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DESCRICAO (
“DERIVADOS DE PROTEINAS-1 QUIMIOATRACTIVAS DE MONOCITOS (MCP-1)"

FUNDAMENTOS

As quimioquinas s3o citoquinas proinflamatérias que sio quimioatractivas e

activadoras de tipos especificos de leucdcitos. Os membros desta familia partilham
motivos estruturais comuns, em particular as posigdes de quatro cisteinas, bem como
outras zonas bem conservadas da estrutura primaria. Apesar das suas similaridades, a
maioria das quimioquinas tém especificidades de células alvo que ndo se sobrepSem. As
quimioquinas podem ser agrupadas em duas sub-familias, proteinas quimioquinas-a. e -

proteinas quimioquinas-f, com base em critérios estruturais e genéticos. -

A proteina-1 quimioatraente de mondécitos (MCP-1) é um membro da familia
quimioquinas-PB das citoquinas proinflamatérias. A sequéncia amino da MCP-1 humana
é revelada em Rollins, Molecular and Cell Biology, Vol. 9, No. 11, pp. 4687-4695, Nov.
1989. A MCP-1 atrai e activa mondcitos, até a exclusdo de neutréfilos, a concentragBes
subnanomolares. A MCP-1 estd estruturalmente e geneticamente relacionada com a
interleuquina-8 (IL-8), um quimioatractivo especifico de neutréfilos, o qual € membro

da familia quimioquina-c.

Os mondcitos sdo atraidos para as artérias corondrias danificadas, tais como o
dano causado por angioplastia de artéria coronaria, e estdo envolvidos na causa de

restenose.

Mutantes da MCP-1 sdo descritas no Journal of Biological Chemistry, Vol. 267,
No. 5, Fevereiro 15, 1992 nas paginas 3455 a 3459. Os mutantes descritos diminuiram a
actividade mondcita quimiotictica, € sdo inertes ou menos activos que a MCP-1

enddgena no ensaio de quimiotaxia de mondcitos. Em contraste, a presente invengio




fornece mutante inibidor MCP-1, o qual pode inibir a MCP-1 endégena selvagem ‘na

atracgio de mondcitos.

RESUMO DA INVENCAO

A invengo relaciona-se com derivados de MCP-1 que sofreram mutagéo tal que

os ditos derivados inibem a actividade quimioatractiva de mondcitos da MCP-1
enddgena, preferivelmente a MCP-1 humana, e suas composi¢des farmacéuticas. Numa
concretizagio preferida, o derivado da MCP-1 foi modificado na 28-tirosina, na 24-
arginina, no 3-aspartato e/ou em amino-acidos entre cerca de 2 e cerca de 8. Numa
concretizagio, a mutagdo ndo é na 28-tirosina. Preferivelmente, o derivado de MCP-1
- ndo ¢ substituido no 28-tirosina por leucina e/ou substituida na 30-arginina por valina.
A inibigio bem sucedida da actividade é encontrada onde a MCP-1 é modificada de
uma ou mais das seguintes formas: a) a 28-tirosina € substituida pbr aspartato, b) a.24-
arginina é substituida por fenilalanina, c) o 3-aspartato ¢ substituido por alanina, e/ou d)

a sequéncia de amino-acidos 2-8 é removida.

Os derivados de MCP-1 reivindicados podem ser administrados a um paciente
com necessidade de inibir a actividade quimioatractiva de monécitos da MCP-1. Os
derivados podem ser usados com vantagem para prevenir a restenose, tal como ¢ tipico

em muitos pacientes que sofrem angioplastia de artéria coronaria.
As caracteristicas acima e outras caracteristicas da inveng&o serfio agora descritas mais
particularmente e sublinhadas nas reivindicagdes. Serd entendido que os derivados

particulares concretizados na invengdo sdo mostrados como meio de ilustrag@o.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 é uma curva de resposta de MCP-1 do tipo selvagem e proteinas

MCP-1 marcadas com epitopo FLAG.

A Figura 2 é um grafico das mutagdes preparadas e da actividade quimiotactica
especifica dos mutantes.

A Figura 3 é uma curva de resposta de dosagem para a inibigdo de MCP-1 para

quatro das concretizagdes reivindicadas.




DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAOQO

A presente invengio baseia-se na descoberta de que regides da MCP-1 podem

sofrer mutag@o para inibir a actividade endbgena quimioatractiva de mondcitos. Foram
desenvolvidos mutantes de MCP-1 que possuiam a actividade inibidora desejada. A
inibi¢do bem sucedida da actividade é encontrada, por exemplo, onde a MCP-1 humana
¢ modificada em um ou mais dos seguintes casos: a) a 28-tirosina é substituida por
aspartato, b) a 24-arginina é substituida por fenilalanina, c) o 3-aspartato é substituido
por alanina, e/ou d) a sequéncia de amino-dcidos 2-8 é removida. Os mutantes
especificos onde apenas uma modificagdo das estabelecidas acima foi realizada foram
designados por Y28D, R24F, D3 A, e 7ND, respectivamente.

Outras mutagdes da MCP-1 humana que ndo as mutagdes pontuais dadas acima
também sio encaradas nesta invengdo. E ainda possivel desenvolver mutantes de MCP-
1 derivados de outros mamiferos possuindo uma proteina quimioatractiva de mondcitos
a qual inibira a MCP-1 endbgena. O emprego das técnicas aqui descritas para.o
desenvolvimento de proteinas mutantes e separagdio dos mutantes desenvolvidos

permite identificar e isolar outras proteinas mutantes equivalentes.

O termo “derivado”, tal como ¢ empregue aqui, é definido como contendo a
proteina total, qualquer sua porgo activa ou qualquer produto de adi¢do da proteina

mae.

Os derivados da invengdo reivindicada podem ser feitos de acordo com métodos
conhecidos na arte, incluindo a reac¢fio em cadeia de polimerase. A reacgdo em cadeia
da polimerase pode ser usada para criar mutagdes pontuais no cADN para a MCP-1
humana. R. Higuchi, “Recombinant PCR”, PCR Protocols: A Guide to Methods and
Applications, editores Innis, M. A.; Gelfand, D. H.; Sninsky, J. J.; ¢ White, T. J.;
Academic Press, NY 1900. Os cADN podem ser transfectados transientemente num
sistema apropriado de expressdo para produzir proteinas mutantes. Os sistemas de
expressdo apropriados que podem ser usados incluem procariotas e eucariotas. Para
evitar problemas de indugdo de proprio cruzamento de proteinas bateriologicamente

induzidas, a proteina é preferivelmente expressa em células COS.




Como exemplo, a construgdo de MCP-1 marcada com epitopo € a mutacdo de
MCP-1 pode ser preparada empregando a reac¢do em cadeia da polimerase. Qualquer
fonte adequada do cADN para a MCP-1 em qualquer vector de clonagem pode ser
empregue como modelo. Um vector de clonagem preferido que pode ser empregue é
pGEM-hJE34 (MCP-1 humana cADN em pGEM-7 (Promega, Wisconsin)). Numa
concretizagio, PCR recombinante foi usado para inserir 30 nucleétidos imediatamente
5’ em relagdo ao coddo de terminagdo (posigdo 366) codificando o epitopo FLAG
(Prickett, Biotechniques, 7, pp 580-589, (1989)) com um espagador de duas glicinas,

O cADN assim obtido foram clonados num vector de expressdo adequado, pmt21

(Genetics Institute), para dar um plasmideo designado por pFX2.

Técnicas semelhantes foram usadas para inserir o epitopo FLAG e espagador 3’
imediatamente em relagdo ao coddo para o 3-aspartato em MCP-1 processada (posi¢io
de nucledtido 146); este plasmideo de expressdo foi designado por pFX3. Com pFX2
como modelo, foi usado PCR recombinante para inserir coddos de tenninagéo -ou

modificagdes de amino-4cidos tinicos, como desejado.

O cADN assim obtido foi clonado num vector de expressdo adequado, tal como

pmt21 (Genetics Institute), para dar um plasmideo adequado.

A expressdo de MCP-1 e dos seus derivados podem ser realizados por técnicas
conhecidas. Uma larga variedade de veiculos de expressdo pode ser usada. Um veiculo
de expressdo preferido € a linha de célula COS. A expressdo da proteina pode ser
determinada e quantificada por métodos de rotina da arte, tais como densiometria de

laser ¢ mancha de imunidade.

Como estabelecido acima, a MCP-1 atrai e activa monocitos. Os mondcitos s3o
atraidos para artérias corondrias danificadas, tais como o dano causado por angioplastia
na artérias corondria, e estdo envolvidos na causa de restenose. A administragdo de
inibidores ao recrutamento de mondcitos seria util na prevengdo de restenose, artrite
reumatdide, inflamagdo pulmonar crénica e outras condigdes ligadas com o

recrutamento de monocitos.




Os derivados da invengdo reivindicada podem ser administrados s6s ou n
composigio farmacéutica adequada. Os modos de administragdo sfio aqueles conhecidos

na arte, tal como a aplicagfio por via parentérica.

Veiculos farmacéuticos adequados incluem, mas ndo estdo limitados a agua,
solugdes de sais, alcoois, polietileno glicéis, gelatina, hidratos de carbono tais como
lactose, amilose ou amido, estearato de magnésio, talco, &cido salicilico, parafina
viscosa, ésteres de 4acidos gordos, hidroximetilcelulose, polivinil pirrolidina, etc. As
preparagdes farmacéuticas podem ser esterilizadas e se desejado, misturadas com
agentes auxiliares, p. ex., lubrificantes, conservantes, estabilizadores, agentes
molhantes, emulsionantes, sais para influenciar a pressdo osmética, tampdes, corantes,
e/ou substincias aromaticas e semelhantes que nfo reajam negativamente com o
composto activo. Também podem ser combinados onde desejado com outros
ingredientes activos, p. ex., inibidores de enzimas, para reduzir a. degradagdo

metabdlica.

Para aplicagdo por via parentérica, sdo particularmente adequadas solugdes
estéreis injectaveis, preferivelmente solugdes aquosas ou oleosas, bem como
suspensdes, emulsdes, ou implantes, incluindo supositérios. As ampolas sdo dosagens

unitarias convenientes.

Sera notado que as quantidades reais de derivado de MCP-1 num caso especifico
variardo de acordo com o composto especifico a ser utilizado, com a composigio
particular formulada, com o modo de administragio ¢ a idade, com o peso ¢ com a
condigdo do paciente, por exemplo. As doses para um paciente particular podem ser
determinadas por alguém com a proficiéncia normal na arte de utilizar consideragdes
convencionais (p. €x. por meio de um protocolo farmacéutico convencional apropriado).

A invengio ¢é ainda ilustrada especificamente pelos exemplos seguintes.
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EXEMPLIFICAGAO /
Construcio e expressdo de MCP-1 marcada com epitopo e de MCP-1 de tipo selvagem:
" Comegando com pGEM-hJE34 (MCP-1 humana cADN em pGEM-7 (Promega,

Wisconsin)) como modelo, foi usado PCR recombinante para inserir 30 nucleétidos

imediatamente 5° Em relagdo ao coddo de terminagdo (posi¢do 366) codificando o
epitopo FLAG (Prickett, (1989)) com um espagador de duas glicinas. A anilise da
sequéncia de cADN resultante ndo revelou outras alteragdes de base, € o0 CADN inteiro
foi clonado num vector de expressdo pmt21 (Genetics Institute) para dar um plasmideo

designado por pFX2.

Células COS foram suspensas em meio de Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM) livre de soro a 5 x 10° células /ml. Quatro x 106 células (0,8 ml) foram
colocadas numa cuvette de electroporagdo com um intervalo de 0,4 cm, foram
adicionados 10 pg de cADN de plasmideos, e as células foram electroporadas a 0,28
kV, 960 pF (dando uma constante de tempo de 10 — 13 mseg). As células foram
deixadas recuperar na cuvetfe 4 temperatura ambiente por 10 minutos, e depois
dispostas em duas placas de 100 mm em DMEM com 10% de soro de feto de bovino.
Apds 24 horas, o meio foi mudado para DMEM livre de soro. Apos mais 24 horas
adicionais, o0 meio condicionado foi recolhido, as células € os detritos foram removidas

por centrifugacdo, e o meio foi armazenado a -70°C.

MCP-1 do tipo selvagem também foi produzida por transfec¢ido de células COS,

tal como descrito acima.

CONSTRUCAO E EXPRESSAO DE MUTACOES DE MCP-1

Técnicas semelhantes as descritas por Higuchi, acima, foram usadas para inserir

o epitopo FLAG e o espagador imediatamente 3° em relago ao coddo para o aspartato-3
em MCP-1 processada (posi¢do do nucledtido 146); este plasmideo de expressdo foi
designado por pFX3. Com base em considera¢des de modelizagdo bem como em dados
de estrutura/actividade de outras quimioquinas (em particular IL-8), foram construidas
mutagdes em MCP-1 em trés regides: nomeadamente o terminal-N, a primeira ponte

inter-cisteinas, e a hélice-o. terminal-C prevista (Figuras 2 e 4). Com pFX2 como
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modelo, foi usado PCR recombinante para inserir coddos de terminagdo ou
modifica¢gdes de amino-acidos Ynicos. Todas as mutagdes foram confirmadas por

andlise de sequéncia de ambas as cadeias de ADN.

Manchas de imunidade:

Meio condicionado de células COS transfectado foi fervido numa amostra de
tampdo e sujeito a electroforese através de um gel de poliacrilamida a 15% em SDS. Em
alguns casos, 0 meio foi primeiro concentrado usando um dispositivo Centricon-10

(Amicon, Danvers, MA).

Proteinas foram transferidas electroforeticamente para nitrocelulose e colhidas
quer com um anticorpo monoclonal anti-FLAG M1 (International Biotechnologies, Inc.,

New Haven, CT) ou com antisoro anti-MCP-1 de coelho.
Foram desenvolvidos manchas usando a solugdo de substrato e anticorpo
secundario conjugado de peroxidase horseradish apropriada (Vector Laboratories,

Burlingame, CA).

Quantificacdo de MCP-1 e dos derivados:

4
»
-

/

A MCP-1 foi expressa como uma proteina de fusdo FLAG em E. Coli usando o -

FLAG Biosystem e foi purificada usando uma coluna de afinidade anti-FLAG
(International Biotechnologies, Inc., New Haven, CT). Quantidades conhecidas de
proteina de fusio FLAG-MCP-1 pura foram incluidas em todas as manchas de
imunidade para MCP-1 produzida por células COS. As manchas de imunidade foram
entdo analisados por densitometria laser (Pharmacia, Piscataway, NJ) e a massa de cada
proteina produzida por célula COS foi determinada por referéncia ao padrdo de fuséo
FLAG-MCP-1. A quantidade de sobrenadante de células COS carregado em cada pogo
gerou um sinal de mancha de imunidade dentro da gama de resposta linear do
densitometro laser. Quando possivel, as amostras foram quantificadas usando tanto
anticorpos anti-FLAG como anticorpos anti-MCP-1. Ndo houve disparidades entre as
quantidades de proteinas determinadas com os dois anticorpos excepto quando um dos

epitopos estava ausente.

~.




Ensaio de quimiotaxia de mondcito

Células mononucleares de sangue periférico humano foram preparadas de
voluntérios como descrito (Rollins, Blood, 78, pp 1112-1116 (1989)). Os ensaios de
quimiotaxia foram realizados usando uma camara de multipogos ajustada com um filtro
de policarbonato tendo poros de 5 p como descrito. Cada sobrenadante de célula COS
foi itestado sobre uma larga gama de diluigdes, ¢ a concentragdo dc actividade
quimioatraciva de mondcitos (MCA) em cada sobrenadante foi definida como o inverso
de dilvi¢io que dava metade da resposta méxima quimiotictica. A MCP-1 do tipo
selvagem e FX2 tiveram caracteristicas de respostas a doses semelhantes, Figura 1.
Usando os resultados de quantificagdo de manchas de imunidade, a anélise das curvas
de resposta de dose mostrou que a actividade especifica de FX2 é 408 000 U/ml
enquanto que a da MCP-1 do tipo selvagem ¢ 442 000 U/ml. Ambos os valores se
compararam favoravelmente com a actividade especifica determinada para MCP-1
recombinante, produzido eucarioticamente, purificado, sugerindo que o epitopo de

marcagio nio interfere com a capacidade da MCP-1 de atrair mondcitos in vivo.

Cada uma das muta¢Bes construidas, ilustrada na Fig. 2, foi testada para a
actividade mondcita quimiotactica da mesma forma. Como foi dito acima, as mutagGes
foram construidas em trés regides, o terminal-N, o primeira ponte de cisteina, € o
terminal —C. No terminal-N a inser¢do do epitopo FLAG imediatamente apds a
glutamina N-terminal destruiu a actividade quimioatractiva de mondcitos da proteina
(FX3). Consistente com essa descoberta foi o facto de a remogdo de amino-acidos 2-8
também resultou numa proteina inactiva. Numa tentativa de conseguir mapeamento
mais fino, os dois amino-4cidos carregados foram mudados nesta regido (3-asparato e 6-
asparagina) para alanina. A mudanga de 3-aspartato reduziu significativamente a
actividade da proteina, enquanto que a mudanga de 6-asparagina resultou numa proteina

que reteve 52,9% da actividade da MCP-1 do tipo selvagem.

Seguidamente, foram construidas quatro mutagdes pontuais na primeira ponte de
inter-cisteina. Mutagdes de 24-arginina para fenilalanina, de 28-tirosina para aspartato ¢
de 30-arginina para leucina todas produziram proteinas com actividades que eram

apenas uma frac¢do da actividade da proteina de tipo selvagem. No entanto, a mutagao
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de outro amino-4cido polar na mesma regido, nomeadamente 27-serina, produziu um(

proteina com 60% da actividade da proteina do tipo selvagem.

Finalmente, manipulagdes da hélice-a terminal-C produziu proteinas que eram
ainda capazes de sinalizar mas que tinham poténcia reduzida em comparagio com a
proteina do tipo selvagem. RemogSes de metade (D2) ou de toda (D1) a hélicc-o
resultou em proteinas com 17% e 11,3% da actividade da proteina do tipo selvagem,
respectivamente. Na estrutura do modelo prevista de MCP-1 dimérica, o 68-aspartato
projecta para um fissura de ligagdo de um receptor previsto entre duas hélices-o. A
mutag@o deste amino-4cido para leucina teve o mesmo efeito que a remogio da hélice

inteira.

Competicdo por efeitos bioldgicos:

Derivados de MCP-1 que sofreram mutagdo foram testados para a sua
capacidade de inibir quimiotaxia de monécitos in vitro em resposta a MCP-1 nio-
mutada. A uma concentragdo fixa de FX2, foram adicionadas quantidades crescentes de
meio condicionado por células COS expressando proteinas mutantes. Apenas Y28D,
R24F, 7ND e D3A demonstraram capacidade para inibir MCP-1 de tipo selvagem. A
Figura 3 mostra que Y28D e 7ND foram capazes de inibir quimiotaxia de monécito
para FX2 por aproximadamente 50% nas razdes mais elevadas testadas. (O limite
superior foi ditado pela concentra¢do de proteina de mutagio em meio condicionado).
Y28D foi ligeiramente mais eficaz do que 7ND numa base molar com um ID50
correspondendo a ~ 300 ng/ml na presenga de 10 ng/ml de MCP-1 de tipo selvagem.
R24F reduziu o efeito quimioatractivo da MCP-1 para 69% do controlo numa razio
molar de 1:1. Apesar de o proprio R24F ter actividade quimioatractiva de monécitos de
apenas 5% da do tipo selvagem, a adi¢do de mais R24F para além de uma razio molar
de 1:1 com o tipo selvagem levou a um aumento da actividade quimioatractiva. D3A
reduziu a actividade MCP-1 para 80% do controlo a uma razio molar de 10:1, mas visto
que também tem actividade quimioatractiva, razdes molares elevadas mostraram perda

de inibi¢fo. A actividade inibidora foi especifica para a MCP-1, visto que as mutagdes




ndo inibiram a quimiotaxia de monécito em resposta a formil-methionil-leucil-

fenilalanina (FMLP).
Maria Silvina Ferreira
ADVOGADA
Lisboa, . Agente Oficial de Propriedade Industrial
2 2 NOV. 260 R. Castilho, 50 - 52~ 1250 - 071 LISBOA

Tel. 2138150 50 - Fax. 21383 1150




REIVINDICACOES

. Um derivado de uma Proteina-1 Quimioatractiva de Monécitos (MCP-1) mutante
que inibe a actividade quimioatractiva de mondcitos de MCP-1 end6gena, com a
reserva de que o derivado ndo tenha sido modificado pela substitui¢do de 28-tirosina

pela leucina e/ou pela substitui¢do de 30-arginina pela valina.

. Um derivado de Proteina-1 Quimioatractiva de Monécitos (MCP-1) humana que
inibe a actividade quimioatractiva de mondcitos de MCP-1 end6gena onde a MCP-1
humana tenha sido modificada em uma ou mais das seguintes formas:

a) a 28-tirosina é substituida pelo aspartato;

b) a 24-arginina é substituida por fenilalanina;

¢) o 3-aspartato é substituido pela alanina;

d) a sequéncia de amino-4cidos 2-8 é removida; e os seus equivalentes os quais

inibem a actividade quimioatractiva de monécitos da MCP-1 end6gena.

. Um derivado de Proteina-1 Quimioatractiva de Monécitos (MCP-1) humana como
reivindicado na reivindicagdo 2 onde:

a) a 28-tirosina da MCP-1 humana ¢ substituida pelo aspartato; ou

b) a sequéncia de amino-icidos 2-8 da MCP-1 humana é removida; ou

c) a24-arginina da MCP-1 humana é substituida por fenilalanina; ou

d) o 3- aspartato da MCP-1 humana € substituido pela alanina.

. O derivado da MCP-1 humana da reivindicaggo 1, onde:
a) a 24-arginina € substituida;
b) o 3-aspartato € substituido;

c) asequéncia de amino-4cidos entre cerca de 2 e 8 tenha sido removida.

. Uma composigio farmacéutica compreendendo o derivado de MCP-1 ¢ qualquer

uma das reivindicagGes precedentes e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.




6. O uso do derivado de MCP-1 de qualquer das reivindicagdes 1-4 para o fabrico de
um medicamento para o tratamcnto dc pacicntcs com restenose, artrite reumatéide

ou inflamag&o pulmonar crénica.

7. O uso do derivado de MCP-1 de qualquer das reivindicagdes 1-4 para o fabrico de

um medicamento para inibir a actividade quimioatractiva de monécitos.

8. O derivado de MCP-1 de qualquer das reivindicagdes 1 a 4 para o uso em terapia €

profilaxia.
Maria Silvina Ferreira
ADVOGADA .
Agente Oficial de Propriedade Industrial
Lisboa, R. Castilho, 50 - 5¢- 1250 - 071LISBOA

2 2 NOV. zou Tel. 2138150 50 - Fax. 21383 1150
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