWDSVARVLP
PGKPEIVDSA
VSVKEQTRRH
RTAPIQPRVW
WMKDGVPLPL
ITEPGEEGPTA

ONITARY
PWDSVARVLP
PGKPEIVDSA
VSVKEQTRRH
RTAPIQPRVW
WMKDGVPLPL
IEPGEEGPTA

GEPLVLKCKG
NGSLFLPAVG
SELTAGVPNK
PETGLFTLQS
EPVPLEEVQL
PPSPVLILPE
GEBVGGSGLG

GEPLVLKCKG
NGSLFLPAVG
SELTAGVEPNK
PETGLFTLQS
EPVPLEEVQL:
PPSPVLILPE
GBVGGESGLG

GEPLVLKCKG
NGSLFLPAVG
SELTAGVPNK
PETGLFTLOS
EPVPLEEVQL
PPSPVLILPE
GSVGGSGLG

APKKPPORLE
IQDEGIFRCQ
VGTCVSEGSY
ELMVTPARGG
VVEPEGGAVA
IGPODQGTYS

APKKPPORLE
IQDEGIFRCO
VGTCVSEGSY
ELMVTPARGG
VVEPEGGAVA
IGPQDQGTYS

APKKPPQORLE
IQODEGIFRCO
VGTCVSEGSY
ELMVTPARGE
VVEPEGGAVA
IGPODQGTYS



FIG. 1D

SEQ ID NO: 7

AQONITARI GEPLVLKCKG
PWDSVARVLP NGSLFLPAVG

SEQ ID NO: 8

QNITARI GEPLVLXCKG
PWDSVARVLP NGSLFLPAVG

SEQ[H?PH):Q
AQNITART GEPLVLKCKG

SEQ ID NO: 10

QNITARI GEPLVLKCKG

SEQOIDNO: 131

PAGTLSWHLD GKPLVPNERG
DPRPTFSCSF SPGLPRHRAL

SEQ ID NO: 12

PGGTVILTCE VPAQPSPQIH
CVATHSSHGP QESRAVS

SEQ ID NO: 13

AQNITARI GEPLVLKCKG
PWDSVARVLP NGSLFLPAVG
PGK

APKKPPQRLE
IQUEGIFRCQ

APKKPPQRLE
IQDEGIFRCQ

APKKPPORLE

APKKPPQRLE

PEIVDSA
VSVKEQTRRH

PRVW
WMKDGVPLPL

APKKPPQRLE
IQDEGIFRCQ

WKLNTGRTEA
AMNRNGKETK

WKLNTGRTEA
AMNRNGKETK

WK

WK

SELTAGVPENK
PETGLFTLQS

EPVPLEEVQIL:
PPSPVLILPE

WKLNTGRTER
AMNRNGKETK

WKVLSPOGGG
SNYRVR

WRVLSPQGGEG
SNYRVR

VGTCVSEGSY
ELMVTPARGG

VVEPEGGAVA
IGPQDQGTYS

WKVLSPQGGG
SNYRVRVYQI



FIG.1E

SEQ ID NO: 14

ONITARI GEPLVLKCKG
PWDSVARVLP NGSLFLPAVG
PGK

AQNITARI GEPLVLKCKG
PWDSVARVLP NGSLFLPAVG
PGKPEIVDSA SELTAG

SEQ 1D NO: 16

QONITARI GEPLVLKCKG
PWDSVARVLP NGSLFLPAVG
PGKXPEIVDEA SELTAG

SEQ ID NO: 17

AQNITARI GEPLVLXCKG
PWDEVARVLP NGSLFLPAVG
PGKPEIVDSA SELTAGVPNK
VSVKEQTRRH PETGLFTLQS
RTAPIQ

SEQ ID NO: 18

ONITARI GEPLVLKCKG
PWDSVARVLP NGSLFLPAVG
PGKPEIVDSA SELTAGVPNK
VSVKEQTRRH PETGLFTLQS
RTAPIQ

APKKPPORLE
IQDEGIFRCQ

APKKPPQORLE
IQODEGIFRCQ

APKKPPQRLE
IQDEGIFRCQ

APXKPPQRLE
IQDEGIFRCQ
VGTCVSEGSY
ELMVIPARGG

IQDEGIFRCQ
VGTCVSEGSY
ELMVTPARGG

WKINTGRTEA
AMNRNGKETK

WKINTGRTEA
AMNRNGKETK

WKLNTGRTEA
AMNRNGKETK

WKLNTGRTEA
AMNRNGKETK
PAGTLSWHLD
DPRPTFSCSF

WKLNTGRTEA
AMNRNGKETK
PAGTLSWHLD
DPRPTFSCSF

WKVLSPQGGG
SNYRVRVYQIL

WKVLSPQGGG
SNYRVRVYQI

WKVLSPQGGG
SNYRVRVYQI

WKVLSPQGGG
SNYRVRVYQT
GKPLVENEKG
SPGLPRHRAL

WKVLSPQGGG
SNYRVRVYQI
GKPLVPNEKG
SPCGLPRHRAL



FIG. 1F

SEQ ID NO: 19

AQNITARI GEPLVLKCKG
PWDSVARVLP NGSLFLPAVG
PGKPEIVDSA SELTAGVPNK
VSVKEQTRRH PETCLFTLQOS
RTAPIQPRVW EPVPLEEVQL

SEQ ID NO: 20

QNITARI GEPLVLKCKG
PWDSVARVLP NGSLFLPAVG
PGKPEIVDSA SELTAGVPNK
VSVKEQTRRH PETGLFTLOS
RTAPIQPRVW EPVPLEEVQL

SEOQ ID NO: 21
VYQIPGK

SEQ ID NO: 22
TAPIQPRVWE PVPLEEVQLV

SEQ ID NO; 23
VYQIPGKPEI VDSASELTAG

SEQ ID NO: 24
TAPIQ

APKKPPQRLE
IQDEGIFRCQ
VGTCVSEGSY
ELMVTPARGG
VVEPEGGAVA

APKKPPQRLE
IQDEGIFRCQ
VGTCVSEGSY
ELMVTPARGG
VVEPEGGAVA

VEPEGGAVAP

WKLNTGRTEA
AMNRNGKETK
PAGTLSWHLD
DPRPTFSCSF
P

WKLNTGRTEA
AMNRNGKETK
PAGTLSWHLD
DPRPTFSCSFEF
P

WKVLSPQGGG
SNYRVRVYQI
GKPLVPNEKG
SPGLPRHRAL

WKVLSPQGGGE
SNYRVRVYQIL
GKXPLVPNEKG
SPGLPRHRAL



FIG. 1G

SEQ ID NO:

25

ATGGCAGCCG
GGGGGCAGTA
TGGTGCTGAA
TGGAAACTGA
GGGAGGAGGC
TCTTCCTITCC
GCAATGAACA
CTAC

SEQ ID NO:

GAACAGCAGT
GTAGGTGCTC
GTGTAAGGGG
ACACAGGECCG
CCCTGGGACA
GGCTGETCGGG
GGAATGGAARN

26

ATGGCAGCCG
GGGGGCAGTA
TGGTGCTGAA
TGGAAACTGA
GGGAGGAGGC
TCTTCCTTCC
GCAATGAACA
CTACCAGATT

SEQ ID NO:

GAACAGCAGT
GTAGGTGCTIC
GTGTAAGGEGG
ACACAGGCCG
CCCTGGGACA
GECTGETCGGE
GCGAATGGARA
CCTGGGAAG

27

ATGGCAGLCCG
CGGGGCAGTA
TGGTGCTGAA
TGGAAACTGA
GGGAGGAGGC
TCTTCCTTICC
GCAATGAACA
CTACCAGATT
CGGCTGEGT

GAACAGCAGT
GTAGGTGCTC
GTGTAAGGGG
ACACAGGCCG
CCCTGGGACA
GGCTGTICGGEG
GGAATGGABRA
CCTGGGEAAGC

TGGAGCCTGG
AAARCATCAC
GCCCCCAAGA
GACAGAAGCT
GTGTGCGECTICG
ATCCAGGATG
GGAGACCAAG

TGGAGCCTGG
AAAACATCAC
GCCCCCAACA
GACAGAAGCT
GTGTGGCTCG
ATCCAGGATG
GGAGACCAAG

TGGAGCCTGG
AAARCATCAC
GCCCCCAAGA
GACAGAAGCT
GTGTGGCTCG
ATCCAGGATG

_GGAGACCAAG

CAGAAATTGT

GTGCTGGTCC
AGCCCGGATT
AACCACCCCA
TGCGAAGGTCC
TGTCCTTCCC
AGGGGATTTT
TCCAACTACC

GTGCTGGTCC
AGCCCGGATT
AACCACCCCA
TGGAAGGTCC
TGTCCTTCCC
AGGGGATTIT
TCCAACTACC

GTGCTGGTCC
AGCCCGGATT
AACCACCCCA
TGGAAGGTCC
TGTCCTTCCC
AGGGGATTTT
TCCAACTACC
AGATTCTGCC

TCAGTCTGTG
GGCGAGCCAC
GCGGCTGGAA
TGITCTCCCCA
AACGGCTCCC
CCGETGCCAG
GAGTCCGTGT

TCAGTCTGTG
GGCGAGCCAC
GCGGCTGGAA
TGTCTCCCCA
AACGGCTCCC
CCGGTGCCAG
GAGTCCGTGT

TCAGTCTGTG
GGCGAGCCAC
GCGGCTGGAA
TGTCTCCCCA
ARCGGCTCCC
CCGGTGCCAG
GAGTCCGTGT
TCTGAACTCA



FIG.1H

SEQ ID NO:28

ATGGCAGCCG
GGGGGCAGTA
TGGETGCTGRA
TGGABAACTGA
GGCAGGAGGC
TCTTCCTTCC
GCAATGAACA
CTACCAGATT
CEGLTEETET
CCTGCAGGGA
TGAGAAGGGA
GGCTCTTCAC
GATCCCCETC
CCEEECCTTG

GAACAGCAGT
GTAGGTGCTC
GTGTAAGGGG
ACACAGGCCG
CCCTGGGACA
GGCTGETCGGG

GGAATGGARAA

CCTGGGAAGC
TCCCAATAAG
CTCTTAGCTG
GTATCTGTGA
ACTGCAGTCG
CCACCTTCTC
CGCACAGCCC

SEQ ID NO:29

ATGGCAGCCG
GCCEGCAGTA
TGGTGCTGAA
TGGAAACTGA
GGGAGGAGGC
TCTTCCTTCC
GCAATGAACA
CTACCAGATT
CGGCTEETGET
CCTGCAGGGA
TGCAGAAGCGGA
GGCTCTTCAC
GATCCCC@ETC
CCGGGCCTTE
CTCTGGAGGA
ccT

GAACAGCAGT
GTAGGTGCTC
GTGTAAGGGG
ACACAGGCCG
CCCTGGGACA
GECTETCGEG
GGAATGGAAA
CCTGGGAAGC
TCCCAATAAG
CTCTTAGCIG
GTATCTGTGA
ACTGCAGTCG
CCACCTTCTC
CGCACAGCCC
GGTCCAATIG

TGGAGCCTGG
AAAACATCAC
GCCCCCARAGA
GACAGAAGCT
GTGTGGCTCG
ATCCAGGATG
GGAGACCAAG
CAGARATTGT
GTGGGGACAT
GCACTTGGAT
AGGAACAGAC
GAGCTAATGG
CTGTAGCTTC
CCATCCAGCC

TGGAGCCTGG
AAAACATCAC
GCCCCCAAGA
GACAGAAGCT
GTGTGGCTCG
ATCCAGGATG
GGAGACCAAG
CAGAAATTGT
GTGGGGACAT
GCACTTGGAT
AGGAACAGAC
GAGCTAATGG
CTGTAGCTTC
CCATCCAGCC
GTGGTGGAGC

GTGCTGGTCC
AGCCCGGATT
AMCCACCCCA
TGGAAGGTCC
TGTCCTTCCC
AGGGGATTTT
TCCAACTACC
AGATTICTGCC
GTGTGTCAGA
GGGAAGCCCC
CAGGAGACAC
TGACCCLAGC
AGCCCAGGCC
CCGTGTCTGG

GTGCTGGTCC
AGCCCGGATT
AACCACCCCA
TGCAAGGTCC
TGTCCTTCCC
AGGGGATTTT
TCCAACTACC
AGATTCTGCC
GTGCTGTCAGA
GGGAAGCCCC
CAGGAGACAC
TGACCCCAGC
AGCCCAGGCC
CCGTGTCTGG
CAGAAGGTGG

TCAGTCTGTG
GGCGAGCCAC
GCGGCTGGAA
TGTCTCCCCA
AACGGCTCCC
CCGGTGCCAG
GAGTCCGTGT
TCTGAACTCA
GGGGAGCTAC
TGGTGCCTAA
CCTGAGACAG
CCGGGGAGGA
TTCCCCGACA

TCAGTCTGTG
GGCGAGCCAC
GCGGCTGGAA
TETCTCCCCA
AACGGCTCCC
CCGGTGCCAG
GAGTCCGTGT
TCTGAACTCA
GGGGAGCTAC
TGGTGCCTAA
CCTGAGACARG
CCGGGGAGGA
TTCCCCGACA
GAGCCTGTGC
AGCAGTAGCT



FIG. 1I

SEOQ ID NO: 38

PEVH
VEVHNAKTKP
IEKTISKAKG
ESNGQPENNY
LENHYTQKSL

LFPPKPKDTL
REEQYNSTYR
QPREPQVYTL
KITTPPVLDSD
SLSPGK

CCGTCAG
CTCCCGGACC
ACCCTGAGGT
GCCAAGACAA
CAGCGTCCTC
AGTGCAAGGT
TCCAAAGCCA
ATCCCGGGAT
AAGGCTTCTA
CCGGAGRACA
CTTCTTCCTC
GGAACGTCTT
ACGCAGRAGA

TCTITCCTCTT
CCTGAGGTCA
CaAAGTTCAAC
AGCCGLCGGEGA
ACCGTCCTGC
CTCCAACAAA
AAGGGCAGCC
GAGCTGACCA
TCCCAGCGAC
ACTACAAGAC
TACAGCAAGC
CTCATGCTCC
GCCTCTCCCT

SEQ ID NO: 40

PCPAPELLGG
YVDGVEVIHNA
LPAPIEKTIS
AVEWESNGQP
MHEALHNHYT

PSVFLFPPKP
KTKFREEQYN
KAKGQPREPQ
ENNYKTTPPV
QKSLSLSPGK

MISRTPEVTC
VVSVLTVLHQ
PPSRDELTKN
GSFFLYSKLT

CCCCCCAARA
CATGCGTGGT
TGCTACGTIGG
CGAGCAGTAC
ACCAGGACTG
GCCCTCCCAG
CCGAGAACCA
AGAACCAGGT
ATCGCCETGE
CACGCCTCCC
TCACCGTGGA
GTGATGCATG
GTCTCCGGGT

KDTLMISRTP
STYRVVSVLT
VY TLPPSRDE
LDSDGSFFLY

VVVDVSHEDP
DWLNGKEYXC
QVSLTCLVKG
VDKSRWQQGN

CCCAAGGACA
GGTGGALCGTG
ACGGCETGCGA
AACAGCACGT
GCTGAATGGC
CCCCCATCGA
CAGGTGTACA
CAGCCTGACC
AGTGGCGAGAG
GTGCTGGACT
CAAGAGCAGG
AGGCTCTGCA
AARTGA

EVTCVVVDVS
VLHQDWLNGK
LTKNQVSLTC
SKLTVDKSRW

EVKFNWYVDG
KVSNKALPAP
FYPSDIAVEW
VFSCSVMHERA

CCCTCATGAT
AGCCACGAAG
GGTGCATAAT
ACCGTGTGGET
AAGGAGTACA
GAAAACCATC
CCCTGCCCCC
TGCCTGGTCA
CRATGGGCALG
CCGACGGECTC
TGGCAGCAGG
CAACCACTAC

HEDPEVKEFNW
EYKCKVSNKA
LVKGFYPSDI
QQGNVFSCSV



F1G. 1J

SEQ ID NO: 41

CCGTGCCCAG
CCCAAAACCC
GCGTGGTGGT
TACGTGGACG
GCAGTACAAC
AGGACTGGCT
CTCCCAGCCC
AGAACCACAG
ACCAGGTCAG
GCCEGTGGAGT
GCCTCCCGTG
CCGTGGACAA
ATGCATGAGG
TCCGGGTAAA

CACCTGAACT
AAGGACACCCT
GGACGTGAGC
GCGTGGAGGT
AGCACGTACC
GAARTGGCAAG
CCATCGAGAA
GTGETACALCCC
CCTGACCTGC
GGGAGAGTCAA
CTGGACTCCG
GAGCAGGTGG
CTCTGCACAA
TGA

SEQ ID NO: 42

PCPAPELLGG
YVDGVEVHNA
LPAPIEKTIS

AVEWESNGQP
MHEALHNHYT

SEQ ID NO: 43

PSVFLFPPKXP
KTKPREEQYN
KAK

GQPREPQ
ENNYKTTPPV
QKSLSLSPGK

SEQ ID NO: 44
ISI TEPGEEGPTA GSVGGSGLGT LA

CCTGGGGGGA
TCATGATCTC
CACGAAGACC
GCATAATGCC
GCTGITGCTCAG
GAGTACAAGT
AACCATCTCC
TGCCCCCATC
CTGGTCAAAG
TGGGCAGCCG
ACGGCTCCTT
CAGCAGGGGA
CCACTACACG

KDTLMISRTP
STYRVVSVLT

VYTLPPSRDE
LBSDGSFFLY

CCGTCAGTCT
cceaaccceT
CTGAGGTCAA
AAGACAAAGC
CGTCCTCACC
GCAAGGTCTC
AAAGCCAAAG
CCGGGATGAG
GCTTCTATCC
GAGAACAACT
CTTCCTCTAC
ACGTCTTCTC
CAGAAGAGCC

BEVICVVVDVS
VLHEQDWLNGK

LTKNQVSLTC
SKLTVDKSRW

TCCTCTTCCC
GAGGTCACAT
GTTCAACTGG
CGCCGGAGGA
GTCCTGCACC
CAACAAMGCC
GGCAGCCCCG
CTGACCAAGA
CAGCGACATC
ACAAGACCAC
AGCAAGCTCA
ATGCTCCGTG
TCTCCCTGTC

HEDPEVKFNW
EYKCKVSNKA

LVKGFYPSDI
QQGNVEFSCSV



FIG. 1K

SEOQ ID NO: 45

WKLNTGRTEA WRKVLSPQGGG
AMNRNGKETK SNYRVRVYQI

PAGTLSWHLD GKPLVPNEKG
DPRPTFSCSF SPGLPRHRAL

PGGTVTILTCE VPAQPSPQIH
CVATHSSHGP QESRAVSISI

SEQ ID NO: 46
pENITARI GEPLVLKCKG
PWDSVARVLP NGSLFLPAVG

SEQ ID NO: 47

DENITARI GEPLVLKCKG

PENITARI GEPLVLKCKG
PWDSVARVLP NGSLFLPAVG
BGK

10

pENITARI GEPLVLKCKG APKKPPQRLE

PROSVARVLP
PGKPEIVDSA
VSVKEQTRRH
WMKDGVPLPL
IEPGEEGPTA

APKKPPQRLE
IQDEGIFRCQ

APKKPPQRLE

APKKPPQORLE
IQDEGIFRCQ

NGSLFLPAVG
SELTAGVPNK
PETGLFTLQS
EPVPLEEVQL
PPSPVLILPE
GSVGGSGLG

WKLNTGRTEA
AMNRNGKETK

WK .

IQDEGIFRCQ
VGTCVSEGSY
EILMVTPARGG
VVEPEGGAVA
IGPODQGTYS

WKVLSPQGGG
SNYRVR

WKLNTGRTEA WKVLSPQGGG
AMNRNGKETK SNYRVRVYQI



FI1G. 1L

SEQ ID NO: 49

PENITARI GEPLVLKCKG
PWDSVARVLP NGSLFLPAVG
PGKPEIVDSA SBLTAG

SEQ ID NO: 50

PENITARI GEPLVLKCKG
PWDSVARVLFP NGSLFLPAVG
PGKPEIVDSA SELTAGVPNK
VSVKEQTRRH PETGLFTLQS
RTAPIQ

SEQ ID NO: 51
PENITARI GEPLVLKCKG

PWDSVARVLP
PGKPEIVDSA
VSVKEQTRRH
RTAPIQPRVW

NGSLFLPAVG
SELTAGVPNK
PETGLFTLOS
EPVPLEEVQL

11

APKKPPQRLE
IQDEGIFRCQ

APKKPPQRLE"

IQDEGIFRCO
VGTCVSEGSY
ELMVTPARGG

APKKPPQRLE
IQDEGIFRCQ
VGTCVSEGSY
ELMVTPARGG
VVEPEGGAVA

WKLNTGRTEA
AMNRNGKETK

WKLINTGRTEA
AMNRNGKETK
PAGTLSWHLD
DPRPTFSCSF

WKLNTGRTEA
AMNRNGKETK
PAGTLSWHLD
DPRPTFSCSTY
P

WEKVLSPQGGG
SNYRVRVYQI

WKVLSPQGGG
SNYRVRVYQL
GKPLVPNEKG
SPGLPRHRAL

WKVLSPQGGG
SNYRVRVYQI
GKPLVPNEKG



FIG. 1M

SEQ ID NO: 52

CCGTCAG
CTCCCGCGACC
ACCCTGAGGT
GCCAAGACAA
CaAGCGTCCTC
AGTGCAAGGT
TCCAAAGCCA
ATCCCGGGAT
AAGGCTTCTA
CCGGAGAACA
CTTCTTCCTC
GGAACGTCTIT
ACGCAGAAGA

TCTTCCTCTT
CCTGAGGTCA
CAAGTTCAAC
AGCCGCGGGA
ACCGTCCTICC
CTCCAACAAA
AAGCGGCAGCC
GAGCTGACCA
TCCCAGCGAC
ACTACAAGAC
TACAGCAAGC
CTCATGCTCC
GCCTCTCCCT

CCGTGCCCAG
CCCAAAACCC
GCGTGGETGGT
TACGTGGACG
GCAGTACAAC
AGCGACTGGCT
CTCCCAGCCC
AGAACCACAG
ACCAGGTCAG
GCCGTGGAGT
GCCTCCCETG
CCGTGGACAA
ATGCATGAGG
TCCCGGGAAA

CACCTGAACT
AAGGACACCC
GGACGTGAGC
GCGTGGCAGGT
AGCACGTACC
GAATGGCAAG
CCATCGAGAA
GTGTACACCC
CCTGACCTIGC
GGGAGAGCAA
CTGGACTCCG
GAGCAGGTGG
CTCTGCACARA
TGA

12

CCCCCCARAA

CATGCGTGGT
TGGTACGTGG
GGAGCAGTAC
ACCAGGACTG
GCCCTCCCAG
CCGAGAACCA
AGAACCAGGT
ATCGCCGTGE
CACGCCTCCC
TCACCGTGGA
GTGATGCATG
GTCTCCCGGGE

CCTGGGGGGA
TCATGATCTC
CACGAAGACC
GCATAATGCC
GTGTGGTCAG
CAGTACAAGT
AACCATCTCC
TGCCCCCATC
CTGGTCAAAG
TGGGCAGCCG
ACGGCTCCTT
CAGCAGGGGA
CCACTACACG

CCCAAGGACA
GCTGGACGTG
ACGGCGTGGA
AACAGCACGT
GCTGAATGEGC
CCCCCATCGA
CAGGTGTACA
CAGCCTGACC
AGTGGGACGAG
GTGCTGGACT
CAAGAGCAGG
AGGCTCTGCA
AAMTGA

CCGTCAGTCT
CCGGACCCCT
CTGAGGTCAA
AAGACAAAGC
CGTCCTCACC
GCAAGGTCTC
AAAGCCAAAG
CCGGGATGAG
GCTTCTATCC
GAGAACAACT
CTTCCTCTAC
ACGTCTTCTC
CAGAAGAGCC

CCCTCATGAT
AGCCACGAAG
GGTGCATAAT
ACCGTGTGGT
AAGGAGTACA
GAAAACCATC
CCCcTGCCCCC
TGCCTGGTCA
CAATGGGCAG
CCGACGGCTC
TGGCAGCAGG
CAACCACTAC

TCCTCTTCCC
GAGGTCACAT
GTTCAACTGG
CGCGGGAGGA
GTCCTGCACC
CAACAAAGCC
GGCAGCCCCG
CTGACCAAGA
CAGCGACATC
ACAAGACCAC
AGCAAGCTCA
ATGCTCCGTG
TCTCCCTGTC



ATGGCAGCCG
GGGGGCAGTA
TGGTGCTGAA
TGGAAACTGA
GCCGAGGAGGC
TCTTCCTTCC
GCAATGAACA
CTACCAGATT
CGGCTGGTGT
CCTGCAGGGA
TCGAGAAGGGA
GGCTCTTCAC
GATCCUCGETC
CCGGCCCTTG
CTCTGGAGGA
CCTCCGTCAG
CTCCCGGACC
ACCCTGAGGT
GCCAAGACAA
CAGCGTCCTC
AGTGCAAGGT
TCCAAAGCCA
ATCCCGGGAT
AAGGCTTCTA
CCGGAGAACA
CTTCTTCCTC
GGAACGTCIT
ACGCAGAAGA

GAACAGCAGT
GTAGGTGCTC
GTGTAAGGGG
ACACAGGCCG
CCCTGGGACA
GGCTGETCGEGGE
GGAATGGAAA
CCTGGGAAGC
TCCCAATAAG
CTCTTAGCTG
GTATCTGIGA
ACTGCAGTCG
CCACCTTCTC
CGCACAGCCC
GGTCCAATTG
TCTTCCTCTT
CCTGAGGTCA
CAAGTTCAAC
AGCCGCGGGA
ACCGTCCTGC
CTCCAACAAA
AAGGCGCAGCC
GAGCTGACCA
TCCCAGCGAC
ACTACAAGAC
TACAGCAAGC
CTCATGCTCC
GCCTCTCCCT

(SEQ ID NO: 30)

13

TGGAGCCTGG
AAAACATCAC
GCCCCCAAGA
GACAGAAGCT
GTGTGGCTCG
ATCCAGGATG
GGAGACCAAG
CAGAAATTGT
GTGGGGACAT
GCACTTCGAT
AGGAACAGAC
GAGCTAATGG
CTGTAGCTTC
CCATCCAGCC
GTGGTGGAGC
CCCCCCAAAA
CATGCGTGGT
TGGTACGTGG
GGAGCAGTAC
ACCAGGACTG
GCCCTCCCAG
CCGAGAACCA
AGAACCAGGT
ATCGCCGTGG
CACGCCTCCC
TCACCGTGGA
GTGATGCATG
GTCTCCGGGT

GTGCTGGTCC
AGCCCGGATT
ARCCACCCCA
TCGGAAGGTCC
TGTCCTTCCC
AGGGGATTTT
TCCAACTACC
AGATTCTECC
GTGTGTCAGA
GGGAAGQCCCC
CAGGAGACAC
TGACCCCAGC
AGCCCAGGCC
CCETECTCTGE
CAGAAGGCTGG
CCCAAGGACA
GGTGGACGTG
ACGGCGTGGA
AACAGCACGT
GCTGCAATGGC
CCCCCATCGA
CAGGTGTACA
CAGCCTGACC
AGTGGGAGAG
GTGCTGGACT
CAAGAGCAGG
AGGCTCTGCA
ADATGA

FIG. 2A

TCAGTCTGTG
GGCGAGCCAC
GCGGCTGGAA
TGTCTCCCCA
AACGGCTCCC
CCGGTGCCAG
GAGTCCGTGT
TCTGAACTCA
GGGGAGCTAC
TGGTGCCTAA
CCTGAGACAG
CCGGEEAGGA
TTCCCCGACA
GAGCCTGTGC
AGCAGTAGCT
CCCTCATGAT
AGCCACGAAG
GGTGCATAAT
ACCGTGTGGT
AAGGAGTACA
GAAAACCATC
CCCTGCCCCC
TGCCTGGTCA
CAATGGGCAG
CCGACGGCTC
TGGCAGCAGG
CAACCACTAC



ATGGCAGCCCG
GGGGGCAGTA
TCGTGCTGAA
TGGARACTGA
GCGGAGGAGGC
TCTTCCTTCC
GCAATGAACA
CTACCAGATT
CECCTGGETGET
CCTGCAGGGA
TGAGAAGGGA.
GGCTCTTCAC
GATCCCCGTC
CCGGGCCTTG
CTCTGGAGGA
CCTCCGTCAG
CTCCCGGACC
ACCCTEAGGET
GCCAAGACAA
CAGCGTCCTC
AGTGCAAGGT
TCCAAAGCCA
ATCCCEGGAT
AAGGCTTCTA
CCGGAGAACA
CTTCTTCCTC
GGAACGTCTT
ACGCAGAAGA

GAACAGCAGT
GTAGGTGCTC
GTGTAAGGGG
ACACAGGECCG
CCCTGGGEACA
GECTCTCGGG
GCAATGGAAA,
CCTGGGAAGC
TCCCAATAAG
CTCTTAGCTG
GTATCTATGA
ACTGCAGTCG
CCACCTTCTC
CGCACAGCCC
GGTCCAATTG
TCTTCCTCTIT
CCTGAGGTCA
CAAGTTCAAC
AGCCGECGEEGA
ACCGTCCTGC
CTCCAACAAA
AAGGGCAGCC
GAGCTGACCA
TCCCAGCGAC
ACTACAAGAC
TACAGCARGC
CTCATGCTCC
GCCTCTCCCT

(SEQ ID NO: 54)

14

TGGAGCCTIGG
AABRACATCAC
GCCCCCAAGA
GACAGAAGCT
GTGTGGCICG
ATCCAGGATG
GGAGACCAAG
CAGAAATTGT
GTGGGGACAT
GCACTTGGAT
AGGAACAGAC
GAGCTAATGG
CTGTAGCTTC
CCATCCAGCC
GTGGETGGAGC
CCCCCCAARD
CATGCGTGGT
TGGTACGTGG
GGAGCAGTAC
ACCAGGACTG
GCCCICCCAG
CCGAGAACCA
AGAACCAGGT
ATCGCGCCGETGEE
CACGCCTCCC
TCACCGTGREA
GTGATGCATG
GTCITCCCGGGE

GTGCTGGETCC
AGCCCGGATT
AACCACCCCA
TGEGAAGGTCC
TGTCCITCCC
AGGGGATTTIT
TCCAACTACC
AGATTCTGCC
GTGIGTCAGA
GGGAAGCCCC
CAGGAGACAQ
TGACCCCAGC
AGCCCAGGCC
CCETGTCTGEG
CAGAAGGTGG
CCCAAGGACA
GGTGGACGTG
ACGGCGTGGA
AACAGCACGT
GCTGAATGGC
CCCCCATCGA
CAGGTGTACA
CAGCCTGACC
AGTGGGAGAG
GTGCTCGACT
CAAGAGCAGG
AGGCTCTGCA
AAATGA

FIG. 2B

TCAGTCTETG
GGCGAGCCAC
GCGGCTGCAA
TGTCTCCCCA
AACGGCTCCC
CCGGTGCCAG
GAGTCCGTGT
TCTGAACTCA
GGGGAGCTAC
TGGTGCCTAA
CCTGAGACAG
CCGEGEAGGA
TITCCCCGACA
GAGCCTGCTIEC
AGCAGTAGCT
CCCTCATGAT
AGCCACGAAG
GGTGCATAAT
ACCGTGTGGT
ARMGGAGTACA
GAAAACCATC
ccoreeccec
TCGCCTGGTCA
CARATGGGCAG
CCGACGGCTC
TGGCAGCAGG
CAACCACTAC



ATGGCAGCCG
GGGGGCAGTA
TCGGTGCTGAA
TGGAAACTGA
GGGAGGAGGC
TCTTCCTTICC
GCAATGAACA
CTACCAGATT
CEECTEETCC
ATGATCTCCC
CGAAGALCCCT
ATAATGCCAA
GTGGTCAGCG
GTACAAGTGC
CCATCTCCAA
CcccCcCcAaTCCcc
GGTCAAAGGC
GGCAGCCGGA
GGCTCCTTCT
GCAGGGGAAC
ACTACACGCA

GAACAGCAGT
GTAGGTGCTC
GTGTAAGGGG
ACACAGGCCG
CCCTGGGACA
GECTGTCGGGE
GGAATGGAAA
CCTGGGAAGC
GTCAGTCTTC
GGACCCCTGA
GAGGTCAAGT
GACAAAGCCG
TCCTCACCGT
AAGGTCTCCA
AGCCAAAGGG
GGGATGAGCT
TTCTATCCCA
GAACAACTAC
TCOTCTACAG
GTCTTCTCAT
GAAGAGCCTC

(SEQ ID NO: 31)

15

TGGAGCCTGG
AAAACATCAC
GCCCCCAAGA
GACAGAAGCT
GTGTGGCTCG
ATCCAGGATG
GGAGACCAAG
CAGAAATTIGT
CTCTTCCCCC
GGTCACATGC
TCAACTGGTA
CCGGAGGAGC
CCTGCACCAG
ACAAAGCCCT
CAGCCCCGAG
GACCAAGAAC
GCGACATCGC
AAGACCACGC
CAAGCTCACC
GCTCCGTGAT
TCCCTGTCTC

GTGCTGGTCC
AGCCCGGATT
AACCACCCCA
TGECAAGETCC
TETCCTTCCC
AGGGGATTTT
TCCAACTACC
AGATTCTGCC
CARAACCCAA
GIGGTGGTGE
CGTGGACGGC
AGTACAACAG
GACTGGCTGA
CCeCcaGCCClCC
AACCACAGGT
CAGGTCAGCC
CGTGGAGTGG
CTCCCGTGCT
GTGGACRAGA
GCATGAGGCT
CGGGTAAATG

FI1G. 3A

TCAGTCTGTG
GGCGAGCCAC
GCGGCTGGAA
TETCTCCCCA
AACGGCTCCC
CCGGTGCCAG
GAGTCCGTGT
TCTGAACTCA
GGACACCCTC
ACGTGAGCCA
GTGCGAGGTGC
CACGTACCGT
ATGGCAAGGA
ATCGAGAAAA
GTACACCCTG
TGACCTGCCT
GAGAGCAATG
GGACTCCGAC
GCAGGTGGCA
CTGCACAACC
A



ATGCGCCAGCCG
GGGGGCAGTA
TGGTGCTGAA
TGGAAACTGA
GGGAGGAGGC
TCTTCCTTCC
GCAATGAACA
CTACCAGATT
CGGCTGGTCC
ATGATCTCCC
CGAAGACCCT
ATAATGCCAA
CTGCTCAGCG
GTACAAGTGC
CCATCTCCAN
CCCCCATCCC
GGTCAAAGGC
GGCAGCCGGA
GGCTCCTTCT
GCAGGGGAAC
ACTACACGCA

GAACAGCAGT
GTAGGTGCTC
GTGTAAGGGG
ACACAGGCCG
CCCTCGGACA
GGCTGTCGGGE
GGAATGGAAMA
CCTGGGAAGC
GTCAGTICTTC
GGACCCCTGA
GAGGTCAAGT
GACAAAGCCG
TCCTCACCGET
AAGGTCTCCA
AGCCAMAGGG
GGGATGAGCT
TTCTATCCCA
GAACAACTAC
TCCTCTACAG
GTCTTCTCAT
GAAGAGCCTC

(SEQ ID NO: 55).

16

TGEAGCCTGGE
AAAACATCAC
GCCCCCAAGA
GACAGAAGCT

GGAGACCAAG
CAGARATIGT
CTCTTCCCCC
GGTCACATGC
TCAACTGGTA
CGGGAGGAGC
CCTGCACCAG
ACAAAGCCCT
CAGCCCCGAG
GACCAAGAAC
GCGACATCGC
AAGACCACGC
CAAGCTCACC
GCTCCGTGAT
TCCCTGTCTC

GTGCTGGETCC
AGCCCGGATT
AACCACCCCA
TGGAAGGTCC
TETCCTTCCC
AGGGGATTTT
TCCAACTACC
AGATTCTGCC
CAARACCCAA
GTCGTCGTGGE
CGTGGACGGC
AGTACAACAG
GACTGGCTGA
CCEAGCCCCC
AACCACAGGT
CAGGTCAGCC
CGTGGAGTGG
CTCCCGTGCT
GTGGACAAGA
GCATGAGGCT
CCGGGAAATG

FIG. 3B

TCAGTCTGTG
GGCGAGCCAC
GCGGCTGGAA
TGTCTCCCCA
AACGGCTCCC
CCGGTGCCAG
GAGTCCGTGT
TCTGAACTCA
GGACACCCTC
ACGTGAGCCA
GTGGAGGTGC
CACGTACCGT
ATGGCAAGGA
ATCGAGAAAA
GTACACCCTG
TGACCTGCCT
GAGAGCAATG
GGACTCCGAC
GCAGGCTGGCA
CTGCACAACC
A



SEQ ID NO: 32

17

MAAGTAVGAW VLVLSLWGAV VGAQNITARI GEPLVLKCRG APRKKPPQRRLE

WKLNTGRTEA
AMNRNGRETK
PAGTLSWHLD
DPRPTFSCSF
PPSVFLFPPK
AKTKPREEQY
SKAKGQPREP
PENNYKTTPP
TQKSLSLSPG

SEQ ID NO: 33
AONITART
PWDSVARVLP
PGKPEIVDSA
VSVKEQTRRH
RTAPIQPRVW
PEVTCVVVDV
TVLHQDWLNG
ELTKNQVSLT
YSKLITVDKSR

SEQ ID NO: 34

ONITARI
PWDSVARVLP
PGKPEIVDSA
VSVKEQTRRH
RTAPIQPRVW
PEVTCVVVDV
TVLHQDWLNG
ELTKNQVSLT
YSKLTVDKSR

SEQ ID NO: 56

WKVLSPQGGG
SNYRVRVIQI
GKPLVPNEKG
SPGLPRHRAL
PKDTLMISRT
NSTYRVVSVL
QVYTLPPSRD
VLDSDGSFFL
K

GEPLVLKCKG
NGSLFLPAVG
SELTAGVENK
PETGLFTLQS
EPVPLEEVQL
SHEDPEVKFN
KEYKCKVSNK
CLVKGFYPSD
WOOQGNVFSCS

GEPLVLKCEKG
NGSLFLPAVG
SELTAGVPNK
PETGLFTLCS
EPVPLEEVQL
SHEDPEVKFEN
KEYKCKVSNK
CLVKGFYPSD
WQQGNVFSCS

PWDSVARVLP
PGKPEIVDSA
VSVREQTRRH
RTAPIQPRVW
PEVICVVVDV
TVLHQDWLNG
ELTKNQVSLT
YSKLTVDKSR

APKKPPQRLE
IODEGIFRCO
VGTCVSEGSY
ELMVTPARGG
VVEPEGGAVA
WYVDGVEVHN
ALPAPIEKTI
IAVEWESNGQ
VMHEALHNHY

APKRPPQRLE
IQDEGIFRCQ
VGTCVSEGSY
ELMVTPARGG
VVEPEGGAVA
WYVDGVEVHN
ALPAPIEKTI
IAVEWESNGQ
VMHEALHNHY

NGSLFLPAVG
SELTAGVPNK
PETGLFTLQS
EPVPLEEVQL
SHEDPEVKFN
KEYKCKVSENK
CLVXGFYPSD
WQOGNVFSCS

WKLNTGRTEA
AMNRNGEETK
PAGTLEWHLD
DPRPTFSCSF
PPSVFLFPPX
AKTKPREEQY
SKAKGQPREP
PENNYKTTPP
TRXSLSLSPG

WKLNTGRTEA
AMNRNGRETK
PAGTLSWHLD
DPRPTFSCSF
PPSVFLFPPK
AKTKPREEQY
SKAKGQPREP
PENNYXKTITPP
TQKSLSLSPG

IQDEGIFRCQ
VGTCVSEGSY
ELMVTPARGG
VVEPEGGAVA
WYVDGVEVHN
ALPAPIEKTI
IAVEWESNGQO
VMHEALHNHY

WKVLSPQGGG
SNYRVRVYQI
GKPLVPNEKG
SPCGLPRHRAIL
PRXKDTLMISRT
NSTYRVVSVL
QVYTLPPSRD
VLDSDGSFFL
X

WEVLSPQGGG
SNYRVRVYQI
GKPLVPNEKG
SPGLPRHRAL
PKDTLMISRT
NSTYRVVSVL
QVYTLPPSRD
VLDSDGSFFL
X

PENITARI GEPLVLKCKG APKKPPQRLE WRKLNTGRTEA WKVLSPQGGG

PWDSVARVLP
PGKPEIVDSA
VSVKEQTRRH
RTAPIQPRVW
PEVTCVVVDV
TVLHQDWLNG
ELTRNQVSLT
YSKLTVDKSR

NGSLFLPAVG
SELTAGVPNK
PETGLFTLQS
EPVPLEEVQL
SHEDPEVKFN
KEYKCKVSNK
CLVKGFYPSD
WQQGNVFSCS

IQDEGIFRCQ
VGTCVSEGSY
ELMVTPARGG
VVEPEGGAVA
WYVDGVEVHN
ALPAPTEKTI
IAVEWESNGQ
VMHEALHNHY

FIG. 4

AMNRNGKETK
PAGTLSWHLD
DPRPTFSCSF
PPSVFLFPPK
AKTKPRREREQY
SKAKGQPREP
PENNYKTTPP
TQKSLSLSPG

SNYRVRVYQL
GKPLVPNEKG
SPGLPRHRAL
PKDTLMISRT
NSTYRVVSVL
QVYTLPPSRD
VLDSDGSFFL:
K



SEQ ID NO: 35
MAAGTAVGAW VLVLSLWGAV

WEKLNTGRTEA
AMNRNGRETK
MISRTPEVTIC
VVSVLTVLEHQ
PPSRDELTKN
GSFFLYSKLT

SEQID NO: 36

AQNITARI
PWDESVARVLP
PGRKPEIVDSA
EVKFNWYVDG
KVSNKALPAFP
FYPSDIAVEW
VFSCSVMHEA

SEQ ID NO: 37

QNITARI
PWDSVARVLP
PCGKPEIVDSA
EVKFNWYVDG
KVSNKALPAP
FYPSDIAVEW
VFSCSVMHEA

SEQ ID NO: 57

PENITART
PWDSVARVLP
PGKPEIVDSA
EVKFNWYVDG
KVSNKALPAP
FYPSDTAVEW
VFSCSVMHEA

WKVLSPQGGGC
SNYRVRVYQIX
VVVDVSHEDP
DWLNGKEYKC
QVSLTCLVKG
VDKSRWQQGN

GEPLVLKCKG
NGSLFLPAVG
SELTAGPSVF
VEVHNAKTKP
IEKTISKAKG
ESNGQOPENNY
LHNHYTQKSL

GEPLVLKCKG
NGSLFLPAVG
SELTAGPSVF
VEVHNAKTKP
IEKTISKAKG
ESNGQPENNY
LHNHYTQKSL

GEPLVLKCKG
NGSLFLPAVG
SELTAGPSVF
VEVHNAKTKP
IEKTISKAKG
ESNGQPENNY
LENBYTQXSL

18

VGAQNITARI
PWDSVARVLP
PGKPEIVDSA
EVKFNWYVDG
KVSNKALPAP
FYPSDIAVEW
VEFSCSVMHEA

APKKPPQRLE
IQDEGIFRCQ
LFPPKPKDTL
REEQYNSTYR
QPREPQVYTL
KTTPPVLDSD
SLSPGK

APKKPPQRLE
TIQDEGIFRCQ
LEPPKPKDTL
REEQYNSTYR
QPREPQVYTL
KTTPPVLDSD
SLSPGK

APRKKPFQRLE
IQDEGIFRCQ
LFPPKPKDTL
REEQYNSTYR
QPREPQVYTL
KTTPPVLIDSD
SLSPGK

Fi1G. S

GEPLVLKCKG
NGSLFLPAVG
SELTAGPSVF
VEVHNAKTK?P
IEKTISKAKG
ESNGQPENNY
LHNHYTQKSL

WKLNTGRTEA
AMNRNGKETK
MISRTPEVIC
VVSVLTVLHQ
PPSRDELTKN
GSFFLYSKLT

WKLNTGRTEA
AMNRNGKETK
MISRTPEVTC
VVSVLTVLHQ
PPSRDELTKN
GSFFLYSKLT

WKLNTGRTEA
AMNRNGKETK
MISRTPEVTC
VVSVLTVLHQ
PPSRDELTKN
GSFFLYSKLT

APKKPPQRLE
TODEGIFRCO
LFPPKPKDTL
REEQYNSTYR
QPREPQVYTL
KTTPPVLDSD
SLSPGK

WKVLSPQGGG
SENYRVRVYQI
VVVDVSHEDP
DWLNGKEYKC
QVSLTCLVKG
VDKSRWQQGN

WRVLSPQGGG
SNYRVRVYQI
VVVDVSHEDP
DWLNGKEYKC
QVSLICLVKG
VDKSRWQQGN

WKVLSPQGGG
SNYRVRVYQT
VVVDVSHEDP
DWLNGKEYKC
QVSLTCLVKG
VDKSRWQQGN
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FIG. 11
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RESUMO

“PROTEINAS DE FUSAO RAGE, FORMULAGOES, E METODOS DE USO DOS
MESMOS”

Sao reveladas proteinas de fusdo RAGE compreendendo seqiiéncias polipeptidicas
de RAGE ligadas a um segundo peptideo ndo RAGE. A proteina de fuséo RAGE pode utili-
zar um dominio polipeptideo RAGE compreendendo um sitio de ligagéo do ligante RAGE e
ligante interdominio diretamente ligado a um N-terminal de um dominio da Cu2 da imunoglo-
bulina. Também revelado sdo formulagdes de proteinas de fuséio RAGE e o uso das protel-
nas de fusdo RAGE e formulagdes de proteina de fusdo RAGE como terapia para patologias
mediadas por RAGE.
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