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MEMORIA DESCRITIVA

Resumo

0 invento diz respeito a um proces
80 para a produgdo de variantes peptidicas baseadas nos domi -
nios que tém actividade inibidora de bicunina humana (ou seja
os componentes que tém a actividade inibidora do inibidor da
inter-O-tripsina, ou do inibidor da tripsina do soro, estdvel
aos dcidos, ou do inibidor da tripsina urindria), por métodos
de manipulagdo genética usando microorganismos (bactérias, eu-
cariotas inferiores), assim como de medicamentos-contendo es -

tas variantes peptidicas. As variantes peptidicas s3o caracte-
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rizadas pela sua capacidade para inibir proteases serina, por
exemplo elastase pancredtica e granulocitica, catepsina G ou
calicreina do plasma.




0 invento englob5<Variantes de
peptideos baseados nos dominios com a actividade inibidora da
bicunina humana (ou seja o componente tendo a actividade ini-
bidora do inibidor da inter-¢tripsina ou do inibidor da trip-
sina sérica estdvel aos 4cidos ou do inibidor de tripsina uri-
naria), processo para -a preparacdo das variantes de peptideos
descritas por métodos da manipulagdo genética usando microor-
ganismos (bactérias, euéariotas'inferiores), assim como medi-
camentos contendo estas variantes de peptideos. As variantes
de peptideos sd0 caracterizados pela sua capacidade para ini-
bir proteases serina, por exemplo elastase pancredtica e gra-

nuldécitica, catepsina G ou calicreina do plasma.

Quando as proteases atingem o es-
pago extracelular elas sdo normalmente apanhadas rapidamente
por fortes inibidores de proteases enddgenos como seja o ini-
bidor de ¢1-proteinase (Travis & Salvesen, Ann. Rev. Biochenm,
52, 655, 1983). Em certas situagles este mecanismo protector
pode ndo funcionar ou pelo menos ndo funcionar adequadamente
e a consequéncia pode ser estados patoldgicos graves tais como
o desenvolvimento de enfisema, choque séptico, pulmio em cho-
que ARDS, artrite reumatdide, perturbacdes da coagulagdo, fo-
lha renal e do figado, inter alia. Os inibidores de proteina-
ses com uma ac¢ldo especifica s3o de especial interesse neste
contexto como potenciais agentes terapéuticos. Os inibidores
de proteinases que sdo particularmente interessantes para usar
com humanos tém sequéncias de aminocdcidos semelhantes as dos
inibidores humanos naturais. Isto aplica-se particularmente as
terapias a longo prazo tais como o tratamento de deficidéncias
de inibidores de «l-proteinas (desenvolvimento de enfisema)

para evitar efeitos secunddrios tdxicos ou alergicos.

Se bem que o inibido; da xl—pro—
teinase seja a antagonista natural da elastase neutrofilica,
cuja inibigdo extracelular é a principal finalidade em caso de
inflamag3o, n8o é Sptimamente adequada ao uso em terapéutica

por varios motivos. O seu peso molecular relativamente elevado
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de 53 000 d requeria o uso de grandes quantiéédes ndo fisiold-

gicas por peso do inibidor. Se bem que as quantidades necessd-
rias possam ser obtidas por meio de engenharia genética seria
necessario usar guantidades ainda maiores do inibidor devido

a reduzida meia-vida bioldgica em circulagdo de uma proteina
recombinanterque ndo é glicosilada da maneira fisioldgica
(Matheson et al., J. Biol. Chem. 261, 10404, 1986). Em qual-
quer dos casos o inibidor é encarado como susceptivel 3 pro-
teolise e oxidacdo.

Ambas as propriedades reduzem mais
a conéentragéo das espécies activas. Apenas a susceptibilidade
a okidagéo poderé ser eliminada por meio de engenharia genéti-
ca através da substituic8o de residuo metionina no centro reac
tivo dos inibidores (posicdo Pl) por exemplo por leucina
(McCourtney et al., Nature 313, 149, 1985).

O objectivo do presente invento é
desenvolver inibidores de proteinases, por exemplo contra elas
tase de leucdcitos humanos, catepsina G de calicreina do plas-
ma tendo uma massa molecular distintamente mais baixa, para o
tratamento de doengas humanas. Neste contexto o objectivo foi
avaliar se é possivel modificar inibidores de proteinases de
modo a terem um espectro de inibigdo pretendido através da mo-
dificagdo dos inibidores humanos jd conhecidos. Consideram-se
como moléculas bdasicas adequadas a isto a subunidade tendo ac-
tividade inibidora do inibidor da inter-«-tripsina humana ITI
(Schreitmiiller et al., Biol. Chem. Hoppe-Seyler, 368, 963,
1987; Gebhard et al., Biol. Chem. Hoppe-Seyler 369S, 19, 1988:
Gebhars et al., FEBS Lett, 299, 63, 1988: Gebhard et al.,
Europ.J. Biochem., no prelo), o qual daqui em diante & desig-
nado bicunina (Fig. 1), assim como os inibidores da tripsina
tipo Kunitz de estrutura idé&ntica no soro (STI) e na urina
(UTI), se fosse possivel substituir alguns residuos de amino-
dcidos para conseguir uma alterag3o especifica do espectro de
inibicdo natural destes inibidores (Fig 1). Eles s3o o resul-
tado da maturagdo proteolitica do produto da trugdo primdria




de um dnico gene (Kaumeyer et al., Nﬁélgiq, Acids Res. 14,
7839, 1986) e consiste num peptideo N-terminal o qual pode

ser eliminado com tripsina (residuos de aminodcidos 1-21) e
dois dominios consecutivos estruturalmente relacionados (domi-
nio 1 é o dominio N=terminal, definido como os residuos de..
aminodcidos 22-77 e o dominio 2 é a parte C~terminal da pro-
teina, definido como os residuos de aminodcido 78-147) e estes
podem também ser obtidos isoladamente por tratamento com trip-
sina. Ambos os dominios tém actividade inibidora da proteina-
ses de diferentes especificidade inibidora (Gebhard & Hochstra
Ber em:."Proteinase Inhibitors", Barrett & Selvesen, eds.,
Elsevier, 1986, p. 375).

Dependendo da situagd3o fisioldgica
particular, a proteina de fase aguda bicumina pode estar pre-~
sente na forma complexada (em ITI ou num complexo com imuno
globulinas) e na forma ndo complexada, que é entdo detectdvel
como STI, UTI & STI que sofreu filtrac3c renal. Assim, os ini-
bidores individuais diferem apenas em estarem associados ou
ndo a outras proteinas ou serem detectados em diferentes flui-

dos do corpo.

Inibidores especificos e fortes,
por exemplo da elastase nentrofilica, catepsina G ou calicrei-
na plasmitica, baseados em dominios de bicunina foram obtidos
por substituigdo de residuos de aminodcidos na posicio P, dos
centros reacfivos do dominio I ou dominio II do inibidor. Ain~
da, substitui¢les adicionais nos dominios, por exemplo em par-
ticular na posigdo P), sdo capazes de melhorar ainda as pro-
priedades inibidoras.

Assim o presente.invento estd re-
lacionado de um modo geral com variantes de inibidores tipo
Kunitz cujo espectro de inibigdo foram alterados devido a subs
tituigdo de um residuo de aminocdcido natural, nd3o s na posi-
¢do Pl mas também na posicgdo P% do centro reactivo, por um ou-
tro residuo de aminodcido natural, especificamente com os ini-
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bidores que foram obtidos na base dos dominios isolados ou os
dominios ligados uns aos outros, da bicunina humana, desde

que as propriedades inibidoras do inibidor natural ou dos seus
dominios individuais tenham sido alterados e/ou melhorados por
substituicdo dos residuos de aminodcidos naturais nas posicdes
P1 e/ou Pé dos centros reactivos de um ou de ambos os dominios
por qualquer um dos aminodcidos naturais, mas em particular
pelos aminodcidos do grupo compreendendo Ala, Gli, Ile, Len,
Arg, Fen, Val, Ter, Trp, e His. Ainda, o invento também estd
relacionade com as construgdes que formam as bases das varian-
tes dos inibidores, independentemente da escolha particular de

coddes e da ligacdo das regides de cDNA natural com tal DNA

sintético.

Ainda, o presente invento também
estd relacionado com variantes de bicumina em que,"além das
substituicdes numa ou em ambas as posigdes Pl assim como numa
ou em ambas as posi¢gdes P!, existem também outras substitui-
¢cbes noutras posigdes. Substituicles adicionais deste tipo po-
dem ainda melhorar mais as propriedades inibidoras pretendidas,
resultam num comportamento farmacocinético mais favoriavel, pro-
longam a meia-vida in vivo ou resultam numa preparagdo indus-
trial mais favordvel. '

Finalmente, o presente invento tam-
bém engloba variantes de bicunina tendo segmentos peptidiais
N-terminais e C-terminais que diferem, em natureza e grau, nos
residuos cisteina nas posicgdes 26 e 76 (dominio 1 do inibidor)
e 82 e 132 (dominio 2 do inibidor) que sdo necessirios a for-
magdo das estruturas bdsicas. Os limites dos dominios origi-

nalmente definidos (Lis22 e Arg77'do dominio inibidor 1 e Tre

e Asnl47 do dominio inibidor 2) foram definidos com base na
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divisdo em peptideos funcionais que podem ser conseguidos com
tripsina e ndo coincidem exactamente com as regives de exdo as
quais foram agora determinadas (Vetr et al., FEBS Lett, no pre-
lo, 1989). De acordo com isto, os dois dominios inibidores se=-
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riam limitativos pelos residuos de aminoadcidos Asp e Val 7,
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e Ala e Asp , respectivamente (Fig. 1). Dependendo do sis-
tema de expressdo usado, as construgdes de genes individuais
podem codificar extensdes peptidicas N- ou C-terminais, inde-
pendentemente de elas serem retidas no todo ou em parte, na
variante do inibidor final e funcionam apenas tempoririamente
como parte de uma proteina precursora e destas extensSes pode-
rem ser atribuidas a bicumina natural ou a uma proteina estra-
nha.

Por exemplo, a sequéncia N-termi-
nal MetlS—TrelQEValzo-L1521, que é idéntica a sequéncia de ami-
nodcidos natural da bicunina exceptuando o residuo metionina,
pode com vantagem ser usada para se obter, por clivagem com
tripsina, um dnico produto que corresponde a composicdo do do-
minio 1 originalmente definido. Deste modo é também possivel
remover dominios da bicumina de construgdes com um segmento
proteico N-terminal estranho. Em expressdo directa (sem um seg-
mento proteico estranho N-terminal) pode-se esperar que a eli-
minacdo da metionina N-terminal seja parcial ou mesmo comple-
ta. Para evitar a possibilidade de remocdo da arginina C-ter-
minal em construgdes de um residuo de um tnico dominio 1 em -
aplicacdo terapéutica, nalguns casos sdo preferidos as exten-
sbes C-terminais.

A expressdo de variantes da bicu-
nina ou de fragmentos de variantes da bicumina pode ser efec-
tuada com &xito usando sistemas bacterianos ou eucaridticos.
Assim, sistemas bacterianos adequados podem ser, poi exemplo,

a expressao em estirpes de Escherichia coli K12: na forma nio

fundida no citoplasma ou como proteina de'fusﬁo-formada dentro
da célula e ligada a um parceiro de fusdo adequado, por exem-
plo a parte N-terminal da replicase MS2, ou como produto que
possui actividade inibidora e é secretado para o espago peri-
plastico usando peptideos sinal adequados, por exemplo da se-
quéncia sinal OmpA. ' ‘
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S3o sistemas eucaridticos adequa-
dos, por exemplo sistemas de secrecdo de levedura em que o pro-
duto de expressdo é conduzido por uma sequéncia lider adequa-
da, por exemplo a pre-pro-sequéncia do factor alfa, através
da via de secregdo e é libertado para o meio de cultura como
substancia tendo actividade inibidora. E ainda possivel usar
sistemas de expressdo de levedura que resultem em sintese in-
tracelular.

No entanto, é ainda possivel usar
muitos outros sistemas de express3o procaridticas e eucaridti-
cos, por exemplo usando estirpes de Bacillus, Stophylococcus,

Hansemela, Aspergillo ou outras estirpes hospedeiras.

Se o objectivo £0r conseguido por
glicosilacido semelhanteré presente em mamiferos, devem ser es-
colhidos sistemas que glicolisam correctamente. Nos sistemas
de expressdo procaridticos s3o obtidas variantes de bicunina
nao glicosiladas. Os sistemas de expressdo de levedura geral-
mente resultam numa glicosilagdo gue difere do padrdo de gli-
cosilagdo dos mamiferos. As variantes de bicunina n3o glicosi-
lados obtidos com sistemas de expressdo de levedura podem ser
preparadas usando enzimas de desglicosilac8o ou pela expressio

de variantes que ndoc podem ser glicosiladas.

O presente invento inclui prepara-
gOes farmacéuticas que além excipientes n3o tdxicos, inertes |
e farmacéuticamente adequados contém um ou mais compostos de
acordo com o invento ou que consistem num ou mais compostos
activos de acordo com o invento e processos para a producio
destas preparagdes.

O presente invento também inclui
preparacgdes farmacéuticas em unidades de dosagem. Isto signi-
fica que as preparacdes s3o na forma de partes individuais,
por exemplo comprimidos, comprimidos revestidos, cdpsulas, pi-

lulas, supositdrios e ampolas, para as quais o tedr de substin-
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cia activa corresponde a uma fracg3o ou a um miltiplo de uma
dose individual. As unidades de dosagem. podem conter, por exem
plo, uma, duas, trés ou quatro doses individuais ou um meio,
um terco, ou um quarto de uma dose individual. Uma dose indi-
vidual de preferéncia contem a quantidade de composto activo
que é dada numa administracdo e que geralmente corresponde a

um todo, um meio ou um tergo ou um quarto da dose didria.

Por excipiente ndo tdéxicos, iner-
tes e farmacéuticamente adequados deve-se entender diluentes
s6lidos, semi-sélidos ou liquidos, agentes de preenchimento e
auxiliares de formulagdo de todos os tipos.

Os comprimidos, comprimidos reves-
tidos, cadpsulas, pilulas, granulos, supositérios, solugdes,
suspensbes e emulsdes, pastas, pomadas, géis, cremes, logdes,
pés e vaporizadores podem ser referidos como preparagoes far-
macéuticas preferidas.

Comprimidos, comprimidos revesti-
dos, capsulas, pilulas e grédnulos podem conter o composto ou
compostos activos juntamente com os excipientes habituais tais
como (a) agente de preenchimento e ampliagdo, por exemplo ami-
dos, lactose, sucrose, glucose, manitol e silica, (b)_ligantas,

por exemplo carboximetilcelulose, alginatos, gelatina, e poli-

vinilpirrolidona, {(c) humidificantes, por exemplo glicerina,
(d) agentes desintegrantes, por exemplo agar-agar, carbonato
de cdlcio e carbonato de sédio, (e) retardados de solubiliza-
¢3o, por exemplo parafina e (f) aceleradores de-absorqéo, por
exemplo compostos de amdnio quaterndrio, (g) agentes molhantes
por exemplo dlcool cetilico ou monostearato de glicerina, (h)
absorventes, por exemplo caulino e bentonite e (i) lubrifican-
tes, por exemplo talco, estearato de cdlcio e estearato de mag-
nésio.e polietilenoglicdis sdlidos ou misturas das substincias

apresentadas de (a) a (i).
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Os comprimidos,fcomprimidos reves-
tidos, cdpsulas, pilulas e grinulos podem ser providos dos re-
vestimentos e cdpsulas habituais, facultativamente contendo
agentes de opacificagdo e podem ter uma composiclo tal gque li-
bertem o composto ou éompostos activos apenas, ou preferencial-
mente, numa determinada parte do trato intestinal, facultati-
vamente de modo retardado, sendo exemplo de compoéi¢6es de em-

bebigdo, que podem ser usados, os polimeros e céras.

O composto ou compostos activos,
facultativamente juntamente com um ou mais dos excipientes
atras referidos, podem ser também numa forma micro-encapsula-
da.

. Os- supositdrios podem conter, além
do composto ou compostos activos, os excipientes habituais so-
liveis ou insoliveis em dgua, por exemplo polietilenoglicdis,
gorduras, por exemplo manteiga de cacau e esteres superiores

(por exemplo um dlcool C;4 com um dcido gordo clé) ou misturas
destas substancias.

Pomadas, pastas, cremes e géis podem
conter 08 excipientes habituais além do composto ou compostos
activos, por exemplo gorduras animais e vegetais, céras, para-
finas, amido, tragacanto, derivados da C@lﬁlosé,_polietileno-
glicdis, silicones, bentonites, silica, tragacanto, derivados
da celulose, polietilenoglicdis, silicones, bentonites, sili-

ca, talco e dxido de zinco ou misturas destas substéncias.

Os pds e pulverizadores podem con-
ter os excipientes habituais além do composto ou compostos ac-
tivos, por exemplo lactose, talco, silica, hidrdxido, silica-
to de cdlcio e pds de poliamida ou misturas destas substlncias.
Os pulverizadores podem ainda conter os prcpelantes habituais,

por exemplo clorofluoro-hidrocarbonestos.




As soluq&és‘ejemulSSes podem con-
ter os excipientes convencionais além do composto ou compostos
activos, tais como solventes, agentes de solubilizacdo e emul-
sionantes, por exemplo dgua, dlcool etilico, dlcool isopropi-
lico, carbonato de etilo, acetato de etilo, dlcool benzilico,
benzoato de benzilo, propilenoglicol, 1,3-butilenoglicol, di-
metilformamida, Sleos, especialmente Sleo de sementes de algo-
doeiro, dleo de amendoim, Sleo de gérmen de milho, azeite,
dleo de castor e Sleo de sésamo, glicerina, glicerinoformol,
dlcool tetra-hidrofurfurilico, polietilenoglicois e ésteres

de dcidos gordos e sorbitano ou misturas destas substincias.

Para administra¢do parentérica, as
solugles e emulsles podem ser também na forma esterilizada que

é isotdnica com o sangue.

As suspepsOes podem conter o0s ex-
cipientes habituais além do composto ou compostos activos,
tais como diluentes liquidos, por exemplo dgua, dlcool etili-
co ou propilenoglicol, agentes para suspensdo, por exemplo dl-
coois isostearilicos etoxilados, ésteres de polioxietilenossor-
bitol e ésteres de sorbitano, celulose microcristalina, meta-
~hidrdxido de aluminio, bentonite, agar-agar e tragacanto ou

misturas destas substancias.

As formas de formulag¢do menciona-
das podem também conter corantes, preservativos e aditivos que
melhoram o odor e sabor, por exemplo dleo de horteld3-pimenta

e 6leo de eucalipto e adulcorantes por exemplo sacarina.

Os compostos terapéuticamente acti-
vos de preferéncia deverdo estar presentes nas preparagdes far-
macéuticas atrds referidas numa concentracldo de 0,1 a 99,5%
por peso, de preferéncia cerca de 0,5 a 95% por peso da mistu-

ra total.
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As preparacBes farmacuticas atrds

referidas podem também conter outros compostos farmacduticos

activos além dos compostos de acorde com o invento.

As preparagles farmacéuticas atrds
referidas sdo produzidas como habitualmente de acordo com mé-
todos conhecidos, por exemplo misturando o composto activo ou

os compostos activos com o excipiente ou excipientes.

Os compostos activos ou as prepa-
ragbes farmacéuticas podem ser administradas lécalmente, oral-
mente, parenteralmente, intraperitonealmente e/ou rectalmente,
de preferé@ncia oralmente ou parenterdalmente, especialmente in-

travenosamente ou intramuscularmente.

Em geral mostrou-se vantajoso, tan-
to na medicina humana como na medicina veterindria, adminis-
trar o composto ou compostos activos de acordo com o invento
em quantidades totais de aproximadamente 0,5 a aproximadamen-—
te 500, de preferéncia 4 a 100, mg/kg de peso do corpo todas
as 24 horas, facultativamente na forma de vdrias administra-
¢Oes individuais, para se conseguir os melhores resultados.
Uma administragdo individual comtem o composto activo ou os
compostos activos de acordo com o invento de preferéncia em
quantidadessde aproximadamente 1l a aproximadamente 250, espe-
cialmente 3 a 60, mg/kg de peso de corpo. No entanto, pode ser
necessdrio fazer um desvio da dose mencionada e em particular
fazé-lo em func8o da natureza e peso do corpo do sujeito a ser
tentado, da natureza e da gravidade da doenga, da natureza da
preparagdo e da administragfo do medicamento e o tempo ou in-

tervalo ao longo do qual se faz a administracido.

Assim, nalguns casos pode ser su-
ficiente usar uma-quantidade inferior a referida para o compos-
to actizo enquanto noutras casos a quantidade referida do com-
posto activo deve ser excedida. A dosagem Jdptima particular ne-

cessdria e o tipo de administragdo dos compostos activos podem




ser fdcilmente decididos por algudm dentro da matéria com base

no seu conhecimento especializado.
Métodos

Os métodos usados para a clivagem
de DNA com enzimas de restrig3o, para o preenchimento dos ex-
tremos protuberantes com dNTP na presenca de DNA-polimerase I
(fragmento klenow), para digestd3o com nuclease de Phaseolus
aureus, electroforese em gel de DNA, isolamento de fragmentos
de DNA, ligagdo de fragmentos de DNA, para a transformacdo de
E. coli e para hibridagdo de coldnias foram os métodos conven-
cionais descritos por Maniatis et al., Molecular Cloning, Cold
Spring Harbor (1982), tendo em consideragdio a informacdo dos
fabricantes (enzimas de restricdo da Boehringer Mannheim
(Mannhein), Biolabs (Schwalbach), Pharmacia (Freiburg): nuclea-
se de Phaseolus aureus, Pharmacia e células E. coli competen-

tes, BRL, Eggenstein).

Sintese Quimica de Oligonucleotideos.

Os oligonucleotideos foram sinte-
tizados num Pharmacia Gene AssemblerTM usando quimica de fosfo;
ramideto bem estabelecido (P—cianoetil N,N-diisopropilfosfora-
mideto) e purificado por electroforese em gel de poliacrilami-

da desnaturante.

Sequenciagdo de DNA

4 Para verificar a sequéncia de DNA
das construgdes de genes individuais, DNA de cadeia dupla foi




directamente sequenciado pelo método de Chem & Seeburg (DNA,

4, 165, 1985) em ambas as cadeias para cada caso.

Transformacdo de leveduras

100 ml de uma suspensdo de células
da estirpe de levedura SC 106 (MAT-alfa, hom 3, gal 2, his 6,
ura 3; estirpe S2207A, Yeast Genetics Stock Center, Universi-
ty of California, Berkeley, CA 9472, USA) com uma concentragfo
celular de 2 x lO7 por ml foram centrifugados: o sedimento de
células foi lavado uma vez com 5 ml de tampdo TE (10 mM Tris x
HCl, pH 7,5, 1mM EDTA) e depois com 5 ml de tamp3o LiA (aceta-
to de litio 0,1M em tampdo TE). As células foram entdo ressus-
pensas em 1 ml de tamp3o LiA e incubadas a 309C durante 1 hora.
As células competentes obtidas assim foram guardadas a 49C du-
rante 1 dia. A transformagdo foi efectuada do seguinte modo:

10 pl da solugdo de plasmideo (1-5
B9 de DNA) e 15 jpl de um DNA veiculo (DNA desnaturado de es-
perma de arenguer, 3 mg/ml) foram adicionados a 0,1 ml de sus-
pensdo celular. A incubag¢3o a 309C durante 30 minutos foi se-
guida da adig¢do de 0,7 ml de polipropilenoglicol (polipropile-
noglicol 3250 a 40% em tampdo LiA) e ainda incubacdo a 30¢eC
durante 60 min. As células entfo foram sujeitas a chogue tér-
mico (422C, 5 min) e subsequentemente centrifugada numa "mi-
crofuge"” Eppendorf durante 4 seg. O sedimento de células foi
lavado duas vezes com 0,5 ml de tampdo TE de cada vez e as cé-
lulas foram ent8o ressuspensas em 0,1 ml de tampd3o TE e semea-
das num meio nutritivo selectivo. Os transformantes foram obti-
dos apds 3 dias.
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Crescimento dos transformantes e andlise dos brodutos de se-

crecdo

Os transformantes foram cultiva-
dos em meio SD (0,67% da base'azotada de leveduras sem amino-
dcidos, 2% D-glucose) suplementado com treonina, metionina e
histidina (20 mg/litro de cada) a 309C. Apds ter sido atingi-
da numa densidade adequada, as células foram centrifugadas e
medida a actividade inibidora de tripsina ou elastase no so-

brenadante de cultura.

Electroforese em gel de poliacrilamida

As proteinas foram habitualmente
detectadas por electroforese em gelide SDS-poliacrilamida
(Laemmli, Nature 277, 680, 1970) e colorac3o com azul brilhan-

te Coomassie.

Andlise de aminodcidos

Cerca de 1 nmol de proteina foi in-
cubado na presenca de 200 pul de 6M HCl, 0,05% de B-mercaptoe-
tanol a 1102C sob vdcuo durante .22 h. O hidrolisado foi seco,
dissolvido em 150 pl de tampdo citrato de sdédio 0,2M, pH 2,2 e
filtrado. A andlise de aminodcidos foi efectuada num analisa-
dor de aminoicidos Biotronic LC500 com detector de fluores-
céncia e integrados Schimadzu C-R2AX. Os aminodcidos foram
quantificados apds reacclo com ftalaldeido de acordo com a li-
teratura Benson & hare, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72, 619
(1975)).




Sequenciagdo de aminodcidos

1-2 nmoles de proteina dissolvida
em 30 ul de Adcido trifluorcacético foram aplicados a filtros
de fibra de vidro tratados com Polybrene e sequenciados num
sequenciador de fase gasosa (Applied Biosystems) pelo método
de Hewick et al., J. Biol. Chem. 256, 7990 (1981). Os deriva-
dos de feniltioidantoin foram separados e analisados com a
ajuda de uma coluna de HPLC ciano (Dopont) como descrito por
Beyrenther et al., Modern Methods in Protein Chemistry, 303-
-325, Walter de Gryter, Berlin (1983), usando um sistema de
HPLC Waters.

Ensaio de inibicgdo da tripsina

A actividade de tripsina foi de-~
terminada usando o método de Geiger & Fritz, Methods of Enzy-
matic Analysis, Val. V, 32 ed., Bergmeyer (ed.), Verlag Chemie
Weinheim (1984) p. 121 com p-nitroanilida de benzoil-L-argini-
na como substrato. A p-nitroanilina libertada foi medida num
espectofotdmetro a 405 min. A enzima e inibidor foram pré-in-

cubados durante 15 minutos antes da adic3o do substrato.

Ensaio de inibicdo da elastase

A elastase de leucdcitos humanos
foi adquirida a Elastina Products Company Inc., P.O. Box 147,
Pacific, Miss. 63069/USA. O substrato usado foi MeCSuc-Ala-
-Ala-Pro-Val-pNA (Bachem, Budendorf, Switzerland): As condi-
¢Oes do ensaio estdo indicadas na Tabela 1. Em geral, as amos-
tras de inibidor foram diluidas com tamp3o de ensaio, adicio-
nou-se enzima e a mistura foi entdo pré-incubada. A reaccio
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foi iniciada pela adic3o de substrato (dissolvido em DMSO numa
concentragdo de 0,1M e ajustado a concentra¢do da solucdo
"stock" com tampdo) e a libertagl8o de p-nitroanilina a partir
do substrato foli seguido continuamente a 405 nm. Os valores

de 100% foram determinédos em ensaios correspondentes sem ini-
bidores. A inibic3o (em percentagem) foi calculada a partir

da seguinte equacgdo:

OD na presenca de inibidor

% Inibicdo = 100 x 1 - 2
OD na auséncia de inibidor

Tabela 1: Condigbes para o ensaio de inibic3o da elastase
(Nakajima et al., 254, 4027, 1979).

Tampdo 0,2M Tris/HC1l, pH 8,0 + 0,1%
Tween 80

Volume total apds
adigdo do substrato 0,65 ml

Quantidade de enzima/

/ensaio 50 ng

Tempo de pré-incubacio

a temperatura ambiente 30 minutos

Substrato MeO-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-PNA
Solucdo "stock" : 0,065M

Quantidade/ensaio 0,1 ml

Temperatura de ensaio 30¢ecC




EXEMPLO 1

Construgdo de variantes do gene bicunina e expressdo em E.

coli

As variantes individuais de genes
da bicunina baseiam-se no mRNA natural por um lado e em genes
sintéticos dos dominios individuais, ou partes deles por outro
lado., Os clones de CDNA foram obtidos a partir de bancos de
cDNA adequados por hibridagdo com sondas oligonucleotidicas
(Kaumeyer et al., Nucleic Acids Res. 14, 7839-7849, 1986) ou
por despiste com anticorpos contra inibidor de inter-g~tripsi-
na humana (Schreitmiiller et al., Biol. Chem. Hoppe-Seyler 368,
963-970, 1987). Os genes sintéticos (primeiro dominio) ou seg-
mentos de genes (segundo dominio) foram obtidos como se segue:

A-17, 78-147, 18

Construcdo do gene de -XaaBG-Xaa38-bicuni-

na com, por exemplo, Xaa=Ile, Leu, Met ou Val

Os genes para o primeiro dominio
(de [1~17, 78-14?7_Met18

[l~17, 78—14?7_Met18

~bicunina) e suas variantes (de
36 38
-Xaa

Xaa=Ile, Leu, Met ou Val) foram construidos a partir de dois

~Xaa ~bicunina com, por exemplo)
médulos que foram gerados por sintese completa e que podem ser
removidos, individualmente ou em conjunto, a partir destes ge-
nes por clivagem com a combinacdo adequada de enzimas de res-
trigdo Neo I, Asp 718 e Sal I. A construgdo facilita a manipu-
lac83c dos genes em vdrios sistemas vectores e, via sitio de
restrigdo interno Asp 718, a substituic8o dos médulos para a

preparagdo das variantes (Fig 2).

0 mdédulo 1 engloba os oligonucleo-.

tideos 1-6 e o mddulo 2 os oligonucleotideos 7-12. As constru-

¢cbes de XaasG-Xaa38 requerem apenas a substituigdo do mddulo 1.




Para construir variantes do mddulo 1, os 6ligonucleotideos

2, 3, 5 e 6 foram substituidos sempre que necessdrios por va-
riantes de oligonucleotideos em que o coddo para metionina
(ATG) foi substituido por um de isoleucina (ATC), leucina
(CTG) ou valina (GTT) ou a sua sequéncia complementar na ca-
deia oposta. A sequéncia N-terminal V-T-K é parte do pepti-
deo N-terminal natural. O udnico aminodcido estranho’é a metio-
nina do inicio cuja eliminacdo pode ser conseguida na expres-~

sdo directa do gene em E. coli in vivo.

A estratégia de clonagem estd des-
crita na Fig. 3. O plasmideo pTZ18NCO foi preparada por cli-
vagem de pTZ18R (Pharmacia) com EcoRI, tratamento com nuclea-

se de Phaseolus aureus, liga¢do com a sequéncia polindrdmica

5'=-ACCATGGT-3' e transformagdo de E. coli DH5. A construcio

foi verificada por andlise da sequéncia.

Os plasmideos pTZMODI e pTZMOD1XX
(XX=IL, LM, MM, LL, VL) foram caracterizados por sequenciac3o
apds clivagem do plasmideo pTZ18NCO com NcoI e Aspl78, liga-
¢8o do plasmideo linearizado com os oligonucleotideos 1-6 (md-
dulo 1, Fig. 2) ou os correspondentes variantes de oligonucleo-
tideos, as quais foram fosforilados com cinase de polinucleo-
tideos transformacdo de E. coli DHS, hibridacdo de coldnias
com o oligonucleotideo 4 marcada radioactivamente e isolamento
de DNA de plasmideo.

O plasmideo pTZKUN1 foi isolado
apés clivagem do plasmideo pTZMOD1l com Asp718 = SalI, ligacdo
do plasmideo linearizado com os oligonucleotideos 7-12 (mddu-
lo 2, Fig. 2) que tinham sido fosforilados com cinase de poli-
nucleotideos, transformacdo de E. coli DH5 e hibridacdo de co-
1lénias com o oligonucleotideo 1l marcado reactivamente e carac-

terizado por sequénciacdo do DNA de plasmideo.

Para construir os plasmideos
PTZKUN1XX (XX=IL, LM, MM, LL, VL) usou-se o fragmento do mddu-




lo 2lremovido de pPTZKUNL com Asp 718 e SalI, em vez dos oli-
gonucleotideos individuais 7-12 deste mddulo e o processo
para a construcdo foi andlogo aos jd descritos.

Congtrucdo de genes de ll-lZ]-MetlS-Xaa36—Xaa38-bicunina

Os genes da bicunina do tipo de

[l~l7 i8 36 38 . . ~ . . .
J=-Met™ "-Xaa” -Xaa~ -bicunina s3o variantes de dois domi-

nios com substitui¢des de aminodcidos apenas no primeiro do-

minio. Eles foram obtidos por condensacdo do gene sintético
do primeiro dominio ou das suas variantes com um fragmento de
gene natural do segundo dominio. A estratégia de clonagem es-

td descrita na Fig. 4.

O plasmideo pTZBIK foi obtido a
partir do cDNA de um clone de dl-microglobulinaabicunina
(pTZ18MBl) que foi clonado no plasmideo pTZ18K por clivagem
com a nuclease de restrigdo San3A, Isto gerou o fragmento A
(Fig. 4) que foi isolado por electroforese em gel, O fragmen-—
to possui a sequéncia quase completa do gene da bicunina sem
a fracg¢do codificadora da Ai-macroglobulina € uma peguena par-
te do segmento de gene do peptideo N-terminal da bicunina. Os
extremoss do fragmento foram preenchidas selectivamente com
dATP e AGTP na presenca da enzima Klenow, dotada de extremos

cerses com a nuclease de Phaseolus aureus e clonado no plas-

mideo pTZ19R (Pharmacia) que tinha sido linearizado com Hind
ITI e igualmente dotado de extremos cerses com nuclease de

Phaseolus aureus. Fez-se a transformagdo de E. coli. O DNA

de plasmideo dos clones resultantes foi verificada por andli-
se da sequéncia.

Os plasmideos pTZBIKl1l e pTZBIKLXX
(XX=IL, LM, MM, LL, VL) foram gerados substituindo o segmento
de gene natural para o dominio 1 do gene da bicunina pelo seg-
mento de gene sintético adequado ou por uma das suas varian-—
tes. O fragmento C de DNA de pTZBIK foi isolado apds clivagem
com Sphl e PstI e contem a sequéncia de cDNA completa da bicu-
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nina com excepgdo do segmento de gene para quase todo o domi-
nio 1 e ligado aos correspondentes plasmideos clivados pTZKUNL
e pTZKUN1XX (XX=IL, LM, MM, LL, VL) (ver Fig. 3) e clonados

em E. coli DH5. O DNA de plasmideo dos clones resultantes foi
caracterizado por andlise de sequéncia.

Zl—?? 92

Construcdo do gene da de 7-Xaa —Xaagé-bicunina com

Xaa=Ile, Leu, Met, Val, Fen

O gene do segmento do :segundo do-

'7%7—bicunina) foi obtido trucando a bicunina

minio (de [l
(Fig. 5). As suas variantes (de [i_7%7—Xaa92-Xaa94—bicunina)
foram preparados por substituicdo de um fragmento de restri-
¢do ApaI/XmnI do dominio 2 (médulo 3) por combinag¢doc adequa-
das dos aligonucleotideos A-D ou seus variantes (Fig. 6) como

se mostra na Fig. 7.

O plasmideo pTZKUN2 (Fig. 5) foi
obtido por ligacdo do fragmento A, que foi gerado por trata-
mento do DNA de pTZBTK1 com as nucleases de restricdo HindIII
e BapMI e dotado de extremos cerses com nuclease de Phaseolus

aureus, ao vector pTZ19R (Pharmacia) gque tinha sido clivado

com XcyI e igualmente tratado com nuclease de Phaseolus aureus

apdés transformagdo de células E. coli DH5. O DNA de plasmideo
de clones individuais foi caracterizado por andlise da sequén-

cia.

Os plasmideos pTZKUN2XX (XX=IL,
LL; VL e LF) foram obtidos por substituic3o de um fragmento
ApaIl/XmnI de pTZKUN2 pelos oligonucleotideos adequados do mé-
dulo 3 (ver Pig. 6). O fragmento vector foi isolado apds cli-
vagem com as nucleases de restrigdo referidas e desfosforila-
¢do dos extremos 5%tom fosfatose alcalina de intestino de vi-
tela. Apds ligacdo com os oligonucleotideos do mddulo 3 que
tinham sido fosforilados com cinase de polimucleotideos e
transformag3o de E. coli DM5, o DNA de plasmideo de clones

individuais foi caracterizado por mapeamento e, finalmente




-22-

0
' ‘;\‘\\
ECTTT TR

andlise da sequéncia (Fig. 7).

18 36 38 92

[1-17—Met ~Xaa~ -Xaa“"-Xaa

Construcdo de genes de -Xaa94:7

bicunina

Variantes de genes da bicunina
com substituigdes em ambos os dominios foram gerados a partir
de variantes do gene da bicunina com um dominio varlante 1
(pTZBIK1XX; Fig. 4) por substituicdo de um segmento de gene
do dominio:i2 natural por um segmento correspondente das va-
riantes do gene do dominio 2 (Fig. 7) como se mostra na Fig.
8.

Clivagem do plasmideo pTZBIXX
pelas nucleases de restricdo EcoRI e Apal, desfosforilagdo dos
extremos 5' dos fragmentos de DNA com fosfatase alcalina de
intestino de vitela e isolamento do fragmento vector foram se-
guidos de ligag¢do com o fragmento EcoRI/Apal de pTZKUN2XX iso-
lado de modo semelhante e clonagem em E. coli DH6. Os plasmi-.
deos dos clones individuais foram caracterizados por andlises
da sequéncia.

18

[ifl7’ 82-14?7-Met -Xaa36-Xaa38-bicunina

Construg¢do do gene de

Genes do primeiro dominio com ex-
tensdo C-terminal adicional pela sequéncia de aminodcidos T-

~V-A-A (de 51“17' 82‘14?7-Met18—Xaa36-Xaa38

-bicunina) foram
obtidos a partir dos plasmideos pTZBIK1XX das variantes de bi-
cunina adequadas apds substituig¢@o do segundo dominio pelos
oligonucleotideo a (5'-CTGTGGCGGCCTGAG-3') e b (5'-AATTCTCAGG~
CCGCC-3') (Fig. 9). Com esta finalidade, pTZBIK1XX foi clivado
com BspMI e EcoRI, os extremos 5' dos fragmentos de DNA foram
desfosforilados com fosfatase alcalina de intestino de vitela
e o fragmento vector foi isolado e ligado na presenga dos oli-
gonucleotideos. Apdés transformac3o de E. coli DH5, os plasmi-

deos pTZKUN1lXXc de clones individuais foram verificados por
andlise das sequéncias.




Expressdo de variantes da bicunina

Foi possivel para algumas varian-
tes do gene da bicunina descritas serem expressas no prdprio
vector de clonagem e apds reclonagem em varios vectores de
expressdo tais como por exemplo, pJLA 502 (Schauder et al.,
Gene 52, 279-283, 1987) pEX3 (Stanley & Luzio, EMBOJ.3, 1429-
-1434, 1884) e pEX3407 (Kocken et al., FEBS Lett. 236, 132-
-134 1988). Por exemplo, os fragmentos NcoI/Sall e NcoI/EcoRI
podem ser isolados a partir dos plasmideos pTZKUNLXX e
PTZBIK1XX2XX respectivamente (Figuras 3 e 8) e directamente
ligados ao vector pdLAS502 que foi correspondentemente corta-
do e tratado com fosfatose alcalina de intestino de vitela.
Como alternativa, os fragmentos dos plasmideos pTZBIK1XX
(fragmento NcoI/EcoRI, Fig. 4), pTZBIKiXX2XX (fragmento Nco/
/EcoRI, Fig. 8), pTZKUN1XX (fragmento NcoI/HindIII, Fig. 3)
podem ser isolados de todos os extremos cerses com a nuclea-

se de Phaseolus aureus e ligados aos vectores pEX3 ou pEX3407.

Fragmentos do plasmideo pTZKUN2XX
(Fig. 7) podem ser gerados por clivagem com EcoRI, tratamento

com nuclease de Phaseolus aureus e subsequente clivagem com

BamHI e ligados aos vectores pEX. O DNA dos vectores pEX po-
dem com esta finalidade ser cortado com SalIl e tratado com

nuclease de Phaseolus aureus ou, como na dltima construcdo

mencionada, clivado com pstI, tratado com nuclease de Phaseo-
lus aureus e subsequentemente clivado com BamHI. Os transfor-
mantes de E. coli pop 2136 (Vidal-Ingigliardi & Rainband,
Nucleic Acids Res. 13, 1163, 1989) permite controle da expres-
sdo genética dependente da temperatura. As proteinas de fus3o
que sdo produzidas em cada caso sdo ligadas via uma ligagdo
peptidica Asp-Pro sensivel aos dcidos a proteina a ser expres-
sa. A remogdo da fracgdo da proteina de fusdo, purificacglo e
renaturagdo da frac¢do bicunina resultou em variantes de ini-
bidores dos tipos de [1-117-Pr018—bicunina, de [1—17' 78‘142]-
Prolg—bicunina e de Zl"7§7—Pro79-biCunina. A parte bicunina
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pode também ser clivada do parceiro da fusfo usando a sequén-
cia Prozo-LiSZl—Lis22 que ¢é particularmente sensivel A pro-
tedlise (com tripsina). Foi possivel expressar particularmen-
te bem variantes de um sé dominio em sistemas de expressdo

secretores.

Os produtos de expressdo foram
detectados por electroforese em ged (por exemplo para deter-
minac8o de proteinas de fusfo) ou em ensaios convencionais de
inibigdo de enzimas (apds eliminacg8o do parceiro de fusdo, pu-

rificacdo e renaturacdo da parte bicunina).

Os resultados que foram obtidos
mostram que, por exemplo, de Zi'l?]—Met-lS-Leu-36-Leu-38—bicu—
nina, de Zl—lz7—Met—l8~Leu—36—Leu—38—Leu-92-Leu—94-bicunina e
de [l-l27—Met—lB—Leu-Q2—Leu-94—bicunina, preparados como des-
crito para expressdo em E. coli, tém uma accdo forte e inibi-

dora de proteases.

EXEMPLO 2

Expressdo de Leu-36-Leu-38-bicunina

Clonagem do gene: pCY1l7, um vector derivado de
pBR322, que contem o gene estrutural MAT-alfa-l (Kurjan e
Herskowitz, Cell, 30, 933, 1982) foi obtido a Herskowitz, Uni-

vergsidade da Califdrnia. pMT15 é um vector vai-vem levedura-

~E. coli (Fig. 10). Ele é portador de segmentos de genes AmpR,
bla e URA3 que actuam como marcas seleccionadas para E. coli

e levedura. pMT15 em adicdo contem a origem ColEl de pBR322
e um segmento de forma B do plasmideo 2 B, de tal forma que o




plasmideo pode replicar-se estdvelmente em E. coli e em leve-
dura. Ele é ainda portador do promotor MATl-alfa e da sequén-c
cia codificadora da pre-pro-sequéncia N-terminal da proteina
precursora do factor alfa como fragmento EcoRI-HinsIII gue
tinha sido obtido a partir do plasmideo pCYl7. Este fragmen-
to é seguido no extremo 3' por um fragmento HindIII-BanHI de
115 pb que codifica os 34 aminodcidos N-terminais da pre-inver-
tase (Das et al., Mol. Gen. Genet. 218, p240,.1989). Finalmen-
te, pMT1l5 continha no extremo 3' do sitio de clivagem BamHI

um fragmento de 160 pb de um terminador de transic8o de leve-
dura que tinha sido obtido a partir do gene URA3 de levedura
(Yarger et al., Mol. Cell. Biol. 8, 1095, 1986).

- O fragmento PstI-HindIII de 235 pb
de pMT15 que é portador da regifo codificadora da sequéncia
pré-pro-lider do factor alfa foi clonado no vector M13mpl$8
e sujeito a mutagénese dirigido usando o oligonucleotideo mu-
tagénico 5'-~-GAAGAAGGGGTATTGGATAAAAGA-3'. O resultado da muta-
génese fol o coddo serina na posigdo 81 na pre-pro-sequéncia
do factor alfa foi mudado de TCT para AGC, o que gerou um si-
tio de clivagem de restricdo HindIII. O fragmento PstI-HindIITI
de 213 pb (Fig. 11) assim preparado foi usado para substituir
o fragmento PstI-HindIII de 235 pb em pMTl5. O plasmideo mo-
dificado deste modo foi designado pS600; ele é portador da se-
guéncia codificadora de Lis-Arg em vez de Lis-Arg-Glu-Ala-

-Glu-Ala como sitio de processamento (Fig. 12).

Coastrugdo do gene Leu-36-Leu38-
bicunina: um fragmento Sau 3AI de 540 pb do plasmideo PIM1
(Das e Lehman, J. Cell. Biochem, 2B, 284, 1988) gue é porta-
dor de sequéncia codificadora da bicunina (Fig. 13) foi clo-
nado em M13mpl92 sujeito a mutagenese dirigida de modo a trans
formar Met-36 em Leu-36 e Met-38 em Leu-38. A mutagenese foi
efectuada pelo método de Sayers et al (Nucl. Acids. Res., 16,
79, (1989)). Preparou-se ainda um fragmento de DNA de cadeia

dupla com a seguinte sequéncia:
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5' ... AGC TTG GAT AAA AGA GCT GTC CTA CCC CAA

3~ AC CTA TTT TCT CGA CAC GAT GGG GTT

GAA GAG GAA GI....DIO...B'

CTT CTC CTT CCT AG .....5'

O fragmento de DNA foi fosforilado
por processos convencionais. O fragmento de DNA obtido deste
modo foi descrito juntamente com a sequéncia de bicunina muta-
genizada no plasmideo pS600 de 8,2 pb gue tinha sido digerido
com HinIII e BamHI. O oligdémero reconstituiu o extremo 3' da
sequéncia pre-pro-factor alfa e o extremo 5' da sequéncia da
bicunina. 0 novo plasmideo pLLB3638 assim obtido contem a re-
gido codificadora da sequéncia pre-pro-factor-alfa com his-Arg
como sitio de processamento fundido com a sequéncia da Leu-36-
-Leu-38~bicunina. O DNA e a correspondente seguéncia de amino-
dcidos no sitio de fusdo de pre-pre-factor-alfa-Leu-36-Leu-38-

~bicunina em pLLB3638 estd descrito na Fig. 4.

Expressio, secrecio e detecdo de
Leu-36-Leu-38-bicunina tendo actividade inibidora: A estirpe
de levedura SC106(MATd, hom3, gal 2, his 6, ura 3) foi trans-
formada com pLLB3638 de acordo com os métodos descritos atrds;
células URA3T foram isoladas e cultivadas; o sobrenadante de
cultura foi tratado guanto a actividade inibidora de elastase."
Mostrou-se em testes testemunha que as células SCl06 transfor-
madas com pS600 n3o produziram actividade inibidora de elasta-

se para o meio de cultura.

0Os resultados que foram obtidos
mostraram gue o gene Leu-36-Leu-38-bicunina expressa em Saccha-

romyces urevisial conduziu & formac3o de duas espécies protei-

cas no meio de cultura com as seguintes propriedades: (a) ini-
bidores activos da tripsina, (b) peso molecular de 20K e 17K
de acordo com electroforese com geis de SDS-poliacrilamida, (c)




para cada espécie proteica cerca de 60% mostrou a sequéncia N-
~terminal da bicunina e cerca de 40% mostrou a sequéncia de
de(Ala-1l)-bicunina.

EXEMPLO 3

Expressdo de Leu-92-Leu-94-bicunina

Clonagem do gene: O fragmento Sau3AI de 540 pb do
DNA de pIM1l (Das e Lehman, J. Cell. Biochem. 12B, 284, 1988)
com a sequéncia codificadora da bicunina (Fig. 13) foi clonado
no plasmideo M13 mplY9 e sujeito a mutagenese dirigida para mu-
dar Arg-92 para Leu-92 e Fen-94 para Leu-94. O fragmento muta-
genizado deste modo foi clonado no plasmideo pS600 em analogia
com o Exemplo 1. A sequéncia de DNA e a sequéncia corresponden-
te de aminodcidos no sitio de fusfo do gene pre-pro-factor
alfa-Leu-92-Leu-9%4-bicunina no vector de expressdo pLLB9294
entdo descritas na Fig. 15.

Expressdo secrecdo e deteccdo de Leu-92-Leu-94-bicunina tendo
actividade inibidora: SCl06 foi transformada com pLLB9294 de

acordo com os métodos descritos atrds: células URA3T foram iso-

ladas e cultivadas; o sobrenadante de cultura foi testado quan-
to a actividade inibidora da elastase. Foi mostrado em ensaios
testemunha que as células SCl06 transformadas com pS600 n3o
produziram actividade inibidora de elastase para o meio de cul-
tura.

Os resultados gue foram obtidos
mostraram que o gene Leu-92-Leu-94-bicunina expresso em Saccha
romyces cereviside levou & formag83o de duas espécies proteicas
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no meio de cultura com as seguintes propriedades: (a) inibido-
res activos da elastase, (b) peso molecular de 20K e 17K de
acordo com electroforese em géis de SDS-poliacrilamida, (c)
para cada espécie proteica cerca de 60% apresentaram a sequén-
cia N-terminal da bicunina e cerca de 40% apresentaram a se-

quéncia da de(Ala-l)-bicunina.

EXEMPLO 4

Expressdo de Leu-36-Leu-38-Leu-92-Leu-94-bicunina

Clonagem do gene: O fragmento Sam3AI de 540 pb do
DNA de pIMl (Das e Lehman, J. Cell. Biochem. 12B, 284, 1988)
com a sequéncia codificadora da bicunina (Fig. 13) foi clonado
no plasmideo M13mpl9 e sujeito a mutagénese dirigida de modo a
alterar Met-36 para Leu-36, Met-38 para Leu-~38, Arg-92 para
Leu-22 e Fen-94 para Leu-94. O fragmento assim mutagenizado
foi clonado no plasmideo pS600 em analogia com o Exemplo 1. A
sequéncia de DNA e a correspondente sequéncia de aminodcidos
no sitio de fusdo do gene da pre-pro-factor alfa-Leu-36-Leu-
-38-Leu-94-bicunina no vector de expressdo p4LB estd descrito
na Fig. 16.




Expressdo, secregdo e deteccio de Leu-36-Leu-38-Leu-92-Leu-94-

~bicunina tendo actividade inibidora: 8Cl06 foi transformada

com p4LB de acordo com os métodos descritos atrds; células
urazt foram isoladas e cultivadas: o sobrenadante de cultura
foi testado guanto 3 actividade inibidora de elastase. Mostrou-
-se nos testes testemunha que as células SCl06 transformadas
com pS600 ndo produziram actividade inibidora de elastase para

0 meio de cultura.

Os resultados que foram obtidos
mostraram gue o gene Leu-36-~Leu-~38-Leu-92-Leu-9%94-bicunina ex-

presso em Saccharomyces cerevisiae conduziu a formac3c de duas

espécies proteicas no meio de cultura com as seguintes proprie-
dades: (a) inibidoras activas da elastase, (b) peso molecular
de 20K e 17K de acordo com electroforese em géis de SDS-polia-
crilamida, (c) para cada espécie proteica cerca de 60% apre-
sentou a sequéncia N-terminal da bicunina e cerca de 40% apre-

sentou a sequéncia da de(Ala-1)-bicunina.

EXEMPLO 5

Expressdo da de(l1-21)-Leu-36-Leu-38-bicunina

Clonagem do gene: um fragmento POuIIl de 480pb do DNA de pIML
(Das e Lehmann, J. Cell. Biochem, 12B, 284, 1988), que é porta-
dor da regido codificadora da de(l-21)-bicunina (Fig. 13) foi

clonado no plasmideo M13mplY9 e sujeito a mutagénese dirigida
de modo a mudar Met-36 para Leu-36 e Met-38 para Leu-38. A mu-
tagénese foi efectuada pelo método de Sayers et al., (Nucl.

Acids, Res. 16, 719, 1988). Preparou-se ainda um fragmento de
DNA de cadeia dupla com a seguinte éequéncia:




5'-AGC TTG GAT AAA AGA AAA GAA GAT TCC TGC CAG=3

AC CTA TTT TCT TTT CTT CTA AGG ACG GTC-5'

O fragmento de DNA foi fosforila-
do por processos convencionais. O fragmento de DNA obtido des—
te modo foi inserido juntamente com a sequéncia da bicunina
mutagenizada no plasmideo pS600 de 8,2kb que tinha sido dige-
rido com HindIII e BamHI. O oligomero reconstitui o extremo 3!
da sequéncia pre-pro-factor alfa e o extremo 5' de segudncia
da bicunina. O novo plasmideo pDLLB-121 assim obtido contem
a regido codificadora da sequéncia pre-pro-fractor alfa com
Lis-Arg como sitio de processamento fundida com de(1-21)-leu-
-36-Leu~38-bicunina. O DNA e o correspondente sequéncia dea
aminodcidos no sitio de fusdo de pre—pro~factor alfa-Leu-36-
-Leu-38-bicunina em pDLLB-121 est3o descritos na Fig. 17.

Expressdo, secrecdo e detecclio de de(l1-21)-Leu~-36-Leu-38-bicu-
nina tendo actividade inibidora: SC106 foi transformado com

PDLLB-121 de acordo com os métodos descritos atrds; células

URA3+ foram isocladas e cultivadas: o sobrenadante de cultura
foi testada quanto a actividade inibidora de elastase. Demons-
trou-se nos ensaios testemunha que as células SC106 transfor-
madas com pS600 ndo produziram actividade inibidora de elasta-
se para o meio de cultura.

Os resultados que foram obtidos
mostraram que o gene de (1-21)-Leu-36-Leu-38 expresso em Saccha

romyces cerevisiae conduziu a formagd3o de uma proteina no meio

de cultura com as seguintes propriedades: (a) inibidor activo
da tripsina, (b) peso molecular de 17K e 15K de acordo com elec
troforese em géis de SDS-poliacrilamida, (c) a proteina mos-
‘trou a sequéncia N-terminal de His-Glu-Asp-Ser-Cis de de(1-21)-

-bicunina.




Legendas

Fig. 1 Estrutura primdria da
bicunina humana.

O peptideo N-terminal (pos. 1-21)
e dominios 1 (pos. 22-77) e 2 (pos. 78-147) podem ser obtidos
por clivagem com tripsina. As setas indicam sequéncias das re-
gides que foram codificadas por ex8es diferentes e as asteris-
e P !

1 2
dos outros reactivos. Residuos de aminodcidos idé&nticos nos

ticos indicam os residuos especificamente alterados P

dois dominios inibidores da bicunina est3o evidendiados por

linhas verticais.

Fig. 2 Construgdo de variantes de
[1'17' 78'14?7-Metlg—xaa36-Xaa36-bicunina. Sequéncia oligonu-
cleotidica do gene bdsico. Os residuos substituidos nas varian-

tes estdo sublinhadas duas vezes. O primeiro cod3o no extremo

5' do gene féz parte da sequéncia de reconhecimento Ncol CCATGG
e o tltimo nucleotideo do terceiro de trés coddes de paragem
consequtivas Sall GTCGAC. As sequéncias de reconhecimento para
as nucleases de restrigdo NcoI, Asp718 e Sall, que limitam os

médulos individuais, estd@o sublinhadas uma vez. Os oligonucleo-

tideos usados para a construc3o de genes estdo representados

por setas e estdo numerados.

Fig. 3 Clonagem do gene de [;-17'
78-147 18 . . . T s
J/-Met “-bicunina (pTZKUN1) e das variantes dé@ genes de
[1‘17’ 78-14?7——Met18—Xaa34-Xaa38—bicunina (pTZKUN1XX).
Fig. 4 Clonagem do gene de [1“17 -
~bicunina (pTZBIK) e da de[l_li7-Met18~bicunina (pTZBIKl) e da
38

[i_l?7—Met18—Xaa36-Xaa ~bicunina (pTZBIK1XX).

M: l-microglobulina; Dl e DZ: do-
minios 1 e 2 da bicunina; N: peptideo N-terminal da bicuninaj
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C: sequéncia C-terminal da bicunina; KUN-1; dominio 1 sintéti-
co consistindo nos mddulos Mod 1 e Mod 2. Os sitios de cliva-
gem que se perdam devido ao processo de clonagem estdo regis-
tados, mas ndo mais identificados no plasmideo resultante. Os
fragmentos B e D- se n8o fossem gerados como tal- estdo indi-

cados para ajudar a orientagdo.

Fig. 5 Clonagem do gene de [1—7%7
~bicunina (pTZKUN2)
D2: dominio 2 da bicunina, C: sequéncia C-terminal da bicuninaj
KUNl: dominio sintético 1 consistindo nos mdédulos Mod 1 e Mod
2: os sitios de clivagem que s8o perdidos devido ao processo
de clonagem estdo registados no plasmideo resultante sem iden—
tificacdo. Os fragmentos - mesmo ndo tendo sido gerados como
tal - como seja por exemplo, B e C - estdo indicados para aju-

dar a orientacado.

Fig. 6: Construcdo de variantes

do gene do segundo dominio da bicunina: variantes de [1‘7%7-

—Xaagz—Xaa94-bicunina e de [J‘-l.{]—Metls—Leuy’G—LeuB'8-Leu92—Leu94J

-bicunina com Xaa92—Xaa94=Ile, Leu, Met, Val ou Fen. Estd
apresentada a sequéncia de bicunina natural do dominio 2 (po-
sicdo 78) e os oligonucleotideos sintéticos A-D (setas) onde

os coddes nas posigdes 92 e 94 da bicunina (sublinhado duas

vezes) nos oligonucleotideos A e B foram substituidos de acor-
do com os seguintes requisitos das variantes individuais (Ile:
ATC: Leu; CTG:; Val:GTT; ou suas sequéncias complementares na |
cadeia oposta). As sequéncias de reconhecimento para as nuclea
ses de restrigio Apal (GGGCCC) e XmnI (GAANNNNTTC) estdo su-

blinhadas uma vez.

Fig. 7 Clonagem de variantes do
geae de Ll'7?7-Xaa92-Xaa94-bicumina com Xaa=Ile, Leu, Met e
Val. )
D2: dominioc 2 da bicunina: KUN2: dominio 2 da bicunina apds
substituicdo do fragmento natural XMnI/ApaI pelo mdédulo sinté-
tico 3: C: sequéncia C-terminal da bicunina.




Fig. 8 Clonagem de variantes do
gene de [l-l?7—Met18-Xaa36—Xaa38-Xaa92~Xaa94-bicunina com Xaa=
=Ile, Leu, Met, Val ou Fen.,

KUNl: dominio 1 sintético consistindo nos mdédulos 1 e 23

KUN2: dominio 2 de bicumina apds substituicdo do fragmento na-
tural XmnI/ApaIl pelo médulo sintético 3;
C: sequéncia C-terminal da bicunina

Fig. 9 Clonagem do gene de 11-17'

82'14?]—MetlS-Xaa35—Xaa38-bicunina (extensdo C-terminal do pri-

meiro dominio pela sequéncia de aminodcidos T-V-A-A).

KUN1l: dominio 1 sintético consistindo nos mddulos 1 e 2;
D2: dominio da bicunina: C: sequéncia C-terminal da bicunina;
a e b: adaptadores oligonucleotidicos (ver texto).

Fig. 10: pMT15, um vector vai-vem
E. coli-levedura

Fig. 11 diagrama da mutagénese
dirigida da sequéncia lider do factor‘alfa. A mutagénese de
TCT para AGC facilita o isolamento de um fragmento PstI-HindIII
de 213 pb que foi designado (I).

Fig. 12: Construg¢do de um vecfor
vai-vem levedura-E.coli modificado para a expressdo/secrecdo
de bicunina usando o promotor do factor alfa e a sequéncia li-
der do factor modificado. A seguéncia lider do factor alfa mo-
dificado (designada I na Fig. 11) foi incorporada como um frag-
mento de gene PstI-HindIII no vector pMT15 e ali substitui a
sequéncia lfder original do factor alfa.

Fig. 13: O gene natural da bicu-
nina clonado no vector vai-vem E. coli - levedura pMT15 que

contem 1 pre-pro-sequéncia do factor 3ilfa.




Fig. 14: Vector dé expressio pLLB
368. Fusdo de genes pre-pro-factor’alfa—Leu-36—Leu-38-bicunina
clonada no vector pS600. Estd apresentada a sequéncia de DNA
e correspondente sequéncia de aminodcidos no sitio de fusdo
de pre—pro—féctor alfa-Leu-36-Leu-38-bicunina em pLLB3638,
Lis-Arg é o sitio de processamento KEX2 da sequéncia pre-pro-
-factor alfa (Juliens et al., Cell. 37, 1075, 1984). A numera-
¢do de aminodcidos 1-38 corresponde 3 da sequéﬁcia de muteina
bicumina. -

Fig. 15: Vector de -expressiao pLLB
9294. Fusao de genes pre-pro-factor alfa-Leu-92-Leu-94-bicuni-
na clonada no vector pS600. Est3o apresentadas as sequéncias
de DNA e de aminodcidos correspondentes no sitio de fusdo de
pre-pro-factor alfa-Leu-92-Leu-94-bicumina em pLLB3638. his-
-Arg € o sitio de processamento KEX2 da sequéncia pre-pro-fac-
tor alfa (Julius et al., Cell. 37, 1075, 1984). Anumeragdo de
aminodcidos 1-94 corresponde 3 da sequéncia de muteina bicumi-
na.

Fig. 16: Vector de expressdo p4LB.
Fusdo de genes pro-pro-factor alfailLeu-36-Leu-38-Leu-~92-Leu-
-94-bicunina clonado no vector pS600. Estdo apresentadas a se-
quéncia de DNA e correpondente sequéncia de aminodcidos no si-
tio de fusdo de pro-pro-factor alfa-Leu-36-Leu-38-Leu-92-Leu~
-94-bicunina em p4LB. Lis-Arg é o sitio de processamento KEX2
da sequéncia pre-pro-factor alfa (Julius et al., Cell. 37,
1075, 1984). A numeragdo de aminodcidos 1-94 corresponde 3 da
sequéncia da muteina bicumina. ' '

Fig. 17: Vector de expressdo
pDLLB-121. Fusdo de genes pre-pro-factor alfa-de(l-21)-Leu-36-
~Leu-38-bicumina clonado no vector pS600. Estdo apresentados
a sequéncia de DNA e correspondente sequéncia de aminodcidos
no sitio de fusdo de pre-pro-factor alfa-de(1l-21)-Leu-36-Leu-

~38-bicumina em pDLLB-121, his-Arg é o sitio de processamento
KEX2 da sequéncia pre-pro-factor alfa (Julius et al., Cell. 37,




1075, 1984). A numeracdo de aminodcidos 1-38 corresponde a da .
sequéncia da muteina bicunina.
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REIVINDICACOES:

1a. - Processo para a producdo de
inibidor de proteinas que tem a sequéncia de aminodcidos 21 a
147 da bicunina humana, caracterizado por se proceder, na re-
ferida sequéncia, & substituic3o de pelo menos um residuo de

aminodcido por um outro aminodcido natural.

28, - Processo para a produgdo de
inibidor de proteinas de acordo com a reivindicagdo 1, carac-
terizado por se proceder a substituicdo do residuo de amino-
dcido numa ou mais do gque uma das posic¢des 36, 38, 45, 92, 94

’

98, 116 por outros aminoacidos naturais.

"3a. - Processo para a producgdo de
inibidor de proteinases de acordo com as reivindicagdes 1 ou
2, caracterizado por se proceder a substituicdo por um residuo
de aminoacido do grupo constituido por Ala, Gli, Ile, Leu,
Fen, Val, Arg, Tir, Trp, Lis.

42, - Processo de acordo com as
reivindicagles 1 a 3, caracterizado por se produzirem inibido-
res de proteinases com quaisquer combinag¢les pretendidas das
seguintes substituicgdes:

Posigdo 36: Met por Leu, Ile, Val, Arg, Fen, Trp, Lis.
Posig¢do 38: Met por Leu, Arg, Ile, Val, Lis,

Posigdo 45: Asn por um outro aminodcido natural,
Posigdo 92: Arg por leu, Ile, Val, Fen, Lis,

Posicdo 94: Fen por Leu, Arg, Lis, Ile, Val,

Posigdo 98: Trp por Tir, Lis, Ile, Val, Fen, Leu, Ala, Gli, Ser
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Posigdo 116: Glu por Arg, Lis.

5a. - Processo de acordo com as
reivindicagles 1 a 4, caracterizado por se proceder i substi-
tuicdo de um ou mais residuos Met por residuos de aminodcido

ndo oxidaveis.

6a8. - Processo de acordo com as
reivindicagles 1 a 5, caracterizado por se produzir um inibi-
dor de proteinases, com um polipeptideo adicional no extremo
N cuja sequéncia de aminodcidos deriva da sequéncia natural 1
a 21 da bicunina.

72, - Processo de acordo com as
reivindicagdes 1 a 6, caracterizado por se produzir um inibi-

dor de proteinases com ou sem glicosilacido.

82. - Processo para a producdo de
fragmentos com acgdo inibidore de proteinases, caracterizado
por os referidos fragmentos serem obtidos a partir de inibido-

res de proteinases de acordo com as reivindicag8es 1 a 7.
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92, - Processo de acordo com a
reivindicagdo 8, caracterizado por se produzirem fragmentos
que essencialmente contém a sequéncia de aminodcidos 22 a 77,
1 a 77 ou 78 a 147 de bicunina.

Lisboa, 11 de Maio de 1990
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