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RESUMO
“INIBIDORES DE PROTEASES POLI-PEGUILADOS”

Sdo revelados compostos que compreendem: (i) um polipéptido
com um dominio de Kunitz que compreende um dominio de
Kunitz gque se liga e 1inibe uma protease, e (ii) uma
pluralidade de fracgdes de polietilenoglicol 1ligadas ao
polipéptido com um dominio de Kunitz. Cada amina priméaria
acessivel do polipéptido com um dominio de Kunitz pode ser
ligada a uma das fracgbes. Também s&o revelados métodos

relacionados.



~

DESCRICAO
“INIBIDORES DE PROTEASES POLI-PEGUILADOS”

ANTECEDENTES

A invencédo refere-se a inibidores de proteases modificados.

SUMARIO

Num aspeto, a invencao apresenta um composto que inclui: a)
um polipéptido incluindo um dominio de Kunitz que se liga
especificamente e/ou inibe uma protease, e b) uma
pluralidade de fracdes polietilenoglicol que estéao
fisicamente associadas ao polipéptido e aumentam o peso
molecular do composto, como definido nas reivindicagdes. O
termo “dominio de Kunitz poli-PEGuilado” refere-se aqui ao

composto acima mencionado.

O composto (isto &, o polipéptido mais a pluralidade de
fragdes nao proteicas) tem um peso molecular maior do que
12, 14 ou 16 kDa. Numa forma de realizacdo, cada fracdao néo
proteica tem um peso molecular médio entre 3 e 12 kDa, 3 e
10 kDa, 3 e 8 kDa, 4 e 6 kDa, por exemplo, cerca de 4, 5,
6, 7 ou 8 kDa.

A protease que € ligada e/ou inibida pode ser, por exemplo,
uma elastase (por exemplo, elastase de neutréfilos humanos
(hNE) ), uma plasmina, uma calicreina ou outra protease, por
exemplo, uma protease descrita aqui. Por exemplo, a

protease pode ser uma serina protease.



Fragdes né&o proteicas sdo ligadas a cada amina priméaria
disponivel no dominio de Kunitz, isto é, a amina priméria
N-terminal e aminas ©primdrias acessiveis de cadeias
laterais de lisina no dominio de Kunitz. Por exemplo, todas
as aminas primdrias possiveis sdo conjugadas a uma das
fragdes ndo proteicas. 0O dominio de Kunitz pode ter pelo
menos trés ou quatro lisinas. Por exemplo, o dominio de
Kunitz pode ter apenas trés, quatro ou cinco lisinas. Numa
forma de realizacdo, o polipéptido tem uma amina primaria
N-terminal. Noutra forma de realizacdo, o polipéptido néo
inclui wuma amina primdria N-terminal (por exemplo, O
polipéptido pode ser guimicamente modificado, por exemplo,
com um composto ndo polimérico, na sua amina primadria N-
terminal de modo que o polipéptido ndo inclui uma amina

primdria nessa posicgédo).

Uma fracdo nao proteica pode ser ligada a 4 ou mais das
aminas primdrias do polipéptido. Por exemplo, todas as
lisinas ou todas as lisinas que tém uma amina primaria
acessivel ao solvente sdo ligadas a wuma fracgdo néao
proteica. De preferéncia, o dominio de Kunitz n&o inclui
uma lisina no interior de uma das suas alcas de ligacgao,
por exemplo, cerca dos residuos correspondentes aos
aminodcidos 11-21 de BPTI e 31-42 de BPTI. Lisinas no
interior de tais alcas de ligacdo podem ser substituidas,
por exemplo, por residuos arginina. A menos que afirmado em
contradrio, gquando for dito que uma amina primaria, por
exemplo, a de uma lisina particular ou no terminal N, esté
modificada ou tem uma fracdo ndo proteica a ela ligada, é
entendido que a posicdo da amina primdria especificada em
cada molécula de uma preparacdo pode nado estar modificada
desse modo. Nao ¢é necessario que as preparagdes sejam

perfeitamente homogéneas para pertencerem a invencdo. A



homogeneidade ¢ desejavel nalgumas formas de realizacéo,
mas nado ¢é necessario que seja absoluta. Em formas de
realizacgdo preferidas, pelo menos 60, 70, 80, 90, 95, 97,
98, 99 ou 100 % de uma amina primaria que & designada como
modificada terdo uma fracdo ndo proteica a elas ligada. No
entanto, outras formas de realizacdo incluem preparacdes
que contém uma mistura de espécies nas quais a maior parte
das moléculas, por exemplo, pelo menos 60, 70, 80, 90, 95,
97, 98, 99 ou 100 %, estdao PEGuiladas em quatro ou mais
sitios, mas os sitios (e, nalguns casos, o0 numero de sitios
modificados) em moléculas da preparacgdo irdo variar. Por
exemplo, algumas moléculas terdo as lisinas A, B e D
modificadas, ao passo que outras moléculas terdo o terminal

amino e as lisinas A, B, C e D modificadas.

O polimero €& polietilenoglicol. O polimero pode ser
ramificado ou nao ramificado. Por exemplo, a fracdo de
polimero tem um peso molecular (por exemplo, um pPeso
molecular médio das fracgdes adicionadas ao composto) menor
do que 12, 10, 8, 7 ou 6 ou pelo menos 1,5, 2, 2,5, 3, 5,
6, 10 kbDa, por exemplo, cerca de 5 kDa. Numa forma de
realizacdo, a soma dos pesos moleculares das fracgdes de PEG
no composto €& pelo menos 15, 20, 25, 30 ou 35 e/ou menor do

que 60, 50, 40, 35, 30, 25 ou 23 kDa.

Numa forma de realizacdo, o composto tem a estrutura

seguinte:
SANOHOH O O R

em que P é o polipéptido,
a & pelo menos 4,

m estd situado entre 0 e 5,



X? é 0 N-R', S ou esta ausente, em que R ¢ H, algquilo ou
arilo,

x° é& 0, N-R?, S ou estd ausente, em que R® & H, algquilo ou
arilo, e

R” é H, C;-Cy, algquilo ou arilo. Por exemplo, X é 0 e R' &

CHs;. (E preferida a utilizacdo de mPEG.)

Numa forma de realizacdo, o peso molecular do polipéptido
com um dominio de Kunitz é menor do que 14, 8 ou 7 kDa.
Numa forma de realizacgdo, o polipéptido com um dominio de
Kunitz inclui apenas um dominio de Kunitz. Em geral, o
composto inclui apenas um dominio de Kunitz mas, nalgumas

formas de realizacao, pode incluir mais do que um.

O dominio de Kunitz inclui a sequéncia de aminodcidos de
DX-890, DX-88 ou DX-1000 ou uma sequéncia de aminodcidos
que difere em pelo menos uma, mas menos do que seis, cinco,
quatro, trés ou duas diferencas de aminodcidos (por
exemplo, substituicdes, insercgdes ou delecdes)
relativamente a sequéncia de aminodcidos de DX-890, DX-88
ou DX-1000. Tipicamente, o dominio de Kunitz ndo ocorre
naturalmente em humanos. O dominio de Kunitz pode incluir
uma sequéncia de aminodcidos que difere em menos do que
dez, sete ou quatro aminodcidos relativamente a um dominio

de Kunitz humano.

Numa forma de realizacdo, o K; do composto estd dentro de
um fator de 0,5 até 1,5, 0,8 até 1,2, 0,3 até 3,0, 0,1 até
10,0 ou 0,02 até 50,0 do Ki do polipéptido ndo modificado
para elastase. Por exemplo, o K;i para hNE pode ser menor do

que 100, 50, 18, 12, 10 ou 9 pM.



Numa forma de realizacdo, o composto tem uma semivida em
circulacdo do componente de vida mais longa (“semivida em
circulagcdo da fase mais longa”) num modelo de coelho ou
ratinho que ¢ pelo menos 1,5, 2, 4 ou 8 vezes maior do que
um composto substancialmente idéntico que ndo inclui o
polimero. O composto pode ter uma semivida em circulacdo da
fase mais longa num modelo de coelho ou ratinho gque tem uma
amplitude pelo menos 1,5, 2, 2,5 ou 4 vezes maior do gue um
composto substancialmente idéntico que ndo inclui a fracéo
ndo proteica. O composto pode ter uma semivida em
circulacao de fase alfa num modelo de coelho ou ratinho que
tem uma amplitude pelo menos 20, 30, 40 ou 50 % menor do
que um composto substancialmente idéntico que ndo inclui a
fragcdo ndo proteica. Por exemplo, o composto tem uma
semivida em circulacdo da fase mais longa com uma amplitude
de pelo menos 40, 45, 46, 50, 53, 54, 60 ou 65 %. Numa
forma de realizagdo, o composto tem uma semivida em
circulacgdo de fase beta num modelo de ratinho ou coelho de
pelo menos 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 horas. Numa forma de
realizacgcdo, o composto tem uma semivida em circulacdo da
fase mais longa num sujeito humano de 70 kg de pelo menos 6
horas, 12 horas, 24 horas, 2 dias, 5 dias, 7 dias ou 10

dias.

Numa forma de realizacdo, o composto tem uma semivida em
circulacdo da fase mais longa num modelo de coelho de pelo
menos 4200 minutos, 4700 minutos ou 4980 minutos (ou cerca
de 83 horas). Numa forma de realizacgcdo, o composto tem uma
semivida em circulacdo da fase mais longa que € maior do
que a de uma molécula de dimensdo semelhante com o0 mesmo
dominio de Kunitz mas apenas uma Unica fracdo PEG (isto &,
uma versdo mono-PEGuilada do mesmo dominio de Kunitz). A

semivida da fase mais longa pode ser pelo menos 5, 10, 20,



30 ou 50 % maior. Numa forma de realizacao, num ratinho, a
semivida em circulacdo da fase mais longa tem uma amplitude
maior do que 50, 55, 60 ou 65 %. A semivida da fase mais
longa pode ser, por exemplo, maior do que 550, 600, 700,

750, 900, 1000, 1100 minutos.

Numa forma de realizacdo, o composto tem solubilidade
aumentada (por exemplo, 1,5, 2, 4 ou 8 vezes maior), numa
solugdo aquosa com um pPH situado entre 5 e 8 e uma forcga
iénica menor do que a forga idbnica de 0,5 M NaCl,
relativamente ao polipéptido que ndo inclui a fracdo néo

proteica.

Numa forma de realizacdo, o polietilenoglicol é ligado por
acoplamento de monometoxi-PEG-propionaldeido ou adcido
monometoxi-PEG-succinimidilpropidénico ao polipéptido. 0
composto pode ser formado por acoplamento de mPEG (CHs— (O-
CH;-CH;),~) a um pH que permite a ligagdo a grupos amino
acessivels em cadeias laterais de lisina e ao grupo amino N
terminal, por exemplo, um pH 6,8 até 8,8, por exemplo,

entre 7,4 e 8,8.

Noutro aspeto, a invencdo apresenta um composto que inclui
(1) um polipéptido incluindo a sequéncia de aminodcidos de
DX-890, DX-88 ou DX-1000 ou uma sequéncia de aminodcidos
que difere em pelo menos uma, mas menos do que seis, cinco,
quatro, trés ou duas diferencas de aminoédcidos (por
exemplo, substituicgdes, insercgdes ou delecdes)
relativamente a sequéncia de aminodcidos de DX-890, DX-88
ou DX-1000, e (2) uma pluralidade de fragbes de
polietilenoglicol, como definido nas reivindicagdes. O peso
molecular de cada fracdo de polietilenoglicol pode ser

menor do que 12, 11, 10, 9, 8, 7 ou 6 kDa, e cada fracédo é



ligada. Cada fracdo de polietileno pode ser ligada ao

polipéptido por uma ligagdo covalente simples.

Numa forma de realizacdo, uma molécula de polietilenoglicol
¢ ligada a cada cadeia lateral de lisina do polipéptido,
por exemplo, quando o polipéptido inclui trés ou guatro
lisinas. Numa forma de realizacdo, o peso molecular das
moléculas de polietilenoglicol estd situado entre 4 e 12
kDa. Numa forma de realizacdo, o polietilenoglicol é ligado

ao terminal N e a cada cadeia lateral de lisina acessivel.

Numa forma de realizacdo, a sequéncia de aminodcidos difere
em pelo menos um aminocdcido relativamente a sequéncia de
aminodcidos do DX-890. A sequéncia de aminodcidos é
idéntica a sequéncia de aminoadcidos do DX-890 em pelo menos
dez, doze, treze, catorze, ou todos correspondentes as
posigbes 5, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 30, 31, 32, 34, 38, 39,

51 e 55 de acordo com a numerac¢ao de BPTI.

Noutro aspeto, a 1invencdo apresenta uma preparagdo que
compreende polipéptidos com um dominio de Kunitz que se
ligam especificamente e inibem uma protease. Pelo menos 80,
85, 90, 92, 95, 97, 98, 99 ou 99,5 % dos polipéptidos com
um dominio de Kunitz presentes na preparacdo (i) ligam-se e
inibem a protease, e (ii) tém uma fracdo polietilenoglicol
ligada a pelo menos quatro aminas primarias, em que as
referidas aminas primdrias consistem numa amina priméria N-
terminal e/ou aminas primdrias de cadeias laterais de
lisina, como definido nas reivindicacgdes. Tipicamente, o
peso molecular médio de cada fracédo de polietilenoglicol
ligada ¢é menor do que 12, 10 ou 8 kDa. Por exemplo, a

populacdo designada de polipéptidos com um dominio de



Kunitz tem uma fracado polietilenoglicol ligada a cada amina

primaria acessivel e/ou uma amina primaria N-terminal.

Numa forma de realizacdo, cada um dos polipéptidos com um
dominio de Kunitz presentes na preparacdo liga-se e inibe a
protease. Por exemplo, polipéptidos com um dominio de
Kunitz que ndo sdo membros da populacdo designada também se
ligam e inibem uma protease, por exemplo, a mesma protease

ou uma protease diferente.

Os polipéptidos com um dominio de Kunitz da populacédo podem
incluir, por exemplo, outras caracteristicas descritas

aqui.

A invencdo também apresenta uma preparacdo que inclui um
composto descrito aqui, por exemplo, acima. Por exemplo, o©
composto estd presente a uma concentracdo de pelo menos
0,1, 1,2 ou 5 mg de polipéptido por mililitro, por exemplo,
numa solucdo entre pH 6-8. Numa forma de realizagao, o
composto produz um pico principal por cromatografia de
exclusdo por tamanho que inclui pelo mencos 70 % do composto
relativamente ao injetado. Numa forma de realizacgdo, 0 peso

molecular de 95 % das espécies do composto estd dentro de

5, 4, 3, 2 ou 1 kDa do peso molecular médio do composto.

Noutro aspeto, a preparacido farmacéutica pode incluir (1)
um composto descrito aqui, e (2) um transportador
farmaceuticamente aceitédvel. Numa forma de realizacdo, pelo
menos 60, 70, 80, 85, 90, 95, 97, 98, 99 ou 100 % dos
compostos presentes na preparacdo tém uma distribuicao
idéntica de moléculas de PEG a eles ligadas. A utilizacéo
de uma reacdo quimica em que todas as aminas primdrias

disponiveis (por exemplo, todas as aminas primarias



acessiveis ao solvente, ou todas as aminas primédrias) séo
modificadas pode ser utilizada para proporcionar uma
preparagdo na gqual os compostos tém wuma distribuicéo
idéntica de moléculas de PEG. Obviamente, estard presente
alguma variacgdo no peso molecular das fracgdes ligadas a
diferentes aminas primdrias numa dada molécula, ou entre
moléculas, pois hé& uma variacdo em torno de um peso
molecular médio do reagente de PEG utilizado na reacéo
quimica. A preparacdo também pode ser produzida utilizando
um processo gue proporciona um rendimento maior do que 25,
30, 40, 50, 60, 70, 75, 80 ou 85 % para a proteina de

entrada.

Numa forma de realizacdo, a preparacdo €& aguosa e o©
composto estd presente a uma concentracdo de pelo menos 0,1
mg de polipéptido por mililitro. Numa forma de realizacéo,
a injecdo da preparacédo num ratinho faz com que menos do
que 50, 30, 25, 15 ou 10 % do composto seja um pico de SEC

com maior mobilidade do que a preparacdo apds 12 horas.

A preparacdo pode ser adequada para administracdao pulmonar
ou para administracdo gastrointestinal (por exemplo,

ingestao, retal, etc.).

Noutro aspeto, a preparacdo farmacéutica pode incluir (1)
um composto descrito aqui, e (2) um transportador
farmaceuticamente aceitédvel. Numa forma de realizacgdo, pelo
menos 60, 70, 80, 85, 90, 95, 97, 98, 99 ou 100 % dos
polipéptidos presentes na preparagcdo tém pelo menos 4
aminas primdrias modificadas com uma fracdo ndo proteica. A
preparagdo pode conter uma mistura de espécies na qual a
maior parte das moléculas, por exemplo, pelo menos 60, 70,

80, 90 ou 95 %, sao PEGuiladas em pelo menos sitios, mas os
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sitios (e, nalguns casos, o0 numero de sitios modificados)
nas moléculas presentes na preparacdo irdo variar. Por
exemplo, algumas moléculas terdo as lisinas A, B e D
modificadas, ao passo que outras moléculas terdo o terminal
amino e as lisinas A, B, C e D modificadas. Nalgumas formas
de realizacgao, a preparacgao pode incluir um pequeno numero
de compostos que sao inativos (por exemplo, menos do que 5,
2, 1 ou 0,1 %) mas, geralmente, a maior parte dos compostos
(por exemplo, pelo menos 90, 95, 98, 99, 99,5 ou 99,9 %)
presentes numa preparagao sao ativos, por exemplo, podem

inibir uma protease.

Nalguns aspetos da invencao, a fragao nao proteica ligada a
diferentes sitios serd a mesma, em termos da identidade ou
tamanho. Noutros aspetos, uma primeira fracdo nao proteica
¢ ligada a uma primeira amina primdria, e uma segunda
fracdo n&o proteica, que é diferente, por exemplo, quanto
ao tipo ou tamanho, ¢é ligada a uma amina primaria
diferente. Por exemplo, pode ser desejadvel ligar um PEG com
um primeiro tamanho a amina primadria do terminal N mas

ligar um PEG de tamanho diferente a uma posicdo de lisina.

E adicionalmente revelado um dispositivo médico que inclui
um distribuidor e um compartimento que inclui uma
preparagdo farmacéutica descrita aqui. Por exemplo, O
distribuidor é configurado para gerar uma forma apta a ser
inalada da preparagdo farmacéutica. A descrigdo também
revela um dispositivo médico implantdvel gque inclui um
distribuidor e um compartimento gque inclui uma preparacao
farmacéutica descrita aqui, em que o distribuidor é
configurado para administrar a preparacdo farmacéutica no

sistema circulatério de um sujeito. Também €& descrito um
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supositério gque inclui uma preparacdo farmacéutica descrita

aqui.

Noutro aspeto, a 1invencdo apresenta uma preparagdo que
inclui um dominio de Kunitz poli-peguilado como definido
nas reivindicacdes. A preparacao pode ser substancialmente
(por exemplo, pelo menos 70, 75, 80, 85, 90, 95 ou 100 %)
monodispersa. Por exemplo, o composto poli-PEGuilado esté
presente a uma concentracdo de pelo menos 0,05, 0,1, 0,2,
0,5, 0,8, 1,0, 1,5, 2,0, ou 2,5 miligramas de polipéptido
por mililitro ou entre 0,05 e 10 miligramas de polipéptido
por mililitro. Numa forma de realizacdo, a preparagao €
seca. Por exemplo, a preparacdo inclui particulas ou esté

na forma de um pd.

Noutro aspeto, a invencao apresenta um composto que inclui
um polipéptido incluindo a sequéncia de aminodcidos de DX-
890, DX-88 ou DX-1000 descrita aqui, em gque pelo menos uma
lisina é substituida por um aminocdcido diferente de lisina,
por exemplo, arginina, como definido nas reivindicagdes. O
composto € util para reduzir o numero de lisinas as quais
PEG ¢ acoplado, por exemplo, sem uma alteracdo substancial
da atividade, para produzir um conjugado substancialmente
homogéneo. Numa forma de realizacdo, o composto inclui
adicionalmente uma fragcdo nado proteica, por exemplo, um
polimero hidrofilico descrito aqui. O polimero pode ser
acoplado aos restantes residuos de 1lisina, por exemplo,
lisina UGnica remanescente (por exemplo, a primeira,

segunda, terceira ou gquarta lisina).

Noutro aspeto, a invencdo apresenta uma preparacgdo (por
exemplo, uma preparagdo aquosa) que inclui: um composto que

inclui um dominio de Kunitz conjugado a uma pluralidade de
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fragbdes polietilenoglicol como definido nas reivindicacgdes.
Por exemplo, a concentracdo do componente isolado do
dominio de Kunitz é maior do que 2 mg por mL, o pH da
preparacdo € maior do que 3, e a forcga idnica da preparacéo
€ menor do que a forga idnica de 0,5 M NaCl. Numa forma de
realizacdo, o dominio de Kunitz inclui a sequéncia de
aminodcidos de DX-890, DX-88 ou DX-1000 ou uma sequéncia de
aminodcidos que difere em pelo menos uma, mas menos do que
seis, cinco, quatro, trés ou duas diferencas de aminoédcidos
(por exemplo, substituicdes, insercgdes ou delecdbes)
relativamente a sequéncia de aminodcidos do DX-890. Também
é contemplado um recipiente selado que inclui a preparacéao.
O recipiente pode ser opaco a luz. O recipiente pode
incluir informacéo impressa numa regido externa do

recipiente.

Noutro aspeto, a invencdo apresenta um método que inclui:
proporcionar um polipéptido que inclui um dominio de
Kunitz; contactar o polipéptido com um polimero hidrofilico
(por exemplo, um 6xido de polialguileno) incluindo um Unico
grupo reativo que pode formar uma ligacgdo covalente com o
polipéptido em condigdes adequadas para a formacao de
ligagdes numa pluralidade de sitios disponiveis (por
exemplo, uma pluralidade de aminas primarias, por exemplo,
todas as aminas priméarias disponiveis), desse modo
proporcionando um inibidor de proteases modificado, como

definido nas reivindicacodes.

O polimero é um polietilenoglicol, por exemplo, monometoxi-
polietilenoglicol. Por exemplo, 0o polimero é mPEG-

propionaldeido ou acido mPEG-succinimidilpropidnico.
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Numa forma de realizacao, as condigdes estao situadas entre
pH 6,5 e 9,0, por exemplo, entre 7,5 e 8,5. Numa forma de
realizagdo, o polimero hidrofilico estd 1ligado de modo
covalente ao terminal N do polipéptido. Noutra forma de
realizagdo, o polimero hidrofilico estd 1ligado de modo
covalente a uma cadeia lateral de lisina do polipéptido,

como definido nas reivindicacodes.

0O método pode adicionalmente incluir separar polipéptidos
com um Unico polimero ligado de outros produtos e
reagentes. 0O método pode adicionalmente incluir separar
cromatograficamente produtos do contacto, por exemplo,
utilizando cromatografia de permuta idnica ou cromatografia

de exclusdo por tamanho.

A revelacdo também apresenta um dominio de Kunitz
modificado preparado por um método descrito aqui, por

exemplo, o método acima.

Noutro aspeto, a 1invencado apresenta um composto como
definido nas reivindicagdes para utilizacdo num método de
tratamento de uma perturbacdo caracterizada por atividade
excessiva ou indesejada de uma protease. O método inclui:
administrar a um sujeito sofrendo da perturbacdo ou
suspeito de sofrer da perturbacao uma composicgao
farmacéutica compreendendo um composto ou preparacgao
descrito aqui. O composto ou preparacao inclui um
polipéptido com um dominio de Kunitz que inibe a protease.
Por exemplo, wuma preparacdo tem pelo menos uma certa
percentagem de moléculas do polipéptido com um dominio de
Kunitz nas gquais um polimero hidrofilico ¢ 1ligado a um
primeiro sitio comum e a um segundo sitio comum. Por

exemplo, pelo menos uma certa percentagem de moléculas do
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polipéptido com um dominio de Kunitz inclui adicionalmente
o polimero hidrofilico 1ligado a um terceiro, guarto e,

opcionalmente, um quinto sitio comum.

Numa forma de realizacdo, a protease ¢é elastase. Por
exemplo, o polipéptido com um dominio de Kunitz compreende
a sequéncia de aminodcidos de DX-890 ou uma sequéncia que
difere em pelo menos uma, mas menos do que seis alteracdes
de aminoacidos relativamente ao DX-890. Perturbacdes
exemplificativas que podem ser tratadas utilizando um
dominio de Kunitz gque inibe uma elastase (por exemplo,
elastase de neutrdfilos humanos) incluem fibrose quistica,

COPD e uma perturbacédo inflamatdria.

Numa forma de realizacdo, a protease é uma calicreina. Por
exemplo, o polipéptido com um dominio de Kunitz compreende
a sequéncia de aminodcidos de DX-88 que difere em pelo
menos uma, mas menos do que seis alteracgdes de aminodcidos
relativamente ao DX-88. Perturbacdes exemplificativas que
podem ser tratadas wutilizando um dominio de Kunitz dque
inibe uma Calicreina incluem perturbacdes de coagulacéao,
fibrindélise, hipotensdes, inflamacdo, hemofilia, hemorragia
pbs—-operatdria, hemorragia peri-operatdria e angioedema

hereditéario.

Numa forma de realizacdo, a protease ¢é plasmina e ©
polipéptido com um dominio de Kunitz compreende a sequéncia
de aminodcidos de DX-1000 ou uma sequéncia que difere em
pelo menos uma, mas menos do que sels alteracdes de
aminodcidos relativamente ao DX-1000. Perturbacdes
exemplificativas que podem ser tratadas utilizando um
dominio de Kunitz que inibe plasmina incluem fibrindlise ou

fibrinogendlise, hemorragia excessiva associada a
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tromboliticos, hemorragia pds-operatdria, hemorragia peri-

operatédéria e androgénese inapropriada.

E adicionalmente revelado um método de tratamento ou
prevencdo de uma perturbacdo pulmonar. O método inclui
administrar um composto descrito aqui a um sujeito, por
exemplo, numa quantidade eficaz para melhorar pelo menos um
sintoma da perturbacdo. Por exemplo, o composto inclui a)
um polipéptido incluindo um dominio de Kunitz que se liga
especificamente e inibe uma elastase (por exemplo, elastase
de neutrdéfilos humanos (hNE)), e b) uma fracdo ndo proteica
que estd fisicamente associada ao polipéptido e aumenta o
peso molecular do composto. Por exemplo, o composto inclui
(1) um polipéptido incluindo a sequéncia de aminodcidos de
DX-890 ou uma sequéncia de aminodcidos que difere em pelo
menos uma, mas menos do que seis, cinco, quatro, trés ou
duas diferencas de aminodcidos (por exemplo, substituicdes,
insergdes ou delecgdes) relativamente a sequéncia de
aminodcidos do DX-890, e (2) polietilenoglicol em que o
peso molecular da soma das fracdes de polietilenoglicol é

pelo menos 15, 18, 20, 25, 27 ou 30 kDa.

Numa forma de realizacdo, o composto ¢é administrado néo
mais do que uma vez a cada 12, 24, 36 ou 72 horas. Noutra
forma de realizacdo, o composto é administrado ndo mais do
que uma vez a cada quatro, sete, dez, doze ou catorze dias.
O composto pode ser administrado uma vez ou multiplas vezes

(por exemplo, regularmente).

Numa forma de realizacéao, a administracéo inclui
administracdo pulmonar. Por exemplo, a administracdo inclui
acionamento de um inalador e/ou nebulizacgdo. Numa forma de

realizacéao, a administracao inclui administracéao da
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composicgao, direta ou indiretamente, no sistema
circulatério. Por exemplo, a administracdo inclui injecéao

ou administracdo intravenosa.

Numa forma de realizacdo, o sujeito sofre de fibrose
quistica ou de um defeito genético no gene da fibrose
quistica. Noutra forma de realizacdo, o sujeito sofre de

doenca pulmonar obstrutiva crdnica.

O sintoma pode consistir em integridade de tecido pulmonar

ou um indice de destruicdo tecidual.

E adicionalmente revelado um método de tratamento ou
prevencgdo de uma perturbacdo inflamatdéria. O método inclui:
administrar um composto descrito aqui a um sujeito, por
exemplo, numa quantidade eficaz para melhorar pelo menos um
sintoma da perturbacdo. Por exemplo, o composto inclui a)
um polipéptido incluindo um dominio de Kunitz que se liga
especificamente e inibe uma elastase (por exemplo, elastase
de neutréfilos humanos (hNE)), e b) uma pluralidade de
fragbes nao proteicas que estdo fisicamente associadas ao
polipéptido e aumentam o peso molecular do composto. Por
exemplo, o composto inclui (1) um polipéptido incluindo a
sequéncia de aminocdcidos de DX-890 ou uma sequéncia de
aminodcidos que difere em pelo menos uma, mas menos do que
seis, cinco, quatro, trés ou duas diferencas de aminodcidos
(por exemplo, substituicdes, insercdes ou delecdes)
relativamente a sequéncia de aminodcidos do DX-890, e (2)
uma pluralidade de fracdes de polietilenoglicol, ©por
exemplo, em que o0 peso molecular de cada fracgdo de
polietilenoglicol é menor do que 20, 18, 16, 12, 10, 9, 8
ou 7 kDa.
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Numa forma de realizacdo, a perturbacdo é uma perturbacéo
inflamatéria do intestino, por exemplo, doenca de Crohn ou
colite ulcerativa. Numa forma de realizacdo, o composto &

administrado através de um supositoério.

Numa forma de realizacgdo, o composto €& administrado néo
mais do que uma vez a cada 12, 24, 36 ou 72 horas. Noutra
forma de realizacdo, o composto é administrado ndo mais do
que uma vez a cada quatro, sete, dez, doze ou catorze dias.
O composto pode ser administrado uma vez ou multiplas vezes

(por exemplo, regularmente).

Também é descrito um método de tratamento ou prevencao de
uma perturbacdo caracterizada, pelo menos em parte, por
atividade de elastases ou atividade de neutréfilos
inapropriada. O método inclui administrar um composto
descrito aqui a um sujeito, por exemplo, numa dquantidade
eficaz para melhorar pelo menos um sintoma da perturbacao
ou para alterar a atividade de elastases ou neutréfilos,
por exemplo, para reduzir protedlise mediada por elastases.

Por exemplo, a perturbacédo é artrite reumatoide.

Numa forma de realizacdo, o composto ¢é administrado néo
mais do que uma vez a cada 12, 24, 36 ou 72 horas. Noutra
forma de realizacdo, o composto é administrado ndo mais do
que uma vez a cada quatro, sete, dez, doze ou catorze dias.
O composto pode ser administrado uma vez ou multiplas vezes

(por exemplo, regularmente).

Muitos dos exemplos proporcionados aqui descrevem métodos e
composigcdes relacionados com dominios de Kunitz e um alvo
de protease particular - elastase. No entanto, estes

métodos e composicdes podem ser modificados. Por exemplo,
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as lisinas podem ser posicionadas num sitio onde a sua
modificacdo ndo interfere na funcdo. De modo semelhante, os
métodos e composicgdes descritos podem ser modificados em
métodos e composigdes correspondentes relacionados com
polipéptidos que incluem um dominio de Kunitz e outros

tipos de dominios.

Como usado aqui, “afinidade de 1ligacdo” refere-se a
constante de associacdo aparente ou Ka. O Ka &€ o reciproco
da constante de dissociacgdo (Kd). Um ligando, por exemplo,
pode ter uma afinidade de ligacdo de pelo menos 10°, 10°,
107, 10°, 10°, 10'°, 10 ou 10 M' para uma molécula alvo
particular. Uma afinidade de 1ligacdo mais elevada de um
ligando para um primeiro alvo relativamente a um segundo
alvo pode ser indicada por um Ka maior (ou um valor
numérico menor de Kd) para a ligacgdo ao primeiro alvo do
que o Ka (ou valor numérico de Kd) para ligacdo ao segundo
alvo. Nesses casos, o ligando tem especificidade para o
primeiro alvo relativamente ao segundo alvo. As medigdes de
Ka para ligagdo a hNE sdo tipicamente efetuadas nas
seguintes condig¢des: 50 mM HEPES, pH 7,5, 150 mM NaCl e 0,1
% Triton X-100 a 30 °C utilizando 100 pM da hNE.

A afinidade de 1ligacdo pode ser determinada por uma
variedade de métodos, incluindo didlise de equilibrio,
ligagdo de equilibrio, filtracdo em gel, ELISA, ressonédncia
de plasmbdes de superficie ou espetroscopia (por exemplo,
utilizando um ensaio de fluorescéncia). Estas técnicas
podem ser utilizadas para medir a concentracdo de ligando
ligado e 1livre em fungdo da concentracdo do ligando (ou
alvo). A concentracdo do ligando 1ligado ([Ligado]) esté
relacionada com a concentracadao do ligando livre ([Livre]) e

a concentracdo de sitios de ligacdo para o ligando no alvo,
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em que (N) €& o numero de sitios de ligacdo por molécula de

alvo, é dada pela equacao seguinte:

[Ligado] = N - [Livrel/((1/Ka) + [Livrel)

No entanto, nem sempre é necessario determinar exatamente o
Ka, ©pols por vezes ¢é suficiente obter uma medigao
quantitativa da afinidade, por exemplo, determinada
utilizando um método tal como ELISA ou andlise de FACS, que
é proporcional ao Ka e, assim, pode ser utilizada para
comparacdes, tal como quando se determina se uma afinidade

mais elevada é, por exemplo, 2 vezes maior.

Uma “composicgdo isolada” refere-se a uma composicdo de onde
sdo removidos pelo menos 90 % de pelo menos um componente
de uma amostra natural de onde pode ser obtida a composicédo
isolada. Composigdes produzidas artificial ou naturalmente
podem ser “composigcbes de pelo menos” um certo grau de
pureza se a espécie ou populacdo de espécies de interesse

for pelo menos 5, 10, 25, 50, 75, 80, 90, 95, 98 ou 99 %

pura numa base peso-peso.

Um “epitopo” refere-se ao sitio num composto alvo ao qual
se liga um ligando, por exemplo, um ligando polipeptidico,
tal como um dominio de Kunitz, péptido pequeno ou
anticorpo. No caso de o composto alvo ser uma proteina, por
exemplo, um epitopo pode referir-se aos aminoacidos aos
quais se liga o ligando. Tais aminodcidos podem ser
contiguos ou ndo contiguos relativamente a cadeia principal
polipeptidica subjacente. Epitopos sobrepostos incluem pelo

menos um residuo de aminodcido comum.
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Como usado aqgqui, o termo “substancialmente idéntico” (ou
“substancialmente homdlogo”) é usado aqui para referir uma
primeira sequéncia de aminodcidos ou nucledtidos que contém
um numero suficiente de residuos de aminodcidos ou
nucledétidos idénticos ou equivalentes (por exemplo, com uma
cadeia lateral semelhante, por exemplo, substituicdes de
aminodcidos conservadas) a uma segunda sequéncia de
aminodcidos ou nucledétidos, de modo que a primeira e a
segunda sequéncias de aminocdcidos ou nucledétidos tém
atividades semelhantes. No caso de dominios de Kunitz, o
segundo dominio tem a mesma especificidade e, por exemplo,
tem pelo menos 0,5, 5 ou 50 % da afinidade de ligacédo do

primeiro dominio. Um grau suficiente de identidade pode ser

, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97

oe
o
oe
o
oe

cerca de 85 %, 90

%, 98 %, 99 % ou maior.

Sequéncias semelhantes ou homdélogas (por exemplo, pelo
menos cerca de 85 % de identidade de sequéncias) as
sequéncias reveladas aqui também fazem parte deste pedido.
Nalgumas formas de realizacgdo, a identidade de sequéncias

Q

pode ser cerca de 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95

o

’
96 %, 97 %, 98 %, 99 % ou maior. Alternativamente, existe
identidade substancial quando os segmentos de Acidos
nucleicos hibridizarem em condigdes de hibridizacéo
seletivas (por exemplo, condig¢des de hibridizac&o altamente
restritas) com o complemento do filamento. 0Os &cidos
nucleicos podem estar presentes em células completas, num
lisado celular ou numa forma parcialmente purificada ou

substancialmente pura.

Os célculos de “homologia” ou de “identidade de sequéncias”
entre duas sequéncias (os termos séao usados aqui

indistintamente) sdao efetuados do modo seguinte. As
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sequéncias sdo alinhadas para fins de comparacdo détima (por
exemplo, podem ser introduzidos hiatos numa ou em ambas de
uma primeira e uma segunda sequéncias de aminodcidos ou
dcidos nucleicos para um alinhamento 6timo, e sequéncias
ndo homdélogas podem ser ignoradas para fins comparativos).
Numa forma de realizacdo preferida, o comprimento de uma
sequéncia de referéncia alinhada para fins comparativos é
pelo menos 30 %, preferencialmente pelo menos 40 %, mais
preferencialmente relo menos 50 %, ainda mais

preferencialmente pelo menos 60 % e ainda mais

o®

preferencialmente pelo menos 70 %, 80 %, 90 %, 100 do
comprimento da sequéncia de referéncia. O0Os residuos de
aminodcidos ou nucledtidos em posicdes de aminodcidos ou
posicdes de nucledtidos correspondentes sao entdao
comparados. Quando uma posicdo na primeira sequéncia esté
ocupada pelo mesmo residuo de aminodcido ou nucledtido
relativamente a posicao correspondente na segunda
sequéncia, entdo as moléculas sdo idénticas nessa posicgédo
(como usado aqui, “identidade” de aminocdcidos ou é&cidos
nucleicos € equivalente a “homologia” de aminoacidos ou
4dcidos nucleicos). A identidade percentual entre as duas
sequéncias € uma fungdo do numero de posigdes idénticas
partilhadas pelas sequéncias, tomando em consideracdo o
nimero de hiatos, e o comprimento de cada hiato, que é

necessario introduzir para um alinhamento &étimo das duas

sequéncias.

A comparagdo de sequéncias e a determinacdo da identidade
percentual entre duas sequéncias podem ser realizadas
utilizando um algoritmo matematico. Numa forma de
realizacao preferida, a identidade percentual entre duas
sequéncias de aminoadcidos ¢é determinada utilizando o

algoritmo de ©Needleman e Wunsch ((1970) J. Mol. Biol.
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48:444-453), que foi incorporado no programa GAP do pacote
de “software” do GCG, utilizando uma matriz Blossum 62 ou
uma matriz PAM250, e um peso de hiatos de 16, 14, 12, 10,
8, 6 ou 4 e um peso do comprimento de 1, 2, 3, 4, 5 ou 6.
Ainda noutra forma de realizacado preferida, a identidade
percentual entre duas sequéncias de nucledétidos é
determinada wutilizando o programa GAP do pacote de
“software” do GCG, utilizando uma matriz NWSgapdna.CMP e um
peso de hiatos de 40, 50, 60, 70 ou 80 e um peso do
comprimento de 1, 2, 3, 4, 5 ou 6. Um conjunto de
pardmetros particularmente preferido (e o qgue deve ser
utilizado se o experimentalista estiver incerto quanto aos
parametros que devem ser aplicados para determinar se uma
molécula estd dentro de uma limitacdo de identidade ou
homologia de sequéncias da invencgdo) consiste numa matriz
de pontuacdo Blossum 62 com uma penalidade de hiatos de 12,
uma penalidade de extensdo de hiatos de 4 e uma penalidade

de deslocamento de hiatos de 5.

Como usado aqui, o termo “homdélogo” €& sindnimo de
“semelhancga” e significa que uma sequéncia de interesse
difere de uma sequéncia de referéncia pela presenca de uma
ou mais substituic¢des de aminodcidos (apesar de também
poderem estar presentes insercgdes ou delecdes de
aminodcidos modestas). Meios presentemente preferidos de
cdlculo de graus de homologia ou semelhang¢a com uma
sequéncia de referéncia Dbaseiam-se na utilizacdo de
algoritmos BLAST (disponibilizados pelo National Center of
Biotechnology Information (NCBI), National Institutes of
Health, Bethesda MD), em cada caso utilizando os parémetros
do algoritmo por defeito ou recomendados para determinar a
significéncia da relacdo calculada das sequéncias. A

identidade percentual entre duas sequéncias de aminocacidos
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ou nucledétidos também pode ser determinada empregando o
algoritmo de E. Meyers e W. Miller ((1989) CABIOS, 4:11-
17), qgque foi incorporado no programa ALIGN (versdo 2.0),
utilizando uma tabela de residuos de pesos PAM120, uma
penalidade de extensdo de hiatos de 12 e uma penalidade de

hiatos de 4.

Como usado agqui, o termo “hibridiza em condig¢des de baixa
restricdo, restricdo média, restricdo elevada ou restricédo
muito elevada” descreve condicgbes de hibridizacdo e
lavagem. Diretrizes para a realizagdo de reacgdes de
hibridizacdo podem ser encontradas em “Current Protocols in
Molecular Biology”, John Wiley & Sons, N.I. (1989), 6.3.1-
6.3.6, que ¢é incorporado a titulo de referéncia. Nesta
referéncia sdo descritos métodos aquosos e ndo agquosos, e
quaisquer deles podem ser utilizados. Condicoes de
hibridizacdo especificas descritas agqui sdo as seguintes:
1) condigdes de hibridizacdo de baixa restricdo em 6X
cloreto de sédio/citrato de sdédio (SSC) a cerca de 45 °C,
seguido de duas lavagens em 0,2X SSC, 0,1 % SDS pelo menos
a 50 °C (a temperatura das lavagens pode ser aumentada para
55 °C para condicgdes de baixa restricédo); 2) condigdes de
hibridizacdo de restrigdo média em 6X SSC a cerca de 45 °C,
seguido de uma ou mais lavagens em 0,2X SSC, 0,1 % SDS a 60
°C; 3) condicgdes de hibridizacdo de restricdo elevada em 6X
SSC a cerca de 45 °C, seguido de uma ou mais lavagens em
0,2X Sssc, 0,1 % SDS a 65 °C, e preferencialmente 4)
condigbes de hibridizacdo de restricdo muito elevada séo

0,5 M fosfato de sdédio, 7 % SDS a 65 °C, seguido de uma ou

\

mais lavagens a 0,2X SSC, 1 % SDS a 65 °C. Condigdes de
restricdo muito elevada (4) sd&o as condicgdes preferidas e
as que devem ser utilizadas a menos que especificado em

contrdrio. Em conformidade, sdo proporcionados Acidos
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nucleicos que hibridizam com restricdo apropriada com
4dcidos nucleicos que codificam um polipéptido descrito
aqui, pois sdo polipéptidos que sao codificados por tais
dcidos nucleicos. Tais polipéptidos podem ser modificados

de modo semelhante, como descrito aqui.

E entendido que um polipéptido descrito aqui (por exemplo,
um polipéptido que inclui um dominio de Kunitz) pode ter
mutacdes relativamente a um polipéptido particular descrito
aqui (por exemplo, substituicdes de aminodcidos
conservativas ou né&o essenciais), que n&o tém um efeito
substancial nas funcgdes do polipéptido. Se uma substituicdo
particular serd ou nao tolerada, isto €, ndo afetaréa
adversamente propriedades bioldgicas desejadas, como
atividade de ligacao, pode ser determinado como descrito em
Bowie et al. (1990) Science 247:1306-1310. Uma
“substituicdo de aminocdcidos conservativa” ¢é tal que o
residuo de aminodcido € substituido por um residuo de
aminodcido com uma cadeia lateral semelhante. Familias de
residuos de aminodcidos com cadeias laterais semelhantes
foram definidas na 4rea. Estas familias incluem aminodcidos
com cadeias laterais basicas (por exemplo, lisina,
arginina, histidina), cadeias laterais acidicas (por

exemplo, adcido aspéartico, acido glutamico), cadeias

laterais polares sem carga (por exemplo, glicina,
asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina,
cisteina), cadeias laterais ndo polares (por exemplo,
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,

fenilalanina, metionina, triptofano), cadeias laterais com
ramificacgao beta (por exemplo, treonina, valina,
isoleucina) e cadeias laterais aromaticas (por exemplo,

tirosina, fenilalanina, triptofano, histidina). E possivel
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que muitos residuos de aminodcidos de arcabougo e CDR

incluam uma ou mais substituic¢des conservativas.

Um residuo de aminodcido “n&o essencial” é um residuo que
pode ser alterado relativamente a sequéncia de tipo
selvagem do agente de ligacédo, por exemplo, o anticorpo,
sem abolir ou, mais preferencialmente, sem alterar
substancialmente uma atividade bioldégica, ao passo que um
residuo de aminodcido “essencial” origina uma tal

alteracao.

Os termos “polipéptido” ou “péptido” (que podem ser usados
indistintamente) referem-se a um polimero de trés ou mais
aminocdcidos ligados por uma ligacdo peptidica, por exemplo,
entre 3 e 30, 12 e 60 ou 30 e 300 ou mais de 300
aminodcidos de comprimento. O polipéptido pode incluir um
ou mais aminodcidos nao naturais. Tipicamente, o
polipéptido inclui apenas aminodcidos naturais. Uma
“proteina” pode incluir uma ou mais cadeias polipeptidicas.
Em conformidade, o termo “proteina” abrange polipéptidos.
Uma proteina ou polipéptido também pode incluir uma ou mais
modificacdes, por exemplo, uma glicosilacédo, amidacgéao,
fosforilacdo e assim por diante. O termo “péptido pequeno”
pode ser usado para descrever um polipéptido que tem entre
3 e 30 aminocécidos de comprimento, por exemplo, entre 8 e

24 aminodcidos de comprimento.

O termo “alquilo” refere-se a uma cadeia hidrocarbonada que
pode ser uma cadeia linear ou uma cadeia ramificada,
contendo o numero indicado de Aatomos de carbono. Por
exemplo, Ci1-Ci; alquilo indica que o grupo pode ter desde 1

até 12 (inclusivamente) &tomos de carbono.
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0 termo “arilo” refere-se a um sistema em anel
hidrocarbonado monociclico, biciclico ou triciclico
aromatico, em que qualquer a&tomo do anel apto a sofrer uma
substituicdo pode estar substituido com um substituinte.
Exemplos de fracdes arilo incluem mas nado estdo limitadas a

fenilo, naftilo e antracenilo.

Os pormenores de uma ou mais formas de realizacdo da
invencdo sdo apresentados nas figuras adjuntas e na
descricdo abaixo. Outras caracteristicas, objetivos e
vantagens da invencdo serdo claros a partir da descricao e

figuras, e a partir das reivindicacodes.

DESCRIQAO BREVE DAS FIGURAS

A FIG. 1 ilustra a estrutura do DX-890 (SEQ ID NO:23) e a
posicdo dos seus quatro residuos lisina.

A FIG. 2 ilustra a estrutura do DX-88 (SEQ ID NO:24) e a
posicdo dos seus trés residuos lisina.

A FIG. 3 ilustra a estrutura do DX-1000 (SEQ ID NO:25) e a
posicdo dos seus trés residuos lisina.

A FIG. 4 é um esquema de PEGuilacido exemplificativo. O pH
da reacao pode ser um pH entre 7,8 e 8,5.

A FIG. 5 mostra os resultados de uma anadlise de MALDI
exemplificativa.

A FIG. 6 mostra os resultados de rondas de GP-HPLC
exemplificativas.

A FIG. 7 mostra resultados exemplificativos da andlise de
SDS—-PAGE.

A FIG. 8a mostra resultados exemplificativos de estudos de
eliminagdo em ratinhos e 8b mostra estudos de eliminacdo em
coelhos. Os dados foram representados graficamente

utilizando um decaimento exponencial duplo de 4 parémetros.
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A Fig 8c mostra uma extrapolacdo alométrica para humanos.
Os valores extrapolados para a fase de eliminacgdo de
semivida longa num sujeito humano de 70 Kg foram os
seguintes: DX-890, 8,4 horas; b5-PEG5-DX-890, 330 horas ou
cerca de 14 dias; DX-1000, 1,7 horas; 4-PEGS-DX-1000, 210
horas ou cerca de 9 dias.

A FIG. 9 mostra resultados exemplificativos de poli-
PEGuilacdo de DX-88 em varias proporcgdes por andlise de

SDS—-PAGE.

DESCRIQKO PORMENORIZADA

A invengdo proporciona, em parte, compostos que se ligam e
inibem uma protease (por exemplo, uma elastase, por
exemplo, uma elastase de neutréfilos). Os compostos incluem
(i) um polipéptido que inclui um dominio de Kunitz e (ii)
uma pluralidade de fragdes (como fracgdes poliméricas) que
aumenta o peso molecular dos compostos relativamente ao
polipéptido isoladamente, como definido nas reivindicacgodes.
A adicédo das fragdes ao composto pode aumentar a semivida
em circulagcdao 1in vivo do composto. Nalgumas formas de
realizacdo, os compostos podem inibir a elastase de

neutrdéfilos com elevada afinidade e seletividade.

Polimeros

Pode ser utilizada uma variedade de fracgdes para aumentar o
peso molecular de um polipéptido que inclui um dominio de
Kunitz ou outro inibidor de ©proteases. Numa forma de
realizacdo, a fragdo ¢é polietilenoglicol, um polimero
soltvel em &gua e/ou substancialmente n&o antigénico. A
fragdo pode melhorar a estabilizacdo e/ou retencdo do

dominio de Kunitz na circulacédo, por exemplo, em sangue,



28

soro, linfa ou outros tecidos, por exemplo, em pelo menos
1,5, 2, 5, 10, 50, 75 ou 100 vezes. Uma pluralidade de
fragcbes é ligada a um dominio de Kunitz. Por exemplo, o
polipéptido ¢é 1ligado a pelo menos quatro fracgdes do
polimero. Cada lisina do polipéptido pode ser ligada a uma

fracdo do polimero.

O peso de polimeros adequados pode variar substancialmente.
Por exemplo, ¢é possivel wutilizar polimeros com pesos
moleculares médios variando entre, por exemplo, 1-12 kDa,
4-12 kDa ou 3-8 kDa, por exemplo, cerca de 4, 5, 6 ou 7
kDa. Numa forma de realizacdo, o peso molecular médio de
fragdes individuais do polimero que sdo associadas ao
composto é menor do que 12, 10, 8 ou 7 kDa. O peso
molecular final também pode depender do tamanho efetivo
desejado do conjugado, da natureza (por exemplo, estrutura,
tal como linear ou ramificada) do polimero e do grau de

derivatizacéao.

O polipéptido gque inclui um dominio de Kunitz pode ser
fisicamente associado ao polimero de uma variedade de
modos. Tipicamente, o polipéptido €& ligado de modo
covalente ao polimero numa pluralidade de sitios. Por
exemplo, o polipéptido € conjugado ao polimero numa
pluralidade de aminas primédrias, por exemplo, todas as
aminas primdrias acessiveis ou todas as aminas primarias.
Outros compostos também podem ser ligados ao mesmo
polimero, por exemplo, uma citotoxina, uma etiqueta ou
outro agente de direcionamento, por exemplo, outro ligando
que se liga ao mesmo alvo do dominio de Kunitz ou um
ligando que se liga a outro alvo, por exemplo, um ligando
ndo relacionado. Outros compostos também podem ser ligados

ao polipéptido.
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Numa forma de realizacdo, o polimero é soluvel em A&gua
antes da conjugacdo ao polipéptido (apesar de tal ndo ser
necessario). Em geral, apds a conjugacgdo ao polipéptido, o
produto ¢é soluvel em 4&gua, por exemplo, exibe uma
solubilidade em Agua de pelo menos cerca de 0,01 mg/mL, e
mais preferencialmente pelo menos cerca de 0,1 mg/mL, e
ainda mais preferencialmente pelo menos cerca de 1 mg/mL.
Adicionalmente, o) polimero nao deve ser altamente
imunogénico na forma conjugada, nem deve possuir uma
viscosidade qgue seja incompativel com infusdo ou injecdo
intravenosa se o conjugado for destinado a ser administrado

por tais vias.

Numa forma de realizacdo, o polimero contém apenas um Unico
grupo que é reativo. Isto ajuda a evitar conjugacdo de um
polimero a miultiplas moléculas proteicas.
Polietilenoglicdis com terminagdo monometoxi (MPEG’ s) ;
polimeros com terminagdo C;—, alqgquilo, e O6xidos de
polietileno bis-ativados (glicdis) podem ser utilizados
para conjugagcdo ao polipéptido. Ver, por exemplo, U.S.

5,951,974.

Na sua forma mais comum, poli(etilenoglicol), PEG, € um
poliéter linear ou ramificado terminado com  grupos
hidroxilo. O PEG linear pode ter a estrutura geral

seguinte:

O PEG pode ser sintetizado por polimerizacdo anidnica com
abertura de anel de 6xido de etileno iniciada por ataque

nucleofilico de um ido hidréxido no anel epdxido.
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Particularmente 1Util para modificacdo polipeptidica ¢é

monometoxi-PEG, mPEG, com a estrutura geral:

.

DO O N DR OM

Quanto a descrigdes adicionais ver, por exemplo, Roberts et
al. (2002) Advanced Drug Delivery Reviews 54:459-476. Numa
forma de realizacdo, as unidades de polimero utilizadas
para a conjugagcao estdo monodispersas ou entdo sao
altamente homogéneas, por exemplo, estdo presentes numa
preparacdo em que 95 % ou todas as moléculas estdo a 7, 5,
4, 3, 2 ou 1 kDa wuma das outras. Noutra forma de

realizacdo, as unidades de polimero estdo polidispersas.

E possivel selecionar condigdes reacionais que reduzam a
reticulacdo entre unidades de polimero ou conjugacdo a
miltiplos polipéptidos, e purificar os produtos reacionais,
através de filtracdo em gel ou cromatografia de permuta
idénica, para recuperar derivados substancialmente
homogéneos, por exemplo, derivados gque incluem apenas um
unico polipéptido com um dominio de Kunitz. Noutras formas
de realizacdo, o polimero contém dois ou mais grupos
reativos com a finalidade de ligar multiplos polipéptidos
(por exemplo, multiplas unidades do polipéptido com um
dominio de Kunitz) ao polimero. Mais uma vez, pode ser
utilizada filtracdo em gel ou cromatografia de permuta
iénica para recuperar o derivado desejado numa forma

substancialmente homogénea.

O polipéptido que inclui um dominio de Kunitz & geralmente
ligado a uma pluralidade de moléculas de PEG. Por exemplo,
para formar um composto com mais de 20 ou 30 kDa, um

dominio de Kunitz (cerca de 7 kDa) pode ser ligado a pelo
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menos trés moléculas de PEG de 8 kDa. S&o possiveis outras
combinag¢des, por exemplo, pelo menos duas, quatro ou cinco
moléculas de PEG. O peso molecular das moléculas de PEG
pode ser selecionado de modo que o peso molecular final do
composto seja igual ou maior do que um peso molecular
desejado (por exemplo, entre 17-35 ou 20-25 ou 27-33 kDa).
A pluralidade de moléculas de PEG pode ser ligada a
qualquer regido do dominio de Kunitz, preferencialmente a
pelo menos 5, 10 ou 15 Angstrdoms de uma regido que interage
com um alvo, ou a pelo menos 2, 3 ou 4 residuos de um
aminocdcido que interage com um alvo. As moléculas de PEG
podem ser ligadas, por exemplo, a residuos lisina ou a uma

combinacdo de residuos lisina e o terminal N.

Uma ligacdo covalente pode ser utilizada para ligar um
polipéptido (por exemplo, um polipéptido gque inclui um
dominio de Kunitz) a um polimero, por exemplo, conjugagao
ao grupo amino N-terminal e grupos amino épsilon presentes
em residuos lisina, bem como outros grupos amino, imino,
carboxilo, sulfidrilo, hidroxilo ou outros grupos
hidrofilicos. O polimero pode ser ligado de modo covalente
diretamente ao polipéptido sem a utilizacdo de um agente de
reticulacdo multifuncional (habitualmente bifuncional). A
ligacdo covalente a grupos amino pode ser efetuada por
quimicas conhecidas com base em cloreto cianurico,
carbonildi-imidazolo, grupos reativos com aldeido (alcdxido
de PEG mais dietilacetilo de bromoacetaldeido; PEG mais
DMSO e anidrido acético, ou cloreto de PEG mais o fendxido
de 4-hidroxibenzaldeido, ésteres de succinimidilo ativados,
ditiocarbonato-PEG ativado, PEG ativado com cloroformato de
2,4,5-triclorofenilo ou cloroformato de P-nitrofenilo).
Grupos carboxilo podem ser derivatizados por acoplamento de

PEG-amina primaria utilizando carbodi-imida. Grupos
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sulfidrilo podem ser derivatizado por acoplamento a PEG com
substituicdo maleimido (ver, por exemplo, WO 97/10847) ou
PEG-maleimida (por exemplo, disponibilizado comercialmente
pela Shearwater Polymers, Inc., Huntsville, Ala.). Em
alternativa, grupos amino livres no polipéptido (por
exemplo, grupos amino épsilon em residuos lisina) podem ser
tiolados com Z2-imino-tiolano (reagente de Traut) e depois
acoplados a derivados de PEG contendo maleimida, por
exemplo, como descrito em Pedley et al., Br. J. Cancer, 70:

1126-1130 (1994).

Polimeros de PEG funcionalizados que podem ser ligados a um
polipéptido que inclui dominio de Kunitz incluem polimeros
que sdo disponibilizados no mercado, por exemplo, pela
Shearwater Polymers, Inc. (Huntsville, Ala.) . Tais
derivados de PEG incluem, por exemplo, amino-PEG, ésteres
de PEG-aminoacidos, PEG-hidrazida, PEG-tiol, PEG-succinato,
PEG carboximetilado, PEG-4cido propidbénico, PEG-aminoacidos,
PEG- succinato de succinimidilo, PEG-propionato de
succinimidilo, éster de succinimidilo de PEG
carboximetilado, carbonato de succinimidilo de PEG, ésteres
de succinimidilo de aminodcidos-PEGs, PEG-
oxicarbonilimidazolo, PEG-carbonato de nitrofenilo, PEG-
tresilato, PEG—-éter de glicidilo, PEG-aldeido, PEG-
vinilsulfona, PEG-maleimida, PEG-dissulfureto de
ortopiridilo, PEGs heterofuncionais, derivados de PEG-
vinilo, PEG-silanos e PEG-fosfoletos. As condigdes
reacionais para o acoplamento destes derivados de PEG podem
variar, dependendo do polipéptido, do grau de PEGuilacgao
desejado e do derivado de PEG utilizado. Alguns fatores
envolvidos na escolha de derivados de PEG incluem: o ponto
de ligacdo desejado (como grupos R de lisina ou cisteina),

estabilidade hidrolitica e reatividade dos derivados,
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estabilidade, toxicidade e antigenicidade da ligacao,

conveniéncia para andlise, etc.

Os conjugados de um polipéptido que inclui um dominio de
Kunitz e um polimero podem ser separados dos materiais de
partida que nao reagiram utilizando métodos
cromatograficos, por exemplo, por filtracdo em gel ou
cromatografia de permuta idnica, por exemplo, HPLC.
Espécies heterdlogas dos conjugados sdo purificadas umas
das outras do mesmo modo. Também & possivel a resolucado de
diferentes espécies (por exemplo, contendo um ou dois
residuos de PEG) devido a diferenca das propriedades
iénicas dos aminodcidos que nédo reagiram. Ver, por exemplo,

WO 96/34015.

Dominios de Kunitz

Como wusado aqgqui, um “dominio de Kunitz” é um dominio
polipeptidico com pelo menos 51 aminodcidos e contendo pelo
menos dols, e ©preferencialmente trés dissulfuretos. O
dominio €& dobrado de modo que a primeira e a sexta
cisteinas, a segunda e quarta, e a terceira e dquinta
cisteinas formem ligagdes dissulfureto (por exemplo, num
dominio de Kunitz com 58 aminodcidos, podem estar presentes
cisteinas nas posicgdes correspondentes aos aminodcidos b5,
14, 30, 38, 51 e 55, de acordo com a numeracgao da sequéncia
BPTI apresentada abaixo, e podem formar-se dissulfuretos
entre as cisteinas nas posicdes 5 e 55, 14 e 38, e 30 e
51), ou, se estiverem presentes dois dissulfuretos, podem
ser formados entre um subconjunto correspondente de
cisteinas respetivas. 0 espacamento entre cisteinas
respetivas pode estar dentro de 7, 5, 4, 3 ou 2 aminoé&cidos

do seguinte espacamento entre posicdes correspondentes a: 5
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a 55, 14 a 38 e 30 a 51, de acordo com a numeragdo da
sequéncia BPTI apresentada abaixo. A sequéncia BPTI pode
ser utilizada como referéncia para indicar ©posicgdes
especificas em qualquer dominio de Kunitz genérico. A
comparacdo de um dominio de Kunitz de interesse com BPTI
pode ser efetuada identificando o melhor alinhamento de
ajustamento no qual o nUmero de cisteinas alinhadas &

maximizado.

A estrutura 3D (a alta resolucdo) do dominio de Kunitz de
BPTI ¢é conhecida. Uma das estruturas de raios X esté
depositada na Base de Dados de Proteinas de Brookhaven como
“ePTI”. A estrutura 3D de alguns homdélogos de BPTI
(Eigenbrot et al., (1990) Protein Engineering, 3(7):591-
598; Hynes et al., (1990) Biochemistry, 29:10018-10022) ¢é

conhecida.

Tabela 1: Dominios de Kunitz Naturais Exemplificativos

BT Q0D N | i 2 ¥ % 3
R INSETE GBS TSR IS S TEN0L I A5 E TSR IABEIRNNLII4HETE
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Dominios de Kunitz TUteis para selecionar inibidores de
proteases podem incluir dominios de Kunitz gque tém uma
regido de arcaboug¢o com um nuUmero particular de residuos
lisina. Numa implementacdo, arcaboucos com quatro residuos
lisina sé&o uUteis e podem ser modificados, por exemplo, por
ligagdo de fracdes de PEG com peso molecular médio entre 3-
8 kDa, por exemplo, cerca de 5 kDa. Por exemplo, O
arcabougo ITI tem gquatro lisinas. Noutra implementacéo,
arcabougos com trés lisinas sdo Uteilis e podem ser
modificados, por exemplo, por ligacao de fracdes de PEG com

peso molecular médio entre 4-10 kDa, por exemplo, cerca de
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5 kDa ou 7 kDa. LACI ¢ um de tais arcabougos. Arcaboucos
também podem ser alterados de modo a incluirem menos
lisinas ou lisinas adicionais, por exemplo, para reduzir o
numero de lisinas que estdo dentro de cinco, quatro ou trés
residuos de uma alca de ligacdo, ou para introduzir um
numero suficiente de lisinas de modo gque a proteina possa
ser modificada com pequenas fragdes de PEG (por exemplo,
fragcbes de PEG entre 3-8 kDa), para aumentar o tamanho da

proteina e a estabilidade da proteina in vivo.

Os dominios de Kunitz interagem com a protease alvo
utilizando principalmente aminodcidos em duas regides de
alca (“alcas de ligacdo”). A primeira regido de alcga esté
situada entre cerca dos residuos correspondentes aos
aminodcidos 11-21 de BPTI. A segunda regido de alga esté
situada entre cerca dos residuos correspondentes aos
aminocdcidos 31-42 de BPTI. Uma biblioteca exemplificativa
de dominios de Kunitz wvaria uma ou mais posicgdes de
aminoadcidos na primeira e/ou segunda regides de alga.
Posigbes particularmente uUteis a serem variadas incluem:
posigdbes 13, 16, 17, 18, 19, 31, 32, 34 e 39 relativamente
4 sequéncia de BPTI. E esperado que pelo menos algumas
destas posicdes estejam em contacto prdéximo com a protease

alvo.

A “regi&do de arcabougo” de um dominio de Kunitz é definida
como consistindo naqueles residuos que fazem parte do
dominio de Kunitz mas excluindo especificamente residuos na
primeira e na segunda regides de alcas de ligacgdo, isto &,
cerca dos residuos correspondentes aos aminocdcidos 11-21 de

BPTI e 31-42 de BPTI.
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Inversamente, residuos gue ndo se encontram nestas posicgdes
particulares ou que ndo estdao nas regides de alca podem
tolerar uma gama maior de substituicdes de aminodcidos (por
exemplo, substituic¢odes conservativas e/ou nao

conservativas) do que estas posigdes de aminodcidos.

Dominios de Kunitz Inibidores de Elastase

Um polipéptido exemplificativo que se liga e 1inibe a
elastase de neutrdfilos humanos (hNE) ¢é DX-890 (também
designado “EPI-hNE4”). O DX-890 ¢ um inibidor de elastase
de neutrdéfilos humanos (hNE) altamente especifico e potente
(Ki = 4 x 10 M). O DX-890 inclui a seguinte sequéncia de

aminoacidos:

Glu Ala Cys Asn Leu Pro lle val Arg Gly Pro Cys Ile Ala
§§§ Bre Arg Trp Ala Phe Asp Ala Val Lys Gly Lys Cys Val
;:gg Pro Tyr Gly Gly Cys Gln Gly Asn Gly Asn Lys Phe Tyr
:ii Lys 8lu Cyvg Arg Glu Tyr Cys Gly VWal Bro (SEQ m m:‘ZS)

O DX-890 ¢é derivado do segundo dominio do tipo Kunitz da
proteina inter-o-inibidora (ITI-D2) e pode ser produzido
por fermentagdo em Pichia pastoris. Inclui 56 aminoécidos,
com um PM previsto de 6 237 Daltons. O DX-890 & resistente

a inativacdo oxidativa e proteolitica.

Estudos farmacoldgicos in vitro, ex vivo e 1in vivo
demonstraram a capacidade inibidora de hNE e o efeito
protetor do DX-890 contra 1lesdes induzidas por hNE de
expetoracdo de criancas com fibrose quistica (ver ref.
Delacourt et al. 2002). Estudos agudos e subcrdénicos

durante 4 semanas de DX-890 aerossolizado em macacos



37

cynomolgus nao revelaram sinais de toxicidade clinica ou
bioldégica, nem de lesdes histopatoldgicas induzidas pela

administracado do DX-890.

Em estudos clinicos utilizando voluntérios humanos
saudadveis verificou-se que o DX-890 & seguro ©para
administracdo por inalacdo a 8 doses crescentes (em que até
120 minutos de DX-890 em solugdo salina se traduzem numa

massa inalada de cerca de 72 mg).

Algumas das consequéncias da atividade de elastase incluem:
clivagem de recetores do complemento e C3bi; clivagem de
imunoglobulinas; degradacdo de elastina (e consequentemente
obstrucéo das vias aéreas, danos estruturais,
bronquiectasia); secrecdo de macromoléculas; interleuquina-
8 aumentada; aumento de PMN (e consequentemente libertacéo
de oxigénio, perdéxido de hidrogénio, leucotrieno B4 e
interleuquina-8), e persisténcia de bactérias. Inibidores
de elastase podem ser utilizados para reduzir uma ou mais

destas atividades.

O DX-890 pode ser utilizado como férmaco anti-inflamatdrio
dirigido contra inflamagdo mediada por neutrdéfilos, por
exemplo, em lesbdes de CF pulmonar. Indicac¢bes pulmonares
exemplificativas incluem Fibrose Quistica (CF), Sindrome da
Dificuldade Respiratdéria Aguda (ARDS) e Doenca Pulmonar
Obstrutiva Crénica (COPD) . Em pacientes com CF, o
equilibrio entre proteinases e seus inibidores pode ficar
gravemente perturbado. Leucdédcitos polimorfonucleares (PMN)
ativados produzem elastase de neutrdéfilos humanos (hNE) e
outras proteases. A hNE ¢é considerada uma causa chave de
danos em tecidos pulmonares associados a fibrose quistica.

Em consequéncia, a inibig¢do da hNE é uma via ldgica para o
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tratamento de doenca pulmonar CF, pois ataca a fonte
original dos danos em vez de melhorar sintomas e

consequéncias dos danos.

E possivel, por exemplo, administrar o DX-890 no pulmido por
nebulizacgdo. Foi detetada atividade de DX-890 em lavagens
bronco-alveolares de voluntéarios que inalaram DX-890
nebulizado. Doze voluntarios saudaveis receberam durante 14
dias uma Unica dose didria de DX-890, por nebulizacdo
durante 5 ou 20 minutos, correspondentes a uma massa
inalada estimada de 3,75 ou 15 mg, respetivamente. A
tolerabilidade foi excelente; nédo foi relatado nenhum
evento adverso significativo. N&o foram observadas

anormalidades clinicas ou bioldgicas.

Relativamente a indicagdes pulmonares, o DX-890 pode ser
utilizado para tratar, por exemplo, Fibrose Quistica (CF),
Sindrome da Dificuldade Respiratdéria Aguda (ARDS) e Doenca

Pulmonar Obstrutiva Crénica (COPD).

Também hé& correlacgdes conhecidas entre a estrutura do DX-

890 e a sua capacidade para se ligar a hNE.

Tabela 3: Aminoadcidos Exemplificativos para Inibidores de

hNE

Alguns Aminoadcidos preferidos em dominios de Kunitz
inibidores da hNE Posicdo Aminodcidos permitidos em
posicdes de aminodcidos correspondentes a posigodes

respetivas na BPTI
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“Protection against acute lung injury by intravenous or
intratracheal pretreatment with EPI-HNE4, a new potent
neutrophil elastase inhibitor.” Delacourt C, Herigault S,
Delclaux C, et al. Am J Respir Cell Mol Biol 2002; 26: 290-
7 e Grimbert et al. (2003) “Characteristics of EPI-hNE4
aerosol: a new elastase inhibitor for treatment of cystic

fibrosis” J Aerosol Med. 16(2):121-9.

Identificagdo de Dominios de Kunitz e Outros Inibidores de

Proteases

Pode ser utilizada uma variedade de métodos para
identificar wuma proteina que se liga e/ou 1inibe uma

protease. Estes métodos podem ser utilizados para
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identificar dominios de Kunitz de ocorréncia natural e néao
natural que podem ser utilizados como componentes do

compostos descritos aqui.

Por exemplo, um dominio de Kunitz pode ser identificado a
partir de uma biblioteca de proteinas em que cada um de uma
pluralidade de membros da biblioteca inclui um dominio de
Kunitz wvariado. Uma variedade de aminodcidos pode ser
variada no dominio. Ver, por exemplo, U.S. 5,223,409; U.S.
5,663,143, e U.S. 6,333,402. Dominios de Kunitz podem ser
variados, por exemplo, utilizando mutagénese de DNA,
mistura de DNA, sintese guimica de oligonucledétidos (por
exemplo, utilizando coddes como subunidades) e clonagem de
genes naturais. Ver, por exemplo, U.S. 5,223,409 e U.S.

2003-0129659.

A biblioteca pode ser uma biblioteca de expressdo que é
utilizada para produzir proteinas. As proteinas podem ser
dispostas em série, por exemplo, utilizando uma série
proteica. US 5,143,854; De Wildt et al. (2000) Nat.
Biotechnol. 18:989-994; Lueking et al. (1999) Anal.
Biochem. 270:103-111; Ge (2000) Nucleic Acids Res. 28, e3,
I-VII; MacBeath e Schreiber (2000) Science 289: 1760-1763;
wo 0/98534, wWO001/83827, WO002/12893, WO 00/63701, WO
01/40803 e WO 99/51773.

As proteinas também podem ser apresentadas num pacote
genético replicéavel, por exemplo, na forma de uma
biblioteca de fagos, como de apresentacdao em fagos,
biblioteca de apresentacao em levedura, biblioteca de
apresentacdo em ribossomas ou de fusdo 4&acido nucleico-
proteina. Ver, por exemplo, U.S. 5,223,409; Smith (1985)
Science 228:1315-1317; WO 92/18619; WO 91/17271; WO
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92/20791; WO 92/15679; WO 93/01288; WO 92/01047; WO
92/09690; WO 90/02809; de Haard et al. (1999) J. Biol. Chem
274:18218-30; Hoogenboom et al. (1998) Immunotechnology
4:1-20; Hoogenboom et al. (2000) Immunol Today 2:371-8;
Fuchs et al. (1991) Bio/Technology 9: 1370-1372; Hay et al.
(1992) Hum Antibod Hybridomas 3:81-85; Huse et al. (1989)
Science 246:1275-1281; Griffiths et al. (1993) EMBO J
12:725-734; Hawkins et al. (1992) J Mol Biol 226:889-89¢;
Clackson et al. (1991) Nature 352:624-628; Gram et al.
(1992) PNAS 89:3576-3580; Garrard et al. (1991)
Bio/Technology 9:1373-1377; Rebar et al. (1996) Methods
Enzymol. 267:129-49; Hoogenboom et al. (1991) Nuc Acid Res
19:4133-4137, e Barbas et al. (1991) PNAS 88: 7978-7982
quanto a exemplos de apresentacdo em fagos e outros
métodos. Ver, por exemplo, Boder e Wittrup (1997) Nat.
Biotechnol. 15: 553-557 e WO 03/029456 quanto a exemplos de
apresentacdo em células de levedura e outros métodos. Ver,
por exemplo, Mattheakis et al. (1994) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 91:9022 e Hanes et al. (2000) Nat Biotechnol.
18:1287-92; Hanes et al. (2000) Methods Enzymol. 328:404-
30. e Schaffitzel et al. (1999) J Immunol Methods. 231 (1-
2):119-35 quanto a exemplos de apresentacdo em ribossomas e
outros métodos. Ver, por exemplo, Roberts e Szostak (1997)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:12297-12302, e Patente U.S.
No. 6,207,446 quanto a exemplos de fusdes &cido nucleico-
proteina. Tais bibliotecas podem ser rastreadas num formato

de alto rendimento. Ver, por exemplo, U.S. 2003-0129659.

Podem ser geradas bibliotecas de dominios de Kunitz
variando um ou mais residuos de aminodcidos de alcgas de
sitios de ligacdo utilizando um dominio de Kunitz descrito
aqui, por exemplo, um dominio de Kunitz com um arcabouco

descrito aqui, por exemplo, uma regido de arcabougo
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modificada ou de ocorréncia natural. Numa forma de
realizacédo, os residuos que sdo variados s&o variados entre
uma pluralidade de aminoadcidos. A pluralidade é escolhida

de modo que lisina ndo esteja disponivel.

Rastreio de Bibliotecas de Apresentacgao

Esta seccdo descreve métodos exemplificativos de rastreio
de uma biblioteca de apresentacdo para identificar um
polipéptido gue interage com uma elastase. Estes métodos
podem ser modificados para identificar outros polipéptidos
que 1nteragem com outros alvos, por exemplo, outras
proteases ou outras proteinas. Os métodos também podem ser
modificados e utilizados em combinacdo com outros tipos de
bibliotecas, por exemplo, uma biblioteca de expressao ou

uma série proteica, e assim por diante.

Num rastreio exemplificativo de uma biblioteca de
apresentacdo, uma biblioteca de fagos ¢é contactada e
deixada ligar-se a proteina elastase alvo (por exemplo, uma
forma ativa ou inativada (por exemplo, proteina mutante ou
quimicamente inativada) ou um respetivo fragmento). Para
facilitar a separacao ligantes e nao ligantes no processo
de rastreio ¢é muitas vezes conveniente imobilizar a
elastase num suporte sdélido, apesar de também ser possivel
primeiramente permitir a ligacdo a elastase em solucédo e
depois separar ligantes de nao ligantes por acoplamento do
composto alvo a um suporte. A titulo ilustrativo, quando
incubados na presenca da elastase, fagos que apresentam um
polipéptido que interage com elastase formam um complexo
com a elastase imobilizada num suporte sélido, ao passo que
os fagos que nao se ligaram permanecem em solucao e podem

ser removidos por lavagem com tampao. Os fagos que se
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ligaram podem entdo ser libertados da elastase por alguns
meios, como mudanca do tampdo para um pH acidico ou bésico
relativamente elevado (por exemplo, pPH 2 ou pH 10),
alteracéo da forca idénica do tampéao, adicéao de
desnaturantes, adicdo de um competidor, adicdo de uma
célula hospedeira que possa ser infetada ou outros meios

conhecidos.

Por exemplo, ©para i1dentificar péptidos de 1ligacdo a
elastase, elastase pode ser adsorvida numa superficie
s6élida, como a superficie de pléastico de cavidades de uma
placa de ensaio de multiplas cavidades. Subsequentemente,
uma aliquota da biblioteca de apresentacdo em fagos &
adicionada a uma cavidade em condigbes apropriadas que
mantém a estrutura da elastase imobilizada e do fago, como
PH 6-7. Fagos das bibliotecas gue apresentam polipéptidos
que se ligam a elastase imobilizada ligam-se a elastase e
ficam retidos na cavidade. Os fagos que ndo se ligam podem
ser removidos. Também ¢é possivel incluir um agente
blogqueador ou ligando competidor durante a ligagao da

biblioteca de fagos a elastase imobilizada.

Fagos ligados a elastase 1imobilizada podem entdo ser
eluidos por lavagem com uma solucdo tampdo com um pH &cido
(por exemplo, pH 2) ou um pH alcalino (por exemplo, pH 8-9)
relativamente forte. As solugbes de fagos recuperados dque
sdo eluidas da elastase sao depois neutralizadas e, se
desejado, podem ser reunidas na forma de uma populacdo da
biblioteca mista enriquecida de fagos apresentando péptidos
de ligacdo a elastase. Alternativamente, os fagos que
eluiram de cada biblioteca podem ser mantidos separadamente
como uma populacgdo enriquecida especifica da biblioteca de

ligantes de elastase. Populacdes enriquecidas de péptidos
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de ligacdo a elastase de apresentacdo em fagos podem depois
ser cultivadas por métodos comuns, para rondas adicionais
de rastreio e/ou para andlise de péptidos apresentados nos
fagos e/ou para sequenciacdo do DNA que codifica o péptido

de ligagdo apresentado.

Um de muitos protocolos de rastreio alternativos possiveis
emprega moléculas de abordagem seletiva de elastase que sao
biotiniladas e que podem ser capturadas por ligacdo a

estreptavidina, por exemplo, revestida em particulas.

Os fagos recuperados podem depois ser amplificados por
infecdo de células bacterianas, e o processo de rastreio
pode ser repetido com a nova reunido de fagos qgue agora
estd depletada em ndo ligantes de elastase e enriquecida em
ligantes de elastase. A recuperacdo de mesmo apenas alguns
fagos de 1ligacdo pode ser suficiente para completar o
processo. Apds algumas rondas de selecdo, as sequéncias
genéticas que codificam as fracgdes de ligacdo derivadas de
clones de fagos selecionados na reunido de 1ligagao séo
determinadas por métodos convencionais, revelando a
sequéncia peptidica que confere afinidade de 1ligacdo do
fago para o alvo. Um aumento do numero de fagos recuperados
apds cada ronda de selecdo e a recuperacdo de sequéncias
proximamente relacionadas indicam gue O rastreio é
convergente em sequéncias da Dbiblioteca possuindo uma

caracteristica desejada.

Depois de identificado um conjunto de polipéptidos de
ligacgdo, as informacdes das sequéncias podem ser utilizadas
para conceber outras bibliotecas secundédrias. Por exemplo,
as bibliotecas secundarias podem explorar um segmento menor

de espacos de sequéncias mais pormenorizadamente do que a
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biblioteca inicial. ©Nalgumas formas de realizacgao, a
biblioteca secundaria inclui proteinas polarizadas para
membros possuindo propriedades adicionais desejadas, por
exemplo, sequéncias que tém uma elevada identidade

percentual com uma proteina humana.

A tecnologia de apresentacdo também pode ser utilizada para
se obterem polipéptidos que sédo especificos para epitopos
particulares de um alvo. Isto pode ser efetuado, por
exemplo, utilizando moléculas competidoras diferentes do
alvo desprovidas do epitopo particular ou gque estdo mutadas
no epitopo, por exemplo, com alanina. Tais moléculas
diferentes do alvo podem ser utilizadas num procedimento de
selecdo negativa como descrito abaixo, como moléculas
competidoras aquando da ligagdo de uma biblioteca de
apresentacdo ao alvo, ou como um agente pré-eluicédo, por
exemplo, para capturar numa solucdo de lavagem que dissocia

a biblioteca de apresentacéao.

Selegdo Iterativa. Numa forma de realizagdo preferida é
utilizada tecnologia de bibliotecas de apresentacdao de um
modo iterativo. Uma primeira biblioteca de apresentacdo é
utilizada para identificar wuma ou mais proteinas que
interagem com um alvo. Estas proteinas identificadas sé&o
depois variadas utilizando um método de mutagénese, para
formar uma segunda biblioteca de apresentacao. Entdo séo
selecionadas da segunda biblioteca proteinas com afinidade
mais elevada, por exemplo, utilizando uma restricdo mais
elevada ou condicgdes de ligacéao e lavagem mais

competitivas.

Nalgumas implementacdes, a mutagénese é dirigida a regides

que se sabe estarem ou que ¢é provavel que estejam na
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interface de ligacdo. Algumas técnicas de mutagénese
exemplificativas incluem: PCR sujeita a erros (Leung et al.
(1989) Technique 1:11-15), recombinacdo, mistura de DNA
utilizando clivagem aleatdria (Stemmer (1994) Nature 389-
391; denominada "“mistura de A&cidos nucleicos”), RACHITT™
(Coco et al. (2001) Nature Biotech. 19:354), mutagénese
dirigida a sitios (Zoller et al. (1987) Nucl Acids Res 10:
6487-6504), mutagénese por cassete (Reidhaar-Olson (1991)
Methods Enzymol. 208:564-586) e incorporacao de
oligonucledétidos degenerados (Griffiths et al. (1994) EMBO
J 13:3245). Para dominios de Kunitz sdo conhecidas muitas
posicbes perto da 1interface de 1ligacdo. Tals posicgdes
incluem, por exemplo, as posicgdes 13, 16, 17, 18, 19, 31,
32, 34 e 39 relativamente a sequéncia de BPTI (de acordo
com a numeracgcado de BPTI em U.S. 6,333,402). Tais posicgdes
podem ser mantidas constantes e outras posigdes podem ser

variadas, ou estas mesmas posicdes podem ser variadas.

Num exemplo de selecdo iterativa, os métodos descritos aqui
sdo utilizados para primeiramente identificar proteinas de
uma biblioteca de apresentacdo que se ligam a uma elastase
com pelo menos uma especificidade de ligagdo minima para um
alvo ou uma atividade minima, por exemplo, uma constante de
dissociacdo de equilibrio para a ligacdo maior do que 1 nM,
10 nM ou 100 nM. As sequéncias de &cidos nucleicos que
codificam as proteinas identificadas iniciais sao
utilizadas como &cido nucleico modelo para a introducdo de
variacgdes, por exemplo, para identificar um segundo ligando
proteico que tem propriedades melhoradas (por exemplo,
afinidade de ligacgéao, cinética ou estabilidade)

relativamente ao ligando proteico inicial.
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Selegdo Pela Taxa de Dissociagdo. Uma vez que uma taxa de
dissociacéo baixa pode prever elevada afinidade,
particularmente no gue se refere a interagdes entre
proteinas e seus alvos, os métodos descritos agqui can podem
ser utilizados para isolar proteinas com uma taxa de
dissociacdo cinética desejada (isto é, reduzida) para uma

interacdo de ligacdo a um alvo.

Para selecionar proteinas de dissociacdo lenta de uma
biblioteca de apresentacdo, a biblioteca é contactada com
um alvo imobilizado, por exemplo, elastase imobilizada. O
alvo imobilizado é entdo lavado com uma primeira solucdo
que remove biomoléculas inespecifica ou fracamente ligadas.
Em seguida, o alvo imobilizado ¢ eluido com uma segunda
solucdo que inclui uma quantidade de saturacdo de alvo
livre, 1isto &, réplicas do alvo que ndo estdo ligadas a
particula. 0O alvo livre 1liga-se a biomoléculas gue se
dissociam do alvo. A nova ligacdo ¢é eficazmente prevenida

pela quantidade de saturacgdo de alvo livre relativamente a

concentracdo muito menor de alvo imobilizado.

A segunda solugdo pode ter condigbdes de solucdo que séao
substancialmente fisioldgicas ou que sao restritas.
Tipicamente, as condigdes de solucdo da segunda solucdo séo
idénticas as condig¢bdes de solucdo da primeira solucgéao.
Fragbes da segunda solugdo sao recolhidas por ordem
temporal, para distinguir fracdes iniciais de posteriores.
As fragcbes posteriores incluem Dbiomoléculas que  se
dissociam do alvo a uma taxa menor do que biomoléculas das

fragbes iniciais.

Adicionalmente, também ¢é possivel recuperar membros da

biblioteca de apresentacdao que permanecem ligados ao alvo
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me smo apds incubacéao prolongada. Estes podem ser
dissociados utilizando condig¢des caotrdpicas ou podem ser
amplificados enquanto estdao ligados ao alvo. Por exemplo,
fagos ligados ao alvo podem ser contactados com células

bacterianas.

Selecdo ou Rastreio Quanto a Especificidade. Os métodos de
rastreio de bibliotecas de apresentacgdo descritos aqui
podem incluir um processo de selegdao ou rastreio que
rejeita membros da biblioteca de apresentacgcdo que se ligam
a uma molécula diferente do alvo, por exemplo, uma protease
diferente de elastase, como tripsina. Numa forma de
realizacgdo, a molécula diferente do alvo é elastase que foi
ativada por tratamento com um inibidor irreversivelmente

ligado, por exemplo, um inibidor covalente.

Numa implementacdo, um passo denominado “selegcao negativa”
ou “deplecédo” ¢é utilizado para distinguir entre o alvo e
moléculas diferentes do alvo relacionadas mas distintas ou
ndo relacionadas. A Dbiblioteca de apresentacao, ou uma
reunido respetiva, é contactada com a molécula diferente do
alvo. Membros da amostra que ndo se ligam a molécula
diferente do alvo sao recolhidos e utilizados em selecdes
subsequentes para ligacdo a molécula alvo, ou mesmo para
selecgbdes negativas subsequentes. 0O passo de selecgéao
negativa pode anteceder ou suceder a selecdo de membros da

biblioteca gque se ligam a molécula alvo.

Noutra implementagcdo ¢é utilizado um passo de rastreio.
Depois de 1isolados membros da biblioteca de apresentacgao
para ligagdo a molécula alvo, cada membro isolado da
biblioteca é testado quanto a sua capacidade para se ligar

a uma molécula diferente do alvo (por exemplo, uma molécula
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diferente do alvo listada acima). Por exemplo, pode
utilizar—-se um rastreio de ELISA de alto rendimento para se
obterem estes dados. O rastreio de ELISA também pode ser
utilizado para se obterem dados quantitativos da ligacéao de
cada membro da biblioteca ao alvo. 0Os dados de ligacdo a
molécula alvo e diferente do alvo s&o comparados (por
exemplo, utilizando um computador e “software”) para
identificar membros da biblioteca que se ligam

especificamente ao alvo.

Modificacdo e Variacdo de Polipéptidos

Também é possivel variar uma proteina descrita agqui para se
obter uma proteina variante Util que tem propriedades
semelhantes ou melhoradas ou alteradas. Tipicamente sao
possiveis algumas variantes. Uma variante pode  ser
preparada e depois testada, por exemplo, utilizando um
ensaio de ligacdo descrito aqui (como anisotropia de

fluorescéncia).

Um tipo de variante € um truncamento de um ligando descrito
aqui ou isolado por um método descrito aqui. Neste exemplo,
a variante ¢é preparada removendo um ou mais residuos de
aminodcidos do ligando do terminal N ou C. Nalguns casos,
uma série de tais variantes €& preparada e testada. A
informagdo do teste da série é utilizada para determinar
uma regido do ligando que ¢é essencial para a ligacdo da
proteina elastase. Uma série de delegdes ou insercdes
internas pode ser construida e testada de modo semelhante.
Para dominios de Kunitz pode ser possivel remover, por
exemplo, entre um e cinco residuos ou um e trés residuos
que sd&o N-terminais a Cs, a primeira cisteina, e entre um e

cinco residuos ou um e trés residuos que sdo C-terminais a
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Css, a cisteina final, em qgue cada uma das cisteinas

corresponde a uma cisteina respetivamente numerada em BPTI.

Outro tipo de variante é uma substituicdo. Num exemplo, o
ligando é sujeito a varrimento de alanina para identificar
residuos que contribuem para a atividade de ligacgdo. Noutro
exemplo € construida uma biblioteca de substituig¢des numa
ou mais posicgdes. A biblioteca pode ndo estar polarizada
ou, particularmente se forem variadas multiplas posicgdes,
estar polarizada para um residuo original. Nalguns casos,

as substituigdes sdo todas substituicdes conservativas.

Outro tipo de variante inclui um ou mais aminoc&cidos de
ocorréncia ndo natural. Tais ligandos variantes podem ser
produzidos por sintese quimica ou modificacdo. Uma ou mais
posicdes podem ser substituidas por um aminodcido de
ocorréncia n&o natural. Nalguns casos, o aminoéacido
substituido pode estar guimicamente relacionado com ©
residuo original de ocorréncia natural (por exemplo,
alifatico, com carga, béasico, acidico, aromatico,

hidrofilico) ou um isdstero do residuo original.

Também pode ser possivel incluir ligacgdes ndo peptidicas e
outras modificagdes quimicas. Por exemplo, parte ou a
totalidade do ligando pode ser sintetizada como um péptido-
mimético, por exemplo, um peptoide (ver, por exemplo, Simon
et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:9367-71 e
Horwell (1995) Trends Biotechnol. 13:132-4). Ver também

outras modificacgdes discutidas abaixo.

Caracterizacao de Interacdes de Ligacgao
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As propriedades de ligacdo de uma proteina (por exemplo, um
polipéptido que inclui um dominio de Kunitz) podem ser
facilmente avaliadas utilizando véarios formatos de ensaio.
Por exemplo, a propriedade de ligacdo de uma proteina pode
ser medida em solugdo por anisotropia de fluorescéncia, que
proporciona um método conveniente e rigoroso de determinar
uma constante de dissociacéao (Kp) ou constante de
associacdo (Ka) da proteina para um alvo particular. Num de
tais procedimentos, a proteina a ser avaliada é etiquetada
com fluoresceina. A proteina etiquetada com fluoresceina é
misturada, em cavidades de uma placa de ensaio de multiplas
cavidades, com varias concentracdes do alvo particular (por
exemplo, elastase). As medicdes de anisotropia de
fluorescéncia sdo realizadas utilizando um leitor de placas

de polarizacédo de fluorescéncia.

ELISA. As interacgdes de ligacdo também podem ser analisadas
utilizando um ensaio ELISA. Por exemplo, a proteina a ser
avaliada é contactada com uma placa de microtitulacdo cuja
superficie de base foi revestida com o alvo, por exemplo,
uma quantidade limitante do alvo. A molécula é contactada
com a placa. A placa é lavada com tampdo, para remover
moléculas ligadas de modo inespecifico. Depois determina-se
a quantidade da proteina ligada a placa por sondagem da
placa com um anticorpo dque reconhece a proteina. Por
exemplo, a proteina pode incluir uma cauda de epitopo. O
anticorpo pode ser ligado a uma enzima, tal como fosfatase
alcalina, que origina um produto colorimétrico quando s&o
proporcionados substratos apropriados. No caso de um membro
da Dbiblioteca de apresentacdo incluir a proteina a ser
testada, o anticorpo pode reconhecer uma regido que &
constante entre todos os membros da biblioteca de

apresentacdo, por exemplo, para um membro de uma biblioteca
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de apresentacdo em fagos, uma proteina de revestimento

principal de fago.

Ensaios Homogéneos. Uma interacdo de ligacdo entre uma
proteina e um alvo particular pode ser analisada utilizando
um ensaio homogéneo, isto &, depois de adicionados todos os

componentes do ensaio ndo sdo necessidrias manipulacdes de

fluidos adicionais. Por exemplo, pode ser utilizada
transferéncia de energia por fluorescéncia (FET) como
ensaio homogéneo (ver, ©por exemplo, Lakowicz et al.,

Patente U.S. No. 5,631,169; Stavrianopoulos, et al.,
Patente U.S. No. 4,868,103). E selecionada uma etiqueta de
fluoréforo na primeira molécula (por exemplo, a molécula
identificada na fracéao) de modo gque a sua energia
fluorescente emitida possa ser absorvida por uma etiqueta
fluorescente numa segunda molécula (por exemplo, o alvo) se
a segunda molécula estiver prdéxima da primeira molécula. A
etiqueta fluorescente na segunda molécula d& uma resposta
fluorescente quando absorve a energia transferida. Uma vez
que a eficiéncia da transferéncia de energia entre as
etiquetas estd relacionada com a disténcia gue separa as
moléculas, a relacdo espacial entre as moléculas pode ser
avaliada. Numa situagdo em gque ocorre ligacao entre as
moléculas, a emissdo fluorescente da etiqueta da molécula
"aceitadora’ no ensaio deve ser méxima. Um evento de
ligagcdo de FET pode ser convenientemente medido por meios
comuns de detecédo fluorométrica bem conhecidos na &area (por
exemplo, utilizando um fluorimetro). Por titulagdo da
quantidade da primeira ou segunda molécula de ligacdo pode
gerar—-se uma curva de ligagao para estimar a constante de

ligagédo de equilibrio.



53

Ressondncia de Plasmdes de Superficie (SPR). Uma interacéo
de ligacgdo entre uma proteina e um alvo particular pode ser
analisada utilizando SPR. Por exemplo, apds a sequenciacdo
de um membro de uma biblioteca de apresentacido presente
numa amostra, e opcionalmente verificado, por exemplo, por
ELISA, a proteina apresentada pode ser produzida em
quantidade e avaliada quanto a ligacgdo ao alvo utilizando
SPR. SPR ou Anédlise de Interacdo Biomolecular (BIA) em
tempo real deteta interacgdes bioespecificas em tempo real,
sem etiquetagem de quaisquer dos intervenientes (por
exemplo, BIAcore). Alteracdbes da massa na superficie de
ligacdo (indicador de um evento de ligacdo) do “chip” de
BIA conduzem a alteracgdes do indice de refracdo da luz
perto da superficie (o fendmeno oético de ressondncia de
plasmdes de superficie (SPR) ) . As alteracdes da
refratividade geram um sinal detetdvel, que & medido como
indicacdo de reagbes em tempo real entre moléculas
bioldégicas. Métodos de utilizacdo de SPR sdo descritos, por
exemplo, na Patente U.S. No. 5,641,640; Raether (1988)
“Surface Plasmons” Springer Verlag; Sjolander, S. e
Urbaniczky, C. (1991) Anal. Chem. 63:2338-2345; Szabo et
al. (1995) Curr. Opin. Struct. Biol. 5:699-705.

A informacdo de SPR pode ser utilizada para proporcionar
uma medida rigorosa e quantitativa da constante de
dissociacgdo de equilibrio (Kgq) e parémetros cinéticos,
incluindo kgn e Kkerr, da ligacdo de uma biomolécula a um
alvo. Tais dados podem ser utilizados para comparar
diferentes biomoléculas. Por exemplo, proteinas
selecionadas de uma biblioteca de apresentacdao podem ser
comparadas para identificar individuos que tém elevada
afinidade para o alvo ou que tém uma k.rr baixa. Esta

informacdo também pode ser utilizada para desenvolver uma
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relagcdo estrutura-atividade (SAR) se as biomoléculas
estiverem relacionadas. Por exemplo, se as proteinas forem
todas variantes mutadas de um Unico anticorpo paterno ou de
um conjunto de anticorpos paternos conhecidos, podem ser
identificados aminodcidos variantes em determinadas
posicdes que estdo correlacionados com pardmetros de
ligacdo particulares, por exemplo, elevada afinidade e

baixa koff .

Métodos adicionais de medigcdo de afinidades de 1ligacéo
incluem ©polarizacdo de fluorescéncia (FP) (ver, por
exemplo, Patente U.S. No. 5,800,989), ressondncia magnética
nuclear (NMR) e titulagdes de 1ligacao (por exemplo,

utilizando transferéncia de energia por fluorescéncia).
Outras medicbes de solucdo para estudar propriedades de
ligagdo incluem transferéncia de energia de ressondncia por

fluorescéncia (FRET) e NMR.

Caracterizacdo da Inibicdo de Elastase

Relativamente a formas de realizacdo em qgue o composto
inclui um polipéptido gque tem um dominio de Kunitz
especifico para elastase, pode ser uUtil caracterizar a

capacidade do polipéptido para inibir elastase.

Dominios de Kunitz podem ser rastreados quanto a ligacdo a
elastase e quanto a inibicdo da atividade proteolitica de
elastase. Dominios de Kunitz podem ser selecionados quanto
a sua poténcia e seletividade de inibicdo de elastase. Num
exemplo, elastase e seu substrato sao combinados em
condicgbes de ensaio que permitem a reacdo da protease com ©

seu substrato. O ensaio € realizado na auséncia do dominio
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de Kunitz, e na presenca de concentragdes crescentes do
dominio de Kunitz. A concentracdo do composto de teste a
qual 50 % da atividade de elastase ¢ inibida pelo composto
de teste é o valor ICsq (Concentragdo Inibidora) ou valor
ECsq (Concentracdo Efetiva) para esse composto. Numa série
ou grupo de dominios de Kunitz, o0s que tém menores valores
ICsp ou ECsy; sdo considerados inibidores mais potentes da
elastase do que aqueles compostos com valores ICso ou ECyg
mais elevados. Compostos preferidos de acordo com este

aspeto tém um valor ICsg de 100 nM ou menos, medido num

ensaio in vitro quanto a inibicdo da atividade de elastase.

Dominios de Kunitz também podem ser avaliados guanto a
seletividade para elastase. Um composto de teste é avaliado
quanto a sua poténcia para um painel de serina proteases e
outras enzimas e um valor ICs;y ¢é determinado para cada
péptido. Um dominio de Kunitz que exiba um valor ICsy baixo
para a enzima elastase e um valor ICsy mals elevado para
outras enzimas dentro do painel de teste (por exemplo,
tripsina, plasmina, calicreina) é considerado seletivo para
elastase. Em geral, um composto é considerado seletivo se o
seu valor ICsy for pelo menos uma ordem de grandeza menor

do que o seguinte menor valor ICsy medido no painel de

enzimas.

Métodos especificos de avaliacdo da inibic&o de elastase

sdo descritos no Exemplo abaixo.

Também é possivel avaliar a atividade de dominios de Kunitz
in vivo ou em amostras (por exemplo, lavagens pulmonares)
de sujeitos aos quais foili administrado um composto descrito

aqui.
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Alvos de Proteases

Proteases estdo envolvidas numa grande variedade de
processos bioldgicos, incluindo inflamacdo e lesdo em
tecidos. Serina proteases produzidas por células
inflamatdérias, incluindo neutrdédéfilos, estdo implicadas em
vdrias perturbacgdes, como enfisema pulmonar. A elastase de
neutréfilos é uma serina protease produzida por leucdcitos
polimorfonucleares com atividade contra componentes da
matriz extracelular e patogénios. O enfisema pulmonar &
caracterizado por destruicdo alveolar conducente a um

grande enfraquecimento da func¢do pulmonar.

Uma deficiéncia de um inibidor de serina proteases,
inibidor de «oal-proteases (API ou «ol-PI, anteriormente
conhecido como o—-1 antitripsina) é um fator de risco para o
desenvolvimento de enfisema pulmonar (Laurell, C. B. e
Eriksson, S. (1963) Scand. J. Clin. Lab. Invest. 15:132-
140; Brantly, M. L., et al. (1988) Am. Rev. Respir. Dis.
138:327-336). A deficiéncia de API pode conduzir a
atividade descontrolada de elastase de neutrdéfilos e
contribuir para a destruicdo de tecido pulmonar em enfisema
pulmonar. De igual modo, a inativacdo de API e inflamacgéo
crdénica podem conduzir a atividade excessiva de elastase de

neutrdéfilos e destruicdo patoldgica de tecido pulmonar.

A elastase de neutréfilos humanos consiste em
aproximadamente 218 residuos de aminocdcidos, contém 2
cadeias laterais de hidratos de carbono ligadas por
asparagina e é reunida por 2 ligag¢bdes dissulfureto (Sinha,
S., et al. Proc. Nat. Acad. Sci. 84: 2228-2232, 1987). E
normalmente sintetizada nos neutrdfilos em desenvolvimento

como uma prdé-enzima, mas €& armazenada nos gréanulos



57

primarios na sua forma ativa, pronta com atividade
enzimatica completa quando ¢é libertada dos grénulos,
normalmente em sitios de inflamacgdo (Gullberg U, et al. Eur
J Haematol. 1997;58:137-153; Borregaard N, Cowland JB.
Blood. 1997;89:3503-3521).

Outros alvos de proteases exemplificativos incluem:
plasmina, calicreina, Fator VIIa, Fator XIa, trombina,
urogquinase e Fator IIa. Classes de proteases relevantes
incluem: proteases associadas a coagulacdo do sangue,
proteases associadas ao complemento, proteases que digerem
componentes da matriz extracelular, proteases que digerem
membranas basais e proteases associadas a células

endoteliais. Por exemplo, a protease é uma serina protease.

Produgdo de Proteinas

Producdo recombinante de polipéptidos. Métodos comuns de
dcidos nucleicos recombinantes podem ser utilizados para
expressar um componente polipeptidico de um composto
descrito aqui (por exemplo, um polipéptido gque inclui um
dominio de Kunitz). Em geral, uma sequéncia de 4&cido
nucleico que codifica o polipéptido é clonada num vetor de
expressadao de 4cido nucleico. Se o polipéptido for
suficientemente pequeno, por exemplo, se a proteina for um
péptido com menos do que 50 aminodcidos, a proteina pode
ser sintetizada utilizando métodos automatizados de sintese

orgadnica.

O vetor de expressido para expressar o polipéptido pode
incluir um segmento que codifica o polipéptido e sequéncias
reguladoras, por exemplo, um promotor, operavelmente

ligadas ao segmento codificador. Vetores e promotores
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adequados sao conhecidos dos profissionais e estao
comercialmente disponiveis para gerar as construgdes
recombinantes da presente invencdo. Ver, por exemplo, as
técnicas descritas em Sambrook & Russell, “Molecular
Cloning: A Laboratory Manual”, 3@ Edig¢do, Cold Spring
Harbor Laboratory, N.I. (2001) e Ausubel et al., "“Current
Protocols in Molecular Biology” (Greene Publishing

Associates e Wiley Interscience, N.Y. (1989).

Scopes (1994) “Protein Purification: Principles and
Practice”, Nova Iorque: Springer-Verlag e outros textos
proporcionam alguns métodos gerais de purificacgdo de

proteinas recombinantes (e ndo recombinantes).

Producdo sintética de péptidos. O componente polipeptidico
de um composto também pode ser produzido por meios
sintéticos. Ver, por exemplo, Merrifield (1963) J. Am.
Chem.Soc., 85: 2149. Por exemplo, o peso molecular de
péptidos ou péptido-miméticos sintéticos pode variar desde
cerca de 250 até cerca de 8 0000 Daltons. Um péptido pode
ser modificado, por exemplo, por ligacao a uma fracao que
aumenta o peso molecular efetivo do péptido. Se o péptido
for oligomerizado, dimerizado e/ou derivatizado, por
exemplo, com um polimero hidrofilico (por exemplo, para
aumentar a afinidade e/ou atividade dos péptidos), os seus
pesos moleculares podem ser maiores e podem variar desde

cerca de 500 até cerca de 50 000 Daltons.

Composigdes Farmacéuticas

Também €& apresentada uma composicdo, por exemplo, uma
composicdo farmaceuticamente aceitével, que inclui um

dominio de Kunitz poli-PEGuilado. Numa forma de realizagdo,
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o dominio de Kunitz liga-se a uma protease, como elastase,
plasmina ou calicreina. Como usado agqui, “composicdes
farmacéuticas” abrange compostos (por exemplo, compostos
etiquetados) para utilizacdo de diagndstico (por exemplo,
imagiologia 1in vivo) bem como compostos para utilizacao

terapéutica ou profilédtica.

Como usado aqui, “transportador farmaceuticamente
aceitdvel” inclui qualquer e todos o0s solventes, meios de
dispersao, revestimentos, agentes antibacterianos e
antifingicos, agentes isotdénicos e retardadores da absorcédo
e semelhantes que sdo fisiologicamente compativeis. Numa
forma de realizacdo, o transportador ¢ diferente de &gua.
De preferéncia, o) transportador é adequado para
administracéao intravenosa, intramuscular, subcuténea,
parentérica, espinal ou epidérmica (por exemplo, PpPor
injecdo ou infusao). Dependendo da via de administracdo, o
composto ativo pode ser revestido num material para
proteger o composto da acgcdo de &dcidos e outras condigdes

naturais que podem inativar o composto.

Um “sal farmaceuticamente aceitével” refere-se a um sal que
retém a atividade bioldgica desejada do composto paterno e
ndo induz quaisquer efeitos toxicoldgicos indesejados (ver,
por exemplo, Berge, S.M., et al. (1977) J. Pharm. Sci.
66:1-19). Exemplos de tailis sais incluem sais de adigdo de
dcido e sais de adicdo de base. Sais de adicdo de &cido
incluem os derivados de 4&cidos inorgdnicos nao tdéxicos,
como cloridrico, nitrico, fosférico, sulfiarico, bromidrico,
iodidrico, fosforoso e semelhantes, bem como de &acidos
orgénicos nado tdéxicos, como Aacidos mono- e dicarboxilicos
alifdticos, 4&cidos alcanoicos substituidos com fenilo,

acidos hidroxialcanoicos, acidos aromdticos, acidos
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sulfénicos alifdticos e aromdticos e semelhantes. Sais de
adicéo de base incluem 0s derivados de metais
alcalinoterrosos, como sdédio, potdssio, magnésio, cdlcio e
semelhantes, bem como de aminas orgénicas ndo téxicas, como
N, N’ -dibenziletilenodiamina, N-metilglucamina,
cloroprocaina, colina, dietanolamina, etilenodiamina,

procaina e semelhantes.

As composicbes desta invencao podem estar numa variedade de
formas. Estas incluem, por exemplo, formas galénicas
ligquidas, semissdlidas e sdlidas, tais como solucgdes
liquidas (por exemplo, solugdes injetdveis e aptas a serem
infundidas), dispersdes ou suspensodes, comprimidos,
pilulas, pds, lipossomas e supositdrios. A forma preferida
depende do modo de administracdo pretendido e da aplicacéao
terapéutica. Composicdes preferidas tipicas estdo na forma
de solugbdes injetdveis ou aptas a serem infundidas, como
composicbes semelhantes as utilizadas para administracdo de
anticorpos a sujeitos humanos. O modo de administracéo
preferido é parentérico (por exemplo, intravenoso,
subcutéaneo, intraperitoneal, intramuscular). Numa forma de
realizacédo preferida, o composto é administrado por infuséo
ou injecéo intravenosa. Noutra forma de realizacéo
preferida, o composto é administrado por injecéo

intramuscular ou subcuténea.

As frases “administracd&o parentérica” e “administrado
parentericamente” usadas aqui significam modos de
administracdo diferentes de administracdéo entérica e
toépica, habitualmente por injecéo, e incluem, sem
limitacé&o, injecdo e infusdo intravenosa, intramuscular,
intra-arterial, intratecal, intracapsular, intraorbital,

intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal,
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transtraqueal, subcutédnea, subcuticular, intra-articular,

subcapsular, subaracnoide, intraespinal, epidural e
intraesterno.
Composicgdes farmacéuticas devem tipicamente ser

esterilizadas e estédveis nas condigdes de produgdo e
armazenamento. Uma composicdo farmacéutica também pode ser
testada para assegurar que cumpre padrdes regulamentares e
industriais para administracdo. Por exemplo, os niveis de
endotoxinas na preparacado podem ser testados utilizando o
ensaio de lisados de amebdécitos de Limulus (por exemplo,
utilizando o estojo da Bio Whittaker lote # 7L3790,
sensibilidade 0,125 EU/mL) de acordo com os métodos USP
24/NF 19. A esterilidade de composicgdes farmacéuticas pode
ser determinada utilizando meio de tioglicolato de acordo
com os métodos de USP 24/NF 19. Por exemplo, a preparacgdo é
utilizada para inocular o meio de tioglicolato e é incubada
a 35 °C durante 14 ou mais dias. O meio é periodicamente
inspecionado para detetar o crescimento de um

microrganismo.

A composicdo pode ser formulada como uma solugdao,
microemulsao, dispersao, lipossoma ou outra estrutura
ordenada adequada para uma concentracdo elevada de féarmaco.
Solucgdes injetédveis esterilizadas podem ser preparadas
incorporando o composto ativo, na quantidade requerida, num
solvente apropriado com um ou uma combinacéao de
ingredientes enumerados acima, consoante o necessério,
seguido de esterilizacao com filtracao. Em geral,
dispersbes sao preparadas incorporando o composto ativo num
veiculo esterilizado que contém um meio de dispersdo basico
e 0s outros ingredientes requeridos dos enumerados acima.

No caso de pds esterilizados para a preparacdo de solucgdes
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injetéveis esterilizadas, 0s métodos de preparacao
preferidos sdo secagem por vacuo e liofilizacdo, que
origina um pd do ingrediente ativo mais qualqguer
ingrediente adicional desejado a partir de uma respetiva
solucdo previamente submetida a filtracdo esterilizada. A
fluidez apropriada de uma solucgdo pode ser mantida, por
exemplo, utilizando um revestimento como lecitina, mantendo
a dimens&o requerida das particulas no caso de dispersio e
utilizando tensioativos. Pode ser obtida absorcao
prolongada de composicdes injetéveis incluindo na
composigao um agente que retarda a absorcao, por exemplo,

sais de monoestearato e gelatina.

Os dominios de Kunitz poli-PEGuilados descritos aqui podem
ser administrados por uma variedade de métodos conhecidos
na area. Para muitas aplicacodes, a via/modo de
administragdo ¢é injecdo ou infusd&o intravenosa. Por
exemplo, para aplicagbdes terapéuticas, o composto pode ser
administrado por infusdo intravenosa a uma taxa menor do
que 30, 20, 10, 5 ou 1 mg/minuto para se obter uma dose de
cerca de 1 até 100 mg/m, ou 7 até 25 mg/m,. A via e/ou modo
de administracd&o irdo variar dependendo dos resultados
desejados. Em certas formas de realizacdo, o composto ativo
pode ser preparado com um transportador que ird proteger o
composto contra libertacdo réapida, como uma formulacdo de
libertacdo controlada, incluindo implantes, e sistemas de
administracdo microencapsulados. Podem ser utilizados
polimeros biodegraddveis e biocompativeis, como etileno
acetato de wvinilo, polianidridos, &cido poliglicélico,
colagénio, poliortoésteres e 4&cido poliléctico. Muitos
métodos para a preparagdo de tais formulagdes estéo
patenteados ou sdo geralmente conhecidos. Ver, por exemplo,

“Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems”,
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J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., Nova Iorque, 1978.
A formulagdo farmacéutica é uma &area bem estabelecida e é
adicionalmente descrita em Gennaro (editor), “Remington:
The Science and Practice of Pharmacy”, 208 edicgao,
Lippincott, Williams & Wilkins (2000) (ISBN: 0683306472);
Ansel et al., “Pharmaceutical Dosage Forms and Drug
Delivery Systems”, 72 Edicado, Lippincott Williams & Wilkins
Publishers (1999) (ISBN: 0683305727); e Kibbe (editor),

“Handbook of Pharmaceutical Excipients” American
Pharmaceutical Association, 32 edicéo (2000) (ISBN:
091733096X) .

Em certas formas de realizacdo, a composicado pode ser
administrada oralmente, por exemplo, com um diluente inerte
ou um transportador comestivel assimildavel. O composto (e
outros ingredientes, se desejado) também pode ser encerrado
numa cépsula de gelatina de invélucro duro ou mole, pode
ser comprimido em comprimidos ou incorporado diretamente na
dieta do sujeito. Para administracdo terapéutica oral, o
composto pode ser incorporado com excipientes e utilizado
na forma de comprimidos aptos a serem ingeridos,
comprimidos bucais, trociscos, cépsulas, elixires,
suspensoes, xaropes, héstias e semelhantes. Para
administrar um composto por uma via diferente de
administragdo parentérica, pode ser necessario revestir o
composto ou coadministrar o composto com um material para

prevenir a sua inativacéao.

Composicdes farmacéuticas podem ser administradas com
dispositivos médicos conhecidos na 4area. Por exemplo, numa
forma de realizacgdo preferida, uma composigdo farmacéutica
da invencgdo pode ser administrada com um dispositivo de

injecdo hipodérmica sem agulha, como os dispositivos
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revelados nas Patentes U.S. Nos. 5,399,163, 5,383,851,
5,312,335, 5,064,413, 4,941,880, 4,790,824 ou 4,596,556.
Exemplos de implantes e mdédulos bem conhecidos Uteis na
presente invencdo incluem: Patente U.S. No. 4,487,603, que
revela uma bomba de microinfusao implantéavel para
distribuir medicagd&o a uma taxa controlada; Patente U.S.
No. 4.,486,194, gque revela um dispositivo terapéutico para
administrar medicamentos através da pele; Patente U.S. No.
4,447,233, que revela uma bomba de infusdo de medicacéao
para administrar medicacdo a uma taxa de infusdo precisa;
Patente U.S. No. 4,447,224, que revela um aparelho de
infusdo implantdvel de fluxo varidvel para administracdo
continua de farmacos; Patente U.S. No. 4,439,196, que
revela um sistema de distribuicdo osmdética de fédrmacos com
compartimentos de multiplas cémaras, e Patente U.S. No.
4,475,196, que revela um sistema de distribuicdo osmdética
de farmacos. Obviamente, sdo igualmente conhecidos muitos
outros de tais implantes, sistemas de distribuicdo e

médulos.

Em certas formas de realizacdo, o composto pode ser
formulado para assegurar uma distribuic¢do apropriada in
vivo. Por exemplo, a barreira hematoencefdlica (BBB) exclui
muitos compostos altamente hidrofilicos. Para assegurar que
0s compostos terapéuticos da invencdo atravessam a BBB (se
desejado), podem ser formulados, por exemplo, em
lipossomas. Quanto a métodos de preparacdo de lipossomas
ver, por exemplo, Patentes U.S. 4,522,811; 5,374,548, e
5,399,331. 0Os lipossomas podem compreender uma ou mais
fragbes que sao seletivamente transportadas para o interior
de células ou oérgdos especificos, desse modo aumentando a
distribuic¢éo direcionada do farmaco (ver, por exemplo, V.V.

Ranade (1989) J. Clin. Pharmacol. 29:685).
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Também sdo contemplados estojos compreendendo um dominio de
Kunitz poli-PEGuilado e instrugdes de wutilizacédo, por
exemplo, wutilizag¢do de tratamento, profildtica ou de
diagndéstico. Numa forma de realizacdo, o estojo inclui (a)
o composto, por exemplo, uma composicdo que inclui o
composto, e, opcionalmente, (b) material informativo. O
material informativo pode ser descritivo, educativo, de
comercializacdo ou outro material que estd relacionado com
os métodos descritos aqui e/ou a utilizagdo do composto
para os métodos descritos aqui. Por exemplo, no caso de um
dominio de Kunitz que 1inibe a atividade de elastase, o
material informativo descreve métodos de administracado do
composto para reduzir a atividade de elastase ou para
tratar ou prevenir uma perturbacdo pulmonar (por exemplo,
CF ou COPD), uma perturbagdo inflamatdria (por exemplo,
IBD) ou uma perturbacdo caracterizada por atividade

excessiva de elastase.

Numa forma de realizacdo, o material informativo pode
incluir instrug¢des para administrar o composto de um modo
adequado, por exemplo, numa dose, forma galénica ou modo de
administracdo adequado (por exemplo, uma dose, forma
galénica ou modo de administracdo descrito aqui). Noutra
forma de realizacdo, o material informativo pode incluir
instrucgbes para identificar um sujeito adequado, por
exemplo, um sujeito humano, por exemplo, um sujeito humano
sofrendo ou estando em risco de sofrer de uma perturbacéo
caracterizada por atividade excessiva de elastase. O
material informativo pode 1incluir informagdes sobre a
producao do composto, peso molecular do composto,
concentracdo, prazo de validade, informac¢do sobre o lote ou

sitio de producdo e assim por diante. A forma do material
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informativo dos estojos ndo estd limitada. Em muitos casos,
o material informativo, por exemplo, instrucgdes, é
proporcionado num modo impresso, por exemplo, um texto,
figura e/ou fotografia impressos, por exemplo, uma etiqueta
ou folheto impresso. No entanto, o© material informativo
também pode ser proporcionado noutros formatos, como
Braille, material apto a ser 1lido por um computador,
gravagcdo de video ou gravagado de &udio. Noutra forma de
realizacdo, o material informativo do estojo € uma ligacédo
ou informacdo de contacto, por exemplo, um endereco fisico,
endereco de “email”, hiperligacadao, “website” ou numero de
telefone, onde um utilizador do estojo pode obter
informacdo substantiva sobre o composto e/ou sua utilizacdo
nos métodos descritos aqui. Obviamente, o material
informativo também pode ser proporcionado em qualguer

combinacdo de formatos.

Para além do composto, a composicdo do estojo pode incluir
outros ingredientes, tais como um solvente ou tampao, um
estabilizador ou um conservante e/ou um segundo agente para
tratar um estado ou perturbacdo descrito aqui, por exemplo,
uma perturbacdo pulmonar (por exemplo, CF ou COPD) ou
inflamatéria (por exemplo, IBD ou RA). Alternativamente, os
outros ingredientes podem ser incluidos no estojo mas em
composigdes ou recipientes diferentes dos do composto. Em
tais formas de realizacdo, o estojo pode incluir instrucgdes
para misturar o composto e os outros ingredientes, ou para

utilizar o composto juntamente com os outros ingredientes.

O composto pode ser proporcionado em qualquer forma, por
exemplo, forma liquida, seca ou liofilizada. E preferido
que o) composto seja substancialmente puro e/ou

esterilizado. Quando o composto € proporcionado numa
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solucgdo liquida, a solucdo liquida ¢é preferencialmente uma
solucao aquosa, sendo preferida uma solucgéo aquosa
esterilizada. Quando o composto € proporcionado numa forma
seca, a reconstituicdo é geralmente efetuada pela adicédo de
um solvente adequado. O solvente, por exemplo, A&gua ou
tampado esterilizado, pode ser opcionalmente proporcionado

no estojo.

0O estojo pode incluir um ou mais recipientes para a
composicdo que contém o composto. Nalgumas formas de
realizacdo, o estojo contém recipientes, divisdrias ou
compartimentos separados para a composicdo e material
informativo. Por exemplo, a composicgcdo pode estar contida
numa garrafa, frasco ou seringa e o material informativo
pode estar contido numa manga ou bolsa de pléastico. Noutras
formas de realizacdo, o0s elementos separados do estojo
estdo contidos num Unico recipiente ndo dividido. Por
exemplo, a composicdo estd contida numa garrafa, frasco ou
seringa no qual estd fixado o material informativo na forma
de uma etiqueta. Nalgumas formas de realizacdo, o estojo
inclui wuma pluralidade (por exemplo, uma embalagem) de
recipientes individuais, cada um contendo uma ou mais
formas galénicas unitédrias (por exemplo, uma forma galénica
descrita aqui) do composto. Por exemplo, o estojo inclui
uma pluralidade de seringas, ampolas, pacotes de folha
metdlica ou embalagens alveolares, cada uma contendo uma
Utnica dose unitédria do composto. Os recipientes dos estojos
podem ser estanques ao ar, a prova de &gua (por exemplo,
impermedveis a alteracgdes da humidade ou evaporacgdo) e/ou

opacos.

Numa forma de realizagdo em que o composto contém um

polipéptido gque se liga a uma elastase, as instrugdes para
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aplicacdes de diagnéstico incluem a utilizacdo do composto
para detetar elastase, in vitro, por exemplo, numa amostra,
por exemplo, uma biopsia ou células de um paciente com uma
perturbacdo pulmonar, ou in vivo. Noutra forma de
realizacdo, as instrucgdes para aplicacdes terapéuticas
incluem dosagens e/ou modos de administracdo sugeridos num
paciente com uma perturbacdo pulmonar. O estojo também pode
conter pelo menos um reagente adicional, como um agente de
diagndéstico ou terapéutico, por exemplo, um agente de
diagnéstico ou terapéutico como descrito aqui, e/ou um ou
mais agentes adicionais para tratar a perturbacdao pulmonar
(por exemplo, outro 1nibidor de elastase), formulados
consoante o apropriado, numa ou mais preparacdes

farmacéuticas separadas.

Tratamentos

Um dominio de Kunitz poli-PEGuilado tem aplicacdes

terapéuticas e profilaticas.

Numa forma de realizacdo, um dominio de Kunitz poli-
PEGuilado inibe uma elastase, por exemplo, uma elastase de
neutrdéfilos. O composto pode ser administrado a um sujeito
para tratar, prevenir e/ou diagnosticar uma variedade de
perturbacdes, tais Ccomo doencas caracterizadas por
atividade indesejada ou aberrante de elastase. Por exemplo,
a doenca ou perturbacdao pode ser caracterizada por
atividade elastolitica aumentada de neutrdéfilos. A doenga
ou perturbacdao pode resultar de uma carga aumentada de
neutré6filos num tecido, por exemplo, um tecido epitelial,
como a superficie epitelial do pulmé&o. Por exemplo, O
polipéptido que inibe elastase pode ser utilizado para

tratar ou prevenir doencas pulmonares, tais como fibrose
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quistica (CF) ou perturbacdo pulmonar obstrutiva crdénica
(COPD), por exemplo, enfisema. O composto também pode ser
administrado em células, tecidos ou érgdos em cultura, por

exemplo, in vitro ou ex vivo.

Dominios de Kunitz poli-PEGuilados que inibem outras
proteases também podem ser utilizados para tratar ou
prevenir perturbacdes associadas a atividade de tais

proteases diferentes respetivas.

Como wusado aqui, o termo “tratar” ou “tratamento” é
definido como a aplicagdo ou administracdo a um sujeito,
por exemplo, um paciente, de um dominio de Kunitz poli-
PEGuilado, isoladamente ou em combinacdo com um segundo
agente, ou aplicacdo ou administracdo do agente num tecido
ou célula isolado, por exemplo, linha de células, de um
sujeito, por exemplo, um paciente, que sofre de uma
perturbacdo (por exemplo, uma perturbacdo descrita aqui),
um sintoma de uma perturbacdoc ou uma predisposicao para uma
perturbacdo, com a finalidade de curar, sarar, aliviar,
atenuar, alterar, remediar, melhorar, aperfeicoar ou afetar
a perturbacao, 0s sintomas da perturbacao ou a
predisposicédo para a perturbacdo. O tratamento de uma
célula refere-se a inibicdo, ablacdo, morte de uma célula
in vitro ou in vivo ou entdo reducado da capacidade de uma
célula, por exemplo, uma célula aberrante, para mediar uma
perturbacao, por exemplo, uma perturbacdo descrita aqui
(por exemplo, uma perturbacdo pulmonar). Numa forma de
realizacgédo, “tratamento de uma célula” refere-se a uma
reducdo da atividade e/ou proliferacdo de uma célula, por
exemplo, um leucdcito ou neutrdfilo. Tal redugdo ndo indica

necessariamente uma eliminacdo total da célula, mas uma
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reducgao, por exemplo, uma reducgao estatisticamente

significativa, da atividade ou dos numeros da célula.

Como usado agqui, uma gquantidade de um dominio de Kunitz
poli-PEGuilado eficaz para tratar uma perturbacgdo ou uma
“quantidade terapeuticamente eficaz” refere-se a uma
quantidade do composto que é eficaz, por administracdo de
uma Unica ou de multiplas doses a um sujeito, no tratamento
de um sujeito, por exemplo, cura, alivio, atenuacdo ou
melhoria de pelo menos um sintoma de uma perturbacido num
sujeito num grau para além do esperado na auséncia de tal
tratamento. Por exemplo, a perturbagdo pode ser uma
perturbacado pulmonar, por exemplo, uma perturbacdo pulmonar

descrita aqui.

Uma “quantidade localmente eficaz” refere-se a quantidade
(por exemplo, concentracdo) do composto que é eficaz para
modular de modo detetdvel a atividade de uma proteina alvo
(por exemplo, elastase) num tecido, por exemplo, numa
regido do pulméo exposta a elastase ou uma célula produtora
de elastase, tal como um neutrdfilo. Evidéncias da
modulagcdao podem incluir, por exemplo, uma quantidade
aumentada do substrato, por exemplo, protedlise reduzida da

matriz extracelular.

Como usado agqui, uma guantidade de um dominio de Kunitz
poli-PEGuilado eficaz para prevenir uma perturbacido ou uma
“a quantidade profilaticamente eficaz” do composto refere-
se a uma quantidade de um composto que se liga a elastase,
por exemplo, um composto de polipéptido-polimero descrito
aqui, que ¢é eficaz, por administracdo de uma unica ou de

miltiplas doses a um sujeito, na prevencdo ou retardamento
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da ocorréncia do surgimento ou recorréncia de uma

perturbacdo, por exemplo, uma perturbacdo pulmonar.

Os termos “induzir”, “inibir”, “potenciar”, “elevar”,
“aumentar”, “diminuir” ou semelhantes, por exemplo, que
designam diferencas quantitativas entre dois estados,
referem-se a uma diferenca, por exemplo, uma diferenca
estatisticamente significativa (por exemplo, P < 0,05, 0,02

ou 0,005), entre os dois estados.

Os regimes de dosagem sao ajustados para proporcionar a
resposta btima desejada (por exemplo, uma resposta
terapéutica). Por exemplo, pode ser administrado um uUnico
bolus, varias doses divididas podem ser administradas ao
longo do tempo ou a dose pode ser proporcionalmente
reduzida ou aumentada consoante o indicado pelas exigéncias
da situacdo terapéutica. E especialmente vantajoso formular
composicdes parentéricas em forma galénica unitédria por
facilidade de administracdo e uniformidade da dosagem.
Forma galénica wunitédria, como wusado aqui, refere-se a
unidades fisicamente discretas adequadas como dosagens
unitdrias para o0s sujeitos a serem tratados; cada unidade
contém uma quantidade predeterminada de composto ativo,

calculada para produzir o efeito terapéutico desejado,

associada ao necessario transportador farmacéutico.

Um intervalo exemplificativo e ndo limitador para uma
quantidade terapéutica ou profilaticamente eficaz de um
composto descrito aqui é 0,1-20 mg/kg, mais
preferencialmente 1-10 mg/kg. O composto pode ser
administrado por infusdo intravenosa a uma taxa menor do
que 20, 10, 5 ou 1 mg/minuto para se obter uma dose de

cerca de 1 até 50 mg/m’ ou cerca de 5 até 20 mg/m?’. Deve
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notar—-se que os valores de dosagens podem variar com o tipo
e gravidade do estado a ser aliviado. Também deve ser
entendido que, para qualquer sujeito particular, os regimes
de dosagem especificos devem ser ajustados ao longo do
tempo de acordo com a necessidade individual e a avaliacgéo
profissional da pessoa que administra ou supervisiona a
administracdo das composigcdes, e que o0s 1intervalos de

dosagem apresentados aqui sdo apenas exemplificativos.

Uma composigdo farmacéutica pode incluir uma “quantidade
terapeuticamente eficaz” ou uma “quantidade
profilaticamente eficaz” de um composto descrito aqui, por
exemplo, um composto que inclui um polipéptido que se liga
e inibe uma protease (por exemplo, elastase). Uma
“guantidade terapeuticamente eficaz” refere-se a uma
quantidade eficaz, em dosagens e durante periodos de tempo
necesséarios, para atingir o resultado terapéutico desejado.
Uma quantidade terapeuticamente eficaz da composicdo pode
variar de acordo com fatores tais como o estado de doenca,
idade, sexo e peso do individuo, e a capacidade do composto
para induzir uma resposta desejada no individuo. Uma
quantidade terapeuticamente eficaz também ¢é tal que
quaisquer efeitos téxicos ou prejudiciais da composicgdo sao
ultrapassados pelos efeitos terapeuticamente benéficos. Uma
“dosagem terapeuticamente eficaz” preferencialmente inibe
um pardmetro mensuravel, por exemplo, um aumento da funcéo
pulmonar, relativamente a sujeitos nao tratados. A
capacidade de um composto para inibir um parémetro
mensuravel pode ser avaliada num sistema de modelo animal
que prevé a eficdcia numa perturbacéo humana.
Alternativamente, esta propriedade de uma composicao pode

ser avaliada examinando a capacidade do composto para
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inibir, tal inibig¢do in vitro, por ensaios conhecidos do

profissional, por exemplo, um ensaio descrito aqui.

Uma “quantidade profilaticamente eficaz” refere-se a uma
quantidade eficaz, em dosagens e durante periodos de tempo
necesséarios, para atingir o resultado profildtico desejado.
Tipicamente, uma vez que uma dose profildtica €& utilizada
em sujeitos antes ou numa fase precoce da doenca, a
quantidade profilaticamente eficaz pode ser menor do que a

quantidade terapeuticamente eficaz.

Como usado aqui, o termo “sujeito” destina-se a incluir
sujeitos humanos e animais nao humanos. O termo “animais
ndo humanos” da invenc¢do inclui todos os vertebrados, por
exemplo, ndo mamiferos (como galinhas, anfibios, répteis) e
mamiferos, como primatas ndo humanos, ovelhas, cédo, vaca,

porco, etc.

Numa forma de realizacdo, o sujeito € um sujeito humano.
Alternativamente, o sujeito pode ser um mamifero ndo humano
que expressa uma elastase de neutrdéfilos humanos ou uma
proteina enddgena de elastase de neutrdédéfilos ndo-humanos ou
um antigene do tipo elastase com o qual um composto de
ligagdo a elastase reage de forma cruzada. Um composto da
invencdo pode ser administrado a um sujeito humano para
fins terapéuticos (discutidos adicionalmente abaixo). Além
disso, um composto de ligagado a elastase ©pode ser
administrado a um mamifero n&o humano que expressa o
antigene do tipo elastase ao qual o composto se liga (por
exemplo, um primata, porco ou ratinho) para fins
veterindrios ou como um modelo animal de doenga humana.

Relativamente ao Uultimo, tais modelos animais podem ser
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GUtels para avaliar a eficéacia terapéutica do composto (por

exemplo, teste de dosagens e periodos de administracéo).

O presente método pode ser utilizado em células em cultura,
por exemplo, in vitro ou ex vivo. O método pode ser
implementado em células presentes num sujeito, como parte
de um protocolo in vivo (por exemplo, terapéutico ou
profildtico). Para formas de realizacdo in vivo, 0 passo de
contacto ¢ efetuado num sujeito e inclui administrar ao
sujeito o composto de ligacédo a elastase em condicgdes
eficazes para permitir a ligacdo do composto a um alvo (por

exemplo, uma elastase) no sujeito.

Os compostos que inibem elastase podem reduzir degradacgdo
mediada por elastase e suas sequelas, como 1infecdo e
inflamac¢é&o persistentes, conducentes a destruicdo de tecido

(por exemplo, destruicdo de epitélio das vias aéreas).

Métodos de administracdo de compostos sdo descritos em
“Composicdes farmacéuticas”. Dosagens adequadas dos
compostos utilizados dependerdo da idade e peso do sujeito
e do farmaco particular utilizado. 0Os compostos podem ser
utilizados como agentes competitivos para inibir, reduzir
uma interacdo indesejdvel, por exemplo, entre um agente
natural ou patoldgico e a elastase, por exemplo, entre a

matriz extracelular e elastase.

Numa forma de realizacdo, os compostos sdo utilizados para
matar ou efetuar a ablagdo de células gue expressam
elastase in vivo. Os compostos podem ser utilizados por si
préprios ou conjugados a um agente, por exemplo, um farmaco

citotdxico, radioisdtopo. Este método inclui: administrar o
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composto, isoladamente ou ligado a um farmaco citotdxico, a

um sujeito necessitado de tal tratamento.

Os termos “agente citotdxico” e “agente citostédtico”
referem-se a agentes qgque tém a propriedade de inibir o
crescimento ou proliferacéo (por exemplo, um agente

citostatico) ou de induzir a morte de células.

Um dominio de Kunitz poli-PEGuilado também pode ser
utilizado para administrar uma variedade de féarmacos,
incluindo féarmacos terapéuticos, um composto que emite
radiacdo, moléculas de plantas, de origem fungica ou
bacteriana, proteinas bioldgicas e respetivas misturas. Por
exemplo, o dominio de Kunitz pode ser wutilizado para
dirigir a carga util para uma regido de um sujeito que
inclui uma protease qgque 1nterage especificamente com o

dominio de Kunitz.

Toxinas enzimaticamente ativas e respetivos fragmentos séao
exemplificados pelo fragmento da toxina da difteria A,
fragmentos ativos nédo de ligacdao da toxina da difteria,
exotoxina A (de Pseudomonas aeruginosa), cadeia de ricina
A, cadeia de abrina A, cadeia de modecina A, do-sacrina,
certas proteinas de Aleurites fordii, certas proteinas
Diantina, proteinas de Phytolacca americana (PAP, PAPII e
PAP-S), inibidor de Morodica charantia, curcina, crotina,
inibidor de Saponaria officinalis, gelonina, mitogilina,
restrictocina, fenomicina e enomicina. Procedimentos de
preparagdo de ©polipéptidos enzimaticamente ativos das
imunotoxinas sdo descritos em WO 84/03508 e WO 85/03508.
Exemplos de fragdes citotdxicas que podem ser conjugadas
aos anticorpos incluem adriamicina, clorambucil,

daunomicina, metotrexato, neocarzinostatina e platina.
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No caso de toxinas polipeptidicas, técnicas de 4&cidos
nucleicos recombinantes podem ser utilizadas para construir
um Aacido nucleico que codifica o polipéptido incluindo um
dominio de Kunitz e a citotoxina (ou um respetivo
componente polipeptidico) na forma de fusdes de tradugdo. O
4dcido nucleico recombinante é entdo expresso, por exemplo,
em células, e o polipéptido de fusédo codificado é isolado.
Seguidamente, a proteina de fusdo é fisicamente associada a
uma fracgdo que aumenta o0 peso molecular do composto, por

exemplo, para estabilizar a semivida in vivo, e depois é

ligada a uma fracdo (por exemplo, um polimero).

Procedimentos de conjugacdo de proteinas aos agentes
citotdxicos foram previamente descritos. Para a conjugacédo
de clorambucil a proteinas ver, por exemplo, Flechner
(1973) European Journal of Cancer, 9:741-745; Ghose et al.
(1972) British Medical Journal, 3:495-499, e Szekerke, et
al. (1972) Neoplasma, 19:211-215. Para conjugacao de
daunomicina e adriamicina a proteinas ver, por exemplo,
Hurwitz, E. et al. (1975) Cancer Research, 35:1175-1181 e
Arnon et al. (1982) Cancer Surveys, 1:429-449. Para a
preparacdo de conjugados proteina-ricina ver, por exemplo,
U.s. 4,414,148 e por Osawa, T., et al. (1982) Cancer
Surveys, 1:373-388 e as referéncias ai citadas.
Procedimentos de acoplamento também como descritos em EP

226 419.

Também ¢é revelado um método de morte ou ablacdo, que
envolve utilizar o composto para profilaxia. Por exemplo,
estes materiais podem ser utilizados para prevenir ou
retardar o desenvolvimento ou progressdao de uma doenga

pulmonar.
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A utilizacdo dos métodos terapéuticos da presente invencéo
para tratar doencgas pulmonares tem alguns beneficios. Uma
vez que a porcdo polipeptidica do composto reconhece
especificamente a elastase, outros tecidos sdo poupados e
niveis elevados do agente sdo distribuidos diretamente no
sitio onde é necessdria a terapia. O tratamento de acordo
com a presente invencado pode ser eficazmente monitorizado
com parédmetros clinicos. Alternativamente, estes parametros
podem ser utilizados para indicar quando tal tratamento

deve ser empregue.

Perturbag¢bdes Pulmonares e Métodos e Formulacgdes

Polipéptidos inibidores da hNE que estdo fisicamente
associados a uma fracdo (por exemplo, um polimero) podem
ser utilizados para tratar perturbacdes pulmonares tais
como enfisema, fibrose quistica, COPD, bronquite,
hipertensdo pulmonar, sindrome da dificuldade respiratdria
aguda, doenca pulmonar intersticial, asma, intoxicacdo por
fumo, displasia broncopulmonar, pneumonia, lesdo térmica e

rejeicdo de transplante pulmonar.

Fibrose Quistica. Fibrose quistica (CF) €& uma doencga
genética que afeta aproximadamente 30 000 criangas e
adultos nos Estados Unidos. Um defeito no gene de CF faz
com gque o corpo produza um muco anormalmente espesso e
pegajoso que obstrui os pulmbes e conduz a 1infecgdes
pulmonares com risco de vida. Um diagndéstico da perturbacéo
genética inclui uma prova de suor que pode incluir medir a
concentracdo de cloreto em suor recolhido em gaze ou papel
de filtro, medir a concentracdo de sédio em suor recolhido

em gaze ou papel de filtro, e distribuicdo de pilocarpina e
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densidade de corrente numa recolha de suor. O gene dque
causa CF foi identificado e algumas mutacdes do gene séo

conhecidas.

Numa forma de realizacdo, um polipéptido inibidor da hNE
que é fisicamente associado a uma fracdo (por exemplo, um
polimero) é utilizado para melhorar pelo menos um sintoma
de CF, por exemplo, para reduzir 1lesdes pulmonares nos

pulmbes de um paciente com CF.

Este composto também pode ser utilizado para melhorar pelo

menos um sintoma de uma doenca pulmonar obstrutiva crdénica

(COPD) . Enfisema, Jjuntamente com bronquite crénica, faz
parte de doenca pulmonar obstrutiva crénica (COPD). E uma
doenca pulmonar grave e é progressiva, ocorrendo
habitualmente em pacientes idosos. COPD causa

superdilatacdo de estruturas nos pulmbdes conhecidas como
alvéolos ou sacos aéreos. As paredes dos alvéolos sofrem
rutura, causando uma diminuicdo da capacidade respiratdria
dos pulmdes. Os pacientes que sofrem desta doenca podem
primeiramente sofrer de falta de fdlego e tosse. Um indice
clinico para a avaliacgdo de COPD é o indice destrutivo, uma
medida de danos no septo alveolar e enfisema, e foi
proposto como indice de sensibilidade de destruicgéo
pulmonar que reflete de perto anormalidades funcionais,
especialmente perda de retrocesso elédstico. Ver, por
exemplo, Am Rev Respir Dis 1991 Jul;144 (1) :156-9. 0
composto pode ser utilizado para reduzir o indice
destrutivo num paciente, por exemplo, uma quantidade
estatisticamente significativa, por exemplo, pelo menos 10,
20, 30 ou 40 % ou pelo menos dentro de 50, 40, 30 ou 20 %
do normal de um individuo de idade correspondente e do

mesmo SeXO.
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Num aspeto, a 1invengdo proporciona uma composigcao que
compreende um dominio de Kunitz poli-PEGuilado como
definido nas reivindicacdes, que ¢ um inibidor da hNE, para
tratamento de uma perturbacgdo pulmonar (por exemplo,
fibrose quistica, COPD). A composicdo pode ser formulada
para inalacdo ou outro modo de administrac¢do pulmonar. Em
conformidade, os compostos descritos aqui podem ser
administrados por inalagdao em tecido pulmonar. O termo
“tecido pulmonar”, como usado aqui, refere-se a qualquer
tecido do trato respiratédério e inclui o trato respiratdrio
superior e inferior, exceto quando indicado em contréario.
Um polipéptido inibidor da hNE que estd fisicamente
associado a uma fracdo (por exemplo, um polimero) pode ser
administrado em combinacdo com uma ou mais das modalidades

existentes de tratamento de doencas pulmonares.

Num exemplo, o composto € formulado para um nebulizador.
Numa forma de realizacdo, o composto pode ser armazenado
numa forma liofilizada (por exemplo, a temperatura
ambiente) e reconstituido em solucdo antes da inalacéao.
Noutra forma de realizacdo, o composto & armazenado a um pH
acidico (por exemplo, um pPH menor do que 5, 4 ou 3) e
depois é combinado com um tampdo neutralizador, possuindo

um pH basico, antes da inalacéo.

Também €& possivel formular o composto para inalacéo
utilizando um dispositivo médico, por exemplo, um inalador.
Ver, por exemplo, U.S. 6,102,035 (um inalador de pd) e
6,012,454 (um inalador de pd seco). O inalador pode incluir
compartimentos separados para o composto ativo a um pH
acidico e o tampdoc neutralizador e um mecanismo para

combinar o) composto com um tampao neutralizador
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imediatamente antes da atomizacao. Numa forma de

realizacdo, o inalador é um inalador de dose calibrada.

Os trés sistemas comuns utilizados para administrar
fadrmacos localmente nas passagens aéreas pulmonares incluem
inaladores de pd seco (DPIs), inaladores de dose calibrada
(MDIs) e nebulizadores. Os MDIs, o método mais popular de
administracdo por 1inalacdo, podem ser utilizados para
administrar medicamentos numa forma solubilizada ou como
uma dispersdo. Tipicamente, os MDIs compreendem um Fréon ou
outro impulsor de pressadao de vapor relativamente elevada
que forca a medicacdo aerossolizada para o interior do
trato respiratério por ativacao do dispositivo. Ao
contrario dos MDIs, em geral 0s DPIs baseiam-se
inteiramente nos esforgos de inspiracao do paciente para
introduzir nos pulmdes um medicamento numa forma de pd
seco. Os nebulizadores formam um aerossol medicamentoso a
ser 1inalado conferindo energia a uma solucdo liquida.
Também tem sido explorada a administracdo pulmonar direta
de farmacos durante ventilagdo ligquida ou lavagem pulmonar
utilizando um meio fluoroquimico. Estes e outros métodos
podem ser utilizados para administrar um polipéptido
inibidor da hNE que estd fisicamente associado a uma fracgdao

(por exemplo, um polimero).

Por exemplo, para administracdo por inalacdo, um dominio de
Kunitz poli-PEGuilado que inibe a hNE ¢é administrado na
forma de uma pulverizacdo de aerossol a partir de um
recipiente ou distribuidor ©pressurizado gque contém um
impulsor apropriado, ou de um nebulizador. O composto pode
estar na forma de uma particula seca ou de um liquido.
Particulas gue incluem o composto podem ser preparadas, por

exemplo, poOr secagem por pulverizacgdo, por secagem de uma
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solugdo aquosa do dominio de Kunitz poli-PEGuilado que
inibe a hNE com um agente neutralizador de carga e depois
criando particulas a partir do pd seco, ou por secagem de
uma solugdo aquosa num modificador organico e depois

criando particulas a partir do pd seco.

O composto pode ser convenientemente administrado na forma
de uma apresentacdo de pulverizacdo de aerossol a partir de
embalagens pressurizadas ou de um nebulizador, utilizando
um impulsor adequado, por exemplo, diclorodifluorometano,
triclorofluorometano, dielilorotetrafluoroctliano, didxido
de carbono ou outro géas adequado. No caso de um aerossol
pressurizado, a unidade de dosagem pode ser determinada
proporcionando uma valvula para distribuir uma quantidade
calibrada. Podem ser formuladas cépsulas e cartuchos para
utilizag¢do num inalador ou insuflador contendo uma mistura
em pd do dominio de Kunitz poli-PEGuilado que inibe a hNE e
uma base em pd adequada, tal como lactose ou amido, se a
particula for uma particula formulada. Para além do
composto formulado ou néo formulado, outros materiais, tais
como 100 % DPPC ou outros tensioativos, podem ser
misturados com o dominio de Kunitz poli-PEGuilado que inibe
a hNE para promover a distribuicdo e dispersdo do composto
formulado ou n&o formulado. Métodos de preparacdao de
particulas secas sdo descritos, por exemplo, na Publicacéo

PCT WO 02/32406.

O dominio de Kunitz poli-PEGuilado que inibe a hNE, por
exemplo, na forma de particulas de aerossol seco, quando
administrado, pode ser rapidamente absorvido e pode
produzir um resultado terapéutico local ou sistémico
rdpido. A administracdo pode ser ajustada para proporcionar

atividade detetédvel em 2 minutos, 5 minutos, 1 hora ou 3
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horas apds a administracdo. Nalgumas formas de realizacéo,
a atividade maxima pode ser atingida ainda mais
rapidamente, por exemplo, em meia hora ou mesmo em dez
minutos. Alternativamente, um dominio de Kunitz poli-
PEGuilado que inibe a hNE pode ser formulado de modo a ter
uma semivida bioldgica mais longa e pode ser utilizado como
alternativa a outros modos de administragdo, por exemplo,
de modo que o composto entra na circulagdo a partir do
pulmdo e ¢é distribuido noutros 6érgdos ou num Oorgdo alvo

particular.

Numa forma de realizacdo, um dominio de Kunitz poli-
PEGuilado que inibe a hNE é distribuido numa gquantidade tal
que pelo menos 5 % da massa do polipéptido é administrada
no trato respiratério inferior ou no pulmdo profundo. O
pulméo profundo tem uma rede capilar extremamente rica. A
membrana respiratdéria que separa o lumen capilar do espaco
aéreo alveolar ¢é muito fina (£ 6 um) e extremamente
permedvel. Adicionalmente, a camada liguida que reveste a
superficie alveolar €& rica em tensioativos pulmonares.
Noutras formas de realizacao, pelo menos 2 %, 3 %, 5 %, 10
%, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 % ou 80 % da composicéo
de um dominio de Kunitz poli-PEGuilado que inibe a hNE séo
distribuidos no trato respiratdério inferior ou no pulmio
profundo. A distribuicg¢do num ou nestes dois tecidos conduz
a uma absorcgao eficiente do composto e elevada
biodisponibilidade. Numa forma de realizacdo, o composto é
proporcionado numa dose calibrada utilizando, por exemplo,
um inalador ou nebulizador. Por exemplo, o© composto é
administrado numa forma galénica unitadria de pelo menos
cerca de 0,02, 0,1, 0,5, 1, 1,5, 2, 5, 10, 20, 40 ou 50

mg/aspiracgcdo ou mais.
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A biodisponibilidade percentual pode ser calculada do modo
seguinte: a biodisponibilidade percentual = (ADCpze

1nvasivo/ADC1.v. ou s.c.) X (dosei.v. ou s.c./dosenéo invasivo) X 100-

Apesar de nao ser necessario, intensificadores da
distribuicdo, tais como tensicativos, podem ser utilizados
para intensificar adicionalmente a distribuic¢do pulmonar.
Um “tensioativo’”, como usado aqui, refere-se a um composto
possuindo uma fracgdo hidrofilica e lipofilica, que promove
a absorcédo de um fadrmaco ao interagir com uma interface
entre duas fases imisciveis. 0Os tensioativos sdo uteis nas
particulas secas por varios motivos, por exemplo, reducgéo
da aglomeracdo das particulas, reducdo da fagocitose por
macréfagos, etc. Quando acoplado a um tensioativo pulmonar
pode ser obtida uma absorcdo mais eficiente do composto
porgque os tensiocativos, como DPPC, irdo facilitar muito a
difusdo do composto. Os tensioativos sdo bem conhecidos na
drea e incluem mas ndo estdo limitados a fosfoglicéridos,
por exemplo, fosfatidilcolinas, dipalmitoil-L-alfa-
fosfatidilcolina (DPPC) e difosfatidilglicerol (DPPG) ;
hexadecanol; acidos gordos; polietilenoglicol (PEG) ;
polioxietileno-9-; éter de laurilo; &cido palmitico; &cido
oleico; trioleato de sorbitano (Span 85); glicocolato;
surfactina; poloxédmero; éster de 4cido gordo e sorbitano;

trioleato de sorbitano; tiloxapol, e fosfolipidos.

IBD e Respetivos Métodos e Formulagdes

Numa forma de realizacdo, um dominio de Kunitz poli-
PEGuilado que inibe a hNE é utilizado para melhorar pelo
menos um sintoma de uma doenca inflamatdéria do intestino,

por exemplo, colite ulcerativa ou doencga de Crohn.
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Doencas inflamatdérias do intestino (IBD) sdo geralmente
inflamag¢bes intestinais crdénicas recorrentes. IBD refere-se
a duas perturbacgdes distintas, doenca de Crohn e colite
ulcerativa (UC). Ambas as doencas podem envolver uma
resposta imunoldgica desregulada a antigenes do trato GI,
uma quebra na barreira mucosa e/ou uma reacgdo inflamatédria
adversa a uma 1infecdo intestinal persistente (ver, por
exemplo, MacDermott, R. P., J Gastroenterology, 31:907-916
(1996)) .

Em pacientes com IBD, Ulceras e inflamagdo do revestimento
interno dos intestinos conduzem a sintomas de dor
abdominal, diarreia e hemorragia retal. A colite ulcerativa
ocorre no intestino grosso ao passo que, em doenga de
Crohn, a doenca pode envolver todo o trato GI bem como os
intestinos delgado e grosso. Para a maior parte dos
pacientes, a IBD ¢ um estado crdénico com sintomas que
perduram durante meses até anos. Os sintomas clinicos de
IBD sdo hemorragia retal intermitente, dor abdominal com
cdibras, perda de peso e diarreia. O diagndéstico de 1IBD
baseia-se nos sintomas clinicos, na utilizacdo de um enema
de Dbéario, mas a visualizacdo direta (sigmoidoscopia ou

colonoscopia) € o teste mais rigoroso.

Os sintomas de IBD incluem, por exemplo, dor abdominal,
diarreia, hemorragia retal, perda de peso, febre, perda de
apetite e outras complicagdes mais graves, tais como
desidratacado, anemia e desnutrigcdo. Alguns desses sintomas
estdo sujeitos a andlise quantitativa (por exemplo perda de
peso, febre, anemia, etc.). Alguns sintomas sadao facilmente
determinados a partir de um teste sanguineo (por exemplo,
anemia) ou um teste que deteta a presenca de sangue (por

exemplo, hemorragia retal). Também pode ser utilizado um
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indice clinico para monitorizar IBD, como o Indice Clinico
de Atividade de Colite Ulcerativa. Ver também, por exemplo,
Walmsley et al. Gut. 1998 Jul;43(1):29-32 e Jowett et al.
(2003) Scand J Gastroenterol. 38(2):164-71.

Numa forma de realizacdo, a administracdo do composto a um
sujeito sofrendo ou com predisposicac para sofrer de colite
ulcerativa causa melhoria do indice, por exemplo, uma
alteracdo estatisticamente significativa do indice. O
composto inclui um polipéptido inibidor da hNE que esté
fisicamente associado a uma fracao (por exemplo, um

polimero hidrofilico).

Numa forma de realizacgdo, a administracdo do composto a um
sujeito sofrendo ou com predisposicdo para sofrer de IBD

causa melhoria de pelo menos um sintoma de IBD.

A doenca de Crohn, uma doenca inflamatdéria do intestino
idiopédtica, ¢é caracterizada por inflamacdo crénica em
vdrios sitios do trato gastrointestinal. N&o obstante a
doenca de Crohn afetar muito habitualmente o ileo distal e
cdblon, pode manifestar-se em qualquer parte do trato
gastrointestinal, desde a boca até ao anus e &rea perianal.
O progndéstico e diagnédéstico de doenga de Crohn podem ser
medidos usando um indice clinico, por exemplo, fndice de
Atividade de Doenga de Crohn. Ver, por exemplo, American
Journal of Natural Medicine, Jjulho/agosto 1997, e Best WR,
et al., “Development of a Crohn's disease activity index.”
Gastroenterology 70:439-444, 1976. Numa forma de
realizacgcdo, a administracdo do composto a um sujeito
sofrendo ou com predisposicdo para sofrer de doenca de

Crohn causa melhoria do indice, por exemplo, uma alteracao
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estatisticamente significativa do indice, ou melhoria de

pelo menos um sintoma de doenca de Crohn.

Em conformidade, também & proporcionada uma composicdo que
inclui um dominio de Kunitz poli-PEGuilado que inibe a hNE
para o tratamento de uma doenga intestinal (por exemplo,
uma colite, tal como colite ulcerativa, doenca de Crohn ou
IBP) ou outra doenca gastrointestinal ou retal. A
composigcao pode ser formulada como um supositdrio.
Supositdérios podem ser formulados com ingredientes de base,
tais Ccomo ceras, 6leos e alcoois gordos, com
caracteristicas de permanecerem no estado sdélido a
temperatura ambiente e fundindo a temperaturas corporais.
Os 1ingredientes ativos desta invencéo, com ou sem
ingredientes terapéuticos opcionais, como hidrocortisona
(1,0 %), anestésicos tdépicos, como benzocaina (1,0 até 6,0
%) ou outros j& listados, podem ser preparados a valores
apropriados de ©pH, por exemplo, pH 5, 4&lcoois gordos
liguidos, como &lcool oleilico (gama 45 % até 65 %) ou
dlcoois gordos sélidos de cadeia mais longa, como alcool de
cetilo ou estearilo (30 % até 50 %). 0Os ingredientes de

base s&o bem conhecidos na &rea desta indastria. Ver, por

exemplo, U.S. 4,945,084 e 5,196,405.

A composicdo também pode ser utilizada como ingrediente
ativo em cremes, logdes, unguentos, pulverizacdes,
compressas, emplastros, enemas, espumas e supositdrios e
outros, ou em veiculos de distribuicéo, como
microencapsulacédo em lipossomas ou glicoesferas. Outras
tecnologias de distribuicdo incluem microesponjas ou a
membrana celular substituta (Completech™), qgque encerram OS
ingredientes ativos por motivos de protecdo e libertacéo

mais lenta. Espumas retais que podem ser preparadas como
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composigdes de aerossol tépicas também podem ser
utilizadas, por exemplo, para tratamento (colite

ulcerativa, colite de Crohn e outras).

Utilizagdes de Diagndstico

Um dominio de Kunitz poli-PEGuilado tem aplicacgdes de

diagnéstico.

Num aspeto, a presente revelacdo proporciona um método de
diagndéstico para detetar a presengca de uma proteina
elastase, 1in vitro (por exemplo, uma amostra bioldgica,
como tecido, biopsia) ou in vivo (por exemplo, imagiologia
in vivo num sujeito). O método inclui: (i) contactar uma
amostra com um dominio de Kunitz poli-PEGuilado, por
exemplo, um dominio de Kunitz que se liga a uma protease
alvo, por exemplo, elastase, plasmina ou calicreina, e (ii)
detetar a formacdo de um complexo entre o ligando de
elastase e a amostra. O método também pode incluir
contactar uma amostra de referéncia (por exemplo, uma
amostra de controlo) com o ligando, e determinar a extenséao
da formagcdao do complexo entre o ligando e a amostra
relativamente ao mesmo para a amostra de referéncia. Uma
alteracdo, por exemplo, uma alteracgdo estatisticamente
significativa, na formacdao do complexo na amostra ou
sujeito relativamente a amostra ou sujeito de controlo pode

indicar a presenca de elastase na amostra.

Outro método inclui: (i) administrar o composto a um
sujeito, e (iii) detetar a formacdo de um complexo entre o
composto e a ©protease alvo. A detecdo pode incluir

determinar a localizacdo ou altura da formacdoc do complexo.
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O composto pode ser etiquetado, direta ou indiretamente,
com uma substédncia detetdvel para facilitar a detecdo do
anticorpo ligado ou nédo ligado. Substéncias detetéaveis
adequadas incluem vArias enzimas, grupos prostéticos,
materiais fluorescentes, materiais luminescentes e

materiais radioativos.

A formacdo de um complexo entre o composto e protease alvo
pode ser detetada medindo ou visualizando o ligando ligado
a protease alvo ou ligando ndo ligado. Podem ser utilizados
ensaios de detecdo convencionais, por exemplo, um ensaio
imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA), um
radioimunoensaio (RIA) ou imuno-histoquimica tecidual. Para
além da etiquetagem do composto, a presenca da protease
alvo pode ser avaliada numa amostra por um imunoensaio de
competicgao utilizando padrdes etiquetados com uma
substdncia detetdvel e um ligando de protease néo
etiquetado. Num exemplo deste ensaio, a amostra bioldgica,
0os padrbes etiquetados e o composto sdo combinados e
determina-se a quantidade de padrao etiquetado ligado ao
ligando nao etiquetado. A guantidade de protease alvo
presente na amostra é inversamente proporcional a

quantidade de padrao etiquetado ligado ao composto.

Podem ser preparados ligandos de proteinas etiquetados com
fluordéforos e cromdforos. Uma variedade de agentes
fluorescentes e cromdéforos adequados é descrita por Stryer
(1968) Science, 162:526 e Brand, L. et al. (1972) Annual
Review of Biochemistry, 41:843-868. Os ligandos de
proteinas podem ser etiquetados com grupos cromdéforos
fluorescentes por procedimentos convencionais, como ©0s
revelados nas Patentes U.S. Nos. 3,940,475, 4,289,747, e

4,376,110. Um grupo de agentes fluorescentes com algumas
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das propriedades desejdveis descritas acima ¢ o dos
corantes de xanteno, gque 1incluem as fluoresceinas e
rodaminas. Outro grupo de compostos fluorescentes consiste
nas naftilaminas. Depois de etiquetado com um fluordéforo ou
crombéforo, o ligando de proteina pode ser utilizado para
detetar a presenca ou localizacdo da protease alvo numa
amostra, por exemplo, utilizando microscopia fluorescente

(como microscopia confocal ou de desconvolucgédo).

Séries de Proteinas. O composto também pode ser imobilizado
numa série de proteinas. A série de proteinas pode ser
utilizada como ferramenta de diagndéstico, por exemplo, para
rastrear amostras médicas (como células isoladas, sangue,
soros, bidpsias e semelhantes). Métodos de producdo de

séries de polipéptidos s&o descritos, por exemplo, acima.

Imagiologia In vivo. Ainda noutra forma de realizacdo, a
revelacdo proporciona um método para detetar a presencga de
uma protease alvo ou de um tecido gque expressa uma protease
alvo in vivo. 0O método inclui (i) administrar a um sujeito
(por exemplo, um paciente com uma perturbacdo pulmonar ou
respiratdéria) um composto que inclui um dominio de Kunitz e
que estd poliPEGuilado, conjugado a um marcador detetdvel;
(i1i) expor o sujeito a um meio para detetar o referido
marcador detetdvel nos tecidos ou células que expressam a
protease alvo. Por exemplo, o sujeito €& submetido a
imagiologia, por exemplo, por NMR ou outros meios

tomograficos.

Exemplos de etiquetas Uteis para imagiologia de diagndstico

de acordo <com a presente invencdo incluem etiquetas
. . . 32 125 3

radiocativas, tais como **'1, ''tn, '#71, "1c, P, I, °H,

Mo e 188Rh, etiquetas fluorescentes, tais como fluoresceina
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e rodamina, etiquetas ativas por ressondncia magnética
nuclear, isdétopos emissores de positrdes detetdveis por um
dispositivo de varrimento de tomografia por emissao de
positrdes (“PET”), agentes quimioluminescentes, tais como
luciferina, e marcadores enzimdticos, tais como peroxidase
ou fosfatase. Também podem ser empregues emissores de
radiacdo de curto alcance, como isdtopos detetdveis por
sondas detetoras de curto alcance. O composto que inclui o
dominio de Kunitz pode ser etiquetado com tais reagentes
utilizando técnicas conhecidas. Por exemplo, ver Wensel e
Meares (1983) “Radioimmunoimaging and Radioimmunotherapy”,
Elsevier, Nova Iorque, quanto a técnicas relacionadas com a
etiquetagem radioativa de proteinas e D. Colcher et al.

(1986) Meth. Enzymol. 121: 802-816.

Um composto etiquetado de modo radioativo desta invencgdao
também pode ser utilizado para testes de diagnédstico 1in
vitro. A atividade especifica de um composto etiquetado de
modo isotdpico depende da semivida, da pureza isotdpica da
etiqueta radicativa e do modo como a etiqueta € incorporada

no composto.

Procedimentos de etiquetagem de polipéptidos (por exemplo,
a porcgédo polipeptidica do composto) com o8 isdtopos

1251’ 32P, 131I) s3do

radioativos (tais como '‘c, °H, s,
genericamente conhecidos. Por exemplo, procedimentos de
etiquetagem com tritio s&o descritos na Patente U.S. No.
4,302,438. Procedimentos de iodacdo, etiquetagem com tritio
e etiquetagem com 3, por exemplo, adaptados para
anticorpos monoclonais murinos, sao descritos, por exemplo,
por Goding, J.W. (“Monoclonal antibodies: principles and

practice: production and application of monoclonal

antibodies in cell biology, biochemistry, and immunology”,
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28 edicdo Londres; Orlando: Academic Press, 1986. péaginas
124-126) e nas referéncias ai citadas. Outros procedimentos
de iodacdo de polipéptidos sdo descritos por Hunter e
Greenwood (1962) Nature 144:945, David et al. (1974)
Biochemistry 13:1014-1021, e Patentes U.S. Nos. 3,867,517 e

4,376,110. FElementos de etiquetagem radioativa que séo

29
1231 Mo

1311, 11111,1 e

tteis em imagiologia incluem , c, por
exemplo. Procedimentos de iodacdo de polipéptidos séao
descritos por Greenwood, F. et al. (1963) Biochem. J.
89:114-123; Marchalonis, J. (1969) Biochem. J. 113:299-305;
e Morrison, M. et al. (1971) Immunochemistry 289-297.

"Te  sdo0 descritos por

Procedimentos de etiquetagem com
Rhodes, B. et al. em Burchiel, S. et al. (editores), “Tumor
Imaging: The Radioimmunochemical Detection of Cancer”, Nova
Iorque: Masson 111-123 (1982) e nas referéncias ai citadas.
Procedimentos adequados para a etiquetagem de anticorpos
com 'In s&o descritos por Hnatowich, D.J. et al. (1983) J.
Immul. Methods, 65: 147-157, Hnatowich, D. et al. (1984) J.
Applied Radiation, 35:554-557, e Buckley, R. G. et al.

(1984) F.E.B.S. 166: 202-204.

No caso de um composto etiquetado de modo radiocativo, o
composto é administrado ao paciente, é localizado no tecido
do antigene com o qual o composto interage e é detetado ou
“captada a sua imagem” in vivo utilizando técnicas
conhecidas, tais como varrimento radionuclear utilizando,
por exemplo, uma cédmara gama ou tomografia por emissédo.
Ver, por exemplo, A.R. Bradwell et al., "“Developments in
Antibody Imaging”, “Monoclonal Antibodies for Cancer
Detection and Therapy”, R.W. Baldwin et al., (editores),
padginas 65-85 (Academic Press 1985). Alternativamente, pode
ser utilizado um dispositivo de varrimento de tomografia

transaxial por emissdo de positrdes, como o designado Pet
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VI localizado no Brookhaven National Laboratory, em que a
etiqueta radioativa emite positrdes (por exemplo, 'c, *°F,

150 e 13N) .

Agentes de Contraste de MRI. A Imagiologia por Ressonéncia
Magnética (MRI) emprega NMR para visualizar caracteristicas
internas de um sujeito wvivo, e €& Util para progndstico,
diagndstico, tratamento e cirurgia. A MRI pode ser
utilizada sem compostos marcadores radioativos, o que & um
beneficio 6bvio. Algumas técnicas de MRI s&do resumidas em
EP-A-0 502 8l14. Em geral, as diferencgas relacionadas com
constantes de tempo de relaxacdo Tl e T2 de protdes da agua
em ambientes diferentes sdao utilizadas para gerar uma
imagem. No entanto, estas diferencas podem ser
insuficientes para proporcionar imagens nitidas de alta

resolucéo.

As diferencas nestas constantes de tempos de relaxacgao
podem ser intensificadas por agentes de contraste. Exemplos
de tais agentes de <contraste incluem alguns agentes
magnéticos, agentes paramagnéticos (que alteram
principalmente Tl) e ferromagnéticos ou superparamagnéticos
(que alteram principalmente a resposta de T2). Podem ser
utilizados quelatos (por exemplo, quelatos de EDTA, DTPA e
NTA) para ligar (e reduzir a toxicidade) de algumas
substadncias paramagnéticas (por exemplo, Fe™, Mn™?, Gd").
Outros agentes podem estar na forma de particulas, por
exemplo, com um didmetro menor do que 10 pm até cerca de 10
nM. As particulas podem ter propriedades ferromagnéticas,
antiferromagnéticas ou superparamagnéticas. As particulas
podem incluir, por exemplo, magnetite (Fes304), Vy-Fey03,
ferrites, e outros compostos minerais magnéticos de

elementos de transicao. Particulas magnéticas podem
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incluir: um ou mais cristais magnéticos com e sem material
ndo magnético. O material n&o magnético pode incluir
polimeros sintéticos ou naturais (tais como sefarose,

dextrano, dextrina, amido e semelhantes).

Os compostos também podem ser etiquetados com um grupo
indicador contendo o 4&tomo °F ativo em NMR ou uma
pluralidade de tais &tomos, visto que (i) substancialmente
todos os &tomos de fluor naturalmente abundantes sdo o
isétopo 1og e, assim, substancialmente todos os compostos
contendo fluor sdo ativos em NMR; (ii) muitos compostos
polifluorados quimicamente ativos, como anidrido
trifluoroacético, estdo disponiveis no mercado com um custo
relativamente baixo, e (iii) wverificou-se qgue muitos
compostos fluorados sé&o medicamente aceitaveis para
utilizacdo em humanos, como os poliéteres perfluorados
utilizados para transportar oxigénio como substitutos de
hemoglobina. Depois de permitir um tal tempo de incubacédo é
realizada uma MRI de corpo completo utilizando um aparelho
como um dos descritos por Pykett (1982) Scientific
American, 246:78-88 para localizar e proceder a imagiologia

de tecidos cancerosos.

Também sdo contemplados estojos compreendendo o composto
que que se liga a uma protease alvo e instrucdes de
utilizacdo, por exemplo, a utilizacdo do composto (por
exemplo, dominio de Kunitz poli-PEGuilado) para detetar a
protease alvo, 1in vitro, por exemplo, numa amostra, por
exemplo, uma biopsia ou células de um paciente com uma
perturbacdo pulmonar, ou in vivo, por exemplo, por
imagiologia de um sujeito. O estojo também pode conter pelo

menos um reagente adicional, como uma etiqueta ou agente de
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diagnéstico adicional. Para utilizacdo in vivo, o composto

pode ser formulado como uma composicdo farmacéutica.

Uma sequéncia de aminodcidos exemplificativa de uma

elastase de neutrdéfilos humanos:

(Também listada na GenBank® com a referéncia:
gi|4503549|ref|NP_001963.1| elastase 2, neutrdéfilo [Homo

sapiens])

WMPW w&&m&mwm&wmmmn 3&?&?@5&&%

's.wammma&wwwmmxzm&&wmwwmwm : {‘ ,gm m N 23‘}

Os seguintes exemplos i1ilustram adicionalmente aspetos da

invencao:
Exemplo

Péptidos e pequenas proteinas s&o rapidamente eliminados da
circulacdo in vivo. E frequente a eliminacdo rapida limitar
muito a poténcia terapéutica. S&o necesséarias doses
elevadas e administracado frequente para se obterem efeitos

terapéuticos.

O DX-890 consiste em 56 aminoadcidos, contém trés ligacdes
dissulfureto intramoleculares e tem um peso molecular de 6
237 Da. Para acoplamento a base de amina primdria, héa& cinco
sitios potenciais de PEGuilagdo no DX-890, cada um dos
quatro residuos lisina e o terminal N. Pode utilizar-se
dcido mPEG-succinimidilpropidnico para acoplar PEG a cada
um destes sitios, por exemplo, nos quatro residuos lisina e

no terminal N. O reagente de PEG que pode ser utilizado
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pode ser mPEG que tem um peso molecular médio de cerca de 5

kDa.

A reacgdo pode ser deixada prosseguir até estar completada a
um pPH que permite a modificagdo dos grupos amino nas
cadeias laterais de lisina e no terminal N. Por exemplo, O
pH pode ser maior do que 7,5, por exemplo, entre 7,8 e 8,5.
A reacgdo é rapidamente arrefecida, por exemplo, com Tris. A
reagdo pode ser carregada numa coluna de permuta idnica ou
de exclusdo por tamanho e recolhem-se fracdes que contém
DX-890 PEGuilado. Estas fracgdes relevantes podem ser
submetidas a didlise, adicionalmente purificadas e depois

armazenadas ou analisadas.

O DX-1000, um inibidor de plasmina humana, ¢ um dominio de
Kunitz com menos lisinas do que o DX-890. Tem trés lisinas
disponiveis e um terminal N para modificagdo com mPEG. O
DX-1000 pode ser combinado com um reagente de &acido mPEG-
succinimidilpropidénico com um peso molecular médio de cerca
de 5 kDa ou 7 kDa. O DX-1000 pode ser modificado e
purificado, por exemplo, como descrito para o DX-890. O
documento US 6,103,499 também descreve outros inibidores de
plasmina, incluindo inibidores relacionados com o DX-1000.
Dominios de Kunitz possuindo sequéncias ou conformes a
motivos descritos em US 6,103,499 podem ser modificados

como descrito aqui.

0O DX-88, um inibidor de calicreina, € um dominio de Kunitz
com menos lisinas do que o DX-890. Tem trés 1lisinas
disponiveis e um terminal N para modificacdo com mPEG. O
DX-88 pode ser combinado com um reagente de A4acido mPEG-
succinimidilpropidénico com um peso molecular médio de cerca

de 5 kDa ou 7 kDa. O DX-88 pode ser modificado e
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purificado, por exemplo, como descrito para o DX-890. O
documento US 6,333,402 também descreve outros inibidores de
calicreina, incluindo inibidores relacionados com o DX-88.
Ver, por exemplo, Tabelas 6 e 103 descritas aqui. Dominios
de Kunitz possuindo sequéncias ou conformes a motivos
descritos em US 6,333,402 podem ser modificados como

descrito aqui.

As estruturas previstas ou reais do DX-890, DX-88 e DX-1000
sdo apresentadas com os residuos lisina indicados nas FIG.

1, 2, e 3, respetivamente.

Exemplo

0O Exemplo ¢ adicionalmente pormenorizado pelos seguintes
métodos de PEGuilacdo de wuma proteina de interesse em
miltiplos ou em todos os sitios reativos possiveis, nas
seguintes implementacdes; o método é utilizado para efetuar
a poli-PEGuilacdo de dominios de Kunitz em multiplas ou em

todas as aminas primdrias possiveis.

Foi utilizado um PEG monofuncional amino-reativo com 5 kDa
(MPEG-SPA) da NEKTAR Therapeutics (catdlogo n°: 2M4MOHO1)

como material das reacgdes de PEGuilacéo.

Verificamos que é possivel efetuar a poli-PEGuilacdo do DX-
88, DX-890 e DX-1000 com qgquatro ou cinco PEGs de 5 kDa.
Além disso, as proteinas poli-PEGuiladas mantiveram a
atividade terapéutica desejada, exibindo uma semivida em
circulacéo aumentada. Adicionalmente, as condigdes
reacionais foram muito eficientes em termos da conversao da
proteina ndo modificada na forma PEGuilada desejada. As

reacgdes podem ser utilizadas ou escaladas positivamente
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para proporcionar preparagdes consistentemente homogéneas
de produto poli-PEGuilado. Devido a esta grande eficiéncia
e poucos produtos reacionais secunddrios, preparacgdes dos
produtos poli-PEGuilados podem ser sintetizadas com maior
rendimento e menor custo do que dominios de Kunitz que
incluem uma unica fracgdo de PEG. Esta abordagem facilita a
capacidade de preparacdo, com consisténcia lote-para-lote
mais controlada e um produto final gque ¢é mais facil de

caracterizar completamente.

Materiais

e mPEG-SPA, PM 5 000 Da, NEKTAR Therapeutics, catdlogo no.:
2M4AMOHO1 (éster de succinimidilo de 4&cido propidnico e

polietilenoglicol recoberto com metoxi)

¢ DX-88 API, PM 7 054 Da, ~10 mg/mL em PBS, pH 7,0

e DX-890 API, PM 6 231 Da, ~10 mg/mL em 10 mM NaAc, pH 3,0
e DX-1000 API, PM 7 167 Da, ~10 mg/mL em PBS, pH 7,0

e 0,2-0,3 M Hepes, pH 7,8-8,5

1 M Tris, pH 8,0

1 N HC1

Reacdo de PEGuilacéo I:

1) Calcular a gquantidade de PEG necessédria para fazer
reagir o polipéptido com um dominio de Kunitz numa
proporgdo molar de aproximadamente 10:1 de PEG:grupo
reativo. Por exemplo, o DX-890 tem um total de 5 grupos
reativos, de modo que é utilizada uma proporcdo molar 50:1
de PEG:DX-890. Dependendo do polipéptido com um dominio de
Kunitz e/ou das condig¢des reacionais, ¢ tipicamente
utilizada uma proporcgdo de 25:1 até 50:1. Por exemplo, para

a PEGuilacdo de 10 mg de DX-890 (PM 6 231 Da) a uma
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proporcdo molar 50:1 de PEG:péptido serdo utilizados 401 mg
de PEG (PM 5 000 Da).

2) Imediatamente antes de fazer reagir o polipéptido com um
dominio de Kunitz com o PEG, diluir o volume requerido do
lote do polipéptido com um dominio de Kunitz 1:1 com tampdo
0,2 M Hepes, pH 7,8-8,5. 0 lote do péptido & tipicamente
~10,0 mg/mL. Em consequéncia, apds a diluicéao, a
concentragcdo do polipéptido com um dominio de Kunitz é ~
5,0 mg/mL em tampdo 0,1 M Hepes, pH 7,8-8,5. O DX-88 e o
DX-1000 sao relativamente estaveis em termos da
solubilidade por diluicdo. O DX-890, sendo inicialmente
soluvel por diluicdo, pode contudo precipitar ao longo do
tempo. Os tempos reacionais podem ser escolhidos para
minimizar a precipitacéo.

3) Adicionar imediatamente a solucdo diluida 1:1 do
polipéptido com um dominio de Kunitz diretamente ao PEG em
pd e dissolver rapidamente o PEG por aplicacdo de voértice.
Apds a dissolugdo completa, tapar o tubo, enrolar em folha
metdlica e permitir a reacdo com oscilacdo/revolugdo lenta
durante 2,5-3 horas a 2-8 °C até 25 °C.

4) Arrefecer rapidamente a reacdo por adicgdo de 1/9° do
volume de 1 M Tris, pH 8,0 durante 30-60 minutos a 2-8 °C
até 25 °C com oscilacgdo/revolucdo lenta.

5) Ajustar, cuidadosa e lentamente, o ©pH da mistura
reacional rapidamente arrefecida para ~ pH 7 com pequenas
adigdes de 1 N HCl enquanto o sistema é misturado.

6) A reacgdo neutralizada pode ser armazenada a 2-8 °C ou

congelada a -20 °C até -80 °C até a purificacgéo.

A adigdo direta da solucédo do polipéptido com um dominio de
Kunitz a PEG em pd pode ajudar a simplificar o numero de
passos do processo reacional e reduzir a hidrdlise antes da

reacgao.
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Reacdo de PEGuilacédo II:

Apresenta-se em seguida outro método de poli-PEGuilacao de

um polipéptido.

1) PEG ¢& pesado, como descrito para a Reacdo I, e &
colocado de lado para utilizacdo imediatamente antes da
reacao.

2) Diluir o polipéptido com um dominio de Kunitz para 3-5
mg/mL em 0,3 M Hepes, pH 7,8-8,5.

3) Imediatamente antes da reacdo, preparar rapidamente uma
solucdo 200-250 mg/mL de PEG (em excesso ligeiro) em dH;O
que fol previamente desgaseificada e saturada com Nj.
Adicionar a &gua ao PEG e dissolvé-lo, rapida e
completamente, por aplicacédo de vértice.

4) Adicionar imediatamente o volume requerido da solucao de
PEG a solucdo do polipéptido com um dominio de Kunitz
enquanto o sistema € misturado. Tapar o tubo, enrolar em
folha metdlica e permitir a reacdo com oscilacgdo/revolucgéo
lenta durante 2,5-3 horas a 2-8 °C até 25 °C.

5) Continuar com os passos 4) até 6) acima.

Exemplo: Métodos Analiticos

Dominios de Kunitz modificados podem ser analisados e
caracterizados por uma variedade de métodos. Métodos

exemplificativos incluem os seguintes:

A mistura reacional nao purificada pode ser analisada
quanto a extensdo da PEGuilacdo por anédlise de SDSPAGE
redutora/ndo redutora com coloracdo com Coomassie e iodo,

como descrito num protocolo separado, e cromatografia
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liquida de alto desempenho por exclusdo de tamanho (SEC-
HPLC), por monitorizacdo do indice de refracdo (RI) e
absorvéncia a 280 nm (UV). A andlise de SDS-PAGE por
coloracao com Coomassie deteta apenas o) componente
polipeptidico da mistura reacional (livre e acoplado), ao
passo que a coloracgdo com iodo deteta preferencialmente o
PEG (livre e acoplado). A andlise de SEC-HPLC por UV
(absorvancia a 280 nm) deteta o péptido (livre e acoplado)
e RI deteta o péptido e PEG. A detecdo por disperséao
dinémica da luz (LS) permite determinar o PM absoluto e a

distribuicéao do PM.

SDS-PAGE e SEC-HPLC podem revelar a distribuigcao de
produtos PEGuilados, mas o0s pesos moleculares absolutos
devem ser determinados por MALDI-TOF ou outros métodos. O
motivo é que proteinas PEGuiladas percorrem mais lentamente
géis e SEC-HPLC do que proteinas ndo PEGuiladas, devido ao
grande raio hidrodinédmico das fracgdes de PEG, conduzindo a
uma estimativa exagerada do peso molecular. Este problema
pode ser ultrapassado utilizando como padrdes dominios de

Kunitz PEGuilados de peso molecular absoluto conhecido.

Coloragdo com Iodo

Géis sédo carregados com aproximadamente 2-3 pg de proteina
inicialmente (para DX-1000, DX-88 e DX-890) para amostras
PEGuiladas que serdo resolvidas apenas numa ou duas bandas.
Esta carga é muitas vezes apropriada para as reacgdes de
25:1 e 50:1 de PEG:proteina se o acoplamento tiver sido
bem-sucedido. No entanto, para amostras que foram
PEGuiladas as proporg¢des reacionais mais baixas (1:1, 5:1 e
10:1) e qgue €& esperado gue exibam multiplas espécies

PEGuiladas, 10-15 pg de proteina por via é mais apropriado
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(uma vez que podem aparecer 4-5 bandas). As amostras sao
misturadas com a quantidade apropriada de Tampdo de
Amostras NuPAGE LDS. As amostras sdo submetidas a vdértice e

aquecidas a 70 °C durante 10 minutos antes da carga.

Os géis podem ser preparados e resolvidos de acordo com
métodos comuns, por exemplo, utilizando o} sistema
Invitrogen NuPAGE com géis 4-12 % Bis-Tris. Ver, por
exemplo, “NuPAGE Novex Bis-Tris Gels Quick Reference Card”,

Invitrogen Life Technologies.

Os géis sdo brevemente enxaguados em &gua desionizada,
depois sdo cobertos com uma solugdo 5 % de cloreto de béario
durante 10 minutos no agitador. O gel é novamente enxaguado
com agua desionizada e depois & imerso numa solugdo 0,1 N
de Iodo durante pelo menos 10 minutos no agitador. Devem
ser visiveis bandas quase imediatamente. A coloracdo total
estard completada apdés 10 minutos. O gel é& entédo

fotografado, por exemplo, com UVP Epi Chem II Darkroom e o

filtro de Brometo de etidio.

Apds a coloragdo com iodo, a proteina pode ser corada
quanto a proteinas com Coomassie. O gel ¢é primeiramente
enxaguado em &gua, para efetuar a descoloracédo, depois é
misturado com Coomassie e seguidamente descorado em 300 mL
de metanol, 100 mL de &cido acético glacial e 600 mL de
dgua. As Dbandas de proteinas ndo PEGuiladas aparecem a

azul-escuro, e proteina PEGuilada pode, mas nao é

necesséario, aparecer a azul muito claro.
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Cromatografia

O Sistema de cromatografia (Waters Corporation) wutilizado
aqui foi o sistema 600 (bomba/controlador) empregando
“software” EMPOWER™ com sistema de autoamostragem 717 plus,
detetor de arranjo de fotodiodos 996 (PDA) e detetor do
indice de refracdo 2414. Adicionalmente, um detetor de
disperséao dinédmica da luz (LS) PD2010+ (Precision

Detectors, Inc.) também foi operado em série.

Cromatografia em coluna SEC pode incluir as seguintes
caracteristicas: coluna de SEC: TSK G3000SWy; (7,8 mm DI x
30 cm C) com guarda (Tosoh Bioscience, catdlogo n°: 08541 e
08543) ; Taxa de fluxo: 0,5 mL/minuto; tempo de
processamento: 35 minutos; Fase mdével: PBS, pH 7,2 com 0,05
% NaNj3; Volume de injecdo de amostras: 25 - 100 pL; Carga
de amostras: 50-100 pg por injecdo; Detecgdo: UV (280 nm),
RI e LS; Padrdes de SEC: BioRad, catdlogo n°: 151-1901

MALDI-TOF

Espetrometria de Massa MALDI-TOF (tempo de voo de desorgao
ionizacgéo com laser assistido por matriz) (ABI, Applied
Biosystems Voyager-DE) pode ser utilizada para avaliar a
massa real de produtos reacionais e sujeitos. Para anédlise
do polipéptido (por exemplo, antes da reacgao) pode
utilizar-se &cido alfa-ciano-4-hidroxicindmico como matriz.
Para a andlise de produtos reacionais ou espécies poli-
PEGuiladas pode wutilizar-se 4&cido 2,5-di-hidroxibenzoico
(DHB) como matriz. Os “chips” podem ser carregados com 1:1
(0,5 pL:0,5 pL) de amostra:matriz e secos ao ar antes da

andlise.
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Medig¢do de Ki

As constantes de inibicdo de equilibrio (Ki) para uma
proteina poli-PEGuilada (por exemplo, um DX-890 poli-
PEGuilado) podem ser determinadas de acordo com o modelo de
inibicdo de 1ligacgdo forte com formacdo de um complexo
reversivel (estequiometria 1:1). As reagdes sao montadas
com 100 pM enzima (por exemplo, elastase) e uma gama de
concentracdes de inibidor (0-4 nM) a 30 °C em 50 mM HEPES,
pH 7,5, 150 mM NaCl e 0,1 % Triton X-100. Apds uma
incubacdo durante 24 horas adiciona-se substrato (25 pM) a
solugcdo de inibidor enzimdtico e a taxa de hidrdlise do
substrato € monitorizada a uma excitacdo de 360 nm e uma
emissdo de 460 nm. Graficos da atividade percentual
remanescente versus concentracdo de inibidor ativo séao
ajustados, por andlise de regressao ndo linear, a Egquacédo 1
para determinar constantes de dissociacdo de equilibrio.
Proteina ndo modificada e proteina poli-PEGuilada podem ser

analisadas para comparagao.

Bk = M- , 8t
' ' a8 o
Equacéao 1
Em que:
%A = atividade percentual
I = concentracdo de proteina com dominio de Kunitz (por

exemplo, DX-890)
E = concentracdo de enzima (por exemplo, HNE)

K; = constante de inibicdo de equilibrio



104

Farmacocinética em Animais

Os métodos seguintes podem ser utilizados para avaliar a
farmacocinética (PK) de proteinas, tais como proteinas
poli-PEGuiladas, em animais, por exemplo, ratinhos e

coelhos.

A proteina a ser testada ¢é etiquetada com iodo (**°I)
utilizando o método de iodogénio (Pierce). O tubo reacional
é enxaguado com tampdo reacional (25 mM Tris, 0,4 M NaCl,
pH 7,5). O tubo €& esvaziado e depois substituido com 0,1 mL
de tampdo reacional e 12 ulL de transportador de iodo-126
livre, cerca de 1,6 mCi. Passados seis minutos, o iodo
ativado € transferido para um tubo contendo a proteina a
ser testada. Apdés nove minutos, a reacdo é terminada com 25
nL de solugdo saturada de tirosina. A reacdo pode ser
purificada numa coluna de 5 mL de sal D de poliacrilamida
6000 em Tris/NaCl. Pode utilizar-se HSA para minimizar a

aderéncia ao gel.

Obtém-se um numero suficiente de ratinhos (cerca de 36).
Regista-se o peso de cada animal. No caso de ratinhos, os
animais sdao injetados na vela da cauda com cerca de 5 pg da
proteina a ser testada. Recuperam-se amostras em cada
instante por animal, com quatro animais por instante,
aproximadamente aos 0, 7, 15, 30 e 90 minutos, 4 horas, 8
horas, 16 horas e 24 horas pds—-injecdo. Recolhem-se
amostras (cerca de 0,5 mL) em anticoagulante (0,02 mL de
EDTA) . As células sdo submetidas a vértice e separadas de
plasma/soro. As amostras podem ser analisadas por contagem
de radiacdo e coluna peptidica de SEC em HPLC com detecédo

de radiac¢do incorporada.



105

Para coelhos, o material ¢ injetado na wveia da orelha.
Podem recolher-se amostras aos 0, 7, 15, 30, 90 minutos, 4,
8, 16, 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas pdés—-injecdo. As
amostras podem ser recolhidas e analisadas tal como para 0s

ratinhos.

Os dados podem ser ajustados a uma curva de decaimento
biexponencial (equacdo 2) ou triexponencial (equacéao 3),
descrevendo as fases de eliminacdo in vivo “rapida”,

“lenta” e “mais lenta”:

o Ae™a Be™

Equacao 2

Equagéo 3 y = Ac™'+ Be e

Em que:

y = Quantidade de etiqueta remanescente no plasma no
instante = t pds—-administracéo

A = Etiqueta total na fase de eliminacédo “réapida”

B = Etiqueta total na fase de eliminacao “lenta”

@]
Il

Etiqueta total na fase de eliminacdo “mais lenta”

o = Constante de decaimento da fase de eliminacdo “Rapida”

B

Constante de decaimento da fase de eliminacéo “Lenta”

y = Constante de decaimento da fase de eliminacao "“Mais
lenta”
t = Tempo pds—-administracéo

As constantes de decaimento das fases o, B e y podem ser
convertidas em semividas para as suas fases respetivas do

modo seguinte:



106

Semivida da Fase o = 0,69 (1/o)
Semivida da Fase B = 0,69 (1/B)
Semivida da Fase vy = 0,69 (1/v)

No caso de os dados serem ajustados utilizando a equacgao

biexponencial, as percentagens da etiqueta total eliminada

da circulacdo in vivo através das fases o e B séo

calculadas do modo seguinte:

TAKA+BY x 100

Q

% Fase o =
$ Fase B = {Bﬁﬁ*ﬁﬁxﬁﬁﬁ-

No caso de os dados serem ajustados utilizando a equacéao

triexponencial, as percentagens da etiqueta total eliminada

da circulacédo 1in vivo através das

fases o e [ séo
calculadas do modo seguinte:
s Fase o = PAHABHOYx 100
5 Fase p — (BAARBACY X100
s Fase y = [CHA*BHC)x 100
Tabela 4: Eliminagdo do Plasma em Ratinhos
T1/2 a1fa Eliminacéao T1/2 peta Eliminacéao
(minutos) (%) (minutos) (%)
DX-890 1,3 79 59,2 21
DX-1000 1,5 87 26,9 13
T1/2 a1fa Eliminacéao T1/2 peta Eliminacéao
(horas) (%) (horas) (%)
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5xPEG5- 1,1 33 20,2 677
DX-890

4xPEG5- 0,3 38 12,5 62
DX-1000

Tabela 5: Eliminacdo do Plasma em Coelhos

Ti/2 a1fa  Eliminacg T1/2 Eliminacg T/ Eliminacg
(minuto ao (%) beta ao (%) gama ao (%)
S) (hora (hora
s) S)
DX- 1,7 83 3,4 17
890
DX- 0,9 85 1 15
1000
Ti/2 a1fa  Eliminacg T1/2 Eliminacg T/ Eliminacg
(minuto ao (%) beta ao (%) gama ao (%)
s) (hora (hora
s) S)
5xPEG 2,8 28 4,5 34 97,6 38
5-DX-
890
4xPEG 1,9 34 3 32 69,3 34
5-DX-
1000
No caso do ratinho (Tabela 4) e coelho (Tabela 5), a

PEGuilacdo de DX-890 ou de DX-1000 resulta num decréscimo

da fracdo de eliminacdo através da via alfa. Ao
tempo, a fracdo de eliminacdo através das vias com

tempo de vida (beta e gama) aumenta.

As proteinas poli-PEGuiladas também exibiram

estabilidade in vivo por analise de SEC.

mesmo

maior

boa
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Purificacéo:

Um método de purificacgédo exemplificativo € o seguinte:

1) A purificacédo de proteina poliPEGuilada a partir de PEG
em excesso/que ndo reagiu e quantidades vestigiais de
espécies PEGuiladas de elevado peso molecular e menor peso
molecular pode ser realizada por cromatografia de permuta
iénica num sistema de cromatografia AKTA Basic 10/100
(Amersham) .

2) Por exemplo, uma coluna de dimensdo e capacidade
apropriadas pode ser empacotada com uma resina de permuta
catidénica forte (isto é: Poros 50HS, Applied Biosystems,
céddigo do produto: 1-3359-11) no caso de pelo menos DX-88 e
DX-1000 PEGuilados.

3) Em resumo, um volume da mistura reacional de PEGuilacao
é diluido 5-15 vezes, ou consoante o necessdrio, com &gua
seguido de ajustamento do pH para pH ~ 3,0 com 1 M &cido
acético (100-200 mM final) e condutividade < 3 mS/cm.

4) A coluna é primeiramente equilibrada com 100 mM &acido
acético, pH 3,0. Taxa de fluxo linear de 100 cm/hora.

5) Carregada e lavada com a mesma para ~5 volumes da
coluna. A taxa de fluxo linear durante a carga ¢é 50
cm/hora.

6) A proteina PEGuilada ¢ eluida da coluna numa série de
gradientes em passos.

7) A eluicgdo do primeiro passo ¢ 100 mM &cido acético, com
20 mM NaCl, pH 3,2 para ajudar a remover componentes HPM
(~20 VC a 100 cm/hora).

8) A eluicdo do segundo passo € 100 mM &cido acético com 50

mM NaCl, pH 3,8 (~10 VvC a 100 cm/hora), elui o produto
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principal (isto é: 4 x 5kDa PEG/péptido para DX-88 e DX-
1000) .

9) A eluicdo do terceiro passo final é PBS, pH 7,2 (~5 VC
100 cm/hora), para ajudar a remover gquantidades vestigiais
de espécies PEGuiladas BPM.

10) Seguido de limpeza com 0,2 M NaOH (~5 VC com tempo de

contacto de 30 minutos).

11) Seguido de armazenamento da coluna em 20 % etanol (~10
vC) .
12) Recolhem-se fracdes ao longo do perfil, sendo

analisadas por SDS-PAGE antes da reunido.

13) A reunido final de proteina PEGuilada purificada é
depois UF/DF para PBS, PH 7,2, utilizando meios
convencionais disponiveis. O material final ¢é entéo
filtrado em 0,22 um, quantificado pela absorvéancia a 280 nm
(como previamente descrito), separado em aliquotas e

congelado a -20 °C até -80 °C até a utilizacéo.

Outro método de purificacdo exemplificativo, e que pode ser
utilizado para purificar DX-88 ©poli-PEGuilado, é o

seguinte.

Os produtos reacionais sdo carregados numa coluna de
permuta catidnica. Verificou-se que Poros bL0HS tem uma
capacidade de ligacdo razoavel (~3 mg DX88-PEGS5K/mL
resina) a esta pequena escala, que permite a separacao de
PEG livre, e um eluato razoavelmente concentrado que inclui
a espécie poli-PEGuilada. A condutividade pode ser mantida
menor do que 2 mS/cm. Por exemplo, pode ser utilizada uma
coluna de 9,5 cm AKTA Poros 50HS (l1,1lcm 1. x 10 cm a.). A
coluna é lavada e limpa, para remover endotoxinas e outros
contaminantes. A coluna pode ser equilibrada e carregada em

10 mM acetato de sdédio pH 3,5.
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UF/DF e Andlise da Reunido Final de DX-88-PEG5K

Fracbdes contendo DX-88 poli-PEGuilado foram reunidas para
um volume total de amostra de ~6 mL. O tampdo da amostra
foi permutado para 1X DPBS pH 7,2 (ndo modificado) da
Invitrogen (especificacdo de endotoxinas < 0,25 EU/mL) e a
amostra foil concentrada utilizando dois Dispositivos de
Filtragdo Centrifuga Amicon Ultra-15 com um limite de peso
molecular de 10 000 kDa e uma forga centrifuga de 4500 x g.
Os CENTRICONs™ foram lavados com 0,1 N NaOH (diluido a
partir de 1 N NaOH, Acros, para Dbaixa producao de
endotoxinas) durante uma hora, seguido de varios
enxaguamentos com agua HyClone antes da utilizagdo. O fator
de permuta final foi 300 vezes para 1X DPBS. Um total de 3
mL de DX-88-PEG5HK concentrado e purificado foi recuperado
dos centricons. A concentracdo final da amostra, 4,97
mg/mL, foi determinada diluindo a amostra 1:10 e medindo a
0.D. a 280 nm contra 1X DPBS, utilizando um coeficiente de
extincdo para o DX-88 de 0,954. O pH da amostra final foi
~2, medido utilizando tiras Indicadoras do pH Whatman (pH
0-14) . Todos os filtrados (33 mL no total) foram analisados
quanto ao teor proteico e exibiram uma 0.D. a 280 nm de
0,003 ou menos, medida contra 1X DPBS. A amostra de DX-88-
PEGSK purificada foi separada em aliquotas em fracdes de
0,5 mL (2,5 mg cada) em tubos esterilizados e foi congelada
a —-80 °C. A amostra diluida 1:10 foi analisada por SDS-PAGE
numa série de diluigbdes para estimar a pureza do produto
principal de interesse, 4-PEG5K-DX-88. A pureza do 4-PEGSK-

Q.

DX-88 ¢é aproximadamente 90 %.

DX-890. Prepardmos um DX-890 poli-PEGuilado. Eletroforese

em gel e anadlise cromatografica indicaram que uma reacgdo
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com uma proporcao de 1:50 ou 1:63 de DX-890 para reagente
5K PEG originou um produto reacional que consistiu
predominantemente (> 85 %) num DX-890 modificado com cinco
fragcbes de PEG ligadas. O DX-890 peguilado numa variedade
de proporg¢des manteve a sua atividade especifica

relativamente a um controlo (cerca de 10 U/mg).

Prevé-se que o DX-890 poli-peguilado tenha cinco fragdes de
PEG (cada uma com um peso molecular de cerca de 5 266
Daltons) mais a massa do DX-890 (6 237 Daltons, tedrica; 6
229 Daltons, observada). A massa total prevista é 34 682
Daltons. A massa da espécie observada por MALDI-TOF era
cerca de 34 219 Daltons, de acordo com a previsao tedrica,

pois a massa de fragdes de PEG individuais pode wvariar.

DX-88. Prepardmos um DX-88 poli-PEGuilado. Eletroforese em
gel e andlise cromatografica indicaram gue uma reagdo com
uma proporcdo de 1:50 de DX-890 para reagente 5K PEG a pH
7,8 originou um produto reacional que consistiu
predominantemente (> 85 %) num DX-88 modificado com quatro

fragcbes de PEG ligadas.

Prevé-se que o DX-88 Poli-peguilado tenha quatro fracgdes de
PEG (cada uma com um peso molecular de cerca de 5 266
Daltons) mais a massa do DX-88 (7 054 Daltons). A massa
total prevista € 28 126 Daltons. A massa da espécie
observada por MALDI-TOF era cerca de 29 680 Daltons, de
acordo com a previsdo tedrica, pois a massa de fracgdes de

PEG individuais pode variar.

Outras formas de realizacgao sao apresentadas nas

reivindicagdes seguintes.



REIVINDICACOES

Composto compreendendo:

(i) um polipéptido que compreende um dominio de Kunitz
que se liga e inibe uma protease, em que o dominio de
Kunitz ¢é selecionado do grupo que consiste nos

seguintes:

(a) um  péptido compreendendo a sequéncia de
aminodcidos do DX-890 apresentada na SEQ ID NO:23 ou
uma sequéncia de aminodcidos que difere em pelo menos
um, mas nao mais do que cinco aminodcidos
relativamente a sequéncia de aminodcidos do DX-890
apresentada na SEQ ID NO:23;

(b) um  péptido compreendendo a sequéncia de
aminodcidos do DX-88 apresentada na SEQ ID NO:24 ou
uma sequéncia de aminodcidos que difere em pelo menos
um, mas nao mais do que cinco aminodcidos
relativamente a sequéncia de aminodcidos do DX-88
apresentada na SEQ ID NO:24, e

(c) um  péptido compreendendo a sequéncia de
aminodcidos do DX-1000 apresentada na SEQ ID NO:25 ou
uma sequéncia de aminodcidos que difere em pelo menos
um, mas nao mais do que cinco aminodcidos
relativamente a sequéncia de aminodcidos do DX-1000

apresentada na SEQ ID NO:25,

em que o0 péptido ndo inclui uma amina primdria em
nenhuma das regides de alca de ligacdo do dominio de

Kunitz,



em que as referidas regides de alca de 1ligacgao
correspondem (i) as posicdes de aminodcidos 11 até 21,
e (ii) as posicgdes de aminodcidos 31 até 42 da
sequéncia de aminodcidos do inibidor de tripsina
pancredtica de bovino (BPTI) apresentada na SEQ 1ID
NO:2, e

(ii) uma pluralidade de fracdes de polietilenoglicol,
em gque ©0 peso molecular médio de cada fragdo de
polietilenoglicol é menor do que 12 kDa, e cada uma de
pelo menos quatro aminas primarias do polipéptido esté
ligada a uma fracdo de polietilenoglicol, em Qque as
referidas aminas primarias consistem numa amina
primdria N-terminal e/ou aminas primdrias de cadeias

laterais de lisina.

Composto de acordo com a reivindicacgédo 1,

(a) em que o peso molecular médio de cada fracdo de
polietilenoglicol é menor do que 8 kDaj;

(b) em que cada fracdo de polietilenoglicol tem um peso
molecular entre 3-8 kDa, ou

(c) em que o polipéptido tem um peso molecular menor do

que 8 kDa, e o composto tem um peso molecular maior do

que 16 kDa.

Composto de acordo com a reivindicacgédo 1,

(a) em qgque o polipéptido nado inclui uma 1lisina em
nenhuma das regides de alca de ligacdo do dominio de
Kunitz;

(b) em que o polipéptido inclui pelo menos duas lisinas
na regido de arcabouc¢o do dominio de Kunitz, em que a

referida regido de arcabou¢o n&o inclui nenhuma das



regides de algca de ligacdo que correspondem (i) as
posicdes de aminodcidos 11 até 21, e (ii) as posicgdes
de aminocdcidos 31 até 42 da sequéncia de aminodcidos do
inibidor de tripsina pancredtica de bovino (BPTI)
apresentada na SEQ ID NO:2;

(c) em gue o polipéptido compreende trés ou quatro
lisinas na regido de arcabougo do dominio de Kunitz, em
que a referida regido de arcabougo ndo inclui nenhuma
das regides de alca de ligacdo gque correspondem (i) as
posicdes de aminodcidos 11 até 21, e (ii) as posicgdes
de aminocdcidos 31 até 42 da sequéncia de aminodcidos do
inibidor de tripsina pancredtica de Dbovino (BPTI)
apresentada na SEQ ID NO:2, ou

(d) em qgue o polipéptido compreende uma regido de
arcabougo que é idéntica a uma regido correspondente de
um dominio de Kunitz humano, em que a referida regido
de arcabouco € definida de modo a ndo incluir nenhuma
das regides de alca de ligagdo que correspondem (i) as
posicdes de aminodcidos 11 até 21, e (ii) as posicgdes
de aminodcidos 31 até 42 da sequéncia de aminodcidos do
inibidor de tripsina ©pancreadtica de bovino (BPTI)

apresentada na SEQ ID NO:2.

Composto de acordo com a reivindicacgédo 1,

(a) em que o péptido compreende a sequéncia de
aminodcidos do DX-890 apresentada na SEQ ID NO:23, ou
uma sequéncia de aminodcidos que difere em pelo menos
um, mas ndo mais do que cinco aminodcidos relativamente
a sequéncia de aminodcidos do DX-890 apresentada na SEQ
ID NO:23, e a protease & elastase;

(b) em que o péptido compreende a sequéncia de

aminodcidos do DX-88 apresentada na SEQ ID NO:24, ou



uma sequéncia de aminocdcidos que difere em pelo menos
um, mas ndo mais do que cinco aminodcidos relativamente
a sequéncia de aminodcidos do DX-88 apresentada na SEQ
ID NO:24, e a protease é calicreina, ou

(c) em que o péptido compreende a sequéncia de
aminocdcidos do DX-1000 apresentada na SEQ ID NO:25, ou
uma sequéncia de aminocdcidos que difere em pelo menos
um, mas ndo mais do que cinco aminodcidos relativamente
a sequéncia de aminodcidos do DX-1000 apresentada na

SEQ ID NO:25, e a protease é plasmina.

Preparagdo que compreende o composto de acordo com a
Q.

reivindicacdo 1, em que pelo menos 80 % do polipéptidos

presentes na preparacao

(1) se ligam e inibem a protease,

em que os péptidos que se ligam especificamente e
inibem a protease ndo incluem uma amina primdria em
nenhuma das regides de alca de ligacdo do dominio de
Kunitz, em que as referidas regides de alca de ligacéo
correspondem (i) as posigdes de aminodcidos 11 até 21,
e (ii) as posicgdes de aminodcidos 31 até 42 da
sequéncia de aminoadcidos do inibidor de tripsina
pancredtica de bovino (BPTI) apresentada na SEQ 1ID
NO:2, e

(ii) tém uma fracdo de polietilenoglicol ligada a cada
uma de pelo menos quatro aminas primédrias, em que as
referidas aminas primarias consistem numa amina
primdria N-terminal e/ou aminas primdrias de cadeias

laterais de lisina.

Preparacao de acordo com a reivindicacdo 5, em que o

peso molecular médio de cada uma das fracdes de



polietilenoglicol 1ligadas € menor do que 10 kDa,

particularmente menor do que 8 kDa.

Preparacdo de acordo com a reivindicacéo 5, em que pelo
menos 95 % dos polipéptidos com um dominio de Kunitz
presentes na preparacao tém uma fracao de
polietilenoglicol 1ligada a cada uma das pelo menos

quatro aminas primdrias.

Preparacao de acordo com a reivindicagao 5,

(a) em que os péptidos que se ligam especificamente e
inibem a protease nao incluem uma lisina nas regides de
algca de ligacdo do dominio de Kunitz;

(b) em que os péptidos que se ligam especificamente e
inibem a protease incluem pelo mencos duas lisinas na
regido de arcabougco do dominio de Kunitz, em que a
referida regido de arcaboug¢o né&o inclui nenhuma das
regides de alca de 1ligacdo que correspondem as (i)
posicdes de aminodcidos 11 até 21, e (ii) posicgdes de
aminodcidos 31 até 42 da sequéncia de aminodcidos do
inibidor de +tripsina pancredtica de bovino (BPTI)
apresentada na SEQ ID NO:2;

(c) em que os péptidos que se ligam especificamente e
inibem a protease incluem trés lisinas na regido de
arcabouco do dominio de Kunitz, em que a referida
regidao de arcabou¢o nao inclui nenhuma das regides de
alca de 1ligacdo gue correspondem as (i) posicgdes de
aminodcidos 11 até 21, e (ii) posicdes de aminoacidos
31 até 42 da sequéncia de aminodcidos do inibidor de
tripsina pancredtica de Dbovino (BPTI) apresentada na

SEQ ID NO:2;



(d) em que os péptidos que se ligam especificamente e
inibem o polipéptido protease incluem quatro lisinas na
regido de arcabougo do dominio de Kunitz, em que a
referida regido de arcabougo é definida de modo a néo
incluir nenhuma das regides de alga de ligagcao dque
correspondem as (i) posicdes de aminodcidos 11 até 21,
e (ii) posicgdes de aminoacidos 31 até 42 da sequéncia
de aminodcidos do inibidor de tripsina pancredtica de
bovino (BPTI) apresentada na SEQ ID NO:2, ou

(e) em que os péptidos que se ligam especificamente e
inibem a protease compreendem uma regido de arcabougo
que ¢é idéntica a uma regido correspondente de um
dominio de Kunitz humano, em que a referida regido de
arcabougo é definida de modo a n&o incluir nenhuma das
regides de alca de 1ligacdo que correspondem as (i)
posicdes de aminoadcidos 11 até 21, e (ii) posicgdes de
aminodcidos 31 até 42 da sequéncia de aminodcidos do
inibidor de +tripsina pancredtica de Dbovino (BPTI)

apresentada na SEQ ID NO:2.

Preparagdo de acordo com a reivindicacédo 5,

(a) em que o péptido compreende a sequéncia de
aminocdcidos do DX-890 apresentada na SEQ ID NO:23, ou
uma sequéncia de aminocdcidos que difere em pelo menos
um, mas nao mais do que cinco aminodcidos relativamente
a sequéncia de aminodcidos do DX-890 apresentada na SEQ
ID NO:23, e a protease é elastase;

(b) em que o péptido compreende a sequéncia de
aminocdcidos do DX-88 apresentada na SEQ ID NO:24, ou
uma sequéncia de aminocdcidos que difere em pelo menos

um, mas nao mais do que cinco aminodcidos relativamente



10.

11.

12.

a sequéncia de aminodcidos do DX-88 apresentada na SEQ
ID NO:24, e a protease é calicreina, ou

(c) em que o péptido compreende a sequéncia de
aminocdcidos do DX-1000 apresentada na SEQ ID NO:25, ou
uma sequéncia de aminocdcidos que difere em pelo menos
um, mas ndo mais do que cinco aminodcidos relativamente
a sequéncia de aminodcidos do DX-1000 apresentada na

SEQ ID NO:25, e a protease é plasmina.

Preparacao de acordo com a reivindicacgd&o 5, em que o0S
polipéptidos com um dominio de Kunitz compreendem a
sequéncia de aminocdcidos do DX-890 e em que pelo menos
80 % dos polipéptidos contendo DX-890 presentes na
preparacdo tém uma fracdo de polietilenoglicol ligada a
cada um de quatro residuos lisina e ao terminal N do

polipéptido.

Preparacdo de acordo com a reivindicac&o 5, em que o0S
polipéptidos compreendem a sequéncia de aminodcidos do
DX-88 e em que pelo menos 80 % dos polipéptidos com um
dominio de Kunitz contendo DX-88 presentes na
preparacdao tém uma fracdo de polietilenoglicol ligada a

cada um de trés residuos 1lisina e ao terminal N do

polipéptido.

Preparacdo de acordo com a reivindicacg&o 5, em que o0S
polipéptidos com um dominio de Kunitz compreendem a
sequéncia de aminodcidos do DX-1000 e em que pelo menos
80 % dos polipéptidos com um dominio de Kunitz contendo
DX-1000 presentes na preparacdo tém uma fracdo de
polietilenoglicol 1ligada a cada um de trés residuos

lisina e ao terminal N do polipéptido.



13.

Método para proporcionar um dominio de Kunitz peguilado
que se liga e 1nibe uma protease, em que o método

compreende:

- proporcionar um polipéptido compreendendo uma

sequéncia de aminodcidos selecionada das seguintes:

a) a sequéncia de aminodcidos do DX-890 apresentada
na SEQ ID NO:23 ou uma sequéncia de aminodcidos que
difere em pelo menos um, mas nao mais do que cinco
aminodcidos relativamente a sequéncia de aminocdcidos
do DX-890 apresentada na SEQ ID NO:23;

(b) a sequéncia de aminocdcidos do DX-88 apresentada
na SEQ ID NO:24 ou uma sequéncia de aminocdcidos que
difere em pelo menos um, mas nao mais do que cinco
aminodcidos relativamente a sequéncia de aminodcidos
do DX-88 apresentada na SEQ ID NO:24, e

(c) a sequéncia de aminodcidos do DX-1000 apresentada
na SEQ ID NO:25 ou uma sequéncia de aminodcidos que
difere em pelo menos um, mas nao mais do que cinco
aminodcidos relativamente a sequéncia de aminocdcidos

do DX-1000 apresentada na SEQ ID NO:25, e

- contactar o) polipéptido com polietilenoglicol
ativado, de peso molecular médio menor do que 12 kDa,
em condicdes em qgque cada uma das pelo menos gquatro
aminas primarias do polipéptido €& ligada a uma fracgdo
de polietilenoglicol, em que as vreferidas aminas
primdrias consistem numa amina primaria N-terminal e/ou

aminas primdrias de cadeias laterais de lisina.



14.

15.

16.

Método de acordo com a reivindicacdo 13, em que o0
dominio de Kunitz tem pelo menos trés grupos de amina

primdria na regido de arcaboucgo do dominio de Kunitz.

Método de acordo com a reivindicacgdo 14,

(a) em que o arcabougo compreende pelo menos trés
lisinas, particularmente em que a amina primaria de
cada lisina do polipéptido €& 1ligada a uma fracdo de
polietilenoglicol;

(b) em gue o rendimento € maior do que 40 %, ou

(c) em que as condig¢bes do contacto sdo um pH maior do

que 7,5.

Método de acordo com a reivindicacgdo 14,

(a) em que as condigdes sao tais que pelo menos 70 %
das moléculas sdo peguiladas em cada uma de pelo menos
quatro aminas primarias;

(b) em que as condigdes sao tais que pelo menos 85 %
das moléculas sdo peguiladas em cada uma de pelo menos
quatro aminas primdrias;

(c) em que as condigdes sao tais que pelo menos 70 %
das moléculas peguiladas tém o mesmo numero de fracgdes
de PEG ligadas, em que as fracdes estao ligadas nas
mesmas posicgdes, ou

(d) em que as condigbes sao tais que pelo menos 85 %
das moléculas peguiladas tém o mesmo numero de fracgdes
de PEG ligadas, em que as fracdes estao ligadas nas

mesmas posicdes.



17.

18.

19.

10

Método de acordo com a reivindicacd&o 14, gue também
compreende formular o polipéptido peguilado como uma

composicgdo farmacéutica.

Composto de acordo com a reivindicagao 1 para
utilizacéo no tratamento de uma perturbacgéao
caracterizada por atividade excessiva ou indesejada de
uma protease, em que o composto se destina a ser
administrado a um sujeito que sofre da perturbacao ou
suspeito de sofrer da perturbacdo, em que o polipéptido

do composto inibe a protease.

Composto para utilizacgdo de acordo com a reivindicacgéo

18,

(a) em qgque a protease ¢é elastase e o polipéptido
compreende a sequéncia de aminodcidos do DX-890 ou uma
sequéncia que difere em pelo menos uma, mas menos do
que seis alteracdes de aminocdcidos relativamente ao DX-
890, particularmente em que a perturbacdo é fibrose
quistica, COPD ou uma perturbacdo inflamatdria;

(b) em gue a protease é calicreina e o polipéptido
compreende a sequéncia de aminoadcidos do DX-88 ou uma
sequéncia que difere em pelo menos uma, mas menos do
que seis alteracdes de aminocdcidos relativamente ao DX-
88, particularmente em que a perturbacdo €& hemofilia,
hemorragia pds-operatdria, hemorragia peri-operatdria
ou angioedema hereditério, ou

(c) em que a protease ¢é plasmina e o polipéptido
compreende a sequéncia de aminodcidos do DX-1000 ou uma
sequéncia que difere em pelo menos uma, mas menos do
que seis alteragbdes de aminodcidos relativamente ao DX-

1000, particularmente em que a perturbacao é



11

fibrindélise ou fibrinogendlise, hemorragia excessiva
associada a tromboliticos, hemorragia pds-operatédria,

hemorragia peri-operatdria e androgénese inapropriada.
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