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SCHERING CORPORATION
"FROCESS0O FARA A FREPARACAO DE INTERLEUCINA-4 CRISTALINA®

MENMORIA DESCRITIVA

Resumo

0 presente invente diz respeitc a um processc para a
crigtalizaglic de interleucina-4 humana recombinante (rhull-4> a
partir de vma soclugdc que contém um sal sulfate ou citrato., A
forma cristalina & adequada para difracgdc de raio—X & tem uma
larga gama de aplicacgSes em viarios processes farmacéuticos gue

incluem purificacgio, formulagic e manufactura.



ANTECEDENTES DO INVENTO

A interleucina-4 derivada da c&lula T (IL-4) foi
originalmente descrita como um factor de murino que pode co-esti-
mular a poliferacgsio das c¢8lulas B activadas [Howerd et al., J.
Exp, Med. 155:014 <1882>1, Subsequentemente, foi demonstrado que
a IL-4 de murino exerce uma série de efeitos biolégicos nas
c&lulas B [Paul et al., Ann. Rev. Immuncl. 5:420 {1987>; Foelle
et al,, Proc. Natl., Acad. Sci. USA 81:6149 {1984); Roelm et al.,
J. Exp. HMed. 160:679 <(1984); Vitetta et al., J. Exp. MNed,
162:1726 (1985); Coffman et al,, J. Immunol. 136:4538 (19886 ;
Coffman et al.,, J. Immuncl. 136:949 (198621 e noutros tipos de
c&lulas que incluem as c8lulas T (Mosmann et al., Proc. Natl,
Acad. Sci. USA 83:5654 (1986); Fernandez-Botran et gl., J. Exp.
Med. 164:580 (1986); Hu-Li et al., J. Exp. Hed 165:157 {19873
Grabstein et al,, J. Immunocl. 130:1148 {19872); Zlotnick et al.,
Froc. Natl, Acad. Sci., USA 84:3856G (1987)1, as c&lulas progenito-
ras hematopcoiéticas [Rennick et al., PFroc. Fatl. Acad. Sci, USa
84:6889 (1987); Peschel et al., Blood 70:254 (1987)] e as células
de glandulas (Mosmann, acimal.

Basiado na homologia com & IL-4 de murince, um cD¥A de
cGdigoe humano da interleucina-4 <(hull-4) foi clonado {Yokota et
al., Froc. Natl. Acad. Sci. USA 83:58%94 (1986)>1 e colocado em
ambos mamiferos I[Le et al., J. Bicl. Chem. 263:10817 (1988>;
Sonoda et al., J. Biotecnhnology ©:61 (1088); Takebe et al., Mol,
Cell Biol. 8:466 (1988)] e hospedeiros bacterianos [van Kimmenade
et al., Bur., J. Biochem. 173:109 (1988>1. Igualmente a IL-4 de
murine, a hull-4 recombinante {(rhull-4) & um linfdcito pleictrg-
pico que actua numa série de tipos de c&lulas, Assim, por exemplo
¢ rhull-4 pode induzir a poliferacfic de ambos 1linfécitos T @ B
activados {Spits et al., J, Immuncl. 13G:1142 (1987); DeFrance et
al., J, Immol. 139:1135 {19873}, aumenta a expressio de



histocompatibilidade dos antigenes principal da classe II e baixa
a afinidade do receptor para o IgE nas células B [Rousset et al.,
J. Immunol. 140:2625 <(1988); DeFrance et al., J. Exp. HMed.
165:1459 (198731 e induz a producfo de IgE e de outras imunoglo-
binas [Pene et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:6880 (1888)1. 4
capacidade de rhull-4 para a2 inibigio de IL-4 que depende da
poliferagfio de células leucémicas linfociticas de origem da
célula B, sugeriu uma aplicacfo clinica em neoplasmas das cé&lulas
E {Kerray et al., J. Exp. Hed. 168:85 (188381,

4 disponibilidade de quantidades de miligrama de
rhull-4 purificada facilita a iniciacfo de estudos da estrutura e
as relagdes funcfo - estrutura da proté&ina. 0O presente invento
relaciona-se com a descoberta de condigdes para a produgdo de
rhull-4 cristalina. 0 invento ainda se relaciona com a prépria
rhull—-4 cristalina. Os cristais s8o adequados para estudos de
difracgéno de raio X e tém eplicacSes na purificac8o e na formula-
¢80 de rhull-4,

SUMARIC DO INVENTO

No seu aspecto maic amplo o invento relaciona-se com &

Interleucina—4 na forma cristalina.

0 invente ainda se relaciona com a interleucina-4
humana na forma cristalina.

O inventoc ainda se relaciona com a interleucina—4
humana gue foi produzida por técnicas de DNA recombinante na

forma cristalina.

0 invento ainda se relaciona com a interleucina-4 na

forma cristalina que pode estar glicosilada ou n#o-glicosilada.



O invento ainda se relaciona com um mdtodo para a
producdo de cristais de interleucins-4, cujo método compreends a
cristalizag8o da interleucina—4 a partir de uma solugdo aguosa de
pH 5 - 7 tamponizada, que compreende um sal de citrato ou de
sulfato,

DESCRICZO DO INVENTD

4 interleucina-4 cristalina deste invento & #til para a
andlise cristalogréfica de raio X e para a preparacgdc de conposi
¢Bes farmacduticas para ¢ tratamento de gualquer condicic mé&dica
susceptivel de tratamento por interleucina-4.

Para ilustragdio da pritica de presente invente, a forma
matura de hull-4 foi derivada de E. coli. Outros IL-4 assim conmo
outras formas de rhull-4 podem ser identicamente utilizadas. A
purificagiic de rhull-4 a partir de scobrenadante de células foi
obtida por métodos cromatogriéficos convencionais (Le et al.,
acimal. Experiénciass de difus8o de gota de vapor suspensa foran
realizadas em pratos de cultura de tecidos de 24 de fundo (Multi-
fundo, Becton Dickenson & Co, Lincoln Park, FJ). Gotas (& uLl) gue
contém 20 mg/ml de hull-4, 15 - 20 % de sulfato de amdnio satura-
do, fosfato de sddio a 40 mM, pH 6,0 - 7,0, foram suspensas em
tiras de cobertura siliconizadas invertidas em pratos de cultura
de tecidos de 24 de fundo. Estas gotas foram equilibradas a 12 ou
a 22°C contra 1 ml de 30 - 40 % de sulfato de amdnic saturado,
fosfato de sbdic 40 mM, a pH 6,0 - 7,0. A incubacgfic a temperatura
controlada foi realizada em cé&maras ambientais REVCO pré—coloca-
das a 12° ou a 22°C,.

A concentragiic de rhull-4 em vBrios tampSes foi deter—
minada espectrofetometricamente usando um coeficiente de extincdo

de O,57/cn/ng/ml acs 278 nm. Electroforese en geal de



policrilamida de dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE) fol realizads
de acordo com o método de Laemmli (Nature 227:680 (1870)1. CLAR
de fase invertida fol realizada numa coluna Rainim C4 ¢4,6 x 250
nm; Dynamax, 300 Angstrom) desenvolvida com um gradiente linear
de aceftonitrilo em &cido trifluorcacético a 0,1 %. A determinscio
da actividade de poliferizacfo das células T usando linfdcitoz de
sangue periférico humano foi realizada como descriteo previamente
{Yokota et al., acima). Para estudos de raioc X, grandes coristais
tetragonais foram montados em capilares de vidro e fotografados
com uma cémara de precisdo aos 22°C, usando radiacfo CuKe de um
gnodo de rotacéio Rigaku RU-300. Dados originais completos foram
recolhidos num detector de 8Srea Nicolet X-1004, usando & mesma
fonte de radiacio.

Como indicado previamente, para fins de ilustrrac#io, a
interleucina-4 humana cristalina descrita neste invento & inter-
leucina-4 humana recombinante derivada de E. ceoli. 4 estrutura
priméria da proteina & :
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Usando sulfate de amdnic como agente precipitante,
rhull-4 fol cristalizadc em agulhas e em grandes cristais tetra-
gonais., A cristalizacglo pode ser melhor conseguida em tampfioc de
fosfato de s6dic 40 mM, pH 6,0, gue contém 34 % de sulfate de
ambnic, depols de 21 dias de incubaglc acs 12°C. O cristais

tetragonais tém sido observados em fosfato de s8dic a valores de
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pH desde 5,0 a 7,0 e a concentracdes de sulfato de amdnio na gama
desde 30 a 40 % da saturacdo,

A cristalizacdo & realizada & uma gama de pH de 5 a 7,
preferencialmente de 5,5 a 6,5 e mais preferencialmente a cerca
de pH 6,0. A temperatura pode rondar desde os 5 aos 259, prefe-
rencialmente desde os 12 aos 22°C e mais preferencialmente os
12°C, A concentragfic de protéina no equilibric deve ser desde
cerca de 5 a 60 mg/ml, preferencialmente de 30 a 50 mg/ml e mais
preferencialmente a cerca de 40 mg/ml.

0 periode de incubaglsic acs 12°C até os 22°C pode variar
desde 2 a 20 dias. & de anticipar gque os métodos de cristalizacfio
descritos agui tanmbém sfc Gteis para cristalizacfico de derivados
de rhull-4 a partir de outras células heospedeiras (e.g. células
de mamiferos em ocultura, levedura, insectos e outras) ou de
hull-4 derivade de fontes naturais {e.g. 1linfécitos do sangue
periférice humanc cou linhas de c&lulas humanas constitutivamente
produzindo hull-4), £ +tanb&m de antecipar que ¢ método sers
aplicivel a hombélogos de prot&inas de interleucina 4 derivado de

cutras espécies.

A rhull-4 cristalina a partir de gotas suspensas foi
isoclada e lavada totalmente em sulfate de amdnic a 55 %, tampi3o
de fosfato de sddic 40 mM, pH 6,6 & temperatura ambicnte (22 -
25°C). Depois de redissclugfio em tampdc de fosfato de sédic 20
wM, pH 7,4, com cloreto de &8dio 0,15 M, os cristais exibiram
actividade de poliferacfo de células T 2,0 x 10? unidadessg? que
fol idéntica & da amostra de rhull-4 de controle que foi crista-
lizada. Quando sujeita a SDS-PAGE, a migracio electroforética dos
criztais de rhull-4 redissolvidos fol idéntica & da smostra de
controle. Identicamente, o modelo de eluig8o de CLAR de fage

invertida dos cristais redissolvidos foi indistinta do modelo de
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eluig8o da amostra de controle. Nenhuma degradacio de protéina
fol aparente como um resultado do periodo longo de incubac#o, asos
22°C. Mais importante, o processo de cristalizag8o seguido por
redissoluc8o em tamp8o fisioldgico falhou na inactivacf8o da
actividade de poliferizag8o de células T de rhull—-4,

Os dados de difrac¢g8o de raio X foram inicialmente
recolhidos a uma resolugsc de 2,7 4 usande o detector de &rea.
Franjes de oscilac8o cobriram 0,25 e foram medidas durante 10
minutos., A indiciac8io @ a integracdo dos dados foram realizados
usando os programas de processsmento XENGEN [Howard et al., J.
Appl. Crystallogr. 20:383 (188%73]. Os dados indiciados no sistema
tetragonal foram com a = 82,1 (2), b = 82,1 (7)) e ¢ = 46,5 {1} A.
0 grupo de espago & on F4212 ou 943213.

Fotografias de precisfic de raic X subsequentes de
interleucina—-4 confirmam o grupc de sspage e ou os pardmetros de
c&lulas unitérias., s cristais tetragonais s8o estéveis ac raic X
e difractam & temperatura ambiente, durante pelo menos cinco dias

e difractam pelco menos a uma resclucgiic de 2,7 4,

A cristalizaclc em grande escala pode ser conseguida
por métodos equivalentes a difusfic & vapor, nomeadamente, diAlise
e ultrafiltragiic. Cristais de semente obtidos a partir da expe-
riéncia de gota suspensa, podem ser usados para acelerar a
cristalizaciio em grande escala desde que as condicgbBes Sptimas
tenham side estabelecidas. Embora a wutilizac8ico de sulfate de
ambnioc come um agente precipitante seja preferide, pode ser
substituido por ocutros sais de citratoc e de sulfato como sulfato
de sddio, potéssic, célecic ou de magnésico; c¢itrateo de sédic, e
outros (McPherson, Freparation and Analysis of Protein Cristals,
1982, Jonh Wiley & Sons, New York, New York). Cristalizacg8c enm

larga escala de rhull-4 pode ser introduzida come um passe de



purificag8o final efou passoc de cooncentrac8o na manufacitura
clinica. Armazenamento de longa dureg8o da droga em massa rhull-4
numa forma cristalina & també&m altemente desejével, devido 3
estabilidade inerente dos cristais, guando comparada com rhull-4

armezenada numa solucgfo com conservantes.

Os cristais preparados pelo método descrito +também
constituem ume forma particularmente vantajosa para preparacio da
forma de dosagem farmacdutica. Os cristais podem ser usados, por
exemplo, como uma base para uma formulac8o de libertscfo retarda-
da de rhull-4 in vivo. Acredita-se que complexos de nmetais (e.g.
zinco ou ferro) e de hull-4 possam ser formados e depois subse-
quentemente cristalizados. Cristais destes complexos podem também
sar usados em formulagdes de protéina de libertagfo retardada gue
contdm aditivos farmnacéuticos apropriados. Exemplos de formula-

ces de protéina de libertacfo retardada idénticas s8o complexos

cristalinos de zinco - insulina (Remington's Pharmsceutical
Sciences, 1985, Gennaro, A.R., Ed., Mack Publishing Co., Fasten,
Pennsylvania, pp 974 - 97Y6) e o complexo coristaline zinco -

insulina - protemina {(Pharmaceutical Manufacturing Encyclopedia,
iz8e, Sittig, M., Ed., pp. 820 - 821>.

Composigles farmacdSuticas de libertacg8io retardada que
compreendem a interleucina—-4 cristalina do invento podem ser
preparades por mistura desta interleucina—-4 com um agente de

complaxacio de metal efou de proftdina, como descrito acima.
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REIVINDICAGOES
12, - ¥étodo para a produgfc de interleucina-4, carac—

terizado por compreender a incubaglic de interleucina-4 numa
solugdo aquosa tamponada a pH 5-7 gue compreende um sal sulfatoe
ou citrato, durante um tempo suficiente de modo a permitir a

formag8io de cristais de interleucina-4.

28, - Mgtodo de acorde com reivindicac8c 1, caracteri-
zado por os cristais de interleucina-4 produzideos serem cristais

de interleucina-4 humana.

32, - Método de acordo com uma das reivindicacg@es 1 on
2, caracterizade por os cristais de interleucina-4 produzidos
serem cristais de interleucina-4 gue 8 produzida atravids de

técnicas de ADN recombinante.

42, - Mé&todo de acordo con qualguer uma das reivindica-
ges 1 a 3, caracterizadc por o cristais de interlieucina—-4
produzidos serem cristais de interleucina-4 gue & n#o glicosi-
lada.

54, - Método de acordo com gualguer uma das reivindica-
ges 1 & 3, caracterisadc por os cristais de interleucina-4

produzidos serem cristais de interleucina-4 gue & glicosilada.

G&, - Método de acordo com gunalquer uma das reivindica-
ges 1 a 4, caracterizade por os oristais de interleucina—-4
produzidos serem cristais de interleucina-4 que &

produzida por E. coli,
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7a. - Método de acordo con qualquér uma das reivindica-
cBes 1 a 4, caracterizado por a solug8o tamponada compreender

sulfato de amdénio a pH 6,0.

ga, - Frococessco para & preparaciio de uma conmposigio
farmacéntica conpreendendo interleucina-4 na forma cristalina,
complexada com um metal e/ou um agente de complexacdc de protei-
na, caracterizado por compreender a mistura de interleucina—-4 na
forma cristalina com um metal e/ou um agente de complexac8c de

proteina.

ga, — Método para O tratamentc de um individuc gue
tenha uma condigiic médica susceptivel de tratamento com a inter-
leucina-4, caracterizadoc por compreender & adninistracgio a esse
individuo de uma guantidade eficaz de interleucina-4 na forma

cristalina.

Lisboa, 14 de Junho de 1601

—

J. PEREIRA DA CRUZ

Agente Oficial da Propriedade Industriel

RUA VICTOR CORDON, 10-A 3¢
1200 LISBOA
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