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Descrigdo

“Método de selecgio de superagonistas, de antagonistas e de superantagonistas da

interleucina 6”

[0001] A presente invengdo refere-se a uma metodologia para seleccionar superagonistas,
antagonistas e superantagonistas da interleucina 6 cujo receptor complexo compreende a gp 130.
[0002] Como se sabe, a patente de invengdo WO 92/21029 de ‘Genentec Inc.’ explica um
método para a determinago de agonistas ou de antagonistas das hormonas do crescimento e
de ligandos com uma conformagio estrutural semelhante. Os agonistas € antagonistas potenciais
sdo colocados em contacto com um receptor da hormona e isto determina a formagdo de um
complexo ternario constituido por uma molécula do agonista ou do antagonista potencial e
duas moléculas de tal receptor para que a hormona seja agonizadé ou antagonizada. A
dimerizagéo de receptores, induzida por uma molécula de um ligando, permite concluir que o
ligando possui dois locais diferentes de interacgdo (local 1 e local 2) onde € possivel trabalhar
por mutagénese para gerar agonistas ou antagonistas.

[0003] Descobriu-se agora, smpreendentémente, que os ligandos do grupo das citoquinas
semelhantes 4 interleucina 6 (IL-6), isto €, a oncostatina M (OSM), o factor iibidor da leucemia
- (FIL), o factor neurotrofico ciliar (FNTC) e a interleucina 11 (IL-11), induzem a formagdo de
um complexo receptor de que faz parte a molécula membranar gp 130. Neste complexo
receptor estdo sempre presentes, enquanto elementos comuns, o receptor especifico para cada
uma destas citoquinas e a molécula membranar gp 130. Assim, ¢ possivel formular a hipotese
de que o local 1 e o local 2 se ligam a duas moléculas diferentes nesta classe de hormonas: o

local 1 a um receptor especifico e o local 2 a gp 130.

|®



754

2

[0004] A 1dentificagdo dos dois locais € possibilitada, conforme adiante methor se vera,
construindo o modelo tridimensional do complexo receptor, com base na semelhanga funcional
entre as sequéncias do receptor da hormona de crescimento humano (HCh) e as sequéncias
dos receptores das hormonas em questdo. O isolamento de variantes que tenham, no que diz
respeito a hormona de tipo natural, uma maior afinidade com o receptor especifico (superagonistas
ou superantagonistas) ¢ conseguido por construgdo de bancos de fagos filamentosos, por
exemplo, o0 M13, portadores da hormona tanto de tipo natural como na versdo mutante.

[0005] A diferenga entre 0 modelo tridimensional, por exemplo, da IL-6, aqui adoptada, e
aquela que foi adoptada na patente de invengdo WO 92/21029, leva a formular a hipotese de
haver residuos diferentes nas hélices A e C enquanto constituintes do local 2.

[0006] A criagdo de um modelo da molécula de interleucina 6 humana realiza-se conforme
a seguir se descreve. Sabendo que a interleucina 6 humana, tendo em conta os dados
disponiveis na literatura cientifica, pertence a uma classe de citoquinas que possuem 4 hélices
que formam o miicleo da sua estrutura tridimensional, efectuou-se a analise da sequéncia de
aminodacidos da interleucina 6 humana para identificar as 4 regides em que havia a mais alta
probabilidade de formagdo de uma hélice. Na fase subsequente criou-se um modelo destas 4
regides helicoidais da molécula de interleucina 6, utilizando um computador equipado com
uma umidade grafica interactiva. Para comegar, admitiu-se que a orientagdo das 4 hélices
poderia ser igual a observada em hormonas tais como a hormona do crescimento ou o factor
esttmulador de colonias de macrofagos granuldcitos. Para optimizar o acondicionamento dos
aminoacidos hidrofobicos no espago entre as 4 hélices foram realizados ajustamentos no que
diz respeito as posigdes relativas das hélices. A seguir criou-se um modelo dos elos que ligam

as 4 hélices.
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[0007] Este modelo tridimensional da interleucina 6 possibilitou a identificagdo dos dois
locais de interacgdo entre a interleucina 6 humana e os seus dois receptores: o receptor gp 80
de fraca afinidade (lbcal 1) e o receptor gp130 de elevada afinidade (local 2) para a trans-
ducdo do sinal. Utilizou-se o procedimento a seguir descrito para identificar os dois locais.
Por comparagdo de sequéncias sabe-se que todos os membros de uma familia de receptores
hematopoiéticos estdo relacionados entre si pelo facto de partilharem um dominio, conhecido
por dominio de reconhecimento das citoquinas. Esta semelhanga de sequéncias indica
também uma probabilidade elevada de semelhanga estrutural nas partes correspondentes dos
diversos receptores, incluindo os dois receptores da interleucina 6, o gp 80 e 0 gp 130. A
observacdo de que as citoquinas que se ligam a estes receptores tém todas elas (ou é possivel
presumir que tenham) uma estrutura semelhante, isto é, uma matriz de 4 hélices, fundamenta
perfeitamente a hipétese de que a interacgdo entre estas citoquinas e 0s seus receptores, por
meio do dominio de reconhecimento das citoquinas, deve ser bastante semelhante nos
complexos biologicamente activos.

[0008] Considerando que a estrutura tridimensional de um destes compostos (o0 complexo
formado pela hormona do crescimento e pelo dominio extracelular do receptor dimérico da
hormona do crescimento) foi determinada por cristalografia aos raios X, entdo o nosso
modelo da interleucina 6 humana permite-nos idéntiﬁcar os locais potenciais de interacgdo
entre a interleucina 6 € os seus dois receptores, o gp 80 (local 1) e o gp 130 (local 2). Conclui-se
isto por comparagdo com o complexo a que esta associada a hormona do crescimento e
admitindo que os aminoacidos funcionalmente importantes estio localizados em posigdes

semelhantes na superficie das duas hormonas.
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[0009] A necessidade de haver uma metodologia para a produgdo de agonistas, anta-
gonistas e superantagonistas, para as hormonas do sistema imunitério cujo complexo receptor
compreende o gp 130, sera explicada tomando como referéncia o caso da interleucina 6.
[0010] Como se sabe, a interleucina 6 ¢ um polipeptido de 184 aminoacidos que per-
tencem, conforme descrito, a classe das citoquinas helicoidais. A interleucina 6 é uma citoquina
multifuncional produzida por diversos tipos de células. Actua como um factor de diferenciagio e
de crescimento em células de diversos tipos tais como, por exemplo, as células do sistema
imunitario, os hepatdcitos, os esplendcitos, as células histaminais hematopoiéticas, os
ceratinocitos € 0s neuronios.

[0011] A produgdo de superagonistas da interleucina 6 poderia permitir a utilizagio de
doses terapéuticas menores do que as necessarias com a interleucina 6 natural para o tratamento
de inimeras doengas graves. Com efeito, a interleucina 6 possui importantes e promissoras
aplicagBes no tratamento do cancro da mama, da leucemia e de doengas infecciosas ou de
doengas associadas a disfungdes da medula dssea produtora de células.

[0012] Por outro lado, a produgdo de superantagonistas ou de superantagonistas da
interleucina 6 humana poderia permitir a inibigdo da interleucina 6 em intimeras doengas
caracterizadas pela sua produgdo excessiva, tais como as doengas cronicas de natureza autp-
imunitaria, o mieloma/plasmacitoma, a osteoporose pos-menopausa e a caquexia cancerosa.
[0013] A metodologia para a selecgdo de superagonistas, antagonistas ou superanta-
gonistas de uma interleucina 6, utilizando a molécula membranar gp 130 para activar o
mecanismo regulador da fisiologia celular, de acordo com a Ipresente mvengdo, compreende

as operagoes seguintes:



- comparar as sequéncias de aminoacidos da hormona do crescimento com as sequéncias da

referida interleucina 6;

- comparar as sequéncias de aminoacidos do receptor da hormona do crescimento com as dos

dois receptores da interleucina 6, ou seja, com o receptor especifico da interleucina 6 e cdm 0
gp 130;
- com base nas comparagdes anteriores, formular um modelo tridimensional do complexo
receptor, assente na semelhanga funcional entre as sequéncias do receptor da hormona do
crescimento ¢ as dos dois receptores da interleucina 6 em questéo;
- identificar os residuos da interleucina 6 de tipo natural que sdo uma parte do local de
interacgdo com um receptor especifico e os do local de interacgdo com o gp 130, respectivamente;
- introduzir mutagdes nos locais de interacgdo da interleucina 6,
- avaliar a actividade biologica dos mutantes.
[0014] Para a selecg@o de superagonistas da interleucina 6, a metodologia de acordo
com a presente inven¢do compreende ainda as seguintes operagdes complementares:
- produgdo de um conjunto de fagotecas (bancos de fagos) que contenham muta¢Ges dos
seguintes residuos de tipo natural da interleucina 6, presentes sob a forma de um produto de
fusdo com as proteinas dos fagos filamentosos

Glu 42, Glu 51, Ser 52, Ser 53, Lis 54, Glu 55, Asn 63, Lis 66, Met 67, Ala 68,

Glu 69, Lis 70, Asp 71, Phe 170, Gln 175, Ser 176, Ser 177, Leu 181, Gln 183;
- gerar uma fagoteca, em que cada fago possui uma sequéncia de interleucina 6 mutante;
- seleccionar, entre a populagdo de fagos que exprimem os mutantes de interleucina 6, aquele
ou aqueles que possuam com o receptor especifico uma afinidade superior a da interleucina

de tipo natural;
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- identificar a melhor sequéncia ou as melhores sequéncias de aminoacidos que se ligam ao
receptor, por sequenciagdo do ADN extraido das particulas de fagos seleccionados.

[0015] Neste caso, € possivel produzir um conjunto de fagotecas que contenham mutagdes
dos referidos residuos de tipo natural da interleucina 6, presente como produto de fusdo com a
proteina plll do M13.

[0016] A metodologia para seleccionar antagonistas da interleucina 6, de acordo com a
presente invengdo, compreende, conjuntamente com as operagdes indicadas supra, as operagdes
seguintes:

- mutacionar os residuos identificados na reivindicagdo 1 para fazerem parte do local de
interacgdo com o gp 130 (Arg 30, Tir 31, Gli 33, Ser 37, Ala 38, Ser 118, Lis 120, Val 121,
Gln 124, Phe 125, Gln 127, Lis 128 e Lis 129), utilizando para tal técnicas convencionais da
biologia molecular;

- avaliar a actividade biologica e a afinidade com o receptor especifico da interleucina 6, dos
mutantes produzidos conforme descrito supra, com a finalidade de identificar variantes da
interleucina 6 cuja afinidade com o receptor especifico esteja intacta e que revelem uma
redugdo ou uma perda da actividade bioldgica;

- avaliar as referidas variantes da interleucina 6, enquanto antagbnistas da actividade biologica
da interleucina 6 de tipo natural.

[0017] No caso de se efectuar a selecgdo de superantagonistas da interleucina 6, por
combinagdo das variagGes das sequéncias de aminoacidos responsaveis pela actividade
antagonista, conforme indicado supra, com as variagdes de aminoacidos responsaveis por um

aumento da afinidade do receptor especifico com a interleucina 6.
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[0018] Na metodologia para seleccionar os superantagonistas da interleucina 6, a
mutagénese dos residuos, identificados conforme enunciado antes, pode ser realizada utilizando
uma técnica da biologia molecular seleccionada entre o grupo que compreende a reac¢@o em
cadeia com a polimerase, o prolongamento do iniciador, a mutagénese dirigida com um
oligonucleéﬁdo e suas combinagdes.

[0019] Até este ponto apresentou-se uma descrigdo geral do assunto da presente
inven¢do. Com o auxilio dos exemplos seguintes apresentar-se-a uma descri¢do minuciosa
dos casos especificos da invengao, com a finalidade de se proporcionar uma melhor compreenséo
dos objectivos, caracteristicas, vantagens e métodos da sua aplicagao.

A figura 1 ilustra o arquétipo pHenAhIL-6 (0 mesmo que pHenAlL-6h) e a produgao
de particulas fasmidicas (ver o exemplo 1 “Construcdo dos vectores”) utilizadas para a selecgdo
de agonistas da hIL-6 (0 mesmo que IL-6h).

A ﬁgum 2 ilustra a variagdo da actividade antagonista do mutante Tir31Asp/Gli35Phe/

/Ser118Arg/Vali21Asp da IL-6 em fun¢do do aumento da sua conceniragao.

DEPOSITOS

[0020] Efectuou-se o deposito de bactérias E. coli K12 - transformadas utilizando o

plasmideo pHenAhIL-6 que contém, desde o local de reconhecimento da enzima de restrigdo
Sall até ao da enzima de restrigdo Notl, uma sequéncia nucleotidica que codifica a sequéncia
de aminoacidos da interleucina 6 humana de tipo natural - em 10/6/1993 na Colecgdo
Nacional de Bactérias Industriais e Marinhas Lda. (National Collection of Industrial and
Marine Bacteria Ltd., NCIMB), Aberdeen, Escocia, Reino Unido, com o nimero de acesso

NCIMB 40563.
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Exemplo 1

Aplicacdo da metodologia de acordo com a presente invengdo a seleccdo de agonistas de

mterleucina 6

1) CONSTRUCAO DOS VECTORES

[0021] A estratégia consiste em construir um gene hibrido que contenha toda a regido
que codifica a [L-6h seguida pelos tltimos 157 aminoacidos da proteina pIll do fago M13 e
precedida pela sequéncia Pel B, o qual veicula a proteina sintetizada para o espago periplasmico.

[0022] A expressdo do gene hibrido é comandada pelo promotor lacZ. A construgdo €
realizada no contexto do vector pHenAe e recebe o nome de pHenAhIL-6 (ver o inico niumero
inscrito). Este plasmideo contém também uma origem de replicagéo do fago. Se uma célula
bacteriana que contenha este plasmideo for infectada por um bacteriofago designado por
“auxiliar”, tal como o M13K07, serdo produzidas copias filamentares singulares pelo plasmideo e
irdo ser recobertas com as proteinas do fago, exactamente como um genoma genuino do fago.
Estas particulas do fago que contém o plasmideo s3o conhecidas por fasmideos. Conjuntamente
com as moléculas plll normais, também contém as moléculas de fusdo hIL6-pIll (0 mesmo
que IL-6h-pIll). Assim, uma molécula hIL-6 e o. gene que codifica a sua sequéncia de
aminoacidos estdo contidos na mesma unidade. No caso das moléculas mutantes ira ser
possivel determinar a sequéncia de aminoacidos daé moléculas expostas sobre as superficies
dos fagos obtidos pelos processos de selecgdo, sequenciando simplesmente o ADN fasmidico.
[0023] Uma outra caracteristica da construgdo do pHen hIL-6 ¢ a presenga de um
coddo de paragem da tradugdo entre o gene da IL-6 e o gene da pIll. A produgdo da proteina

hibrida tem lugar em estirpes bacterianas capazes de suprimirem este coddo de paragem.

14
24\
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Mutatis mutandis, a utilizagdo de estirpes ndo supressoras permite a produgdo apenas de hIL-6,
directamente no espago periplasmico.

[0024] As experiéncias a seguir descritas demonstram a possibilidade de se utilizar
shrIL-6R (o mesmo que IL-6Rhrs) para purificar, entre o grande conjunto de interleucinas 6
mutantes expostas ao fago, utilizando pHen hIL-6, as que possuam a méaxima afinidade com o

referido receptor, por meio de ciclos de selecgdo por amplificagdo.

2)  EXPERIENCIAS DE CARACTERIZACAO DO SISTEMA

a) Teste de EISLE

[0025] Numa experiéncia efectuada por EISLE (o mesmo que ELISA), recobriu-se as
cavidades das placas com fasmideos de hIL-6 ou com M13K07 e fez-se com que reagissem
com shrlL-6R (IL-6R humana recombinante solivel). Apos lavagens repetidas, a presenga do
receptor foi revelada utilizando um anticorpo monoclonal eépeciﬁco conjugado com fosfatase

alcalina. O sinal obtido é maior no caso dos fasmideos de hIL-6 e aumenta a medida que

aumenta também a quantidade de receptor utilizado.

b) Enriquecimento do fasmideo de hIL.-6 com misturas de fasmideo K07 utilizando shrlL-6R

[0026] Misturou-se particulas do fasmideo de hIL-6 com particulas de M13K07 a
razdo de 1:100. Efectuou-se a incubagio desta mistura com esferas de estireno recobertas
com shrlL-6R. Apds lavagens repetidas, para valores neutros do pH, submeteu-se as referidas
esferas a uma lavagem rigorosa a pH 4,2, seguindo-se a eluigdo a pH 3,6. Determinou-se
entdo a proporgdo definida pela relagdo fasmideos de hIL-6:M13K07 no produto resultante da
eluigdo. Comprovou-se que essa proporgdo era de 1:10, com um enriquecimento consequente

em cerca de 10 vezes mais fasmideos de hIL-6 comparativamente com o M13K07.



c) Selec¢do de misturas que possuem a afinidade mais elevada com o receptor gp 80, a

partir de misturas de interleucinas 6 mutantes

[0027] Foram produzidas particulas fasmidicas que possuem, sobre as suas superficies,
moléculas mutantes de hIL-6 com uma afinidade superior (176 Arg) ou inferior (179 Ala)
com o receptor, comparativamente com a versio natural. Misturou-se estas particulas a razdo
de 1:1. Efectuou-se a incubagdo da mistura com o receptor numa fase solida (conforme
descrito na alinea b). No produto da eluigdo a pH 3,6, a proporgdo entre os dois tipos de

particulas foi de 15:1 favoravel a 176 Arg.

d) Determinacdo da afinidade relativa das particulas de M13K07. das particulas fasmidicas

de hil-6, das particulas fasmidicas de 176 Arg e das particulas fasmidicas de 179 Ala com o

receptor gp 80

[0028] Efectuou-se a incubagdo, separadamente, de quantidades iguais de particulas
dos diversos tipos enumerados supra com esferas recobertas com o receptor. A seguir a
habitual sequéncia de lavagens, determinou-se para cada tipo de fago o nitmero de particulas
recuperadas a partir do eluente, a pH 3,6. Tendo em conta que o valor das particulas recuperadas
no caso do fasmideo hIL-6 era igual a 1, obteve-se um valor igual a 3 no caso da 176 Arg,
igual a 0,2 no caso da 179 Ala e igual a 0,18 no caso do M13K07. Estes valores reflectem as
afinidades relativas das moléculas de IL-6 ndo expostas no fago. Com efeito, sabe-se que a
176 Arg se liga ao receptor com uma finidade trés vezes superior a da molécula natural, ao
passo que no caso da 179 Ala a afinidade de ligagdo ao receptor é reduzida quase a 0 (na
realidade, um fasmideo com o seu mutante, no que diz respeito a ligagdo ao receptor, comporta-se

como o M13K07).
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[0029] Este conjunto de experiéncias comprovou que é possivel seleccionar, utilizando
o método de acordo com a presente invengdo, a partir de misturas de mutantes expostos aos

fagos, aqueles que possuam a maior afinidade com o receptor.

Exemplo 2

Geracdo e seleccdo de antagonistas da interleucina 6 utilizando a metodologia de acordo com

a presente invencao

[0030] Utilizou-se o plasmideo PhenAhIl-6 como matriz para todas as reacgdes de
mutagénese. Este plasmideo ¢ um derivado do plasmideo pHEN1 e contém a zona que codifica a
IL-6 humana (SEQ ID NO:1) a montante da zona que codifica a parte do terminal carboxi
(desde o coddo 250 até a extremidade COOH) da proteina pIIl do bacteriéfago M13; as duas
zonas codificantes estdo no quadro de leitura ininterrupta e estdo separadas por um codéo de
paragem UAG Ambar, o qual pode ser suprimido nas estirpes bacterianas que possuam o
gene do supressor SupE integrado no seu genoma. A zona que codifica a [L-6 humana
também esta no quadro de leitura ininterrupta, por baixo do péptido PelB, uma sequéncia de
sinal para secregdo, e o gene integral estd sob o controlo do promotor LacZ. Finalmiente,
mntroduziu-se um local singular para a enzima de restrigdo Sacl na sequéncia nucleotidica que
codifica os aminoacidos 20-21-22 da hIL-6, sem alterar a sua identidade, e introduziu-se
também um local singular para a enzima de restrigdo Bfrl na zona codificante dos
aminoacidos 38-39-40 da hIL-6, também neste caso sem efectuar modificagdes.

[0031] Recorreu-se a ﬁma estratégia de RCP (Reacgdo em Cadeia com Polimerase)
para gerar mutagdes dentro dos coddes seleccionados na zona Que codifica a interleucina 6

humana. O iniciador de jusante é o H9, um iniciador de 32 nucleétidos, correspondente as
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posigdes 426-457 (filamento anti-sentido) do ADNc da hIL-6 (atribuindo o niimero 1 ao
primeiro nucledtido do primeiro coddo do polipeptido maduro). O local de hibridagdo do
iniciador esta a jusante do local de reconhecimento para a enzima Xbal, naturalmente
presente no ADNc. O iniciador mutagénico de montante é o ‘IL-6 31D/35 PCR’ um iniciador
de 70 nucledtidos cuja sequéncia é a SEQ ID NO:2.

[0032] O iniciador ‘IL-6 31D/35 PCR’ vai desde a posi¢do 55 até a posigdo 124
(filamento de sentido normal) do ADNc da hIL-6 e introduz degeneragdes nos coddes que
codificam os aminoacidos 31 (tirosina de tipo natural) e 35 (glicina de tipo natural). Amplificou-
-se um fragmento de ADN de 403 pares de bases recorrendo a RCP, em conformidade com
protocolos convencionais de amplificagdo por RCP. A amplificagdo foi efectuada em 35
ciclos. Cada ciclo consistiu de uma incubagdo durante 2 minutos a 94°C para desnaturar a
matriz, 2 minutos a 50°C para hibridar o oligonucleétido e 3 minutos a 72°C para prolongar a
cadeia. O fragmento amplificado foi entdo digerido com Sacl e Xbal e purificado utilizando
gel de agarose a 2%. O fragmento gerado por RCP e digerido pelas duas enzimas foi entdo
ligado dentro do vector pHen hIL-6 digerido com as mesmas duas enzimas, purificado sobre
gel de agarose a 0,8%, para substituir a sequéncia de tipo natural.

[0033] O quadro 1 a seguir apresentado mostra a actividade bioldgica, em células do
hepatoma hmﬁano, e a ligagdo ao receptor gp 80 da interleucina 6 de tipo natural e suas

mutagdes, estando as mutagdes assinaladas com um asterisco.
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UADRO 1

Propniedades de ligacdo ao receptor e actividade bioldgica da interleucina 6 de tipo

natural e dos seus mutantes na hélice A

35 40 Adividade  Ligagdo ao

N
S

biologica receptor

Ls* Gn De Ag Tr* DL L Ap G Dl Se Ax Lw Ag Ls Gu  100% 100%

Aa Gn T Ap Tr Do L Ap Gn Tr Se Ah  Lam Apg Ls Gu S0MI® 100 M4%
Ls Gn I Ag Ap Ik La Ap Tr D Soe Aa Le Ag Ls Gu 45H1% 8%

Ls Gn Lk Ag Ap D Lam Ap Pe Do Sr An Le Ag Ls Gu 2805% 0 H2%
Ls Gn D A Ap Ik Lu Ap La Lk Se Aa Lu Ag Ls Aa 6H4% I77HT%
s Gn L Ag Ap Il La Ap Hs I Se Abh Law Ag Ls Gu 38M%  $5HIS%
Ls Gn Lk Ag Ap I La Ap Cs T Se Aa Lw Ag Ls Gu 30WI% S2HI8%

Conforme se conclui a partir deste quadro, os mutantes (Tir31Asp, Gli35Tir), (Tir31Asp,
Gli35Phe) e (Tir31Asp, Gli35Leu, Glu42Ala) possuem menor actividade biologica quando
comparados com a interleucina 6 de tipo natural. Na totalidade dos trés casos a actividade
residual € de 2-5% da actividade da interleucina 6 de tipo natural. Os trés mutantes mantém a
sua capacidade total pra se ligarem ao receptor gp 80 da interleucina 6. Em conclusdo, os trés
mutantes possuem uma actividade de transdug@o do sinal decrescente nas células do hepatoma.
Dito por outras palavras, sdo antagonistas da interleucina 6 de tipo natural. Em particular, o
mutante (Tir31Asp, Gli35Phe) ¢ um antagonista particularmente eficaz na medida em que é
capaz de reduzir a actividade da interleucina 6 de tipo natural quando utilizado com um

excesso molar 50 vezes superior nos testes realizados com células do hepatoma humano.

Exemplo 3

Geragdo e seleccido de outros antagonistas da interleucina 6 utilizando a metodologia de

acordo com a presente iIlVCIlCﬁO

Utilizou-se como matriz o plasmideo pHENAIL-6, descrito no exemplo anterior, em

todas as reacges mutagénicas. Recorreu-se a uma estratégia de RCP (Reacgdo em Cadeia
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com Polimerase) para gerar mutagdes dentro dos coddes seleccionados para a zona codi-
ficante da interleucina 6 humana. O iniciador referido supra é o HP/1, um iniciador com 29
nucleotidos, correspondendo as posi¢des 1-19 (filamento de sentido natural) do ADNc da
hIL-6 (sendo atribuido o niimero 1 ao primeiro nucleétido do primeiro coddo do polipeptido
maduro). O local de hibridagdo do iniciador esta a montante do local de reconhecimento da
enzima Sacl, introduzido artificialmente no ADNc, sem alteragdo da sequéncia por este
codificada, conforme descrito no exemplo 2. O iniciador mutagénico por baixo € o ‘IL-6
118RCLF/121VD’, um iniciador com 72 nucledtidos, cuja sequéncia é a SEQ ID NO:3. O
iniciador ‘IL-6 118RCLF/121VD’ vai desde a posigdo 334 até a posigdo 405 (filamento anti-
sentido) do ADNc da hIL-6 e introduz degeneragdes nos coddes que codificam o aminoacido
118 (serina de tipo natural) e 0 aminoacido 121 (valina de tipo natural). Amplificou-se um
fragmento de ADN de 415 pares de bases por RCP, em conformidade com protocolos
convencionais de amplificagdo por RCP. A amplificagdo foi realizada em 35 ciclos. Cada
ciclo consistiu de uma incubagdo durante 2 minutos a 94°C para desnaturar a matriz, 2 minutos a
50°C para hibridar o oligonucle6tido e 3 minutos a 72°C para aumentar a cadeia. O fragmento
amplificado foi digerido com as enzimas Sacl e Xbal e purificado utilizando gel de agarose a
2%. O fragmento gerado por RCP e digerido pelas duas enzimas foi ligado dentro do vector
pHenAhIL-6 digerido com as mesmas duas enzimas, purificado sobre gel de agarose a 0,8%,
para substituir a sequéncia de tipo natural.

[0034] O quadro 2 a seguir apresentado mostra a actividade biologica, nas células do
hepatoma humano, e a ligagdo ao receptor da interleucina 6 e »das suas versdes com mutagdes

nos residuos indicados.
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UADRO 2
Propriedades de ligagdo ao receptor e actividade biologica da interleucina 6 de tipo
- natural e das versdes com suas mutagdes na hélice C
118 Ser 121 Val Actividade biologica | Ligagdo ao receptor
a 100% a 100%
Arg Val 66% 81%
Leu Asp 36 4% 92%
Arg Asp 3,580,5% 66 W 5%
Ser Asp 58 M 23% 78 M 2%

[0035] E possivel observar que o mutante [L-6 Ser 118Arg/Val121Asp possui caracte-
risticas muito semelhantes as do mutante [L-6 Tir31Asp/Gli35Phe descrito no quadro 1, ou

seja, liga-se normalmente ao receptor de tipo I da interleucina 6, mas a actividade biologica

das citoquinas € reduzida aproximadamente 30 vezes.

Exemplo 4

Geracdo e seleccdo de antagonistas mais poderosos da interleucina 6 utilizando a metodologia

de acordo com a presente invencao

[0036] Neste caso utilizou-se o plasmideo pHENAWIL-6 Tir31Asp/Gli35Phe, obtido

conforme descrito no exemplo 2, como matriz para todas as reacgdes mutagénicas.
[0037] Praticou-se uma estratégia de RCP (Reacgdo em Cadeia com Polimerase) para
gerar mutagOes dentro dos coddes seleccionados para a zona que codifica a interleucina 6
humana. O iniciador referido antes é o HP/1, descrito no exemplo anterior. O iniciador muta-

génico por baixo ¢ ‘TIL-6 118RCLF/121VD’, também descrito no exemplo anterior. Amplificou-

-se um fragmento de ADN de 415 pares de bases recorrendo 4 RCP, em conformidade com
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protocolos convencionais de amplificagdo por RCP. A amplificagdo foi realizada em 35
ciclos. Cada ciclo consistiu de uma incubagfo durante 2 minutos a 94°C para desnaturar a matriz,
2 minutos a 50°C para hibridar o oligonucle6tido € 3 minutos a 72°C para aumentar a cadeia.
O fragmento amplificado foi digerido com as enzimas Sacl e Xbal e purificado utilizando gel
de agarose a 2%. O fragmento gerado por RCP e digerido pelas duas enzimas foi ligado
dentro do vector pHen hIL-6 digerido com as mesmas duas enzimas, purificado sobre gel de
agarose a 0,8%, para substituir a sequéncia de tipo natural.
[0038] O quadro 3 seguinte mostra a actividade bioldgica, em células do hepatoma

humano, e a ligagio ao receptor da interleucina 6 de tipo natural e das suas versdes com

mutagdes nos residuos indicados.

UADRO 3
Propriedades de ligag4o ao receptor e actividade bioldgica da interleucina 6 de tipo
natural e das suas versdes com mutagdes nas hélices A e C

Hélice A Hélice C
31 35 118 121 Actividade biologica Ligagdo ao receptor
Tir Gh Ser Val 100% 100%
Asp Phe Leu Val 1,4% N.D.
Asp Phe Arg Val 54M1,1% 66 W 2%
Asp Phe Leu Asp 0% 63 M 4%
Asp Phe Arg Asp 0% 97 W 15%
Asp. | Phe Phe Asp 0% 76 B 26%

N.D. = N&o determinado

[0039] Trés das variantes com mutagdes tanto na hélice A como na hélice C nio reve-

laram nenhum sinal de actividade biologica nas células do hepatoma humano, mantendo
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contudo a sua capacidade para se ligarem ao receptor gp 80. Ent;e estas trés proteinas, o
mutante ‘[L-6 Tir31Asp/Gli35Phe/Ser118Arg/Val121Asp’ foi seleccionado para experiéncias
de competigdo com a actividade bioldgica da interleucina 6 de tipo natural em células do
hepatoma humano. Efectuou-se a estimulagdo das células com interleucina 6 de tipo natural a
razio de 4 nanogramas por mililitro (ng/mL) de meio de cultura, na presenga de concentragdes
cada vez maiores de mutante. Conforme ilustrado na figura 2 (em que a actividade biologica
da interleucina 6 de tipo natural é expressa em unidades arbitrarias), as concentragdes cada
vez maiores de mutante permitem antagonizar totalmente os efeitos da interleucina 6 de tipo
natural em células do hepatoma humano.

[0040] O quadro 4 ilustra os niveis de inibigdo (em percentagem) da actividade biologica
da interleucina 6 de tipo natural em fungdo da concentragdo de antagonista (expresso em
nanogramas por mililitro, em valor de excesso molar comparativamente com a interleucina 6

de tipo natural e ainda em nanomoles por litro).

QUADRO 4

Inibigdo da actividade bioldgica da interleucina 6 de tipo natural em fung¢do da

concentragdo de antagonista

IL-6 g/mL Tir31Asp/Gli35Phe/Ser1 18 Arg/Vall121Asp Inibigdo da IL-6 de tipo
' natural (%)
excesso molar concentragao (nM)

16 4 X 0,7nM 23%

60 15X 2,7aM 28%

164 41 X 7,5 nM 50%
500 125 X 22,7 0M 75%
1000 250 X 45,5 1M 82%
2000 500 X 90,0 nM 90%
4000 1000 X 181,8 nM 96%
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Exemplo 5

O antagonista da interleucina 6. gerado e seleccionado gracas a metodologia descrita na presente

mvencao, inibe o crescimento de células do mieloma humano dependentes da interleucina 6

[0041] No exemplo anterior demonstrou-se que um dos mutantes, designadamente o
‘IL-6 Tir31Asp/Gli35Phe/Ser118Arg/Vall21Asp’ era capaz de inibir a actividade biologica
da mterleucina 6 (estimulagdo da transcrigdo por ac¢do de um promotor induzivel de interleucina
6) nas células do hepatoma humano. Na parte introdutoria do presente pedido de patente de
mvengdo afirmou-se que o desenvolvimento de antagonistas ou superantagonistas da interleucina
6 ina ter aplicagdo pratica, visto que poderiam ser utilizados para inibir a actividade da
interleucina 6 em doengas caracterizadas por uma produgdo excessiva de interleucina 6, tal
como sucede em diversas formas de plasmacitoma/mieloma multiplo. Apresentamos aqui um
outro exemplo, demonstrando que os trés mutantes

IL-6 Tir31Asp/Gli35Phe/Ser118Arg/Val121Asp (DFRD),

IL-6 Tir31Asp/Gli35Phe/Ser118Phe/Val121Asp (DFFD),

IL-6 Tir31Asp/Gli35Phe/Ser118LewVal121Asp (DFLD)

mibem completamente o crescimento de uma linhagem celular do mieloma humano, designada
por XG-1, dependente da interleucina 6, sendo tal linhagem obtida a partir de células de mieloma
recentemente 1soladas num paciente com doenga terminal. O crescimento da linhagem de
células de mieloma XG-1 ¢ estritamente dependente da interleucina 6 acrescentada de forma
exogena, de modo idéntico ao que foi demonstrado no caso de células recentes de mieloma,
pelo que esta linhagem celular pode ser considerada um excelente modelo in vitro da doenga
do mieloma mialtiplo (Jourdan, M., Zhang, X-G., Portier, M., Boiron, J.-M., bataille, R. e

Klein, B. (1991) ‘J. Immunol.” 147, 4402-4407). Para testar o antagonismo dos mutantes
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sobre a interleucina 6 de tipo natural procedeu-se & criagdo em cultura de células do mieloma
XG-1 em placas de microtitulagdo de 96 cavidades a razdo de 6000 células/microcavidade
com interleucina 6 de tipo natural na concentragdo de 0,1 nanogramas por mililitro (ng/mL)
de meio de cultura, na presen¢a de concentragdes cada vez maiores de cada um dos trés
mutantes. Ao fim de 7 dias de cultura procedeu-se a uma avaliagdo do niimero de células por
determinagdo colorimétrica dos niveis da hexosaminidase (Landegren, U. (1984) ‘J. Immunol.
Methods’ 67, 379-388). O quadro 5 seguinte traduz a inibigdo da actividade da interleucina 6
de tipo natural em fungdo das concentragdes dos trés antagonistas (expressas em nanogramas

de mutante por mililitro de meio de cultura).

QUADRO 5
Inibigdo da actividade da interleucina 6 de tipo natural (estimulagéo do crescimento das
células do mieloma humano XG-1) em fungdo da concentragio dos trés antagonistas
Antagonista Inibigdo da interleucina 6 de tipo natural em fungio da concentragiio
DFRD DFFD DFLD
3,3 ng/mL 6% 0% 0%
10 ng/mL 12% 7% 3%
30 ng/mL 25% 18% 10%
90 ng/mL 42% 35% 31%
270 ng/mL 64% 59% 53%
810 ng/mL 84% 84% 71%
2430 ng/mL 90% 90% 76%
7290 ng/mL 93% 95% 81%
[0042] Conforme se pode concluir do quadro anterior, todos os mutantes sio antagonistas

particularmente eficazes da actividade bioldgica da interleucina 6 sobre as células do mieloma

humano.
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Exemplo 6

Aplicacdo da metodologia de acordo com a presente invencdo para seleccionar novos

superagonistas da interleucina 6

[0043] Construiu-se uma fagoteca (contendo mutagdes dos residuos Gin 175, Ser 177,
Leu 181 e Leu 183 da interleucina 6 de tipo natural, presente sob a forma de um produto de
fusdo com a proteina de fagos ﬁlamehtosos), em conformidade com a técnica da biologia
molecular de Ampliagdo do Iniciador. O oligonucledtido mutagenético é o ‘IL-6 QSLQ (ASY’,
um oligonucleétido de 62 nucledtidos cuja sequéncia é a SEQ ID NO:4. O iniciador ‘IL-6
QSLQ (AS)’ vai desde a posigdo 507 até ao coddo de paragem do ADNc da interleucina 6
(cadeia anti-sentido), introduz degeneragdes nos coddes que codificam os aminoacidos 175
(Gln de tipo natural), 177 (Ser de tipo natural), 181 (Leu de tipo natural) e 183 (GlIn de tipo
natural) e introduz também um local de restrigdo Notl a jusante do coddo de paragem da
interleucina 6. Utilizou-se o oligonucledtido ‘IL-6 QSLQ pr. Bam’, cuja sequéncia ¢ a SEQ
ID NO:5, como iniciador para a reacgdo de Ampliagdo do Iniciador. O oligonucledtido ‘IL-6
QSLQ pr. Bam’ vai desde a posigdo 503 até a posigdo 522 (cadeia de sentido normal) do
ADNc da interleucina 6 e contém um local de reconhecimento BamHI dentro dos nove
nucleotidos de 5°. Os dois oligonucleotidos sdo complementares entre si numa regido corres-
pondente a extensdo desde a posi¢do 507 até a posigdo 522 do ADNc da interleucina 6. Os
dois oligonucleétidos foram recombinados 77 vitro e depois esses oligonucle6tidos recombinados
foram utilizados como substrato para uma reac¢do de Ampliagdo do Iniciador, realizada
utilizando a enzima de Klenow. O fragmento de ADN de cadeia dupla assim obtido foi entdo
digerido com BamHI (compativel com Bgllf) e com Notl e ligado dentro do plasmideo

‘phenAhIL-6" digerido com Bglll (compativel com BamHI) e com Notl, com a finalidade de
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se efectuar a substituigdo da sequéncia de tipo natural pelas sequéncias mutacionadas. O
produto de ligagdo foi inserido em bactérias, proporcionando grosso modo um milhdo de
transformantes independentes (“transformante” € o termo que serve para designar uma bactéria
que tenha sido incorporada num plasmideo recombinante). As bactérias transformadas foram
infectadas com o bacteriofago auxiliar M13K07 para gerar a fagoteca (um banco de
fasmideos), conforme descrito no exempld L.
[0044] Realizou-se entdo na fagoteca uma selecgdo por incubagdo com esferas de
polistireno recobertas com shrIL-6R, conforme descrito no exemplo 1. A populagdo de fagos,
eluida a pH 3,6, foi depois amplificada em bactérias. Ao fim de 5 ciclos de selecgao/
famphficagdo, os fagos seleccionados aleatoriamente foram sequenciados na regiio mutagenizada
¢ as correspondentes proteinas de interleucina 6 mutantes foram produzidas no espago
periplasmico da estirpe bacteriana adequada (conforme descrito no exemplo 1) e testadas para
pesquisa da ligagio ao receptor e da actividade biologica sobre as células do hepatoma humano.
O quadro 6 demonstra que € possivel, gragas a utilizagio da metodologia da presente invengéo,
seleccionar superagonistas da interleucina 6, moléculas mutantes que possuem uma maior
ligagdo ao receptor e também uma maior actividade bioldgica sobre as células do hepatoma

humano.
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QUADRO 6
Propriedades de ligagdo ao receptor e actividades biologicas da interleucina 6 de tipo natural e dos
seus mutantes na hélice D
Posigdo 175 | 177 | 181 | 183 | Ligagdo ao receptor (%) | Actividade biologica (%)
tiponatural | Gln | Ser | Leu | Gln 100% 100%
fago54 | Gln | Ser | Leu | Tir 240% 130%
fago5-8 | Gln | Ser | Leu | Ala 240% 120%
fago 5-2 lle | Ser | Leu | Ala 260% 150%
fago4-8 | Gln | Ser | Ile | Asn 100% N.D.
fago 5-3 lle | Ser | Val | His 80% N.D.

N.D.: ndo determinado

[0045] As mutagdes seleccionadas pela metodologia de acordo com a presente invengdo
podem ser utilizadas como ponto de partida para o desenvolvimento de superagonistas da
interleucina 6 mais poderosos. Isto ¢ demonstrado neste exemplo em que a mutagdo identificada
no fago 5-2 ¢ combinada com a mutagdo Ser176Arg para a qual se sabe pela técnica anterior
que aumenta simultaneamente a ligagdo ao receptor e a actividade biolégica (ver a publicagdo
da patente de invengdo internacional WO 94/11402 de um pedido de patente de invengéo
PCT da presente requerente, depositado a 2/11/93 com prioridade italiana de 6/11/92). As
trés niutag:ﬁes foram agrupadas no mesmo ADNc por mutagénese dirigida com um oligo-
nucledtido. O oligonucledtido 175/176R/183A (S), cuja sequéncia ¢ a SEQ ID NO:6, tem um
comprimento de 73 nucleotidos e vai desde a posigdo 499 até ao coddo de paragem (cadeia de
sentido normal) do ADNc da interleucina 6 presente em ‘phen hIL-6" € que possui um local
de reconhecimento para a enzima Notl a jusante do coddo de paragem. O oligonucledtido
175/176R/183A (AS), cuja sequéncia é a SEQ ID NO:7, tem um comprimento de 73

nucledtidos e vai desde a posigdo 499 até ao coddo de paragem (cadeia anti-sentido) do
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ADNCc da interleucina 6 presente em ‘phenAhll-6’ e que possu1 um local de reconhecimento
para a enzima Notl a montante do coddo de paragem. Os dois oligonucledtidos sdo comple-
mentares entre si e codificam ambos o aminoacido isoleucina na posi¢do 175, o aminoacido
serina na posi¢do 176 e o aminoacido alanina na posigdo 183. Os dois oligonucleotidos
foram recombinados in vitro, o fragmento de ADN de cadeia dupla assim obtido foi digerido
com as enzimas de restrigdo Bglll e Notl e ligado dentro do vector ‘phenAhIL-6" digerido
com as mesmas dua;s enzimas, com a finalidade de se substituir a sequéncia de tipo natural
com a sequéncia mutacionada. A correspondente variante da interleucina 6 portadora das trés
mutagdes desejadas foi produzida no espago periplasmico da estirpe bacteriana adequada
(conforme descrito no exemplo 1) e testada para pesquisa da ligagdo ao receptor € da
actividade biologica sobre as células do hepatoma humano. O quadro 7 adiante apresentado
resume as propriedades de ligagdo ao receptor e a actividade biologica sobre as células do

hepatoma humano, tanto do novo mutante triplo como do mutante duplo progemitos.

QUADRO 7

Propriedades de ligagdo ao receptor e actividades biologicas da interleucina 6 de tipo natural e das

versdes com mutagdes duplas e triplas na hélice D

Posigdo 175 | 176 | 183 | Ligag¢do ao receptor (%) | Actividade bioldgica (%)
tipo natural | Gln | Ser | Gln 100% 100%
fago 5-2 Ile | Ser | Ala 260% 150%
mutante triplo | lle | Arg | Ala 450% 260%

[0046] Conforme se conclui do quadro anterior, o mutante portador das substituigdes

GIn1750e/Ser176Arg/GIn183Ala é um superagonista da interleucina 6 muito mais eficaz do

que o mutante progenitor portador apenas das duas substituigdes Gln1751le/GIn183Ala.
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Exemplo 7

Aplicacdo da metodologia de acordo com a presente invencdo a seleccdo de superantagonistas

da interleucina 6

[0047] As trés mutagGes GIn175e/Ser176Arg/GIn183Ala, identificadas no exemplo
6, que aumentam fortemente a capacidade de ligagdo ao receptor, foram combinadas com as
quatro mutagdes Tir31Asp/Ghi35Phe/Ser118Arg/Vall21Asp, descritas nos exemplos 4 ¢ 5,
que manifestam o mais forte comportamento antagonistico, por meio de uma estratégia de
RCP. Testou-se a proteina mutante correspondente, designada por mutante SAnt 1, ¢ que
contém a totalidade das sete mutagdes, tanto para pesquisé da ligagdo ao receptor como para
investigagdo do comportamento antagonistico nas células do mieloma e do hepatoma
humanos, estando indicadas no quadro 8 subsequente as propriedades de ligagdo ao receptor
tanto para o SAnt 1 como para o DFDR (o mutante a partir do qual foi obtido 0 SAnt 1),
conjuntamente com as quantidades (em nanogramas de mutante por mililitro de meio de
cultura) de mutante. necessarias para inibir 50% da actividade bioldgica da interleucina 6 (as
células do hepatoma foram estimuladas com 4 nanogramas de interleucina 6 de tipo natural
por mihlitro de meio de cultura, ao passo que as células do mieloma foram estimulédas com
0,1 nanogramas de interleucina 6 por mililitro de meio de cultura, devido a mais elevada

sensibilidade destas ultimas células a interleucina 6 de tipo natural.
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QUADRO 8

InibicFo da actividade da interleucina 6 de tipo natural sobre as células do mieloma e do hepatoma humanos
em funcdo da capacidade dos antagonistas para se ligarem ao receptor

Antagonista | Ligagdo ao receptor | Inibigio a 50% da actividade da interleucina | Actividad sobre a3
(% em peso) 6 nas células do hepatoma células do mieloma
Hep3B HepCZ XG-1
DFRD 97% 164 ng/mL 132 ng/mL 190 ng/mL
SAnt 1 406% 19 ng/mL 32 ng/mL 22 ng/mL
[0048] Conforme se infere do quadro, a introdugdo das trés mutagdes descritas no

exemplo 6 (GIn175Ile/Ser176Arg/GIn183Ala) aumentou simultaneamente a capacidade do
mutante DFRD progenitor para se ligar ao receptor e fez diminuir fortemente a quantidade
necessaria de antagonista para inibir 50% da actividade bioldgica da interleucina 6 sobre as
linhagens celulares testadas, gerando consequentemente um superantagonista muito eficaz da

mterleucina 6.
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ENUMERACAO DAS SEQUENCIAS

INFORMACAO GERAL:

(i) REQUERENTE: INSTITUTO DI RICERCHE DI BIOLOGIA MOLECOLARE P.
ANGELETTI S.p.A.
(ii) TITULO DA INVENCAO: Método de selecgdo de superagonistas, de antagonistas
e de superantagonistas da interleucina 6
(iif) NUMERO DE SEQUENCIAS: 7
(iv) ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA:
(A) ENDERECO: Societa Italiana Brevetti
(B) RUA: Piazza di Pietra, 39
(C) CIDADE: Roma
(D) PAIS: Ttalia
(E) CODIGO POSTAL: 1-00186
(viil) INFORMACAO SOBRE O REPRESENTANTE/AGENTE:
(A) NOME: DI CERBO, Mario (Dr.)Svensson, Leonard R.
(C) REFERENCIA: RM/090075/MDC
(ix) INFORMACAO PARA TELECOMUNICAGOES:
(A) TELEFONE: 06/6785941
(B) TELEFAX: 06/6794692
(C) TELEX: 612287 ROPAT
(1) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:1:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 555 pares de bases

(B) TIPO: nucledtido
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b 3

Met

TAC
Tir

(C) TIPO DE CORDAO: duplo

(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: ndo

(iv) ANTI-SENTIDO: n3o

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vit) FONTE IMEDIATA:

(A) SINTESE: produgdo em bactérias

(1x) PARTICULARIDADES:

(A) NOME: IL-6 ADNc

(C) METODO DE IDENTIFICAGAO: gel de poliacrilamida

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: I:
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AGA GCT GIC CAG AIG AGI ACA AAA GIC CIG AIC CAG
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(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:2:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 70 pares de bases
(B) TIPO: nucleotido
(C) TIPO DE CORDAO: corddo simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético
(iil) HIPOTETICA: nﬁc;
(iv) ANTI-SENTIDO: nio
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(vii) FONTE IMEDIATA:
(A) SINTESE: sintetizador de oligonucledtidos
(ix) PARTICULARIDADES:
(A) NOME: IL-6 31D35 PCR

(C) METODO DE IDENTIF ICACAO: gel de poliacrilamida
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:2:

CGCACGAGCT CAGAACGAAT TGACAAACAA ATTCGGKACA TCCTCGACYD TATCTCAGCC 60

TAAGAAAGG 70

(3) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:3:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA
(A) COMPRIMENTO: 72 nucleétidos
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CORDAO: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético
(iii) HIPOTETICA: ndo
(iv) ANTI-SENTIDO: sim
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(vii)) FONTE IMEDIATA:
(A) SINTESE: sintetizador de oligonucleétidos
(ix) PARTICULARIDADES:
(A) NOME: IL-6 118RCLF/121VD
(C) METODO DE IDENTIFICAGAO: gel de poliacrilamida
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:3:
CGCATCTAGA TTCTTTGCCT TTTTCTGCAG GAACTGGATC AGGKCTTTTG TGYZCATCTG 60

CACAGCTCTG GC 72

INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:4:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:



(A) COMPRIMENTO: 62 nucledtidos

(B) TIPO: nucleoétido

(C) TIPO DE CORDAO: corddo simples

(D) TOPOLOGIA: linear
(iiy TIPO DE MOLECULA: ADN sintético
(iii) HIPOTETICA: ndo
(iv) ANTI-SENTIDO: sim
(v) TIPO DE FRAGMENTO: terminal carboxi
(vii) FONTE IMEDIATA:

(A) SINTESE: sintetizador de oligonucledtidos

(ix) PARTICULARIDADES:

(A) NOME: IL-6 QSLQ (AS)

(C) METODO DE IDENTIFICACAO: gel de poliacrilamida

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:4:

N

ZA

CCGGGCGGCC GCCCTACATM NNCCGMNNAG CCCTCAGMNN GGAMNNCAGG AACTCCTTAA 60

AG

INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:5:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 24 nucledtidos
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CORDAO: cordéo simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético

62



(iii) HIPOTETICA: ndo
(iv) ANTI-SENTIDO: ndo
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(vii) FONTE IMEDIATA:
(A) SINTESE: sintetizador de oligonucledtidos

(ix) PARTICULARIDADES:

(A) NOME: IL-6 QSLQ pr. Bam

(C) METODO DE IDENTIFICACAO: gel de poliacrilamida
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:5:

CGCGGATCCT TTAAGGAGTT CCTG

INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:6:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 73 nucledtidos
(B) TIPO: nucleodtido
(C) TIPO DE CORDAO: cordio simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético
(i) HIPOTETICA: ndo
(iv) ANTI-SENTIDO: ndo
(v) TIPO DE FRAGMENTO: terminal carboxi
(vii) FONTE IMEDIATA:
(A) SINTESE: sintetizador de oligonucleétidos

(ix) PARTICULARIDADES:

24



32

(A) NOME: 175I/167R/183A (S)
(C) METODO DE IDENTIFICACAO: gel de poliacrilamida
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:6:
GCCTGAGATC TTTTAAGGAG TTCCTGATCC GTAGCCTGAG GGCTCTTCGG GCTATGTAGG 60

GCGGCCGCAT GGC 73

INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:7:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 73 nucleotidos
(B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CORDAO: cordio simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético
(iii) HIPOTETICA: ndo
(iv) ANTI-SENTIDO: sim
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(vii) FONTE IMEDIATA:
(A) SINTESE: sintetizador de oligonucledtidos
(ix) PARTICULARIDADES:
(A) NOME: 175/167R/183A (AS)
(C) METODO DE IDENTIFICAGAO: gel de poliacrilamida
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:7:
GCCATGCGGC CGCCCTACAT AGCCCGAAGA GCCCTCAGGC TACGGATCAG GAACTCCTTA 60

AAAGATCTCA GGC 73

Lisboa, 20 de Abril de 2000

/7 O Agente Oficial da Propriedade Industriai
. JOSE DE SAMPA I(F™
AQ.P.L-
Rua do Salitre, 188, s/'o-Drt,
1250 LISBOA
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" Reivindicag6es

Metodologia para seleccionar superagonistas, antagonistas e superantagonistas da inter-
leucina 6, utilizando a molécula membranar gp 130 para activar os mecanismos reguladores
da fisiologia celular, a qual compreende as operagdes seguintes:

- comparar as sequéncias de aminoéacidos da hormona do crescimento com as
sequéncias da referida interleucina 6;

- comparar as sequéncias de aminoécidos do receptor da hormona do creschento com
as dos dois receptores da interleucina 6, ou seja, com o receptor especifico da
interleucina 6 e com o gp 130;

- com base nas comparagdes anteriores, formular um modelo tn'diniensional do complexo
receptor assente na semelhanga funcional entre as sequéncias do receptor da hormona
do crescimento e as dos dois receptores da interleucina 6 em questio;

- identificar os residuos da interleucina 6 de tipo natural que sdo uma parte do local de
interacgdo com um receptor especifico e os do local de interac¢do com a gp 130, res-
pectivamente;

- introduzir mutagGes nos locais de interacgéo da interleucina 6;

- avaliar a actividade biologica dos mutantes.

Metodologia para seleccionar superagonistas da interleucina 6 de acordo com a reivin-

dicagdo 1, a qual compreende as seguintes operagdes complementares:
- produgdo de um conjunto de fagotecas (bancos de fagos) que contenham mutagdes dos

seguintes residuos de tipo natural da interleucina 6, presentes sob a forma de um produto de
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fusdo com as proteinas dos fagos filamentosos

Glu 42, Glu 51, Ser 52, Ser 53, Lis 54, Glu 55, Asn 63, Lis 66, Met 67, Ala 68,

Glu 69, Lis 70, Asp 71, Phe 170, Gln 175, Ser 176, Ser 177, Leu 181, Gln 183;
- gerar uma fagoteca, em que cada fago possui uma sequéncia de interleucina 6 mutante;
- seleccionar, entre a populagdo de fagos que exprimem os mutantes de interleucina 6,
aquele ou aqueles que possuam com o receptor especifico uma afinidade superior a da
interleucina de tipo natural;
- identificar a melhor sequéncia ou as melhores sequéncias de aminoacidos que se ligam

ao receptor, por sequenciagdo do ADN extraido das particulas de fagos seleccionados.

Metodologia para seleccionar superagonistas da interleucina 6 de acordo com a reivin-
dicagdo 2, em que € produzido um conjunto de bancos de fagos contendo mutantes do
referido residuo de interleucina 6 de tipo natural presente enquanto produto de fusdo

com a proteina pIIl do M13.

Metodologia para seleccionar antagonistas da interleucina 6 de acordo com a reivindi-
cagdo 1, a qual compreende ainda as seguintes operagdes complementares:
- mutacionar os residuos identificados na reivindicagdo 1 para fazerem parte do local
de interacg¢do com a gp 130 (Arg 30, Tir 31, Gli 35, Ser 37, Ala 38, Ser 118, Lis 120,
Val 121, Gln 124, Phe 125, GIn 127, Lis 128 e Lis 129), utilizando para tal técnicas
convencionais da biologia molecular;
- avaliar a actividade bioldgica e a afinidade com o receptor especifico da interleucina

6 dos mutantes produzidos conforme descrito supra, com a finalidade de identificar
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variantes da interleucina 6 cuja afinidade com o receptor especifico esteja intacta e que
revelem uma redugdo ou uma perda da actividade biologica;
- avaliar as referidas variantes da interleucina 6 enquanto antagonistas da actividade

bioldgica da interleucina 6 de tipo natural.

5. Metodologia para seleccionar superantagonistas da interleucina 6 de acordo com a rei-
vindicagdo 1, mediante a combinagdo de variagdes de sequéncias de aminoacidos
responsaveis pela actividade antagonista, as quais estdo indicadas na rervindicagdo 4,
com variagdes de aminoacidos responsaveis por uma maior afinidade do receptor especifico

com a interleucina 6.

6. Metodologia para seleccionar superantagonistas da interleucina 6 de acordo com a rei-
vindicagdo 5, em que a mutagénese de residuos identificados conforme enunciado antes
é realizada utilizando uma técnica da biologia molecular escolhida entre o grupo que
compreende a reacgdo em cadeia com polimerase, a amplificagdo do iniciador, a muta-

génese dirigida com um oligonucledtido e suas combinagdes.

Lisboa, 20 de Abril de 2000

f%O Ageh’r Oficial da Propriedade Industriai

1250 LISBOA
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