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PATENTE N2. 96 584 S

"Processo de produgdo de moléculas com

locais de combinag3o de anticorpo e de
hidrolise catalitica com as mesmas"

para que
SCRIPPS CLINIC AND RESEARCH FOUNDATION,

pretende obter privilégio de invengio em
Portugal.

RESUMEO

0 presente invento refere-se ao processo de produgdo de
moléculas de anticorpo ou de moléculas contendo porgdes do local

de combinagdo do anticorpo, que hidrolisam cataliticamente uma

ligagdo amida ou éster de acido carboxilico pré-seleccionada, de.
um ligando reagente, ligando-se o 1local de combinagio do

anticorpo das referidas moléculas a:

(a) um ligando reagente contendo a ligagdo amida ou éster de

acido carboxilico pré-seleccionada que € hidrolisada, e

(b) um ligando hapténico estruturalmente analogo ao referido
ligando reagente que contém um atomo de carbono tetraédrico

ligado a um grupo hidroxilo, bem como a um atomo de carbono
saturado, numa posigdo, no ligando hapténico, correspondente a

posigdo do grupo carbonilo, bem como ao heteroatomo 1ligado ao

carbonilo de, respectivamente, uma ligag3o éster ou amida de
acido carboxilico, pré-seleccionada, a ser hidrolisada, incluindo

ainda o referido ligando hapténico um grupo apresentando carga

idnica, em solucdo aquosa, a valores de pH fisioldégicos, estando
o grupo, dque apresenta carga idnica, ausente de uma posigao

correspondente do referido ligando reagente, e 1localizado num
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volume esférico, definido por um raio de cerca de 7 x 10~10 m, 2
partir do referido atomo de carbono tetraédrico, caracterizado
por por se cultivarem as células adequadas num meio de cultura
adequado.

0 invento refere-se ainda ao processo de hidrélise cataliti-
ca de uma ligagio pré-seleccionada de um ligando reagente, bem

como de produgdo das células usadas na produgdo das referidas
moléculas.
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MEMORIA DESCRITIVA

Referéncia a Pedidos Relacionados
Este pedido € uma continuagao em parte do pedido co-pendente

n2. de série 470 924, depositado em 26 de Janeiro de 1990, cujo
contetdo €& aqui incorporado para referéncia.

Campo Técnico

0 presente invento refere-se a anticorpos, antigénios e
imunogénios e, mais em particular, a moléculas que contém um

local de combinagdo de anticorpo gue se liga ao atomo de carbono

tetraédrico de um estado de transicgio de hidrdlise de uma amida
ou eéster e de estruturas circundantes e que apresenta ainda um

local de catalise, nucleofilica ou de acido-base, da 1ligagao

amida ou éster que & hidrolisada.

Antecedentes do Invento

0Os fendmenos de ligagdo entre ligandos e receptores desem-
penham muitos papeis cruciais nos sistemas bioloégicos. S3o exem-—

plos destes fenomenos a ligacgdo de moléculas de oxigénio & de-

soxi~hemoglobina para formar a oxi-hemoglobina e a ligagdo de um
substrato a um enzima que sobre ele actua, por exemplo, entre uma

proteina e uma protease como a tripsina. Ainda outros exemplos de

fendmenos de ligacgdo bioldégica incluem a ligacdo de um antigénio
a um anticorpo e a ligagdo do componente C3 do complemento ao

receptor denominado CR1.

Presume-se também que muitas drogas e outros agentes
terap@uticos dependam de fendomenos de ligagio. Por exemplo, ha

informag@o de que os opiaceos, como a morfina, se ligam a
receptores especificos no cérebro. Relata-se também que os

agonistas e antagonistas dos opiaceos competem com drogas como a

morfina por esses locais de ligagio.

Os 1ligandos, como as drogas feitas pelo homem (como a

morfina e seus derivados) e aquelas que estdo naturalmente
presentes nos sistemas bioldgicos (como as endomorfinas e

hormonas) ligam-se a receptores que estio naturalmente presentes
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nos sistemas bioldgicos e ambos os tipos serao aqui tratados
juntos. Estas ligagbes podem conduzir a um certo numero de
fenomenos biolégicos, incluindo particularmente a hidrélise de
ligagoes amida e éster, como quando as proteinas s&o hidrolisadas
nos polipéptidos constituintes por um enzima como a tripsina ou a
papaina, ou quando uma gordura €& cindida em glicerina € trés

acidos carboxilicos, respectivamente.

Slobin, Biochemistry, 5:2836-2844 (1966) relatou a

preparagio de anticorpos de um conjugado g-nitrocarbobenzéxilo da

albumina de soro bovino. Estes anticorpos foram depois usados
para hidrolisar os ésteres acetato de p-nitrofenilo e o epsilon-
-aminocaproato. A reacgio do éster acetato foi caracterizada por
uma constante de velocidade de segunda ordem e parecia ser nao-—
-especifica. A constante de velocidade de segunda ordem obtida
usando gama-globulina hormal era aproximadamente igual a dos
anticorpos preparados especialmente. A presenga de anticorpos
preparados especialmente inibia, segundo esse relato, a hidrélise

do éster aminocaproato.

Kohen e colaboradores descreveram, também, tentativas de uso
de anticorpos para catalisar a esterodlise. Os anticorpos utiliza-
dos por este grupo foram, em cada caso, produzidos contra uma
parte da molecula de substrato essencialmente utilizada que nao

continha a ligagdo a ser hidrolisada.

No seu trabalho inicial [FEBS Letters, 100:137-140 (1979)
and Biochim. Biophys. Acta, 629:328-337 /1980)] usaram-se anti-
corpos anti-esterdéides para hidrolisar ésteres da 7-umbeliferona

(7-hidroxicumarino) de um carpboxietil-tioéter de um esterdide. Em
cada caso observou-se um aumento da velocidade de hidrolise
quando comparada com © meio ou com uma velocidade obtida com IgG
normal. Em ambos os casos os numeros de retorno ("turnover num-
bers") foram baixos (cerca de uma mole de substrato por mole de
anticorpo por minuto, ou menos) e as velocidades de reacgao
baixaram com o tempo, atingindo uma plataforma, com saturagdo do
anticorpo. Este abrandamento da velocidade foi atribuido a uma

ligacdo irreversivel do produto acido esterodide ao anticorpo.
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Kohen et al, também descreveram a hidrélise do 7-[N-(2,4-
~dinitrofenil )-6-amino-hexanoil ]J-cumarino usando anticorpos mono-

clonais produzidos contra as porgdes dinitrofenilo dessa molécula
de substrato [FEBS Letters, 111:427-431 (1980)]. Foi aqui

relatado um aumento da velocidade em relagcdo ao meio mas a

reacgédo foi considerada mais estequeométrica do que catalitica.
Foi também notado um decréscimo da velocidade que se aproximou do

zero a medida que se atingia a saturagfo do anticorpo. Uma vez

mais o decreéscimo foi atribuido a inibigZo do produto provocada
pela ligagdo do produto acido ao anticorpo pois que alguma da

actividade inicial de hidrélise podia ser regenerada por cromato-

grafia de uma mistura anticorpo-substrato-produto.

Quando uma ligagdo forte de anticorpos é dirigida a estados

estaveis de moléculas de substrato, a velocidade 1lenta de
dissociagdo do complexo vai impedir a catalise. Pensa-se ser esta

a situagdo dos resultados relatados por Kohen e colaboradores.

As construgtes referidas, ainda que interessantes, sao
gravemente limitadas pela falha em dirigir o mecanismo de

utilizagdo da energia de ligagd3o, o que € essencial para os
enzimas [W. P. Jencks, Adv. Enzymol., 43, 219 (1975)].

Estas defici€ncias podem ser compensadas pelo uso de um
analogo do estado de transigdo, como o hapteno, para provocar os

anticorpos pretendidos. Este hapteno pode assumir o papel de

inibidor no sistema catalitico.

Pode, assim, usar-se a ligacd&o imunolégica para desviar

experimentalmente as interacgbes de ligag3o para os processos
cataliticos. Por exemplo, foi ja sugerido que o uso de um

anticorpo para um grupo hapténico que se assemelhe ao estado de

transicdo de uma dada reacg3o, deveria provocar uma aceleracio ha
reacgdo do substrato forgando os substratos a assemelharem-se ao

estado de transigdo. Jencks, W.P., Catalysis in_Chemistry and

Enzymology, page 288 (McGraw-Hill, New York 1969). Nio obstante
essa sugestdo lata, ndo foram sugeridos haptenos de estados de

transigdo especificos nem foram sugeridas reacgbes especificas
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Pela teoria guimica actualmente aceite, pensa-se que a
hidrolise de 1ligagdoes amida e éster se desenvolve, em meio

aquoso, por uma reac¢zo no atomo de carbono do carbonilo para

constituir um estado de transigZo que contém um atomo de carbono
tetraédrico 1ligado a (a) um &tomo de carbono da parte &acida da

amida ou éster, (b) dois atomos de oxigénio, sendo um do grupo

carbonilo e o outro de um ifio hidroxilo ou de uma molécula de
agua do meio e (c) o atomo de oxigénio da parte alcool de um

éster ou o atomo de azoto da parte amina de uma amida. Os estados

de transigdo destas reacg¢des sdo construcdes mentais GOteis que,
por definig¢do, ndo podem ser isoladas, em comparagio com oS

estados intermediarios que s3o isolaveis. Ainda que os referidos

estados de transigfio de hidrélise nd@o possam ser isolados, um
grande wvolume de literatura cientifica tem sido dedicada a este

assunto.

Ainda que se creia que o estado de transigZo acima descrito
para a hidrdolise de amidas ou ésteres esteja bem compreendido, os

parametros topolégicos, isto &, tamanho, forma e carga dos locais
de ligagdo dos receptores onde amidas especiais, como as

proteinas, ou ésteres, como as gorduras, reagem através de

estados de transigdo, n3o estio bem compreendidos. Seria portanto
benéfico que se conhecesse a topologia de varios locais de

ligagdo, de modo a que se pudessem estudar as interacgbes dos

ligandos que se ligam a esses locais. Infelizmente, a topologia
dos locais de ligacgdo dos receptores nas hidroélises bioloégicas, &

em geral desconhecida, excepto para um numero relativamente

peqgueno de enzimas de que se determinaram, por raios X, as
estruturas cristalinas.

Esta falta de conhecimento da topologia dos 1locais de
ligagdo provém em parte da caréncia de conhecimentos mesmo da

localizagio nas células de muitos locais de ligagio dos recep~-

tores. Além disso, nos locais de ligagio dos receptores em que a
localizagdo €& conhecida, a identidade quimica, isto e, a

composigido da proteina e dos hidratos de carbono, do local de
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ligagdo &, geralmente, desconhecida. Assim, o investigador vé-se
geralmente impedido de procurar compreender as exigéncias topo-

légicas dos locais de ligagdo dos receptores e, portanto, de
procurar construir agentes terapéuticos que satisfagam essas

exigéncias.

0s investigadores devem portanto pesquisar agentes terap@u-
ticos potenciais em estudos de culturas de células ou em animais,

para determinar se um agente terap@utico potencial pode ser atil.
Estes sistemas, ainda que GOteis, sdo caros e 0 seu uso muito

demorado.

Mesmo quando a topologia e a reactividade quimica de um
receptor de hidrélise, como um enzima, sdo conhecidas, os

enzimas, p. ex. as proteases de hidrolise, normalmente cindem os
seus substratos, cadeias polipeptidicas, adjacentes a um residuo

de aminoacido particular, que pode ocorrer varias vezes ha cadeia

polipeptidica da proteina. Ainda que estas cistes, relativamente
ao acaso, possam ser Uteis na obtengdo do mapa polipeptidico da

proteina, essas cisBes relativamente casuais ndo sdo tdo uteis

quando se pretende que sejam produzidas sequéncias de residuos de
aminoacidos, particulares.

Por exemplo, as técnicas modernas de engenharia genética
tém-se mostrado Gteis na preparagdo de proteinas de fusdo que

contém uma proteina ou polipéptido desejado, fundido com o

produto de transcrigdo de um gene vector como o lac z. O uso
destas proteinas de fusfo &, contudo, dificultado pela presenca

de fragmentos do produto do gene vector. Seria portanto benefico

se moléculas de tipo enzima proteolitico pudessem ser criadas
para cindir estes produtos de fusZo, entre partes desejadas e ndo

desejadas da proteina ou polipéptido de fusio.

Recentemente, Lerner, Tramontano and Janda [Science, 234,

1566 (1986)] descreveram anticorpos monoclonais que hidrolisavam

cataliticamente um éster. Tramontano e Lerner descreveram tambeéem
o uso de anticorpos monoclonais para hidrolisar esteres, na

Patente dos E.U.A. NO. 4 656 567. Pollack, Jacobs e Schultz
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[Science, 234, 1570 (1986)] descreveram também uma proteina de
mieloma denominada MOPC167 [Leon et al., Biochem., 10, 1424

(1971)] que catalisa a hidrolise de um carbonato.

Nas duas descrigdes de Lerner e Tramontano os anticorpos

foram produzidos contra um fosfonato que foi sintetizado para
representar um analogo estavel do estado de transigio tetraédrico

de hidroélise do éster de acido carboxilico ou éster carbonato. 0O

anticorpo principalmente discutido por Pollack et al. era uma
proteina de mieloma que se verificou ligar a um fosfonato que era

estruturalmente analogo ao analogo de carbonato hidrolisado.

Assim, no trabalho de Lerner e Tramontano et al., o
substrato a ser hidrolisado era pré-seleccionado, sendo o analogo

imunizante e os anticorpos de hidrolise sintetizados de acordo
com o produto pretendido. Pollack et al. planearam o substrato a

ser hidrolisado pois sabiam a especificidade da proteina do

mieloma. Pollack et al. também relataram (anterior) a existéncia
de um sistema anticorpo catalitico, substrato e substrato analogo

para a hidrélise de carbonatos, semelhantes, no seu conceito, ao

de Lerner et al.. O trabalho que se refere a este sistema esta
descrito em Jacobs et al., J. Am. Chem. Soc., 109, 2174 (1987).

O pedido, publicado, de patente WO B5/02414 discute o uso
possivel de anticorpos como catalisadores e apresenta dados que

se referem ao uso de soro policlonal na hidrélise do o-

-nitrofenil-beta-D-galactésido. Nesse pedido diz-se que os
anticorpos uteis s#o indutiveis por um reagente, por um interme-

diario da reacgdo, ou por um analogo do reagente ou do produto ou

dum intermediario da reacgdo. O termo “analogo" ali definido
abrange isoémeros, homdélogos ou outros compostos que se asseme-

lhem suficientemente ao reagente, em termos de estrutura quimica,

de modo a que um anticorpo, produzido contra um analogo, possa
participar numa reacgfo imunologica com o reagente, mas que nao

catalise, necessariamente, a reaccgio do analogo.

Os resultados apresentados nessa memoria descritiva apenas

indicam ter ocorrido alguma cisdo do substrato (reagente)
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galactdsido, o longo de um periodo de tempo de 18 horas, usando
uma preparagdo de anticorpo relativamente concentrada (diluigtes
i:1 e 1:20). Ainda gue se cite o termo catalise, nZoc foi
evidenciada actividade catalitica pois que ndo se verificou
nenhum retorno do anticorpo pretensamente catalisador nem houve
indicagZo da percentagem de substrato galactdsido cindido. Aguele
pedido de patente indicou gue a beta-D-galactosidase cindia cerca
de dez verzes mais substrato que os anticorpos policlonais,
assumindo linear idade de absorvancia & concentragdo nZo referida

do substirato estudado.

Dos resultados apresentados nesse pedido de patente, €
possivel que tenha ocorrido a substituigZo nucleofila do grupo

o-nitrofenilo por um grupo amino terminal de um residuo de

lisina da preparag&o de anticorpos utilizada. Assim, a absorvan-
cia oObservada poderia ser devida & formagdo de epsilon-amino-
~lisinil-~go~nitrofenil-anilina ou & formagdo de um epsilon—
~amino-lisinil-galactésido e o-nitrofenol; qualquer das ocorrén-
cias ndo seria catalitica uma vez que o anticorpo era consumido,

mais do que reconstituido.

A patente dos E.U.A. N2. 4 792 446, de Kim et al. descreve a
produgio de anticorpos catalisadores. Esses catalisadores reagem
com um supstrato e s3o originados por uma molécula de hapteno,
revelando o substrato e as moléculas de hapteno uma substancial
semelhanca estrutural em partes diferentes das do atomo ou grupo

nos quais a reacgdo catalitica ocorre, isto € o local da

"
reacgzo. No local da reacgido, o substrato e o hapteno diferem
pelo Tfacto de o local de reacgi@o, ou os nucleos cataliticamente
activos, do hapteno conter uma valéncia mzis elevada e uma ou
mais ligagBes do que a estrutura andloga do substrato.

flém disso, o hapteno inclui um grupo gque esta ligado &
porgido cataliticamente activa da molécula, isto €&, a porgéo
estruturalmente analoga do local reactivo do substrato. Diz-se
gue esse grupo adicional & 0til para introduzir no anticorpo
catalisador uma carga idénica positiva, como com O grupo —COé, ou

uma carga ionica negativa, como com o iZo aménio. Diz-se ainda



72 167
SCRF Case 195.1(POR) ~

~10- ‘
que esse grupo adicional substitui o ~-0OH do substrato, para criar
ampbientes polares, para criar ambientes n3o polares ou para

fornecer uma cavidade para agua.

Lerner et al., BioAssays, 9:107-112 (1988) revelam também o

uso de um grupo ionicamente carregado de um hapteno imunizante
para induzir a presenga de um grupo de carga oposta no local de

combinagdo do anticorpo, de modo que a catiélise acido-base possa

ser facilitada pelo uso de um substrato ndo carregado. Esta
estratégia de indugdo de anticorpos cataliticos & ali referida

como ‘“engodo e comutagio" ("bait and switch") pois que o

anticorpo catalitico ¢é induzido ou "engodado" por um hapteno
carregado e o substrato para o anticorpo catalisador induzido &

comutado para uma molécula neutra de modo que a carga idnica

complementar & carga iénica do hapteno, induzida no anticorpo,
possa ser utilizada para proporcionar catalise acido-base a uma
reacgdo de substrato neutro. Nio se revelam, contudo, quaisquer

estruturas hapténicas especificas para proceder a estratégia de
"engodo e comutacio”.

Breve Sumario do Invento
0 presente invento refere-se a uma molécula de anticorpo ou

molécula contendo um local de combinagio do anticorpo (molécula

catalitica) que hidrolisa cataliticamente uma ligag8@o preé-selec-
cionada, amida ou éster de acido carboxilico, de um 1ligando

reagente, refere-se a processos para a preparagao e uso desta

molécula e a células que produzem a molécula catalisadora.

As moléculas cataliticamente activas sio, de preferéncia,

moléculas de anticorpos monoclonais ou moléculas que contenham
porgtes de 1locais de combinagdo dos anticorpos monoclonais. O

local de combinagido do anticorpo destas moléculas imunorreage

(liga-se) com pelo menos duas moléculas de ligando. A primeira
molecula de ligando € um ligando reagente que contém a 1ligagéo

preé-seleccionada amida ou éster de acido carboxilico a ser

hidrolisada, bem como um residuo quimico, contendo carbono,
ligado a cada uma das porgdes acido carboxilico e amina ou

alcool, da ligagao que € hidrolisada.
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Um segundo ligando & um ligando hapténico usado directa ou

indirectamente para induzir as moléculas cataliticas. 0 1ligando
hapténico & estruturalmente analogo ao ligando reagente e contém
um atomo de carbono tetraédrico ligado a um grupo hidroxilo e a
um atomo de carbono saturade numa posigdo, no ligando hapténico,
correspondente a posigdo do grupo carbonilo e & do heteroatomo
ligado ao carbonilo, respectivamente, do ligando reagente preé-
~seleccionado, de amida ou éster de acido carboxilico, a ser

hidrolisado. Assim, por exemplo, quando uma ligagao amida

0
(—3~NH~) ou éster (-g—o—) vai ser hidrolisada no ligando
OH

reagente, o ligando hapténico contera um grupo —éH—CHZ em posigao
analoga & do grupo que contém a ligacZo éster ou amida. Os
residuos quimicos contendo carbono,ligados ao atomo de carbono
tetraédrico e ao atomo de carbono saturado do hapteno, sdo
estruturalmente analogos (semelhantes) aos residuos quimicos
ligados a porg¢ao carboxilo e & porgdo amina ou alcool, respecti-
vamente, do ligando reagente.

Um ligando hapténico contém, também, um grupo que apresenta
uma carga idénica em solugdo aquosa, a valores fisiolégicos do pH.
Esse grupo que apresenta a carga iodnica esta ausente da posigéo
correspondente do 1ligando reagente e localiza-se dentro de um
volume esférico definido por um raio de cerca de 7 X 10‘1orn(7 &)
com maior preferéncia entre cerca de 2 x 10710 ¢ cerca de 5 x
x 10710 g (2 -5 ﬁ), a partir do acima mencionado atomo de
carbono tetraédrico 1ligado ao grupo hidroxilo. 0 grupo que
apresenta carga iodnica proporciona, de preferéncia, um ido
carboxilato ou aménio, em solugfo aquosa, a valores fTisioldgicos
de pH.

Um ligando reagente pode ser representado pela estrutura

8]
r1-d_x_r2
onde Rl e RZ representam residuos quimicos, contendo atomos de
carbono, do reagente e

-X- é& -0- ou ~NR3- onde RS & hidrogénio ou um terceiro
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residuo quimico contendo carbono. Um ligando hapténico pode ser
representado pela estrutura
OH
R1 —CH-cHR3 -2’
onde R e r2’ representam residuos contendo carbono dque s&o
estruturalmente analogos a Rl e R2, respectivamente. Pelo menos
um, entre Rl’ e Rz,, contém um grupo que apresenta carga ibnica
em solucgdo aquosa a valores fisiologicos do pH e esse grupo
carregado ionicamente localiza-se dentro de um volume esférico
definido por um raio de cerca de 7 X 10-10 m, de preferéncia
entre cerca de 2 x 1010 & cerca de 5 x 10-10 (2- 5 ﬁ) a
. ?H
partir do grupo -CH- da referida estrutura. RS, e¢ H quando -X-
for ~0- ou R3’ & estruturalmente analogo a RS gquando -X- for
-NR3-.

Também s3o abrangidas pelo invento as ceélulas que produzem
as referidas moléculas cataliticas quando cultivadas em meio

adequado, in vivo ou in vitro. Essas células, de prefer&ncia, néo

s6 produzem moléculas cataliticas como tambeém segregam essas
moléculas cataliticas para o meio de cultura. Um desses tipos
preferidos de células € a celula do hibridoma.

E tambem abrangido um processo de preparagdo das referidas
células. Neste processo, imuniza-se um animal com um imunogénio
gque inclui um ligando hapténico acima descrito, presente em
quantidade suficiente para induzir anticorpos contra o hapteno,
no animal. Mantéem-se o animal por um periodo de tempo suficiente
para que segregue anticorpos que imunorreajam com o ligando
hapténico.

Os genes que codificam as moléculas de anticorpo ou as
moléculas que contém porgdes de locais de combinacgéo do
anticorpo, sido transferidos das células que produzem anticorpos
no animal mantido e imunizado, para células hospedeiras para se
formarem células hibridas. Estas células hibridas contém genes de
pelo menos duas origens. Quando cultivadas, as células hibridas

produzem moléculas de anticorpo ou moléculas que contém porgoes
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de 1locais de combinagdo do anticorpo dos genes transferidos e
tais células podem ser cultivadas de modo substancialmente

ilimitado quando comparadas com as células produtoras de anticor-
pos transferidos pelo gene.

As células hibridas sdo cultivadas num meio apropriado e sob
condigbes de cultura apropriadas, durante um periodo de tempo

suficiente para que essas células hibridas produzam moléculas de

anticorpo ou moléculas contendo porgtes de locais de combinhagdo
do anticorpo, que sZo recuperadas e pesquisadas para se identifi-

car uma célula hibrida que produza moléculas de anticorpo ou

moléculas que contenham porgdes de locais de combinagdo de anti-
corpo, que hidrolisem cataliticamente a ligagio pré-seleccionada

amida ou éster de acido carboxilico do ligando reagente. Desen-

volvem-se entido clones da célula hibrida identificada.

Esta abrangido pelo invento um processo de hidrolisar

cataliticamente wuma ligagd@o pré-seleccionada éster ou amida num
ligando reactivo. Neste caso, uma quantidade cataliticamente

eficaz das moléculas cataliticas acima referidas €& misturada com

moléculas do ligando reagente, num meio aguoso, para constituir
uma mistura reaccional. Esta mistura reaccional é mantida por um

periodo de tempo suficiente para que as moléculas do 1ligando

reagente se 1liguem as moléculas cataliticas e para que as
moléculas cataliticas hidrolisem cataliticamente a ligagdo preé-

~-seleccionada, formando produtos de hidrolise. Um ou mais dos

produtos formados pode, entdo, ser recuperado.

Breve Descricio dos Desenhos

Nos desenhos que fazem parte desta descrigdo:

a Figura 1 ilustra as formulas estruturais de ligandos

hapténicos especificos (compostos 1l1la, 2, 5a, 6 e 7), de um
inibidor (composto 1b), de substrato ou de 1ligando reagente

(composto 3) e do produto de reacgido (composto 4) aqui discutido
e utilizado.

A Figura 2 € um grafico que mostra duas curvas de pH vs. log K
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A parte superior (Fig. 2A&) ilustra um grafico de log K%%t\QS.

g

para valores logaritmicos entre -3 e -2 (circulos a cheio) para a
reaccio, catalisada pelo anticorpo monoclonal 30c6, do ligando
rezgente composto 3. A linha gue passa pelos pontos foi calculada

usando a equagio

k2P = (k

a
cat )

cat

A parte inferior (Fig. 2B) mostra um grafico de log k&%s VS,
pH para valores logaritmicos entre -9,5 e -7,0 ({(tridngulos a
cheio), para a reacgdo do Composto 3 extrapolada até & concen—
tragdo zero do tampdo. A linha calculada foi obtida usando a
equagao

c _
Kobs = Ko + Hoy~[OH].

Os valores de pH para ambos os graficos estdo entre 55 e
8,5. Os valores para K ,t, Kz (PKg), Ky © Koy estfo indicados nha
seccao "Resultados", a seguir.

A Figura 3 € um grafico em 2 partes, semelhante ao da Figura
2. A parte superior (Fig. 3A) ilustra um grafico de log K. ¢ VS.
pH para valores 1log entre cerca de -3 e cerca de -1 (circulos a
cheio) para a reacgfo, catalisada pelo anticorpo monoclonal 2746,
do ligando reagente composto 3.

A parte inferior da Figura 3 (Fig. 3B) mostra graficos de
log Ko (constante de velocidade observada) vs. pH para valores
log de cerca de -8 até cerca de -6 (triangulos a cheio) para a
reacgio de hidrélise do composto 3, catalisada pelo anticorpo
monoclonal 27A6. Os quadrados a cheio indicam o log Kgng VS. pH
para a mesma reacgao extrapolada ate a concentragio zero do

tampdo. A linha calculada foi obtida usando a equagao

Kobs = Ko [OH ]
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Descrigdo Detalhada do Invento

I - Introdugio

0 presente invento refere-se a moléculas de anticorpo ou a
moléculas contendo porgoes de locais de combinacgido de anticorpo

que colectivamente podem ser referidas como receptores ou como

moléculas cataliticas que sZo induzidas por um ligando hapténico,
analogo em estruturas a um ligando reagente. 0 ligando hapténico

imita estereoquimicamente a conformagZo mas n3o a carga idnica de

um estado de transigio na sequéncia de reacgbes da hidrdlise de
uma ligagdo eéster ou amida do ligando reagente. As moléculas

cataliticas [moléculas de anticorpo ou moléculas que contém

porgtbes de 1locais (paratépicos) de combinagdo de anticorpo]
ligam-se ao ligando hapténico e ao ligando reagente. Pensa-se que

as moléculas cataliticas estabilizam o estado de transigio

hidrolitico de uma porg¢io pré-seleccionada do ligando reagente,
bem como fornecem um residuo de aminoacido carregado ionicamente

que contribui para a catalise, acido-base ou nucledfila . da

reacg@o de hidroélise catalisada. Estas moléculas hidrolisam
cataliticamente o ligando reagente.

Os anticorpos e enzimas s3o ambos proteinas cuja funcgdo
depende da sua capacidade de se ligarem a moléculas alvo

especificas. As reacgdes enzimaticas diferem das reacgbes imuno-
légicas pois que numa reacgio enzimatica, a ligagdo do enzima ao
seu substrato conduz normalmente a catilise quimica enquanto que
o resultado usual duma ligagfo anticorpo-antigénio € um complexo

nao catalitico.

Cré-se dque os enzimas catalisam a hidrélise das proteinas

por se combinarem com a proteina, estabilizando o estado de
transigdo da reacgdo de hidrolise. Cré-se geralmente que a

velocidade de uma reacgio enzimatica € aumentada relativamente a

velocidade de uma reacgio n3o-enzimatica devido a capacidade do
enzima estabilizar o estado de transigio da reacgdo, isto €&, de

reduzir a energia 1livre do estado de transicio e portanto a

energia 1livre de activagdo da reacgdo [Jencks, W.P., Adv.
Enzymology, 43, 219 (1975) e Pauling, L., Amer. Scientist, 36 58

(1948)]. Um apoio para esta teoria vem da observagido de que
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substdncias que se pensa regularem os alegados estados de
transigdo estdo muitas vezes, fTortemente ligadas ao enzima como
inibidores competitivos. Leinhard, 6., Science, 180, 149 (1973) e

Wolfenden, R., Acc. Chem. Res., 5, 10 (1972). Pensa-se ainda que

o enzima obtém esta redugdo de energia livre por se ligar a

geometria do estado de transigdo do reagente mais fortemente do
que se liga ao(s) corresponde(s) substrato(s) ou produto(s).

Isto significa que a energia de ligagdo intrinseca do enzima
€ muito maior do que a que se pode medir pela ligagdo dos

substratos ou produtos. A energia de 1ligacio do enzima &

utilizada, principalmente, para realizar a reacgao quimica
[Jencks, W.P., XVII International Solvav Conference (November

1983)].

A proposigdo inversa € a de que um anticorpo dque seja
preparado para se ligar optimamente a uma imitagdo adequada de um

estado de transigdo, funcionara como um catalisador. A demons-
tragdo deste resultado completa a correlagio entre a fungio do

enzima e a estrutura dum anticorpo e permite—-nos uma abordagem

util para projectar enzimas artificiais.

A ideia basica que esta por detras da hidrélise imunolégica

aqui descrita contempla o uso de um ligando hapténico na indugédo
de anticorpos de especificidade predeterminada que (a) de

preferéncia se 1ligam, e portanto estabilizam, o estado de

transigdo da hidrdlise da ligagdo amida ou éster, por ligag¢do ao
ligando reagente especificado e que (b) presumivelmente proporci-

onam um residuo de aminoacido, catalisador de reacgldo acido-base

ou nucledfila | ionicamente carregado, no local de combinagdo
induzido. Um 1ligando hapténico util estimula, neste caso, a

conformagio mas ndo a carga idonica de um estado de transigdo de

alta energia da hidrélise da amida ou éster, para induzir a
produgdo de anticorpos com a capacidade de se ligarem aos

referidos substratos (ligandos reagentes) e de estabilizarem a

sua hidroélise. 0 ligando hapténico também inclui um grupo que
proporciona uma carga iénica, em solugio aquosa a valores

fisioldgicos do pH, para induzir um residuo de aminoacido de
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carga oposta no local de combinagdo do anticorpo. Cré—;e que o

residuo de aminoacido de carga oposta proporciona o efeito

catalitico da reacgdo acido-base ou nucledfila

Esta ligagdo preferencial e estabilizagdo resulta numa

reducdo da energia de activagfio da reaccfo de hidrélise, indo ao
encontro de um critério para a catalise. A presenca de um residuo

de aminoicido carregado, no local de combinagdo, pode simular os

residuos carregados presentes em locais activos dos enzimas
proteoliticos, como sejam as proteases da serina. Os anticorpos

que apresentam esta propriedade podem ser obtidos por imunizacio

com haptenos sintéticos que estejam quimicamente modificados de
modo a induzirem um residuo carregado e a simularem as caracte-

risticas de 1ligag3o de um substrato de ligando reagente que

esteja a sofrer hidrélise de ligagBes, isto &, por imunizagio com
um simulacro estereoquimico do estado de transicdo de determinada

reacgao.

Mostrou-se que anticorpos monoclonais catalisam diversas
reacgoes de transferéncia de acilo [(a) Tramontano et al. Proc.

Natl. Acad. Sci. USA, B3:6736 (1986); (b) Tramontano et al.
Science, 234:1566 (1986); (c) Jacobs et al., J. Am. Chem. Soc.,

109:2174 /1987); (d) Napper et al., Science, 237:1041 (1987); (e)
Janda et al., Am. Chem. Soc., 110:4835 (1988); (f) Janda et al.,
Science, 241:1199 (1988); (g) Janda et al., Science, 244:437

(1989)], utilizando modelos de estados de transicdio hapténicos
[(Lerner et al., BioAssays, 9:107-122 (1988)].

Com wvista a expandir o ambito e as capacidades destes

receptores ou anticorpos hidroliticos, também aqui referidos como
abzimas (“abzymes"), devem ser desenvolvidas novas estratégias

para causar a actividade catalitica nos locais de combinagZ@o dos

anticorpos. Relatéorios recentes tém-se concentrado sobre a
modificagdo de wum local ou bolsa de ligagiio do anticorpo, quer

atraves de metodos semi-sintéticos [(a) Pollack et al., Science,

242:1038 (1988) (b) Pollack et al., J. Am. Chem. Soc., 111:192%
(1989)] quer de mutagénese dirigida ao local [Baldwin et al.,

Science, 245:1104 (1989)]. Contudo a generalidade destas estraté-
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gias pode ser reduzida devido a caréncia de dados estruturais

disponiveis sobre anticorpos cataliticos.

Sentia~se que podia ser mais vantajoso um processo gue
pudesse induzir grupos cataliticamente activos de novo a partir
de  um antigénio hapténico, pois que se pode aproveitar a grande
variabilidade da resposta imunitaria, através dos processos
somaticos de mutagio, para realizar a mutagénese “in vivo". O0Os

“Resultados" aqui adiante discutidos descrevem uma tactica que
obriga um residuo de aminoacido, dentro do local de combinagido da

molécula de anticorpo induzida, a ajudar qualquer reacgido de

transferéncia de acilo, por uma metodologia anteriormente denomi-
nada catalise "engodo e comutagdo".

Este plano envolveu a colocagdo de uma carga ionica no
antigénio ou ligando hapténico, Composto la (Figura 1), muito

perto da porgdo acilo a ser hidrolisada. Nos anticorpos produzi-

dos contra este hapteno considera-se que haja(m) residuo(s) de
aminoacido(s) no local de combinagio, com uma carga complementar

desta carga hapténica [(a) Pressman et al., J. 8m. Chem. Soc.,

68:250 (1946); (b) Pressman et al., J. Am. Chem. Soc., 75:686
(1953); (c) @rossberg et 2al., J. Am. Chem. Soc., 82:5470 (1960);

(d) Shokat et al., Nature (London), 338; 269 (1989)].

Além disso, o Composto la apresenta ao anticorpo um grupo
hidroxilico com uma geometria tetraédrica que serve como simula-

cro estereoquimico ou representagio estereoquimica do estado de
transigao de transferé&ncia acilo. Manteve-se esta posig3o ndo

carregada para que ndo houvesse efeitos electrostaticos adicio-
nais.

0 substrato benzoato ou ligando reagente, Composto 3,

(Figura 1) correspondente ao composto hapténico la tem dimensdes
estereoquimicas semelhantes (determinadas por calculos de MM2)

mas carece de carga positiva. Em consequéncia, o residuo de

aminoacido ionicamente carregado que se assume estar no local
induzido de combinagdo catalitica do anticorpo € libertado pela

formagdo de um par iénico e actua como catalisador potencial
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G 1ligando hapténico piridina, Composto 2 (Figura 1), actua
como controlo pois & estruturalmente idéntico ao Composto la, mas
falta-lhe o'grupo metilo e uma carga a valores fisioloégicos do
pH. Utilizou-se anteriormenie a complementaridade de carga para
eliminar um protdoc do substrato, numa reacgio de eliminagdo B
catalisada por anticorpo, ainda gue nao tivesse sido Teita
gualquer comparagio com um hapteno neutro. Shokat et al., Nature
(London), 338:269 (1989).

0 termo "receptor" €& agui usado para designar uma molecula
activa biologicamente que se liga a um ligando reagente, ligando
inibidor ou ligando hapténico. As moléculas (cataliticas) recep-
toras, do presente invento, sZo anticorpos, anticorpos substan-—
cialmente intactos ou porgbes poliamida contendo idiotipo (con-—

tendo paratopo) de um anticorpo.

& actividade biolégica de uma molécula receptora é eviden~-
ciada pela ligagdo do receptor ao seu ligando reagente antigéni-
co, ligando inibidor ou ligando hapténico, apds a sua mistura num
meio aquoso, pelo menos a valores fisiologicos do pH e forgas
jénicas fisiolodgicas. De preferéncia, os receptores tambem se
ligam a um ligando antigénico, numa gama de valores de pH entre
cerca de 5 e cerca de 9 e a forcas idnicas como entre a da agua

destilada e a do cloreto de so6dio a cerca de 1 molar.

As porgdbes poliamida contendo idiotipo (locais de combinagé@o
de anticorpos ou paratopos) de anticorpos sdo aquelas porgdes de
moléculas de anticorpo que incluem o idiotipo e que se ligam ao
ligando reagente ou ligando hapténico. Estas porg¢oes incluem oS
fragmentos Fab, Fab’ e F(ab’), preparados a partir de anticorpos
por técnicas de cisdo enzimatica ja bem conhecidas. Ver por
exemplo, Patente dos E.U.A. N2. 4 342 566 de Theofilopoulos e
Dixon, na generalidade, e, especificamente, Pollack et al.
[Science, 234, 1570 (1987)], que relataram que as velocidades

hidroliticas aceleradas para os fragmentos Fab eram as mesmas que

as da Ig nativa. Como os anticorpos dos quais se obtem as
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poliamidas contendo idiotipos, s3o referidos como produzidos
contra ou induzidos por imunogénios, os receptores de poliamida

contendo idiotipos serdo tratados como tendo sido "produzidos
contra™ ou "induzidos", sabendo-se que normalmente &€ necessario

um passo de cisdo para se obter de um anticorpo, uma poliamida

contendo idiotipo. Preferem-se, contudo, anticorpos intactos e,
no presente invento, estes serdo usados para ilustrar moléculas

receptoras.

Os receptores (moléculas cataliticas) (teis no presente
invento sdo, de preferéncia, anticorpos monoclonais ou suas

porgdes. Um "anticorpo monoclonal" & um receptor produzido por
clones de uma GOnica célula que produz, e muitas vezes segrega,

uma so espécie de molécula receptora. A célula de hibridoma € um

exemplo destas células e & obtida por fusio de uma célula
produtora de anticorpo, com uma célula de mieloma ou com outra

linha de células que se auto-perpetuam.

As técnicas de preparagdo de anticorpos monoclonais do
presente invento, usando a tecnologia dos hibridomas, sfo ja bem
conhecidas. Estes receptores foram primeiramente descritos por
Kohler e Milstein, Nature, 256, 495 (1975), aqui citados apenas
para referéncia. Os anticorpos monoclonais s#o normalmente

obtidos a partir de culturas de tecido de hibridoma ou de fluido
ascitico obtido de mamiferos nos quais se tenha introduzido

tecido de hibridoma. Ambos os métodos sio aqui descritos.

As moléculas monoclonais cataliticas sdo aqui preferidas
pela sua especificidade unica em se ligarem a um determihado

epitopo tal como um ligando hapténico imunizante particular e um
ligando reagente, bem como pela sua actividde catalitica especi-

fica relativamente mais elevada quando comparada com a dos anti-

corpos policlonais. Podem também ser aqui usadas preparagdes de
anticorpos policlonais mas normalmente tém de ser separadas em

fracgbes que se 1ligam a 1ligandos hapténicos imunizantes em

fracgbes que se ligam a epitopos estranhos como os dos portadores
antigénicos.
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Os anticorpos policlonais que se ligam ao ligando hapténico
podem ser separados por separagio por afinidade, usando um

ligando hapténico como absorvente de afinidade. Apos mistura e
manutencio de uma preparacio de anticorpo com o absorvente de

afinidade durante um tempo suficiente para que tenha 1lugar a

imunorreacgio apropriada, separa-se o absorvente de afinidade da
restante porgédo da preparagdo de anticorpo.

A porgdo restante separada do anticorpo, 1ligada ao
absorvente de afinidade, contém os anticorpos que se ligam ao

ligando hapténico, enquanto que os anticorpos na porgdo restante,

separada, da preparagido de anticorpos se ligam a epitopos
estranhos. Esses anticorpos ligados por afinidade podem, depois,

ser isolados pelas técnicas usuais para separar entidades

ligadas, dos absorventes de afinidade, tais como a lavagem do
absorvente com hidrocloreto de glicina a pH 2.

Um "ligando" & aqui definido como uma molécula ou complexo
gue imunorreage ou se liga a um local de combinagdo duma molécula

receptora de anticorpo. 8S3o aqui considerados dois tipos princi-

pais de ligandos. O primeiro & denominado ligando hapteénico e €
usado como imunogénio para induzir a preparagio de moléculas de

receptores, como inibidor da reacgdo catalisada pelas moléculas

de receptores e como antigénio em ELISA ou outros ensaios. o
segundo refere-se ao ligando reagente ou substrato e constitui a

molécula que sofre a reacg3o catalisada. 0 ligando hapténico é

essencialmente inerte em relagdo a reacgio catalisada.

Os analogos quimicos de ligndos reagentes amida ou ester,

aqui descritos, tém sido sintetizados como haptenos que incorpo-
ram um atomo de carbono tetraédrico ligado directamente a um

grupo hidroxilo e também ligado directamente ao atomo saturado de

carbono num local especifico, predeterminado, para mimetizar a
conformagio mas n&o a carga idnica do estado de transigio hna

hidrolise de uma ligac3o amida ou éster de um 1ligando reagente

estruturalmente semelhante ou anilogo.

A hidroélise da ligagio amida de polipéptidos ou proteinas
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requer ligandos hapténicos qgue estejam substancialmefite isentos
de  hidrolise quando utilizados como imunogénios hapténicos.
Assim, um ligando hapténico gque inclua o carbono tetraédrico, o
seu grupo hidroxilo e o atomo de carbono adjacente saturado

directamente ligado, esta livre dessa possivel hidrolise.

As cadeias polipeptidicas curtas podem induzir a produg&o de
anticorpos que reconhegam e se liguem a uma proteina homdloga num
local especifico predeterminade. O presente invento representa um
importante avango relativamente aoc trabalho anterior sobre
polipéptidos.

Neste invento, os anticorpos (receptores) s@o induzidos por
uma primeira molécula (o ligando hapténico) imunizante, que
apresenta carga iodonica e reconhecem e ligam-se ndo SO a essa
primeira molécula, mas também a uma segunda molécula relacionada
(o ligando reagente) que esteja livre de carga ibnica em posigao
analoga. Na 1ligagZo & segunda molécula, o receptor provoca
hidrélise (que como aqui se mostrou €& catalitica) de uma ligagdo
pré-seleccionada de éster ou amida que corresponde, em topologia,
a topologia da primeira molécula hapténica imunizante. A corres-
pondéncia em topologia, isto &, o tamanho € a forma mas nh3o a
carga io6nica, proporciona um meio de pré-seleccionar o local onde
ocorre a hidrélise do ligando. 0Os ligandos inibidores que se
assemelhem a estrutura de um ligando hapténico ou a de um ligando

reagente sio também ligados pelas moléculas do receptor.

Em consequéncia, por sintese de um ligando hapténico
imunizante relativamente pequeno, pode induzir-se a produgdo de
moléculas de receptor que reconhecem, que se ligam € que cindem,
cataliticamente, uma ligagdo de amida ou éster numa outra
molécula que contenha diversas ligag®es amida ou éster. Assim,
poden ser preparadas moléculas receptoras que hidrolisem catali-
ticamente uma ligacfio escolhida, predeterminada, amida, de uma
proteina ou polipéptido, como por exemplo uma proteina de fusao
criada por engenharia genética ou uma ligagido éster de um éster

pré~seleccionada, num polieéester.
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Este resultado implica que se pode conferir a actividade de
proteases e esterases até agora desconhecidas, as imunoglobuli-

nas.

II - Estado de Transicfo da Esterdlise e Planeamento de Ligandos

Hapténicos
0 planeamento de ligandos haptenicos deriva da estrutura dos

produtos de hidrdélise a serem preparados, passa pelo estado de

transigdo para a quebra de ligagbes a ser imitado e termina no
ligando hapténico. Reacgdes que envolvem a hidrolise da amida ou

do éster proporcionam exemplos ilustrativos dos conceitos gerais

e sdo aqui utilizadas a titulo de exemplo para reacgoes de
hidrolise de ésteres ou amidas.

0s processos de trans—acilagdo caracterizam-se por mecanis-—
mos de adigd@o-eliminagdo de carbonilo. 0O grupo acilo pode,

portanto, possuir varios graus de caracter tetraédrico neste

estado de transicd@io. W. P. Jencks, Catalysis in Chemistry and
Enzymology, Ch. 10, (Mc@Graw-Hill, New York, 1969). Seria de

esperar gue oS enzimas que catalisam as reacgbes de trans-acila-

cdo se ligassem bem aos analogos do ligando reagente que tivessem
uma configuracdo tetraédrica perto do centro acilo. Isto &€ ver-

dade para as proteases da serina onde se forma temporariamente

uma ligagio covalente entre o ligando (substrato) e o enzima
[Westerik et al., J. Biol. Chem., 247, 8195 (1972); R.C. Thom-

pson, Biochemistry, 12, 47 (19739) e Imperali et al., Biochemis~

try, 25, 3760 (1986)] bem como para os enzimas que catalisam a
hidratacio directa das amidas ou ésteres. EFsta nltima categoria €

inibida por compostos com uma configurag&o tetraédrica que inclua

um orupo fosfato, fosfonato ou um fosfononamidato em 1lugar da
unidade cindivel de amida [Weaver et al., J. Mol. Biol., 114, 119

(1977) e Jacobsen et al., J. Am. Chem. Soc., 103, 654 (1981)].

A hidrolise de ésteres de acidos carboxilicos € um exemplo
mais simples de trans-acilagdo que € aproximada pela imitagao

estereoquimica hapténica do estado de transicdo. As reacgOes de
hidrélise de ésteres realizam-se, geralmente, a velocidades

esponté@neas convenientes as condigoes ambientais adequadas aos
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anticorpos. Qualquer pequena aceleragdo na velocidade pode,

portanto, ser facilmente detectada.

Um 1ligando hapténico util contém um atomo de carbono
tetraédrico que esta 1ligado a um grupo hidroxilo bem como

directamente ligado a um atomo de carbono saturado. Estes atomos
imitam estereoquimicamente o atomo de carbono tetraédrico e o

atomo de oxigénio ou de azoto (heteroatomo) ligado, do estado de

transicido de hidrélise de uma ligagdo amida ou éster de acido
carboxilico, mas n3o imitam a carga iénica do estado de

transicdo. Assim, o atomo de carbono tetraédrico, o seu grupo

hidroxilo e o atomo de carbono saturado 1ligado directamente,
estdo numa posigdo do ligando hapténico que corresponde a posigéo

do grupo carbonilo bem como & do heteroatomo (oxigénio ou azoto)

ligado ao carbonilo, respectivamente, da ligagdo pré-selecciona-
da de éster ou amida de acido carboxilico, a ser hidrolisada no

ligando reagente. Os residuos quimicos contendo atomos de carbono

que sejam estruturalmente andlogos aos residuos contendo &atomos
de carbono do ligando reagente, estdo ligados ao atomo de carbono

tetraédrico e ao Aatomo de carbono saturado, de forma que os

ligandos hapténicos e reéagente sio estruturalmente semelhantes ou
analogos, excepto nos atomos em que a hidrélise tem lugar.

Esta imitagdo estereoquimica estrutural do carbonilo reacti-
vo e do atomo de oxigénio ou de azoto difere, portanto, dos

grupos fosfonato ou fosfonamidato ou do grupo carbonato, usados

anteriormente pelos cientistas como analogos do estado de
transigio da hidroélise. A actual imitagdo estereoquimica difere

ainda dos grupos discutidos na patente de Kim et al., em que a

estrutura do hapteno deste invento contém uma val&ncia mais baixa
do que a estrutura analoga no substrato e contém o mesmo numero

de ligagdes que a estrutura analoga do substrato.

Um hapteno aqui considerado util inclui, ainda, um grupo que
apresenta uma carga iénica em solu¢io aquosa, a valores fisiolo-

gicos do pH. Esse grupo que apresenta carga iédnica pode ser
ligado directamente ao Aatomo de carbono tetraédrico acima

mencionado. De preferéncia, contudo, o grupo que apresenta carga
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iénica esta ligado indirectamente ao atomo de carbono tetraédrico
e localiza-se dentro de um volume esférico definido por um raio
de cerca de 7 x 10—1Om(7 Angstroms (&)) a partir do atomo de
carbono tetraédrico. Com maior prefer&éncia, o raio tera de cerca
de 2 x 10710 ate cerca de 5 x 10710 g (2as 5).

0 grupo que apresenta carga i6nica esta ausente da posigdo
correspondente do ligando reagente ou substrato e pode ser
escolhido entre vaios grupos bem conhecidos.

Por exemplo, grupos que apresentam uma carga negativa a
valores fisiologicos do pH, para induzirem uma carga complementar
positiva no local de combinagdo do anticorpo, incluem o carboxilo
(-COHy), fosfono [-P(OH)>0], sulfo (-SO0zH), fosforo [-OP(0OH)O0],
sulfato (-0S0zH) e semelhantes. Sdo exemplos de grupos que
apresentam uma carga idénica positiva a valores fisioldgicos do
pH, para induzirem uma carga complementar negativa no 1local de
combinagdo do anticorpo, o amino (-NH5), guanidina " [-NNC(N)NH5],
amino mono- e dissubstituido onde cada substituinte contém até
cerca de 10 atomos de carbono, p. ex. um alquilo inferior em, Cq~-
-C¢, benzilo, fenilo e naftilo, ou onde dois substituintes formam
um anel de cinco ou seis membros, como no morfolino, piperidino,
pirrolidino, compostos substituidos de guanidina com os substi-
tuintes acima referidos e grupos contendo azoto quaternadrio como
os compostos de amonio trissubstituidos, como o grupo trietilamé-
nio ou um anel aromatico quaternizado como um anel de quinolinio
ou piridinio substituido. Cada um dos grupos acima de carga
neutra, existe como grupo iénico de carga negativa ou positiva,

em solugdo aquosa a valores fisioloégicos do pH.

Preferem-se os grupos carboxilo e aminas quaternarias que se
encontram em anéis heterocaromaticos e que proporcionam ides
carboxilato e aménio. As aminas quaternarias, quando quaterniza-
das por quatro grupos substituintes ou por protonagao e quando
presentes em. forma aciclica ou em forma ciclica como parte de um
anel, p. ex. como num residuo de N-metil-piridinio, sdo todas
consideradas como estando na classe dos grupos de aménio quando

se discutem grupos que apresentam carga idnica.
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Quando o grupo dque apresenta uma carga iéhica, a valores
fisioldégicos do pH, faz parte de um outro grupo que esteja ligado
ao atomo de carbono tetraédrico acima mencionado, como € O Caso
do atomo de azoto quaternario do composto de N-metil-piridinio
aqui ilustrado no composto la, o grupo que apresenta carga iodnica
€& considerado como sendo o Atomo de azoto quaternario do anel de
piridinio. O grupo que apresenta carga idnica daquela estrutura

esta, portanto, 1ligado indirectamente ao atomo de carbono

tetraédrico e o atomo desse grupo que apresenta carga iodnica que
apresenta a carga idnica, isto &, um atomo de azoto quaternario,

esta separado do atomo de carbono tetraedrico por pelo menos um
atomo, de prefer&ncia um atomo de carbono. Uma molécula como a de
um derivado do acido glicoélico contém o grupo iénico 1ligado
directamente ao Atomo de carbono tetraédrico e ao seu gfupor
hidroxilo.

0 ligando reagente & estruturalmente analogo (semelhante) ao
ligando hapténico e vice-versa, mas o ligando reagente esta livre
do acima referido grupo transportador de carga idnica em solugao
aquosa a valores fisiologicos do pH, que se situa numa posigéo

estruturalmente anidloga a posigdo desse grupo no ligando hapténi-
co. Assim, o ligando hapténico Composto la que ilustra o invento,

contém azoto quaternario do N-metil-piridinio engquanto que o

ligando substrato, Composto 3, que ilustra o invento, contém um
anel fenilo de carga neutra e os seus atomos de carbono e hi-

drogénio na posigido correspondente.

0 1ligando hapténico e/ou o 1ligando reagente (substrato)
podem ainda incluir um ou mais grupos adicionais que apresentem

uma carga iénica em solugdo aquosa a valores fisiolégicos do pH.
Estes grupos que apresentam carga iénica podem estar em locais

correspondentes ou ndo correspondentes nos dois tipos de molecu-

las de 1ligando. Além disso, um tal grupo adicional carregado
ionicamente pode existir dentro do mesmo volume esférico definido

para o grupo que apresenta carga idénica, acima descrito.

A presenca num ou noutro ou em ambos os ligandos, hapténico

e reagente, de um ou mais grupos carregados ionicamente, além de
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pelo menos um destes grupos carregados ionicamente, acima
descrito, pode também ser Util para facilitar a ligagdo de um
hapteno ao local de combinagio da molécula do catalisador. Este €
particularmente o caso de se utilizar um hapteno relativamente

pequeno como aqueles aqui ilustrados.

Por exemplo, estudos com dextranos mostraram que a ligac¢ao
maxima de anticorpos anti-dextrano ocorre com dextranos due
contenham seis ou sete residuos de glucose. Estudos com oligéme—
ros de polialanina mostkaram ligagdo maxima com um tamanho de
quatro a seis residuos de aminoacido, Chapman et al., Microbiolo-—
gy, 2nd ed., Capitulo 16, paginas 444-447. Os oligomeros mais

pequenos ligam-se menos bem e com glucose nio exibem ligacgdo.

Assim, proporcionando qualquer dos dois ligandos ou ambos
com uma ou mais cargas ionicas adicionadas pode ajudar-se &
ligacdo no local de combinagdo do anticorpo catalitico atraveés da
complementagdo da carga bem como pelo ajustamento estutural
quando o ligando & mais pequeno do que todo o tamanho que podia
ser acomodado pelo local de combinagdo.

Portanto, o ligando hapténico contém pelo menos um grupo que
proporciona uma carga iénica em solugdo aquosa a valores
fisiologicos do pH, tal como uma amina, um atomo de azoto
quaternario ou grupo carboxilo, que proporciona um grupo amonio
ou um grupo carboxilato, respectivamente. Esse grupo carregado
esta dentro do volume esférico definido e ndo tem uma posigéo
correspondente no ligando reagente.

Como ja se fez notar, o volume esférico, no qual se localiza
pelo menos um grupo que apresenta carga ioénica no 1ligando
haptenico, & definido por um raio de carca de 7 x 10'10n1(7 ﬂ) a
partir do atomo de carbono tetraédrico e, com maior preferéncia,
dentro dum volume definido por um raio de cerca de 2 X 10710 ate
cerca de 5 x 10710 (2 a g a), a partir do atomo de carbono
tetraédrico. Esses volumes esféricos e raios podem ser calculados
usando programas de computador ja bem conhecidos na arte ou pelo

uso de modelos moleculares.



72 167 L
SCRF Case 195.1(POR) A e
~28— o

Note-se que a colocagédo de pelo menos um grupo dque apresenta
carga io6nica no ligando hapténico é tal que o residuo de
aminoacido, com carga complementar presumivelmente induzida, do
local de combinagio do anticorpo, tenha acesso ao grupo carbonilo
e aos atomos, a si ligados, de oxigénio e azoto do éster ou amida
a ser hidrolisado. Posto de modo diferente, o grupo que apresenta
carga ionica do ligando hapténico nZo esta estereoquimicamente
impedido pelo atomo de carbono tetraédrico, pelo seu grupo
hidroxilo e aAtomo de carbono saturado adjacente.

Umn ligando reagente Gtil é representado pela estrutura
0
R1-L-x-R2
onde R! e RZ? representam residuos quimicos contendo atomos de
carbono e -X- & -0~ ou ~NR3~ onde RS & hidrogénio ou um terceiro

residuo quimico contendo carbono.

rl e r2 podem ser iguais ou diferentes. Cada um pode ser um
residuo de aminoacido, um polipéptido ou proteina, bem como um
radical organico como um residuo ciclico ou de cadeia aberta,
linear ou ramificada, alifatico ou alifatico substituido, in-
cluindo um residuo contendo heteroatomos, ciclico ou de cadeia
aberta e pode, também, ser um residuo aromatico, aromatico
substituido, heterocaromatico ou heteroaromatico substituido.
Desde dque o ligando reagente possa ser solubilizado em meio
aquoso que ndo iniba substancialmente a acgdo da molécula catali-
sadora e seja suficientemente grande para ser ligado pelo catali-
sador, as estruturas especificas de rl e R? podem essencialmente

ser quaisquer residuos quimicos contendo carbono.

Quando for diferente de hidrogénio (H), RS pode também
essencialmente ser qualquer residuo quimico contendo carbono,
como no caso de Rl e RZ.

Um ligando hapténico é estruturalmente analogo (semelhante)
ao ligando reagente. Um ligando reagente €& representado pela

estrutura
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OH
r1’_¢u-cHr3 -R2’

onde Rl, e RZ’ representam residuos contendo atomos de carbono
gue sejam estruturalmente analogos (semelhantes) a Rl e Rz,
respectivamente, e RS’ & estruturalmente analogo (semelhante) a
Rz quando -X- for -NRz-. Quando -X- for -0-, RS, sera hidrogénio.
Pelo menos um, entre gl e Rz,, dara também o grupo transportador
de carga idnica em solugio aquosa a valores fisioldgicos de pH,
que esta ausente do ligando reagente e esse grupo esta dentro do
volume esférico anteriormente discutido.

Refere-se na pratica que os membros dos pares de grupos R,
Rl e Rl’, RZ e Rz’, RS e R3,, sejam de tal modo analogos
estruturalmente que Rl e Rl, sejam substancialmente idénticos, R2
e R2’ sejam substancialmente idénticos e RS e R3, sejam
substancialmente idénticos, excepto guando -X- for -0-. Nesta
situag@o preferida, as diferengas entre os pares de grupos R,
numerados de modo semelhante, sio o ligando hapténico conter o
grupo transportador de carga io6nica ausente no ligando reagente,
e o ligando hapténico incluir também um atomo ou grupo que seja
utilizado para ligar o ligando hapténico & molécula portadora de
antigénio (dimunogénica) para formar um conjugado imunogenico,
como adiante se discute.

Excepto quanto as diferengas acima citadas, os grupos de
pares numerados de modo semelhante, s3o de prefer@ncia aproxima-
damente do mesmo tamanho, formato, carga e grau de insaturagao.
Se o tamanho dos pares de grupos R, numerados de modo semelhante,
diferir, entdo prefere-se que o ligando hapténico seja de maior
tamanho do que o ligando reagente, de modo que o ligando rea-
gente, mais pequeno, se possa acomodar no local de ligagdo cata-
litica induzida.

As estruturas dos ligandos hapténicos e dos 1igandoé
reagentes, utilizados neste invento, foram escolhidas de acordo
com certos critérios. Estes critérios incluem a disponibilidade e
estabilidade dos precursores que contém atomos de carbono

tetraédrico, o correspondente substrato de éster ou amida de
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acido carboxilico, a conveniéncia da sintese quimica para a sua
preparagdo e a adaptabilidade a- diversos esquemas de apresentagdo

imunolégica. Incluindo substituintes amino nos anéis aromaticos,
no grupo benzilico ou no fendlico, por exemplo, pode obter-se um

prolongamento funcional para ligagdo as proteinas de veiculo

imunogénico para a apresentagdo hapténica.

IITI - Células Produtoras de Anticorpos Cataliticos e Processos

As ceélulas que, quando cultivadas em meio apropriado,
produzem moléculas catalisadoras monoclonais (moléculas de anti-

corpos ou moléculas que contém porgdes de locais de combinacgio

dos anticorpos) que hidrolisam cataliticamente uma ligagdo preé-
-seleccionada, éster ou amida de Acido carboxilico, de um ligando

reagente sdo também abrangidas pelo invento. Essas ceélulas de

preferéncia, segregam também as moléculas referidas no ambiente
do seu meio de cultura, quer o ambiente do meio de cultura seja

in vitro ou in vivo. Numa concretizagao preferida, essas c¢élulas

sé@o células de hibridoma tal como o hibridoma 30C6.

Geralmente, estas celulas produtoras de moléculas catalisa-

doras sao preparadas imunizando um animal de laboratodorio, como um
ratinho, uma ratazana, uma cabra ou um cavalo, com um imunogéhio

que contenha uma guantidade indutora de anticorpo de um ligando

hapténico acima descrito. Normalmente, o imunogénio € um conjuga-
do do ligando hapténico com um veiculo antigénico (imunogénico),

como adiante se discute.

0 animal assim imunizado € mantido durante um periodo de
tempo suficiente para que o animal segregue anticorpos que

imunorreajam com o ligando hapténico. 0 ensaio ELISA, adiante
discutido, é (til para determinar a imunorreacgdo necessaria.

Os genes que codificam as moléculas de anticorpo ou as
moléculas que contém porgdes de 1locais de combinagao dos

anticorpos, de células que produzem anticorpos do referido animal

em periodo de manutengdo, como os esplendocitos, sdo transferidos
para celulas hospedeiras. Esta transferéncia de genes forma

células hibridas que contém genes de pelo menos duas origens. As
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células hibridas produzem moléculas de anticorpo ou com porgdes
de locais de combinagdo de anticorpos a partir dos genes

transferidos, quando cultivadas adequadamente, e podenm ser
cultivadas por tempo substancialmente indefinido no que se refere

a células produtoras de anticorpos a partir das quais se

transferem os genes. SZo exemplo de células gque podem ser
cultivadas por tempo substancialmente indefinido no que se refere

a células que transferem genes, as células de hibridoma, células

de E. coli, células de leveduras como a S. cerevisiae, células de
mamiferos transformadas como sejam as células CHO e semelhantes.

As células hibridas assim produzidas sdo cultivadas em meio
de cultura apropriada, p. ex., in vivo ou in vitro, durante um

periodo de tempo suficiente para que essas células hibridas

cultivadas produzam moléculas de anticorpos ou moleculas que
contenham locais de combinag@o de anticorpos, moléculas essas que

sdo depois recolhidas. Exemplos de condig¢gBes de cultura in _ vivo

ou in vitro das células de hibridoma sd@o aqui discutidas e sdo ja
bem conhecidas, como sdo as condigbes de cultura de células como

a E. coli, S., cerevisiae, CHO e semelhantes.

As células recuperadas sio, entdo, seleccionadas para se
identificar uma célula hibrida que produza moléculas que hidroli-

sem cataliticamente a ligagdo éster ou amida de acido carboxili-
co, preé-seleccionada, do ligando reagente. Uma vez identificada

essa c¢élula hibrida, desenvolvem-se mais clones dessa ceélula
hibrida.

0 processo referido anteriormente abrange a preparagao de

hibridomas, um processce bem conhecido na arte e dque € aqui
discutido em pormenor. E também sabido na arte que os genes que

codificam substancialmente apenas a porg#o local de combinagio de

anticorpo de uma molécula de anticorpo, podem ser transferidos de
uma célula de mamifero para outra e pretende-se que o processo

acima descrito inclua também esses processos. Também se pretende

que o processo acima descrito abranja o processo de Shastry et
al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, B6:5728 (1989) e Huse et al.,

Science, 246:1275 (1989%9), cujas revelagtes sido aqui incorporadas
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apenas para referéncia, em que as moléculas contendo porgdes de
ljocais de combinacfo do anticorpo sdc produzidas em organismos de
nio mamiferos, como a E. coli pelo uso de técnicas de engenharia
genética. 0s genes transferidos, citados nesses trabalhos,
resultam do uso de ARNm a partir de hibridomas ou de bagos de
animais imunizados para preparar genes codificadores de porgoes
anticorpo Vy ou Fab, respectivamente, que Tforam eXxpressos em

células de E. coli.

Num outro aspecto do processo deste invento, uma quantidade
catalitica das moléculas anticorpo monoclonais ou de moléculas
que contenham porgdes de locais de ligacgdo de anticorpos
{(moléculas cataliticas) produzidas por aquelas células, s&o
misturadas com moléculas de ligando reagente num meio agquosec para
formar uma mistura reaccional. A mistura reaccional assim consti-
tuida & mantida por um periodo de tempo suficiente para que as
moléculas do ligando reagente se liguem as moléculas cataliticas
e para que as moléculas cataliticas hidrolisem cataliticamente a
ligagdo pré-seleccionada. Se tal for pretendido, pode-se recolher
o produto da reacgdo de hidrélise.

Este processo hidrolitico deste invento utiliza um meio
aquoso como parte da mistura reaccional. O meio contém, normal-
mente, agua e sais tampZo. Além disso, © meio pode conter outros
sais como o cloreto de soédio, bem como sais de calcio € magnésio
soluveis em agua, como € frequente encontrar em meios contendo
proteinas. Podem também estar presentes solventes organicos como
o metanol, etanol, acetonitrilo, dimetilsulféxido, dioxano,
hexametilfosforamida e N,N-dimetilformamida. Podem ainda estar
presentes agentes tensio-actives que emulsificam o ligando
reagente e a molécula receptora. A caracteristica critica dos
ingredientes presentes no meio agquoso € a de que esses ingre-
dientes n&o interfiram substancialmente ou inibam & reacgao
catalitica, p. ex., por desnaturagio da molécula catalitica. Alem
disso, o meio aquoso deve ser substancialmente isento de sais,
proteinas em geral, e de enzimas, especialmente, que inibam a

reaccio de cisfo de ligacdo, catalisada pela molécula catalitica.
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0 meio aquoso tem normalmente um valor de pH de cerca de 5
até cerca de 9 e, de preferéncia, de cerca de 6,0 até cerca de

8,0. Podem ainda ser utilizados valores de pH maiores e menores
do que os valores citados desde que a reacgao catalisada, uma vez

mais, ndo sofra interferé&ncia substancial ou seja inibida.

As reacgdes cataliticas realizam-se normalmente a temperatu-
ra ambiente, isto &, desde cerca de 20 até cerca de 25°C ou a

37°C, e a uma pressfo atmosférica ambiente, isto &, a cerca de
uma atmosfera. Podem contudo também ser usadas temperaturas ate

cerca do ponto de congelagio do meio aquoso e até ao ponto de

ebulicdoc do meio, a pressdo atmosférica. Como se sabe, as
proteinas como as moléculas cataliticas referidas tendem a

desnaturar-se a temperaturas elevadas como aquelas a que um meio

aquoso ferve, isto €, a cerca de 100°C, e assim preferem-se
temperaturas abaixo de 40°C.

0 1ligando reagente esta presente numa wmistura reaccional
numa quantidade até & da sua solubilidade no meio aquoso. Pode

também ser usado um sistema de duas fases que inclua o ligando

reagente insoluvel, mas normalmente ndo se usa deste modo.
Normalmente, as concentragdes usadas do ligando reagente estdo

entre cerca de 0,1 micromolar (uM) até cerca de 10 milimolar

{(mM), sendo esse valor fungdo da solubilidade do ligando reagente
no meio aquoso. Se se desejar o produto, per se, usam-se

concentragdes relativamente mais elevadas do que as concentragdes

baixas usadas quando se estuda o mecanismo da reacgdo ou a
cinética da reacgéao.

Esta, também, presente uma quantidade cataliticamente eficaz
das moléculas cataliticas. Assim, as moléculas cataliticas s3o

normalmente usadas numa razdo molar em relagdo ao ligando

reagente, de cerca de 1:2 até cerca de 1:10 000, preferindo-se
uma razio molar de cerca de 1:10 até cerca de 1:100.

A razido moléculas cataliticas/ligando reagente depende
normalmente da densidade das moléculas cataliticas em relagido ao

ligando reagente e da finalidade do utilizador ao realizar a
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reacgdo. Assim quando se pretende obter o produto, usa-se uma
concentragio de moléculas relativamente mais elevada e uma razao

moléculas cataliticas/ligando reagente mais elevada. @Quando se
estuda o mecanismo da reacgdo ou a cinética da reacgdo usam-se,

normalmente, concentracdes e razdes mais baixas. Pode também

usar-se uma quantidade estequiométrica de moléculas cataliticas
ou ainda menos, mas, como se utilizam moléculas cataliticas, o

uso de quantidades mesmo estequiométricas pode representar um

desperdicio.

A duracgio do periodo de tempo de manutengio da reacgido €

fungdo de varios parametros incluindo as moléculas cataliticas e
o ligando reagente escolhidos, as suas concentragBes, valores de

pH e temperatura, bem como aquilo que se procura obter da

reacgdo. Quando se realizam estudos de cinética, encontram-se
frequentemente tempos de manutengdo de minutos até horas. Quando

se pretender obter produtos da reacgfo, os tempos de manutengio

mais usuais s3o de horas até dias.

IV - Resultados

Os ligandos hapténicos, Compostos la e 2, foram sintetizados
em 5 e 4 passos, respectivamente, comegando a partir do brometo

de 4-nitro-fenetilo como se descreve adiante. [Todos o0s novos

compostos mostraram analises espectroscopicas (RMN, IV) e de
combustio satisfatérias (% 0,3%)]. Ambos os ligandos hapténicos

Compostos la e 2 foram acoplados (atraves de éster N-hidroxi-suc-

cinimida) &s proteinas portadores de albumina de soro bovino
(BSA) e a hemocianina de lapa (género Fissurella) (KLH) paia

formarem conjugados imunogénicos. Foram imunizados ratinhos

1296IX* com o conjugado de KLH dos compostos la € 2 e criaram-se
anticorpos que se pesquisaram como adiante se descreve. [(a)

Kohler et al., Nature (London), 256; 495 (1975); (b) Enguall,
Method Enzymol, 70:419 (1980)].

A imunizagdo com o ligando hapténico Composto la produziu 23

hibridomas, enquanto que o 1ligando hapténico, Composto 2,
produziu 21 hibridomas que se ligaram aos respectivos haptenos.

Todos os monoclonais eram da classe IgG e foram purificados a
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partir de fluido ascitico por cromatografia de permuta aniodnica
seguida de cromatografia de afinidade numa coluna de proteina @G.

0s anticorpos foram considerados homogéneos, por electroforese
em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de soédio.

Os anticorpos monoclonais, a uma concentragido de 20 uM,
foram inicialmente pesquisados (tampio fosfato 50 mM, pH 7,5,

NaCl 100 mM, 37°C) contra o éster benzoato do ligando reagente,

Composto 3, (500 puM) quanto & produgdo do acido 5-[[4-(hidroxi)-
fenil]amino]-5-oxo-pentanoico, Composto 4. [A analise foi reali-

zada por HPLC numa coluna RP-C18 eluindo com agua/acetonitrilo

(op:10) a um caudal de 1 ml/min, com detector de UV aos 254 nm. O
produto de hidrolise, Composto 4, (Figura 1; tempo de retengd@o 7

min)} foi recolhido (recuperado) e verificou-se ser idéntico por

andlise de co-injecgio RP-HPLC e analise espectral de massa, com
uma amostra auténtical.

Dos 23 anticorpos monoclonais obtidos do ligando hapténico,
Composto la, sete foram considerados cataliticos. Nenhum dos

anticorpos para o ligando hapténico, Composto 2, mostrou qualquer

tendéncia para acelerar a velocidade de hidrélise do éster do
ligando reagente, Composto 3.

0Os 7 anticorpos considerados cataliticos, foram completa-
mente inibidos pela adicdo do hapteno livre, Composto 1b. Tais

resultados sugerem que a catalise se segue a ligagdo do substrato

na bolsa de ligagdo do anticorpo ou no local de combinagido do
anticorpo.

Altamente significativo foi o esmagador numero de anticorpos
cataliticos induzidos pelo ligando hapténico Composto la vs.

Composto 2. Um destes sete anticorpos cataliticos, denominado

hibridoma e anticorpo monoclonal 30C6, foi caracterizado em
pormenor .

A velocidade inicial de hidrolise do substrato ou do ligando
reagente, Composto 3 (fosfato 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7,2, 37°C)

catalisado pelo anticorpo monoclonal 30C6 (20 uM) seguiu a
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cinética de Michaelis-Manten [as concentragdes do produto de

hidrélise, Composto 4, foram determinadas por medidas por HPLC da
altura do seu pico em relagio a do padrio interno, ao 1longo de
1-2 horas (3 ou mais determinagtes)]. Uma curva padrdo mostrou
linearidade das concentragdes do produto de hidrélise Composto 4
(até 0,5 mM) com valores de Kggt e Ky, de 5 + 0,2 x 103 min~1 e
1,12 %= 0,05 mM, respectivamente. & hidrélise catalisada por
anticorpo de benzoato do ligando reagente, Composto 3, foi

inibida competitivamente (K1 = 83 * 5 uM) pela adigdo do sal de
piridinio do Composto lb.

A dependé&ncia do pH, da hidrélise do substrato, Composto 3,
foi examinada na presenga de anticorpos monoclonais 30C6 (20 uM)

entre pH 6,0 e 7,2 (Bis-tris) e 7,2-8,0 (fosfato), ambos com

tampdo 50 mM, NaCl 100 mM e a 37°C (Figura 2). A dependé&ncia de
a
pH, do cht: revela a participacao da forma basica de um grupo

dissociavel, cujo pK, foi determinado como sendo 6,26 == 0,05

(Figura 2A). A variacgfo da concentracio idnica do tampao (12,5-
-50 mM) n3do mostrou dependé&ncia de Kozt da presenga da espécie

tampao.

Para se fazer uma comparacdo directa, mediram-se também as
C
velocidades de hidrolise (Kgphg) do ligando reagente Composto 3,

ao longo da regifio idéntica de pH, extrapolada até & concentragdo
zero do tampdo (Figura 2B). 0 perfil do pH wvs. velocidade

implicou que as espécies (Bruice et al., Bioorganic Chemistry;

Benjamin: New York, 1965; Vol. 1) envolvidas na cisdo seriam agua
na regido de pH de 6,0 a 6,5 (Ko = 0,6 x 10~2 min~1) e hidréxido
de pH 6,6 e acima'(KOH- = 4,2 x 10-2 min‘l).

A razido Kegt/Ko, uma comparagi@o da velocidade de hidrélise
catalisada por anticorpo e independente do pH, do substrato

Composto 3 com a da hidrolise em agua, corresponde a uma
aceleracdo da velocidade pelo anticorpo de mais de um milhdo de

vezes. E significativo que o pH optimo da reacgio catalisada pelo

anticorpo se tenha deslocado para uma regifo neutra do pH, pela
participagio de um residuo de aminoacido, até agora ndo identifi-

cado, que esta presumivelmente carregado negativamente.
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Os compostos de hapteno, Composto 5a e &, foram sintetizados
a partir do brometo de 4-nitrofenetilo como adiante se refere. 0O
antigénio dimetilanilinio, Composto 7, foi preparado a partir do
alcool 4d-amino-benzilico como tambem adiante se refere. 0
conjugado dos Compostos ba, 6 e 7, produziram 18, 22 e 26

hibridomas, respectivamente, sendo todas as moléculas receptoras
monoclonais da classe IgG.

Os anticorpos, a uma concentragédo de 20 uM, foram inicial-
mente pesquisados (tampido fosfato 50 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM,

37°C) por um ensaio HPLC contra o éster benzoato Composto 3 (500
WM) quanto & produgido de acido 5-[ (4-hidroxifenil)amino]-5-
-oxopentanoico, Composto 4. Dos 18 monoclonais obtidos para o
Composto 5a, trés eram cataliticos. Os 22 e 26 anticorpos obtidos

das imunizagdes com haptenos, Compostos &6 e 7, respectivamente,
mostraram um efeito insignificante ou inibidor sobre a veloidade

espontanea de hidrolise do Composto 3. Os tr&s anticorpos que se

verificaram ser cataliticos foram completamente inibidos pela
presenga de 50 uM do carboxilato, Composto 5b.

A cinética do anticorpo catalitico mais eficiente, o
receptor monoclonal segregado pelo hibridoma 2786 obtido a partir

de imunizagBes com o hapteno, Composto 5a, foi caracterizada em

pormenor. Esse receptor monoclonal & também referido  como
receptor ou anticorpo 27A6. A velocidade inicial de hidroélise do

Composto 3 [acido 4—(2—hidroxietil)—1-piperazinopropano~sulf6nico
(EPPS) 50 mM, NaCl 100 mM, pH 8,5, 37°C] catalisada pelo receptor
2786 seguiu a cinética de Michaelis-Menten, com valores de Kgat €
Kn de 0,01 * 0,002 min~l e (243 = 15) x 10~6é M, respectivamente.
A hidrolise catalisada por anticorpos, do benzoato Composto 3 foi
inibida competitivamente (Ki = 6 * 2 uM) pela adigédo de

carboxilato Composto 5Sb.

Examinou-se a depend@ncia no pH, da hidrélise do Composto 3
na presenca do receptor monoclonal 27A6 (20 uM) entre pH 7,2-8,4
(EPPS) e valores de pH 8,4-10,0 [acido 2-(ciclo-hexilamino)eta-

nossulfonico (CHES)] com tampZo 50 mM e NaCl 100 uM, a 37°C

(Figura 3). A dependéncia do pH do log Kég% (Figura 3A) foi
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linear nesta regifo, tal como o foram a wvelocidade de fundo
("background") de hidrolise (log Kgpg: Figura 3B, tridngulos a
cheio) e a velocidade de hidrélise do Composto 3 extrapolada até
a4 concentragdo zero do tampdo (Kgy = 2,3 x 10~2 min~1) (Figura
3B, quadrados a cheio). A variagdio da concentragéo do tampio

(12,5 - 50 mM) na presenga do receptor monoclonal 27A6 indicou
~ A ap ~ s =
ndo haver dependéncia de K.zt da concentragdo da espécie tampao.

Ndo houve diferengas nas velocidades observadas com © receptor

monoclonal 2786 quando ensaiado a pH 8,5 em EPPS e CHES (tampéo
50 mM, NaCl 100 mM).

A actividade estereolitica do receptor monoclonal 27A6 nao
foi afectada pelo tratamento com pirocarbonato de dietilo ou com

anidrido maleico num excesso molar de 50 vezes em relagao a

proteina. Um tratamento semelhante com fenilglioxal provocou uma
perda de 75% da actividade catalitica. Esta mesma preparagdo de

anticorpo mostrou, também, uma queda de 4 vezes no titulo

(ligagdo ao hapteno, Composto 5b), observada por ELISA. O
tratamento idé&ntico da proteina na presenga do inibidor, Composto

5b, (em excesso molar de cinco vezes em relagdo a proteina)

provocou apenas uma perda de 35% da actividade catalitica e
nenhuma alteragido apreciavel no titulo.

Devido a estes resultados, outros anticorpos, cataliticos e
ndo-cataliticos, para os haptenos, Composto 52, 6 e 7, foram

modificados quimicamente com fenilglioxal exactamente do modo

acima descrito. Os anticorpos contra os, Compostos & (2G4, 4E3,
6H4, 6m11) e 7 (52p11, 57612, 70F3, 563, 60A4) nao foram

afectados (ELISA). Em contraste, c¢inco anticorpos induzidos

usando o Composto 5a (57611, 60A4, 52D11 e 5G63) mostraram, todos,
alguma perda de ligagdo (ELISA). Os anticorpos cataliticos 57611

e 70F3 mostraram um decréscimo de 4 vezes no titulo e os

anticorpos 60A4, 52D11 e 5G@3 mostraram uma queda no titulo,
respectivamente, de 3 vezes, 2 vezes e 1 vez.

A estrategia acima apresentada, baseada na utilizagdo de
anticorpos que foram induzidos a partir de uma série homdloga de

haptenos (Figura 1) possuindo, cada um deles, uma carga pontual
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muito préxima ou substituindo directamente o grupo quimico (éster
ou amida) a ser transformado no respectivo substrato (Figura 1),

mostrou ser eficaz. Pensou-se que os anticorpos produzidos contra
estes haptenos deveriam possuir residuos de aminoacidos no local

de combinag¢ido dos anticorpos ou no local de ligagd@o com uma carga

complementar a esta carga hapténica. 0 éster do substrato
Composto 3 ndo tem esta carga mas retém uma estrutura global

semelhante. Assim, apds ligagdo do Composto 3, o residuo de

aminoacido do local de combinagdo esta 1livre do seu papel
original de estabilizacZo de carga e pode agora servir como um

acido/base potencial ou como um elemento estabilizador do estado

de transigZo.

fiinda que a complementaridade de carga anticorpo-hapteno

fosse considerada essencial para o sucesso global do projecto,
consideraram-se importantes duas outras areas no planeamento do

hapteno. A primeira foi a substituig¢do da funcionalidade acilo a

ser hidrolisada, a segunda foi a necessidade do uso de haptenos
nao carregados.

0 primeiro ponto foi tentado usando iso-ésteres com a parte
acilo adequada. Utilizou-se um grupo hidroxilico com uma geome-

tria de tetraedro que servia como uma representagdo adequada do

desenvolvimento do estado de transigio. Esta posigdo foi inten-
cionalmente deixada sem carga para que nao houvesse efeitos

electrostaticos adicionais. E contudo previsivel que uma “segunda

geragdo de haptenos" possa incluir um grupo fosforo, carregado,
nesta posicio, como se descreve ha patente 8mericana N2. 4629567

e pedido publicado europeu N2. O0260439A2. Foram necessarios

haptenos n3o carregados como controlos [i.e., Compostos 2 e 6
(Figura 1)], para assegurar a validez da hipodtese, uma vez que

sio estrutural e virtualmente idénticos aos Compostos 1 e 5, mas

sem uma carda.

0s resultados acima mencionados mostraram que a estratégia

"engodo e comutacgio” de catalise de reacgBes de transferéncia de
acilo, era otil quando se empregava o sal de N-metilpiridinio

Composto la para indug3o do anticorpo. Com este hapteno, 30% dos
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anticorpos monoclonais obtidos eram cataliticos. Ainda que este
namero seja impressionante, mais interessante foi verificar que
um destes receptores utilizava a participagdo de uma forma basica
de um grupo ionizavel (pKy = 6,26 * 0,05) no processo catalitico.
Alem disso, o pH optimo da reacgdo catalisada pelo anticorpo

estava perto da neutralidade e a utilizagfio do hapteno neutro,
Composto 2, ndo mostrava tend8ncia para induzir anticorpos

cataliticos.

0 hapteno, Composto 7, foi preparado como adiante se indica.
A caracteristica mais notavel desta molécula é a carga catiodnica

tetraédrica que substitui directamente o carbono do acilo do
substrato. Ainda que este hapteno possa mesmo ser considerado um

afastamento mais radical dos substitutos tipicos dos haptenos

fosfonatos, ele dirige-nos para um certo numero de questdes, ndo
respondidas anteriormente, relativas & estratégia de "engodo e

comutagio”. Duas delas referem a importincia da carga catiénica,
incluindo a sua colocagdo em relagdo a 1ligacdo cindivel do
substrato e a relevancia da substituig3o do carbono do acilo

presente pelo hidrdéxilo isostérico.

Dos 26 anticorpos produzidos contra o hapteno, Composto 7,
nenhum acelerou a velocidade de hidréolise de qualquer modo

apreciavel em relagdo a velocidde de fundo. Este resultado foi
bastante intrigante em face do facto de que um antigénio

semelhante, planeado pelo grupo de pesquisa de Schultz, mostrou

uma elevada propensido (66%) para induzir anticorpos cataliticos
para uma reacgdo de eliminagdo [Shokat et al., Nature (London),

338:269 (1989)]. Ainda que as reacgbes sejam bastante diferentes,

o grupo Schultz obteve forte evidéncia de que o carboxilato
estava envolvido no processo catalitico, como se verificou pelo

uso do hapteno de metilpiridinio, Composto 1, para induzir

anticorpos na reacgdo estereolitica. Estes resultados harmonizam-
~se com os obtidos com anticorpos dos haptenos Composto lae 2 e

sugerem o seguinte: (1) A melhoria de velocidade observada com oS

receptores monoclonais induzidos a partir do hapteno, Composto la

nao sdo unicamente devidos & presenga de um carboxilato actuando

como base catalitica. (2) A funcionalidade no hapteno usado para
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representar o estado de transigdo, e critica. (3) & combinagdo
de uma carga catidnica e, pelo menos, uma representagio neutra do

estado de transigdo, & necessario para induzir moléculas recepto-
ras hidroliticas.

Foi concebido um processo global semelhante a este {(que usou
um hapteno catiénico Composto la) utilizando um hapteno aniénico

estruturalmente semelhante. O hapteno acido benzoico, Composto

5a, preencheu os requisitos necessarios. A espinha dorsal do
Composto 5a era homéloga & dos Compostos hapténicos la e 2, ainda

gue possuisse uma carga pontual anidnica muito perto da porgao

acilo que planeavamos hidrolisar. A escolha de um grupo carboxi-
lato baseou-se nos resultados de Pressman que indicavam que este

tipo de funcionalidade numa molécula hapténica, tem uma fTorte
propensfo para induzir um aminoacido (isto &, lisina ou arginina)
carregado positivamente, dentro da bolsa de ligagdo de anticorpo
[(a) Pressman et al., J. Am. Chem. Soc., &8:250 (1946); (b)

Pressman et al., J. Am. Chem. Soc., 75:686 (1953); (c) Grossberg
et al., J. Am. Chem. Soc., B82:5470 (1960)]. Pensou-se due

qualquer das duas cadeias laterais de residuos de aminoacidos

poderia ajudar no processo catalitico por estabilizagio geral por
acido ou electrostatica, de um estado de transigdo. O dltimo

processo, envolvendo residuos de arginina, tem estado implicado

em catalises por enzimas [(a) Riordan et al., Science,
(Washington, D.C.) 155:884 (1977); (b) Cotton et al., Proc. Natl.

Acad. Sci. USA, 76:2551 (1979); (c) Springs et al., Tet Lett.,
32:3223 (1977).

Sintetisou-se o acido hidroxietilbenzéico, Composto 5b. O

composto foi "equipado" com éster N-hidroxi-succinimida Composto
S5a para facilidade de ligacdo ao veiculo de proteina. Imunizagoes

para o conjugado Composto 5a-KLH, produziram 18 anticorpos

monoclonais, trés dos quais eram cataliticos e cuja catalise foi
inibida pelo hapteno livre, Composto 5b. Ainda que o numero de

receptores cataliticos induzidos pelo Composto 5a nZo tenha sido

tdo grande como com o Composto la, foi agradavel verificar que
nenhum dos 22 anticorpos monoclonais induzidos pelo homélogo

neutro (Composto 6) dos Compostos la e 5a era catalitico. Uma vez
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mais se observava a importdncia da funcionalidade carregada

contida na estrutura do antigénio.

Observagtes sobre o perfil pH-velocidade do receptor mono-
clonal 30C6 (induzido a partir do Composto 1la) indicaram que

estava envolvida na catalise a forma basica de um grupo
. . . e . I a
dissocidvel. Também se verificou a independéncia de cht em

relagio & concentragfo da espécie tampdo, como se verificou com o

receptor monoclonal 2786, que foi induzido pelo Composto 5a
(Figura 1). Em contraste com o comportamento do receptor 30C6,.

surgiram resultados de uma dependéncia do pH, do Kigt com O
receptor 27A6 (Figura 3A). Ainda que tal parega contradizer a
esséncia da teoria de "engodo e comutagdo”, pensa-se que o pKz da
cadeia lateral de residuos de aminoacidos do local de combinacgéo,

possa estar fora da zona de pH investigada, ou que interacgdes
electrostaticas de proteina-substrato (catalise electrostatica)

constituam a caracteristica essencial da capacidade deste recep-

tor para acelerar a reacgdo [Fersht, Enzyme Structure and
Mechanism, Freeman, eds., New York (1985)].

Ainda que tenha sido impossivel detectar qualquer
envolvimento dos aminoacidos na reacgdo hidrolitica do receptor

2786 através dos efeitos do pH, observou-se uma inactivagao
especifica de todos os trés (27A6, 57612 e 70F3) anticorpos
cataliticos, através do uso do fenilglioxal, reagente modificador
da arginina [Takahashi, J. Biol. Chem., 243:6171 (1968)]. A perda

de actividade (catalitica/de ligagdo) pode ser interpretada como
sendo devido a reacgio do reagente com uma cadeia lateral de

residuos de aminoacidos no local de ligagdo; ela pode ser

significativamente reduzida pela presenga do hapteno, Composto
2b.

Contudo, uma alteragio de conformagio apdés reacgido do
reagente num local diferente, conduziria a uma conclusdo seme-—

lhante. Assim, €& possivel que um residuo de arginina, situado

algures dque nao no local de ligagéb, seja alterado quimicamente

levando a estabilizagio de conformacgtes da proteina onde o local

de 1ligagdo esta alterado, de modo que ndo mais se pode ligar ao
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substrato Composto 3 ou ao hapteno Composto 5b. Esta complicagao

parece ndo se aplicar aqui.

Ensaios cataliticos e ELISA demonstram, bem como estudos de
ligagfo anteriores verificados por Freedman et al., Immunochem.,

9:169 (1972) e Mayers et al., Immunochem., 9:169 (1972), dque a
glioxalagfio de grupos guanidinio destroi a actividade catalitica

e/ou de ligagdo apenas de anticorpos contra haptenos carregados

negativamente e nZo a de anticorpos contra o hapteno neutro,
Composto 6, ou o hapteno carregado positivamente, Composto 7. Se

a glioxalagdo exerceu o efeito de alterar um guanidinio distante

do local de 1ligagdo pelo referido mecanismo, sera dificil
entender porque & que os anticorpos do Composto 6 ou do hapteno 7

ndo s3do afectados de modo semelhante. Cré-se assim dque uma

arginina, cujo grupo lateral guanidinio tem um valor de pKy acima
da zona aqui estudada, esta no local de ligagdo e esta envolvida

na catalise observada.

Prevé-se um conhjunto de cargas miultiplas que possa produzir
um certo nomero de grupos cataliticos, dando & velocidade um
efeito aditivo. Este feito combinado com o acesso a uma muito
vasta diversidade de anticorpos cataliticos potenciais [Shastry
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:5728 (1989)] aumenta a

probabilidade de se desenvolverem catalisadores muito melhores.

V -~ Preparaciao de Ligandos

A ni3o ser que se mencione em contrario, as reacgbes foram
realizadas em material de vidro seco a chama, em atmosfera de

azoto. As transferéncias de reagente e solvente foram executadas

com seringas e agulhas secas em estufa. 0 diclorometano e o
acetonitrilo foram obtidos por destilagdo continua com hidreto de

calcio. 0 tetra-hidrofurano (THF) foi destilado em  soédio

metalico/cetil-benzofenona. Todos os reagentes foram comparados a
Aldrich Chemical Company. Todos os solventes de cromatografia

foram obtidos no comércio e usados tal qual. As reacgbes foram

controladas por métodos analiticos de cromatografia em camada
fina (TLC) wusando placas (0,25 mm) de vidro da E. Merck de

silica-gel 60F. A cromatografia flash foi realizada usando
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silica-gel 60 (230-400 mesh) da E. Merck, tal como descreve Still
et al., J. Org. Chem., 43:2923 (1978).

Os pontos de fusio foram determinados num aparelho de ponto
de fusdo Fisher-John e ndo foram corrigidos. Todos os espectros

de RMN de protdo (300 MHz) foram obtidos em solugbes de CDClx,
CD3CN ou de DMSO, & temperatura ambiente, num espectréometro

Bruker AM-300, os desvios gquimicos (x) referem—-se em partes por

milhdo em relagdo ao tetrametilsilano interno (0,00 ppm). A
analise elementar (C, H, N) foi realizada nos Galbraith Laborato-

ries, Knoxville, TN.

Exemplo 1: p-nitrofenilacetaldeido

0 p-nitrofenilacetaldeido foi preparado pelo processo des-
crito por Lethbridge et al., J. Chem. Soc. Perkin I, 35 (1973) a
partir do p-nitrofeniletileno. 0 p-nitrofeniletileno foi prepara-
do pelo processo descrito em Strassburg et al., J. Am. Chem. Soc.

69:2142 (1947) a partir de l-bromo-2-{p-nitrofenil)etano (obtido
comercialmente na Aldrich Chemical Co., Milwaukee, WI).

Exemplo 2: Composto I
Juntou-se n-butil-litio (3,33 x 10-2 moles) a tetra-

~hidrofurano (THF; 100 ml) mantido a -100°C em banho de éter/

/azoto. Juntou-se a esta mistura 2-bromo-piridina (3,64 x 10-2
moles), sob agitagdo, ao longo de 15 min. A temperatura da

mistura reaccional subiu até -78B°C quando se transferiu o

recipiente da reacg¢do para um banho de acetona/C0O» e agitou-se a
mistura durante 1 h.

Juntou-se, lentamente, & mistura reaccional p-nitrofenil-
acetaldeido (5 g; 3,03 x 102 moles), obtido no Exemplo 1, dis-

solvido em THF (30 ml) e agitou-se a mistura durante 3 h a -78°C.

Apos agitagfo, verteu-se a mistura para uma solugdo saturada
de cloreto de amonio (500 ml) e éter dietilico. Extractou-se a

mistura duas vezes com éter dietilico, as camadas etéreas juntas
foram secas sobre sulfato de sédio e passaram numa coluna com 15%

CH3sCN em CHpClp. O produto, Composto I [1-hidroxi-1-(2-piridi-
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nil)-2-{p~-nitrofenil)etano] foi recolhido obtendo-se 648 mg (2,7
x 1073 moles, 9% de rendimento).
14 RMN 68,55 (d, 1H); 8,10 (d, 2H); 7,65 (m, 1H); 7,3 (d, 2H);
7,2 (m, 2H); 5,05 (dd, 1H); 3,20 (m, 2H).

N

N/ N02

|

OH

Composto I

Exemplo 3: Composto II
Juntou-se metanol seco (12 ml) a um recipiente de reacgédo,

seco, de 25 ml, inundado com azoto.

Dissolveu-se o composto I (100 mg), obtido no Exemplo 2, em
metanol, obtendo-se uma solugZo cor de laranja. A solugido foi

inundada com azoto e juntaram-se-lhe 10% de paladio sobre carvao
(Pd/C, 75 mg). As paredes laterais do recipiente de reacgdo foram

lavadas com uma pequena quantidade de metanol, inundou-se a

solugido com azoto e depois, com hidrogénio. Agitou-se a mistura
reagente por cerca de 1 hora e depois filtrou-se por um leito de

Celite. 0 filtro foi lavado 4 vezes com diclorometano (CH2Clp) e,

depois, foi lavado 3 vezes com metanol até que nao se obtivesse,
por cromatografia de camada fina (TLC), nenhum material de

sujidade do filtro. As lavagens do filtrado foram secas com

sulfato de so6dio e evaporadas até a secura, obtendo-se 85,6 mg
(97,6% de rendimento) de substancia soélida, cristalina, amarela,

Composto II [1-hidiroxi-1-(2-piridinil)-2-(p-aminofenil)etano].

N

N/ NH2

OH

Composto 1II

Exemplo 4: Composto 2
0 Composto II (155 mg; 7,24 x 10~4 moles) do Exemplo 3, foi
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misturado com CHoCls seco (1,5 ml) e trietilamina [(EtoN), (1,45
x 10~3 moles)]. Juntou-se cloreto de N-hidroxi-succinimidoil-glu-

tarocilo (359 mg; 1,45 x 103 moles) e a mistura reaccional
resultante Toi agitada a 25°C durante cerca de 40 minutos. 0O

produto de reacgdo foi evaporado até & secura por roto-evapora-
ci&o, obtendo-se 61,5 mg (20% de rendimento) de 5-[(2,5-dioxo)-1-
~pirrolidinil)oxi]-N-[4-[2-hidroxi-2-(2-piridinil)etil]}fenil]-5~
—-oxo-pentanamida (Composto 2).
14 rRMN (DMSO-dg ) 89,82 (s, 1H); 8,48 (d, 1H, J=4,3 Hz); 7,75 (dd,
1H, J=2 x 7,6 Hz); 7,42 (d, 2H, J=7,9 Hz); 7,22 (m, 2H); 7,05 (d,
2H, J=7,9 Hz); 5,38 (d, 1H, J=5,1 Hz); 4,76 (dd, 1H, J=4,0, 3,5
Hz); 3,05 (dd, 2H, J=13,7, 4,0 Hz); 2,80 (s, 4H); 2,76 (t, 2H,
J=8,2 Hz); 2,42 (t, 2H, J=8,2 Hz); 1,90 (m, 2H).
Anal. Calc. CooHo3N30g: C, 62,125 H, 5,41; N, 9,88.
Obtido: C, 62,19; H, 5,375 N, 9,92 por cento.

AN

0
: YT
OH 0 0 0

Composto 2

Exemplo 5: Composto la

Misturou-se o Composto 2 (30 mg; 7,06 x 10~ moles) do
Exemplo 4, com iodeto de metilo (7,06 x 10-4 moles) em acetona

(0,5 ml) e submeteu-se a refluxo durante cerca de 17 h. A mistura

reaccional foi lavada 3 vezes com cloroféormio e depois lavada 3
vezes com acetato de etilo quente, obtendo-se 20 mg (50% de

rendimento) do ligando hapténico iodeto de 2-[2-[5-[(2,5-dioxo~-1-
—pirrolidinil)oxi]-1,5-dioxopentil]-4~aminofenil]~1-hidroxietil]~
~1l-metil-piridinio (Composto la).

14 RMN (DMSO-dg) 69,86 (s, 1H); 8,92 (d, 1H, J=6,1 Hz); 8,55 (d,
1H, J=8,0 Hz); 8,08 (t, 1H, J=6,8 Hz); 8,00 (t, 1H, JI=7,9 Hz);
7,48 (d, 2H, J=7,9 Hz); 7,12 (d, 2H, J3=7,9 Hz); 6,30 (d, 1H,
J=5,1 Hz); 5,34 (dd, 1H, J=4,0, 3,5 Hz); 4,35 (s, 3H); 3,02 (dd,
2H, J=13,6, 4,0 Hz); 2,80 (s, 4H); 2,72 (t, 2H, J=8,2 Hz); 2,45
(t, 24, J=8,2 Hz); 1,90 (m, 2H).

Anal. Calc. para CozHogNzOgI: C, 48,675 H, 4,595 N, 7,41.
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Obtido: C, 48,113 H, 4,515 N, 7,37 por cento.
0

X )
» ? \\n,/\\«/*\jf/
0
CH3 OH 0 0

Composto la

Exemplo 6: 2-[(4-nitrofenil)metil]-1,3-dioxolana (Composto IIT)
Dissolveu-se p-nitrofenilacetaldeido (500 mg; 3,0 X 10~3

moles) em CHoClp (cerca de 1,5 ml). Juntou-se & mistura CaSO04
(383 mg) seguido de resina Rexyn 101 (forma proténica, Fisher
Scientific; 128 mg) e etilenoglicol (13,8 x 10~3 moles). Agitou-
-se a mistura sob azoto durante cerca de 4 horas. Antes de serem

usados, a Rexyn 101 e o CaS04 foram mantidos durante 20 h a cerca
de 120°C em estufa de secagem e depois arrefecidos num exsicador.

Retirou-se uma amostra e fez-se uma mancha de TLC em CHClp
puro. Juntou-se mais Rexyn 101 e CaSO4 e agitou-se a mistura

durante a noite (cerca de 16-18 h). Juntou-se CHClp (10 ml) &

mistura, sob agitagdo. Verificou-se uma amostra por TLC que ndo
mostrou impurezas.

Juntou~se agua (10 ml), agitou-se a mistura, separou-se a
camada orginica, secou-se com sulfato de sédio e purificou-se por

cromatografia flash usando hexano/acetato de etilo (2:1) obtendo-

-se 435,8 mg (70% de rendimento) do Composto III.

1H RMN: 88,10 (d, 2H); 7,4 (d, 2H); 5,10 (t, 1H); 3,8 (s, 4H);
3,0 (d, 2H).

Numa segunda preparagdo, juntou-se etilenoglicol (5,4 ml, 97
mmol) a uma solugdo agitada de p-nitrofenilacetaldeido (3,0 g,

18,2 mmol) em 10,0 ml de cloreto de metileno. A isto juntou-se
1,0 g de resina de permuta cationica Rexyn 101 (H) (Fisher

Scientific) e 3,0 g de sulfato de calcio em pd, previamente seco

em estufa (120°C) durante a noite. Agitou-se a mistura durante 24
h, & temperatura ambiente, e verteu-se depois a mistura reagente

sobre 100 ml de Hy0 e extractou-se 3 vezes com porgdes de 50 ml
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de cloreto de metileno. As camadas orginicas combinadas Toram

secas com sulfato de sodio e purificadas por cromatografia flash

com hexanos/acetato de etilo, 2:1, obtendo-se 2,28 g, 60% da

quantidade tedrica.

14 RMN (CDClz) 6 8,18 (d, J=8,6 Hz, 2H), 7,42 (d, J=8,6 Hz, 2H),

5,08 (t, J=4,3 Hz, 1H), 3,8-4,0 (m, 4H), 3,06 (d, J=4,3 Hz, 2H).

Anal. Calc. para CqgHqqNO4* C, 57,425 H, 5,265 N, 6,70.

Obtido: €, 57,513 H, 5,19; N, 6,65.

Exemplo 7: 4—(1,3—dioxolan~2—i1meti1)—benzenémina {Composto IV)
0 Composto III (231 mg), do Exemplo 6, foi dissolvido em

metanol (cerca de 3 ml) e passou-se azoto pela mistura. Juntou-se
Pd/C (120 mg) & mistura e as paredes laterais do balido de reacgdo
foram lavadas com metanol (cerca de 2 ml). Passou-se azoto pela
mistura e depois passou-se hidrogénio. Agitou-se a mistura
reaccional durante 45 min e depois filtrou-se por Celite. Lavou-
-se a Celite varias vezes com metanol e o filtrado e lavagens
foram roto-evaporadas, obtendo-se 184,4 mg (90.6% de rendimento)
do Composto IV.

Numa outra preparacio, juntou-se o Composto III (2,0 g, 9,6
mmol) a 20 ml de metanol. A esta suspensZo juntou-se 10% de
paladio sobre carvio activado (200 mg), ligou-se ao baldo uma
garrafa de hidrogénio e agitou-se rapidamente a temperatura
ambiente durante 6 h. Filtrou-se a mistura reaccional por celite
e concentrou-se, obtendo-se 1,63 g, 95% da quantidade tedrica.
Este material foi utilizado sem purificagfo adicional na repeti-
gdo do exemplo seguinte. TLC Ry=0,3, acetato de etilo/hexanos
(1:1).

Exemplo 8: N-[4-(1,3-dioxolan-2-ilmetil)fenil-N-(fenilmetil)-ben—
zenometanamina (Composto V)

0 Composto IV (1,91 g, 1,07 x 1072 moles) do Exemplo 7, Toi

misturado com CH5Cl, (10 ml) e EtzN (4,45 ml, 3,2 % 1072 moles) e

agitou-se. Juntou-se, gota a gota, & mistura agitada, brometo de

benzilo (1,07 x 10~1 moles), depois de cerca de metade do
Composto IV se ter dissolvido na solugdo. Dissolveu-se, entéo,

toda a amina. Parou-se a reacgdo apods cerca de 1 h. Fez-se passar
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a solugdo numa coluna em CH5Clo/HC1 (9:1) e recolheram-se 3,048

mg (79% de rendimento) do produto pretendido (Composto V).

14 RMN: 87,25 (s, 10H); 7,05 (d, 2H); 6,85 (d, 2H); 5,00 (t, 1H);
4,60 (s, 4H); 3,9 (m, 4H); 2,8 (d, 2H).

Repetindo a sintese acima, juntou-se trietilamina (4,5 ml;
32 mmol) a uma suspensdo agitada do Composto IV (2 g, 11,2 mmol)

em 10 ml de cloreto de metileno. A adigdo de brometo de benzilo

(6,4 ml, 107 mmol) foi realizada, gota a gota, ao longo de 30
min, com agitagdo rapida, sendo a mistura resultante agitada por

mais 60 min. Diluiu-se a mistura reaccional com cloreto de

metileno (50 ml) e extractou-se com (2 x 25 ml) de HC1l 0,5 M. Os
extractos organicos combinados foram secos com sulfato de soédio e
purificados por cromatografia flash em cloreto de metileno/
/hexanos, 4:1, obtendo-se 3,2 g, 80% da quantidade tedrica. 1y
RMN (CDClz) 6 7,35-7,23 (m, 10H), 7,06 (d, J=8,6 Hz, 2H) 6,66 (d,
J=8,6 Hz, 2H) 5,50 (5, J=4,3 Hz, 1H), 4,62 (s, 4H), 3,8-4,00 (m,
4H), 2,82 (d, J=4,3 Hz, 2H).

Anal. Calc. para Cog4HogNOo: C, BO,22;5 N, 6,965 N, 3,90.

Obtido: C, 80,355 H, 7,11; N, 3,86.

Exemplo 9: 4-[bis(fenilmetil amino-benzencacetaldeido (Composto

vI)

0 Composto V (2 g9, 5,6 x 10-3 moles) do Exemplo 8 foi
dissolvido em acetona (6 ml) e agitado sob azoto. Juntou-se a

mistura HC1 4 M (6 ml) e continuou-se a agitar até a mistura
reaccional ficar ligeiramente amarela. Transferiu-se a mistura

reaccional para um funil de separagio contendo CHpClp € lavou-se

com NaCl aquoso. Secou-se a camada orgdnica com sulfato de soédio
e guardou-se sob vacuo, durante a noite (16-18 h).

A amostra passou em TLC e a marcagido com ninidrina mostrou 5
manchas em CHpClo/hexano (4:1). O produto da reacgédo foi colocado

numa coluna de 50 mm de silica pré-absorvida e recolheram-se 500

mg (29% de rendimento) da mancha correspondente ao produto
pretendido (Composto VI).

14 RMN: 89,5 (t, 1H); 7,1 (s, 10H); 6,8 (d, 2H), 4,5 (s, 4H); 3,4
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Numa outra preparagido, juntaram-se 2 ml de HC1l 4M, a uma
solugdio de 2,0 g (5,6 mmol) do Composto V em 15 ml1 de acetona.
Agitou-se esta solugdo durante 24 h a temperatura ambiente.

Juntou-se silica (10 g) & mistura reaccional e concentrou-se a
mistura até a secura. Fez-se uma cromatografia flash, em cloreto

de metileno/hexanos, 4:1, com o produto de reacgdo pré-absorvido
em bruto, obtendo-se 0,7 g, 40% da quantidade tedrica. 1H  RrRMN
(cbC1z) & 9,7 (t, J=2,9 Hz, 1H), 7,40-7,20 (m, 10H), 7,00 (d,
J=8,6 Hz, 2H), 6,7 (d, J=8,6 Hz, 2H), 4,66 (s, 4H), 3,54 (d,
J=2,9 Hz, 2H).

Anal. Calc. CpooHoiNO: C, 83,815 H, 6,675 N, 4,44,

Obtido: C, 84,065 H, 6,58; N, 4,50.

Exemplo 10: acido 2~-[2-(4-aminofenil )-1-hidroxietil ]-benzoico
{Composto VII)

Dissolveu-se &acido 2-bromobenzoico (88 mg, 4,33 x 10-4
moles) em THF (2 ml) e arrefeceu-se até -78°C. Juntou-se n-butil-

-litio (n-buLi) (8,38 x 10~4 moles) e agitou-se a mistura durante
2 h.

Dissolveu-se o Composto VI (91 mg, 2,89 x 10~4 moles),

obtido no Exemplo 9, em THF (1 ml) e juntou-se a mistura agitando
durante 4 h, a -78°C. A mistura reaccional foi diluida com

acetato de etilo, lavada 2 vezes com NH4Cl saturado seguido por

uma lavagem com HCl 1M. Separou-se a fracgdo orgidnica, secou-se
com sulfato de sédio e roto-evaporou-se durante a noite (cerca de

16-18 h).

A TLC do produto em CHpClp/hexano (4:1) mostrou duas
manchas. Ambas foram recolhidas de uma coluna. O produto

pretendido obtido (Composto VII) pesava 32 mg (25% de rendimen-
to). -

iH RMN: 7,1-7,8 (m, 14H); 6,9 (d, 2H); 6,6 (d, 2H); 5,6 (t, 1H);
4,6 (s, 4H); 3,0 (m, 2H)

Numa outra preparagi3o, dissolveu-se acido 2-bromobenzoico
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(957 mg, 4,8 mmol) em 20 ml de tetra-hidrofurano e arrefeceu-se
até -78°C (COp/acetona), juntou-se n-butil-litio(n-buLi; 5,8 M,
1,6 M em hexanos, 9,2 mmol) e agitou-se durante 1 h. Por uma
cadnula, juntou-se o aldeido Composto VI (1,9 g, 3,2 mmol)
dissolvido em 10 ml de tetra-hidrofurano arrefecido até -78°C e

depois agitou-se durante 4 h a -78°C. Verteu-se a mistura
reaccional sobre cloreto de amonio saturado e extractou-se com

2 x 50 ml acetato de etilo. Os extractos organicos combinados

foram secos com sulfato de sodio e purificados por cromatografia
flash usando cloreto de metileno puro, obtendo-se 860 mg, 62% da

quantidade tedrica.

14 RrMN (CbClz) &8 7,90-7,80 (m, 1H), 7,68-7,40 (m, 2H), 7,40-7,05
(m, 11H), 7,0 (d, J=8,6 Hz, 2H), 6,64 (d, J=8,6 Hz, 2H), 5,62 (t,
J=7,1 Hz, 2H), 3,64 (br s, 2H), 3,4-2,8 (m, 2H).

Anal. Calc. Cog HoyNO3z: C, 80,37; H, 6,245 N, 3,23.

Obtida: C, 80,445 H, 6,29; N, 3,19.

Exemplo 11: acido 2-[2-[4-[bis(fenilmetil amino]fenil]-1-hidroxi-
etill-benzdico (Composto 5b)

Dissolveu-se o Composto VII (32 mg), obtido no Exemplo 10,

em metanol (2 ml). Juntou-se Pd/C (10 mg), passou-se hidrogénio
pela mistura reaccional e agitou-se durante cerca de 1,5 h até

que todas as particulas desaparecessem, 0 que se determinou por

TLC em CHoCly/acetato de etilo (1:1), obtendo-se 16,2 mg (86% de
rendimento) do Composto 5b.

Numa outra sintese, o carboxilato, Composto VII (320 mg, 7,3
x 10-4 moles) foi dissolvido em 20 ml de metanol. Seguiu-se a

adigao de 10% de paladio sobre carvdo activado (32 mg), encheu-se

© balZo com hidrogénio e agitou-se rapidamente durante 90 min.
Por Tiltragdo através de celite, seguida de concentragéao,

obtiveram-se 179 mg, 95% da quantidade tedérica. Esta substincia

foi wutilizada sem purificagdo adicional na repetigdo do exemplo
seguinte. TLC R¢=0,6, cloreto de metileno/acetato de etilo (1:1).
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Exemplo 12: acido 2-[2-[4-T[5-[(2.5-dioxo-1-pirrolidinil)oxi]—

~1.5~dioxopentilJamino]fenil]-1-hidroxietil-benzdico

{(Composto 5a)
0 Composto bb (16,2 mg, 6,3 x 10-5 moles), obtido no Exemplo

11, foi dissolvido em CHpClp (70 ul) e EtzN (1,26 x 10-4 moles),

sob agitag3o.

Juntou-se cloreto de N-hidroxi-succinimidoil-glutaroilo

(19,1 mg, 8,19 x 1073 moles) € agitou-se a mistura reaccional em
atmosfera de azoto. A mistura reaccional foi, ent3o,. colocada

directamente numa placa de TLC preparativa e eluiu-se com

CHoClp/acetato de etilo (1:1), obtendo-se 14,3 mg (50% de
rendimento) do ligando hapténico pretendido, Composto 5a.

1H RMN: 89,2 (s, 1H); 7,2-6,8 (m, 6H); 6,6 (d, 2H); 5,2 (t, 1H);

2,6 (m, 2H); 2,1 (s, 4H); 2,0 (t, 2H); 1,8 (t, 2H); 1,4
(m, 2H).

Numa sintese de repetigido, dissolveu-se o carboxilato VIII
(100 mg, 3,9 x 10-4 mol) em 800 w1l de cloreto de metileno e

trietilamina (109 w1, 7,8 x 1074 mol). Esta dissolugio foi
seguida da adigdo de cloreto de 5-[(2,5-dioxo-1-pirrolidinil)-
oxi]-5-oxo-pentanoilo (118 mg, 5,1 x 104 mol) e agitagZo durante
20 minutos. A purificagdo realizou-se carregando a mistura

reagente, em bruto, numa coluna de cromatografia flash € eluindo
com cloreto de metileno/acetato de etilo, 1:1, obtendo-se 159 mg,

90% da quantidade tedrica.

1H RrRMN (CDClz) & 9,24 (s, 1H), 7,36-6,8 (m, 6H), 6,42 (d, JI=8B,6
Hz, 2H) 5,20 (t, J=7,1 Hz, 1H), 2,66-2,36 (m, 2H), 2,15 (5, 4H),
2,1-1,96 (m, 2H), 1,96-1,7 (m, 2H), 1,5-1,16 (m, 2H).

Anal. Calc. CogHpgNo0g: C, 61,545 H, 5,13; N, 5,98.

Obtido: C, 61,6253 H, 5,105 N, 5,89.

Exemplo 13: Composto IX
Dissolveram-se o Composto II do Exemplo 3 (262 mg, 1,22 x

10-3 moles) e anidrido glutarico (140 mg) em CHpClp (10 ml) e

agitou-se durante 16-18 horas. Juntou-se & solugio mais anidrido
glutarico (40 mg)), agitou-se a mistura reaccional durante 3 h e

verteu-se sobre uma solugdo aquosa de EtzN (1,47 x 103 moles).
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Diluiu-se, entdo, a solugio com acetato de etilo, removeu-se a
camada aquosa e acidificou-se com acido trifluoroacético (TFA).

Extractou-se a camada aquosa com acetato de etilo, purificou-se

por HPLC wusando um gradiente padrdo de 10:90 atée 90:10 de

CH3CN/H>0 e obtiveram-se 240 mg (60% de rendimento) do Composto

IX pretendido.

14 RMN: 88,3 (m, 3H); 7,6 (t, 2H); 6,9 (d, 2H); 6,7 (d, 2H); 5,1
(t, 1H); 2,8 (m, 2H); 2,0 (m, 4H); 1,5 (m, Z2H).

oH 0 0
Composto IX

Exemplo 14: Composto 1b
0 Composto IX (58 mg, 1,77 x 10-4 moles) do Exemplo 13 foi

misturado com iodeto de metilo (8,84 x 10~4 moles), dissolvido,
num tubo selado, em acetona (cerca de 5 ml) e aquecido durante

cerca de 16-18 h a 80°C. 0 precipitado foi filtrado e lavado com

CHClxz, obtendo-se 56 mg (67% de rendimento) do Composto 1b.
14 RMN: &88,5-7,5 (m, 4H); 7,2-6,8 (m, 4H); 5,2 (t, 1H); 3,2 (m,
2H); 2,2 (t, 2H); 1,8 (t, 2H); 1,2 (m, 2H).

NH OH
\\I(/A\\v//A\\E’

Composto 1b

Exemplo 15: Composto X

Dissolveu-se p-nitrofenol (1 g, 7,19 x 10-3 moles) em CHoClo

(3 ml) e juntou-se EtzN (7,19 x 10~3 moles) obtendo-se uma
solugdo amarela.

Juntou-se a solugdo, gota a gota, cloreto de benzilo (8,63 x
10-3 moles) do que resultou uma certa ebuligao. A cor amarela

dissipou-se apés cerca de 5 min e formou-se um precipitado.
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Juntou-se CH5Clo (2 ml) & solugdo que continha o precipitado e
juntou-se acetato de etilo (3 ml) gue dissolveu o precipitado.

Agitou-se a solugdo durante 1 hora.

Misturou-se a solugio com agua, agitou-se durante cerca de

45 wmin, lavou-se uma vez com HCl 1 M, depois duas vezes com
NaHCOz a 10%, duas vezes com HCl1 1 M e duas wvezes com NaCl

saturado. A camada orgdnica foi seca com sulfato de sédio, roto-

-evaporador, guardada em vacuo e separada numa coluna em CHyClo/
/hexano (2:1). Recolheu-se a mancha de TLC com Ry mais baixo,

obtendo-se 1,2613 g (72% de rendimento) do Composto X {(p-nitro-

~fenilbenzoato).
14 RMN: 88,4-8,0 (m, 4H); 7,7-7,3 (m, 5H).

Composto X

Exemplo 16: Composto XI
0 Composto X (530 mg, 2,18 x 103 moles) do Exemplo 15, HC1l

12 M (200 pl), Pd/C (275 mg) e hidrogénio gasoso foram misturados

em metanol (cerca de 15 ml) e agitados durante 2,5 h sob
atmosfera de azoto, até que desaparecessem todas as particulas, o

que Toi determinado por TLC em CHpClo/MeOH (9:1). Filtrou-se a

solugio e secou-se, obtendo-se 518 mg (95% de rendimento) do
Composto XI.

0 NH3 Cl

Composto XI

Exemplo 17: Composto 3
Misturou-se o Composto XI (518 mg, 2,08 x 10=3 moles) do

Exemplo 16 com CHpClp (10 ml) e anidrido glutarico (260 mg, 2,28
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x 10~3 moles). Dissolveu-se Et3N (4,58 x 10~3 moles) na solugdo e

agitou-se a mistura reaccional durante 16-18 horas.

Por TLC detectaram-se particulas por reagir, em CHpClp/ace-
tato de etilo (9:1). Juntou-se mais anidrido glutarico (0,25 mg)

a solugdo e agitou-se a mistura reaccional por mais 3 h até dque
desaparecesse todo o material por reagir. Diluiu-se a solugido com

acetato de etileo, lavou-se por 2 vezes com HCl 1 M. Secou-se a

fase orginica com sulfato de sédio e evaporou-se, obtendo-se 655
mg do produto em bruto. 0 produto em bruto foi purificado por

FPLC em CH3CN/CHz0H/H»0 (4:1:4), obtendo-se 397 mg do Composto 3.
14 RMN: 69,9 (s, 1H); 8,1 (d, 2H); 7,7-7,4 (m, 5H); 7,1 (d, 2H);
2,3 (t, 4H); 1,8 (m, 2H).

0 0

|
Hg'“\\\v//»\\\///l\\ NH / ‘\ 0

Composto 3

Exemplo 18: Composto 4

Dissolveram-se anidrido glutarico (1,34 g, 1,17 x 102

moles) e p-aminofenol (1,6 g, 1,47 x 10~2 moles) em CHoClo (5
ml) e agitou-se a 35°C durante 1 hora. Diluiu-se a mistura em

acetato de etilo e lavou-se por 2 vezes com HCl 1 M. Secou-se a

camada orgdnica com sulfato de sédio e roto-evaporou-se. A HPLC
mostrou que o produto se tinha dissolvido na camada aquosa. Por

liofilizacdo obtiveram-se 214 mg do produto em bruto.

0 produto em bruto foi dissolvido em H>0 (16 ml), metanol (5
ml) e CHzCN (5 ml), e foi purificado por FPLC, obtendo-se 89 mg
do Composto 4.
14 RMN: 89,6 (s, 1H); 7,3 (d, 2H); 6,6 (d, 2H); 2,2 (m, 4H); 1,7
(m, 2H).
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HO NH OH

Composto 4

Exemplo 19: 2-[2-(4-aminofenil)-1-hidroxietil]-l1-metilbenzeno
{Composto XII)
Juntou-se n-buLi (2,8 ml, 2,6 M em hexanos, 4,4 mmol) a 30

ml de THF e arrefeceu-se a -78°C (COp/acetona). A esta solugéo

juntou-se 2-bromotolueno (0,573 ml, 4,8 mmol) e agitou-se durante
30 minutos. Juntou-se o aldeido Composto VI (1,5 g, 3,2 mmol),

dissolvido em 15 ml de THF e arrefecido até -78°C, e agitou-se a

mistura resultante durante 2 h. Verteu-se a mistura reaccional
sobre solugdo saturada de cloreto de amonio e extractou-se com

2 x 25 ml de cloreto de metileno. As camadas orginicas combinadas

foram secas com sulfato de sodio e purificadas por cromatografia
flash em hexanos/cloreto de metileno/acetato de etilo, 6:1:1,5,

obtendo-se 900 mg do Composto XII, 69% da quantidade tedrica. 1y
RMN (CDClz) & 7,9-7,8 (m, 1H), 7,68-7,40 (m, 2H), 7,40-7,15 (m,
12H), 7,05 (d, J=8,6 Hz, 2H), 6,70 (d, J=8,6 Hz, 2H), 5,3 (i,
J=7,1 Hz, 1H), 4,62 (s, 4H) 3,0-2,7 (m, 2H), 2,3 (s, 3H).

Anal. Calc. para CopgHogNO: C, 85,505 H, 7,135 N, 3,44.

Obtido C, 85,58; H, 7,08; N, 3,41.

Exemplo 20: 2—[2-[4-[bis(fenilmetil)amino]fenil]-1-hidroxietil]-
~-1-metilbenzeno (Composto XIII)

Juntou-se 10% de paladio sobre carvdo activado (100 mg) a

uma solugdo do Composto XII (900 mg, 2,2 mmol) em 50 ml de
acetato de etilo. O recipiente de reacgdo foi pressurizado até

345 kPa (50 psi) com hidrogénio num aparelho de hidrogenagao

PARR. A reacgdo completou-se apdés 4 h, foi depois filtrada
através de celite e concentrada in vacuo, obtendo-se 476 mg do

Composto XIII, 95% da quantidade tedrica. Esta substdncia foi

usada sem purificagfo adicional no exemplo seguinte. TLC R¢=0,05,
cloreto de metileno/hexanos, 4:1.
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Exemplo 21: 2-[2-[4-carboxi-1-oxobutil)dlamino]lfenill-1-hidroxi~-

etil]-l1-metilbenzeno (Composto &)

Juntou-se cloreto de 5-[(2,5-dioxo-1-pirrolidinil)oxil]}-5-
-oxo-pentanoilo (572 mg, 2,3 mmol) a uma solugdo do Composto V
(476 mg, 2,1 mmol) em 10 ml de cloreto de metileno contendo

trietilamina (351 ul, 2,5 mmol). Agitou-se a solugio durante 30
min apods o que se diluiu com acetato de etilo (25 ml), lavou-se

com HCl 1 M (2 x 15 ml) e secou-se com sulfato de sdédio. O

material em bruto foi purificado por cromatografia flash, cloreto
de metileno/acetato de etilo, 1:1, obtendo-se 780 mg do Composto

6, 85% da quantidade tedrica. 1H RMN (CDClxz) & 9,24 (s, 1H), 7,4~
-6,85 (m, 6H), 6,45 (d, J=8,6 Hz, 2H), 5,20 (t, J=7,1 Hz, 1H),
2,65-2,4 (m, 2H) 2,3 (s, 3H), 2,15 (s, 4H), 2,1-1,96 (m, 2H),
1,9-1,72 (m, 2H), 1,5-1,20 (m, 2H).

Anal. Calc. para CogHogN20g: C, 65,755 H, 5,945 N, 6,39.

Obtido: C, 65,79; H, 5,91; N, 6,41.

Exemplo 22: 5-[(2,5-dioxo-1-pirrolidinil)oxi]-N-[4-(hidroxime~
til)fenil ]-5-oxo-pentanamida (Composto XIV)

Numa solugdo de trietilamina (1,13 ml, 8,2 mmol) em 10 ml de

cloreto de metileno, dissolveu-se alcool p-aminobenzilico (1,9 g3
8,1 mmol). A esta solugdo juntou-se cloreto de 5-[(2,5-dioxo-1-

-pirrolidinil )oxi]-5-pentanoilo (2,21 g, 8,9 mmol} e agitou-se
durante 1 h. A mistura reaccional foi diluida com cloreto de
metileno (25 ml) e extractada com 2 x 26 ml de uma solugZo de HCl
2 M. A camada orgdnica resultante foi seca com sulfato de soédio e

purificada por cromatografia flash em cloreto de metileno/
/metanol, 9:1, obtendo-se 2,43 g do Composto XIV, 90% da

quantidade teodrica.

14 RMN (CbClz) & 8,0 (br x, 2H), 7,52 (d, J=8,6 Hz, 2H), 7,30 (d,
J=8,6 Hz, 2H), 4,62 (s, 2H), 3,45 (s, 2H), 2,9 (s, 4H), 2,75 (%,
J=10 Hz, 2H), 2,5 (t, J=10 Hz, 2H), 2,38-2,10 (m, 2H).

Anal. Calc. para Ci1gH18N20g: C, 57,495 H, 5,39; N, 8,38.

Obtido: C, 57,425 H, 5,44; N, 8,29.

Exemplo 23: N-[4-(bromometil)fenil]-5-[(2,5~-dioxo-1-pirrolidi-
nil)oxil-5-oxo—-pentanamida (Composto XV}

Juntou-se dibromotrifenilfosforano (3,04 g, 7,2 mmol) a uma
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solugdo do Composto XIV (2,9 g, 6 mmol) em 20 ml de dimetilforma-
mida. Aqueceu-se, depois, a mistura reaccional até 50°C e
agitou~se durante 4 h. Diluiu-se, entZo, a mistura reaccional com
um litro de acetato de etilo, extractou-se com salmoura (4 x 200
ml) e secou-se com sulfato de sédio. Por purificagdo atraves

de cromatografia flash, acetato de etilo/cloreto de metileno,
1:1, obtiveram-se 1,20 g do Composto XV, 50% da quantidade

tedrica.

14 RMN {(CDC13) &8 8,0 (br s, 1H), 7,50 (d, J=8,6 Hz, 2H), 7,39 (d,
J=8,6 Hz, 2H), 4,5 (s, 2H), 2,9 (s, 4H), 2,75 (t, J=10 Hz, 2H),
2,5 (t, J=20 Hz, 2H), 2,38-2,10 (m, 2H).

Anal. Calc. para CygH17N20g5: C, 58,72; H, 5,205 N, 8,56.

Obtida: C, 58,66; H, 5,24; N, 8,50

Exemplo 24: brometo de 4-[[5-[(2,5-dioxo-1-pirrolidinil)oxill]-
~1,5~dioxopentil Jamino}-N ,N-dimetil-N-brometo-benze-

no—metanaminio (Composto 7)

0 brometo, Composto XV, (1,9 g, 2,5 mmol) foi dissolvido em
60 ml de cloreto de metileno e juntou-se-lhe dimetilanilina (1,6

ml, 12,5 mmol). Agitou-se a solugio durante 30 min apdés o gque se

formou um precipitado; continuou-se a agitar durante 4 h. A
suspensédo Tormada Toi transferida para um funil de separagdo e

extractada com 3 x 30 ml de agua destilada. As lavagens aquosas

combinadas foram liofilizadas, obtendo-se 1,17 g do Composto 7,
90% da quantidade teorica 1H RMN (D20) & 7,60 (s, S5H), 7,38 (d,

J=8,6 Hz, 2H), 7,9 (d, J=B,6 Hz, 2H), 4,95 (s, 2H), 3,62 (s, 6H),

2,9 (s, 4H), 2,75 (t, J=10 Hz, 2H), 2,5 (t, J=10 Hz, 2H), 2,38~
-2,10 (m, 2H).

Anal. Calc. para Co4HpgNzOgBr: €, 55,605 H, 5,413 N, 8,11.
Obtido: C, 55,675 H, 5,395 N, 8,07.

Exemplo 25: Preparacido de cloretos de succinimidil-—-adipoilo € de

glutaroilo {(fAgentes de acoplamento)
Aqueceu~-se a 40°C durante 2 h uma solugido do éster

monometilico do acido adipico (5,4 g, 33,3 mmol) em <cloreto de

tionilo (15 ml). Concentrou-se, entdo, a mistura e destilou-se in
vacuo (ponto de ebulicfo 119°C a 20 mmHg), obtendo-se 3,58 g (60%

de rendimento, em peso) do éster metilico do cloreto acido. Este
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foi dissolvido em 20 ml de diclorometano e juntou-se N-hidroxi-
succinimida (2,75 g, 24,0 mmol) seguida de trietilamina (4,2 ml,

30 mmol). Agitou-se a mistura durante 10 min, depois diluiu-se
com acetato de etilo e lavou-se com HCl1 0,5 M e salmoura. Secou-

~-se a solugdo sobre sulfato de magnésio anidro, filtrou-se e

concentrou-se, obtendo-se 4,5 g (87,5% de rendimento, em peso) de
adipato de metilsuccinimidilo, como um 6leo incolor.

RMN de Prot&@o, em CDCl3z a 100 MHz (em relagdo a TMS como
padrao interno): delta 3,73 (singuleto, 3H), delta 2,90 (singule-

to, 4H), 2,70 (multipleto, 2H), 2,37 (multipleto, 2H) e 1,79
(multipleto, 4H).

Aqueceu-se ao refluxo, durante 12 h, uma solugio do adipato

de metil-succinimidilo (4,5 g, 17,5 mmol), clorotrimetilsilano
(11,1 m1, 87,5 mmol) e iodeto de sédio (13,1 g, 87,5 mmol) em 10

ml de acetonitrilo. Arrefeceu-se, depois, a mistura até tempera-

tura ambiente e diluiu-se com acetato de etilo. Lavou-se
repetidamente a mistura reaccional com bissulfito de so6dio aquoso

a 5%, até a solugdo organica ficar incolor. Lavou-se, ent3o, com

salmoura, secou-se sobre sulfato de magnésio anidro, filtrou-se e
concentrou-se, obtendo-se 3,2 g (71% de rendimento, em peso) do

ester mono-succinimidilico do acido adipico, como um so6lido
branco.

RMN de Protdo, em CDClz, a 100 MH3 (em relagdo a TMS como

padrao interno): delta 3,90 (singuleto, 4H), 2,70 (multipleto,
2H), 2,4 (multipleto, 2H), 1,80 (multipleto, 4H).

Aqueceu-se a 40°C, durante 3 h, uma mistura do éster
succinimidilico do acido adipico (1,00 g, 3,80 mmol) e de cloreto

de tionilo (5 ml), depois, arrefeceu-se até temperatura ambiente

e concentrou-se in vacuo. Agitou-se o residuo varias vezes com
hexano seco, separou-se o 6leo e secou-se in__vacuo, obtendo-se

0,97 g (90% de rendimento, em peso) de cloreto de succinimidil-

-adipoilo. Este foi dissolvido em tetra-hidrofurano seco até se
obter uma solugdo 5 molar que foi usada como tal na preparagido de

compostos adequados ao acoplamento a veiculos proteicos.
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RMN de Protdo, em CDClz, a 100 MHz (em relagdo a TMS como
padrio interno): 3,00 (multipleto, 2H), 2,90 (singuleto, 4H),
2,70 (multipleto, 2H), 1,80 (multipleto, 4H).

Preparou-se, de modo semelhante, o cloreto de succinimidil-
-glutaroilo [5-[(2,5-dioxo-1-pirrolidinil)oxi]-5-oxo-pentanoil-
-cloreto] que foi utilizado como adiante se indica.

VI - Preparacgdo de Conjugados e de Indculos
Os conjugados de moléculas de ligando hapténico com veiculos

proteicos como a hemocianina de lapa (género Fissurella) (KLH) ou

com a albumina de soro bovino (BSA), podem ser preparados, por
exemplo, por activagfo do veiculo com um agente de acoplamento

como © MBB (éster m-malimidobenzoil-N-hidroxi-succinimida) e

acoplamento ao grupo tiol do ligando hapténico. Ver, por exemplo,
Liu et al., Biochem., 80, 690 (1979). Como € bem sabido na arte,

é frequentemente benéfico ligar um composto ao seu veiculo por
meio de um grupo de ligagdo, intermediario.

Os veiculos uUteis s#@o ja bem conhecidos na arte e,

geralmente s#o, eles proprios, proteinas. S3c exemplos destes
veiculos a hemocianina de 1lapa (género Fissurella) (KLH),

edestina, tiroglobulina, albuminas como a albumina do soro bovino

ou a albumina do soro humano (BSA ou HSA, respectivamente), os
glébulos vermelhos como os eritrécitos do carneiro (SREC),

toxoide do tétano, toxoide da célera bem como os acidos poliamino

como poli(D-lisina:acido D-glutamico) e semelhantes.

A escolha do veiculo depende mais do fim pretendido para o

antigénio do que da porg3o determinante do antigénio € baseia-se
em critérios ndo particularmente envolvidos no presente invento.

Por exemplo, se o conjugado € para ser usado em animais de

laboratério, devera escolher-se um veiculo que ndo gere uma
reacgao inconveniente no animal.

0 conjugado veiculo-hapteno & dissolvido ou disperso numa
composicdo aquosa de um diluente fisiologicamente toleravel como

a solugdo salina normal PBS, ou agua estéril para formar um
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indéculo. Pode também ser incluido no inéculo um adjuvante como o
adjuvante completo ou incompleto de Freund, ou o alumen. O

indculo €& introduzido por injecgdo no animal usado para criar
anticorpos em quantidade suficiente para induzir anticorpos, como

& ja bem sabido.

Prepararam-se exemplos de conjugados imunogénicos a partir
de um ligando hapténico, adaptando as suas sinteses de modo a

incorporarem uma cadeia linear de atomos de carbono no grupo
benzilico do ligando hapténico (correspondente & porgdo fendlica

do éster ligando reagente) como elemento espagador, como acima se

referiu. Podem ser preparados outros exemplos de conjugados
imunogénicos com um elemento espagador/ligante a partir de um

ligando hapténico, adaptando as sinteses de modo a incorporarem a

cadeia linear de atomos de carbono na porgao do ligando hapténico

correspondente & parte acida do ligando reagente.

Concluiu-se que a cadeia flexivel de carbono de um apéndice
de adipato ou glutarato reduziria qualquer propensdo para

imunorreactividade devida & exigéncia conformacional imposta pela

ligacdo covalente ao veiculo proteico. 0 reagente bi-funcional,
preparado para este fim, entrega, também, o grupo carboxilo pré-

-activado para ligagdo, através da formagido da ligagdo amida, com

os residuos de 1lisina do veiculo. 0 método de acoplamento
particular deste estudo sera aqui ainda desenvolvido. Os ligandos

hapténicos foram acoplados & hemocianina de lapa (género Fissu~-

rella) (KLH) através de um grupo amino da porgdo fendlica da
estrutura.

De acordo com o presente invento, o agente intermediario de
ligagdo €& de preferéncia o cloreto de succinimidil-adipoilo ou

glutaroilo, preparados como acima se referiu. Prepara-se um

conjugado antigénico (imunogénico) do modo seguinte.

Num processo dado a titulo de exemplo, 2,5 mg de um piroduto

da reaccio como acima, de um hapteno e de cloreto de succinimi-
dil-adipoilo ou de cloreto de succinimidil-glutaroilo em 250 ul

de dimetilformamida, s3o adicionados lentamente, sob agitagdo, a
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2 mg de KLH em 750 ul de tampZo de fosfato de sodio, 0,01 M, a um
pH de 7,2. Utiliza-se uma temperatura de 4°C e agita-se a mistura
resultante durante cerca de 1 h, para preparar o conjugado KLH
ligado a hapteno. O conjugado produto da reacgdo, assim formado,

& depois purificado pelos meios usuais.

VII - Preparacio de Receptores Monoclonais

0s referidos conjugados de KiH (cerca de 100 npg) foram
usados para imunizar grupos de 4 ratinhos com 8 semanas de idade,
{estirpe 129G1X+) por injeccgdo intraperitoneal (IP) em adjuvante
completo de Freund. Uma outra injecgio IP de 50 upg de um
conjugado, em alomen, foi aplicada duas semanas depois. Um més
depois, o ratinho com o titulo de anticorpos mais elevado, contra
o hapteno, foi injectado por via intravenosa com 50 upg do
conjugado de KLH. Trés dias depois o bago foi retirado para

preparacdo de hibridomas e de anticorpos monoclonais.

Os anticorpos monoclonais foram obtidos como foi descrito
por Niman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77, 4524 (1980) and
Niman et al., in Monoclona1>Antibodies and T-Cell Products, ed.,
Katz, D.H., 23-51 (CRC Press, Boca Raton, FL 1982). Resumida-
mente, fundiram-se células do bago (1x105) com 2,0 x 107 ceélulas

de mieloma Sp2/0. Colocaram-se as células em 45 placas de 96
alveolos; cada alvéolo continha 150 pl de meio HAT-DMEM contendo
ainda 1% de nutridoma e 2% de BSA. Os linfoécitos utilizados para
formar os hibridomas do presente invento podem ser obtidos de
gualquer mamifero, por exemplo, um primata, roedor (e.g. ratinho
ou ratazana), coelho, cobaia, vaca, cdo, carneiro, porco ou
semelhante. Conforme for apropriado, o hospedeiro pode ser
sensibilizado por injecgfo do imunogénio, neste caso um ligando
hapténico, seguido de uma injecgdo de reforgo e isolamento do
bago.

Prefere-se que a linha de células de mieloma seja da mesma
espécie que os linfécitos. Utilizam-se portanto normalmente
hibridos fundidos, como os hibridos ratinho-ratinho [Shulman et
al., Nature, 276, 269 (1978)] ou os hibridos ratazana-ratazana
[Galfre el at., Nature, 277 131 (1979)]- Contudo, tambem, t&m
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sido usados com sucesso alguns hibridos ratazana-ratinho [Goding,

"Production of Monoclonal Antibodies by Cell Fusion", in Antibody

as _a Tool, Marchalonis et al. eds., John Wiley & Sons Ltd., p.
273 (1982)] na formagZo de hibridomas. S3o 1linhas de mieloma

adequadas ao presente invento, p. ex., MPC-11 (ATCC CRL 167),

P3X63-AgB.653 (ATCC CRL 1580), Sp2/0-Agld4 (ATCC CRL 1581), P3 X
63 AgBU.1 (ATCC CRL 1597), Y3-Agl.2.3 (depositadas na Collection

Nationale de Culture de Microorganisms, Paris, France, n2. I-

-078) e P3X663Ag8 (ATCC TIB 9). Para uso do presente invento,
prefere-se a linha Sp2/0 ou Sp2/0-Agl4 de mieloma do murino, nao

segregante.

As células de hibridoma que por fim se obtiveram podem ser
cultivadas seguindo as téchicas usuais de cultura de tecidos in

vitro para tais ceélulas, como ja & bem conhecido. Com maior
preferéncia, as células de hibridoma sdo cultivadas em animais,

usando técnicas analogas bem conhecidas, sendo os receptores

monoclonais obtidos a partir do fluido ascitico assim criado. O0Os
animais usados para produzirem fluido ascitico foram os ratinhos

Balb/c x 129G1X* criados na coldénia de ratinhos da Scripps Clinic

and Research Foundation, La Jolla, California; quando contudo
forem usados outros animais que ndo ratinhos para a preparagao de

hibridomas, podem usar-se ratinhos ou esses animais para a

produgZo de fluido ascitico.

Num caso particular produziu-se, a titulo de exemplo, um

receptor monoclonal pela tecnologia padrio dos hibridomas de
Kohler et al., Nature, 256, 495 (1975). Especificamente, imuniza-

ram-se ratinhos 12981X* por injecgio intraperitoneal com um

indéculo de 100 microgramas de conjugado (p. ex., o Composto la, 2
ou 5a, ligados a KLH) em 300 microlitros de uma mistura (1:1) de

solugdo salina tamponada com fosfato (PBS), pH 7,4, e adjuvante

completo de Freund. Duas semanas mais tarde, os ratiphos foram de
novo injectados de modo semelhante com 50 microgramas do referido

conjugado em 300 microlitros de uma mistura (1:1) de PBS (pH 7,4)

e alumen a 10 mg/ml. Apds mais oito semanas, os ratinhos foram
imunizados por via intravenosa com 50 microgramas do conjugado em

200 microlitros de PBS (pH 7,4). Retiraram-se os bagos dos
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ratinhos 4 dias mais tarde e fundiram-se as células do bago com

células de mieloma.

As células do bago foram misturadas e fez-se uma s6
suspensdo de células. As ceélulas nucleadas de bago (1,4 x 108)

foram entio fundidas com 3 x 107 células, , ndo-segregantes, de
mieloma Sp2/0 na presenga de um promotor de fusZo de células

(polietilenoglicol 2000). O hibridoma que produz um anticorpo

monoclonal particular foi escolhido por sementeira das celulas de
hibridoma em placas de 96 alvéolos e por crescimento em meio de

Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) contendo glucose a 4500 mg/l

(10%), 10% de soro de vitela fetal (FCS), hipoxantina, aminopte-
rina e timidina (isto &, meio HAT) que nZo permite o desenvolvi-

mento de células de mieloma nZo fundidas.

Apdés 2 a 3 semanas, amostrou-se o sobrenadante de cada
alvéolo, acima dos clones da célula e analisou-se pelo ensaio

ELISA (Ensaio de Imunossorgdo com enzima 1ligado, ensaio aqui
descrito adiante) quanto & presenga de anticorpos contra o

Composto la, 2 ou 5 como antigénios. Cada ligando hapténico foi

conjugado a BSA nos ensaios ELISA. Os alvéolos positivos Toram
clonados por duas vezes por limitagfio de diluigdo. Aqueles clones

que continuaram a produzir anticorpos especificos do Composto la

ou 2, apos duas clonagBes, foram expandidos para se produzirem
volumes maiores de fluido sobrenadante.

Sete dos 23 receptores monoclonais (cerca de 30%) que
imuno-reagiram com o Composto la, hidrolisaram cataliticamente os

ésteres do ligando reagente Composto 3. Cada uma dessas catalises
podia ser inibida por um ligando hapténico apropriado, como p.
ex. o Composto lb. Deste modo, uma percentagem relativamente
elevada de receptores monoclonais induzidos era capaz de catali-

sar uma reaccio esterolitica. Nenhum dos 21 anticorpos induzidos
pelo hapteno Composto 2 mostrou actividade catalitica em relagdo

ao ligando reagente Composto 3. De modo analogo, as coldonias que

produziram inicialmente anticorpos que se ligavam aos Compostos
Ba, 6 ou 7, foram sub-clonadas por duas vezes, apoés O qgue

permaneceram activas 18 para o Composto 5a, 22 para o Composto 6
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e 26 para o Composto 7. Estes anticorpos eram da classe da IgG.

As moléculas monoclonais cataliticas foram precipitadas com
sal dos fluidos asciticos, desenvolvidas em ratinhos Balb/c x

12961X* pré-sensibilizados com pristano, purificadas por cromato-

grafia de permuta anidénica (DEAE) seguida de cromatografia de
afinidade (proteina G) e dialisadas em fosfato 50 mM (NaCl 100

mM, pH 7,5). 0s anticorpos foram considerados como homogeneos

(95%) por electroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsul-
fato de sédio.

Um dos hibridomas, denominado 30C&6, foi ainda mais estudado
e depositado na American Type Culture Collection (ATCC), 12301

Parklawn Drive, Rockville, MD. Este hibridoma foi depositado no

dia 24 de Janeiro de 1990 e recebeu o nimero de acesso HE 10341.
Dois outros hibridomas, 27A6 e 57611, foram analogamente deposi-

tados na ATCC em 11 de Dezembro de 1990 e receberam os numeros de
acesso HB 10621 e HB 10622, respectivamente.

Estes depésitos foram realizados de acordo com as exigéncias

do Tratado de Budapeste de que os depdsitos durariam 30 anos a
partir da data de depdsito ou 5 anos apdés o ltimo pedido de

depbésito naquele depositario ou pelo periodo de vida vigente da

patente americana completado a partir deste pedido, sendo
adoptado, destes periodos, o maior. 0Os hibridomas deverdo ser

renovados caso se tornem nio viaveis no depositario.

Pode também ser preparado um receptor monoclonal do presente
invento, introduzindo, p. ex., por injecgdo, o hibridoma na

cavidade peritoneal de um mamifero como um ratinho. De preferén-
cia, como ja se fez notar, usam-se mamiferos singénicos ou semi-

-singénicos, como na patente U.S. 4 361 549, cujo teor €& aqui

citado apenas para referéncia. A introdugfo do hibridoma provoca
a formagZo de hibridomas produtores de anticorpos apos um periodo

adequado de desenvolvimento, p. ex. 1-2 semanas, produzindo-se

uma elevada concentragdo de receptores que podem ser recuperadas
da corrente sanguinea e do exsudado peritoneal (ascite) do

ratinho hospedeiro. Rinda que o ratinho hospedeiro também tenha
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receptores normais ho seu sangue e ascite, a concentracdo dos
receptores normais € normalmente apenas cerca de 5% da concen-

tragédo de receptores monoclonais.

Os receptores monoclonais presentes no sobrenadante do

hibridoma podem ser usados sem purificagdo adicional ou pode
recolher-se o receptor da ascite ou do soro do ratinho usando

técnicas padrdo como a cromatografia por afinidade, usando

células infectadas com AD1&9 ligadas a um imunossorvente como 2
Sepharose 6B ou 4B (Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ),

seguida de eluigdo a partir do imunoabsorvente usando um tampéo

acido como o hidrocloreto de glicina a um valor de pH de cerca de
2,5.

Nestes estudos, as fracgbes 1IgG foram normalmente obtidas a
partir da ascite do ratinho, por precipitagio com sulfato de

aménio a 45%, saturado, seguida de cromatografia em DEAE-Sephacel

com eluicdo com cloreto de sédio, como ja se referiu. A fracgio
que foi eluida com sal 100 mM foi dialisada e concentrada.

VIII - Ensaio de Imunossorcgdoc com Enzima Ligado (ELISA)
A 1ligacZo de ligandos e o efeito das modificagbes quimicas

foram avaliadas por ELISA com o anticorpo a uma concentragdo fixa

na gama do seu titulo e com concentragfo variavel do reagente ou
ligando. Considera-se haver inibigZo se o titulo for reduzido de

50%, a uma razdo de reagente para hapteno inferior a 1000:1.

Os ensaios foram realizados em placas de microtitulagido, em
polivinilo, de fundo plano (Dynatech, Alexandria, VA). A titulo

de exemplo, revestiram-se os alvéolos com uma solugdo contendo o
Composto 1la 1ligado a BSA como ligando antigénico, em solugdo

salina tamponada com fosfato (PBS), usando 50 microlitros de

solugdo por alvéolo. Os ligandos foram revestidos a 1 micrograma
por mililitro. Incubaram-se, entdo, as placas durante a noite a

37°C em estufa de secagem. As placas secas foram guardadas a 4°C

até serem usadas. Antes do ensaio ELISA, as placas secas foram
re-hidratadas por 2 lavagens de 2 minutos cada, com PBS 10

milimolar (mM), pH 7,4, contendo 0,1% de polioxalquileno (20),
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monolaurato de sorbitano (Tween 20) e 0,02% de Thimerosal

(etilmercuritio-salicilato de sodio), (Sigma, St. Louis, MO).

A fim de reduzir as ligagdes n3do especificas, os sobrena-
dantes dos hibridomas foram diluidos a 1:2 em tampZo de lavagem

contendo 0,1% de BSA como diluente. Juntaram-se, depois, 50
microlitros dos sobrenadantes de hibridomas diluidos, a cada

alvéolo e incubaram-se durante 1 h a 4°C num giro-agitador para

estabelecer contacto entre o sobrenadante contendo anticorpos
monoclonais e o Composto 1 ligado. Apods duas lavagem de 2 minutos

cada, juntaram-se a cada alvéolo 50 microlitros de IgG + IgM de

cabra, anti-ratinho, marcada com peroxidase, (Tago, Burlingame,
CA), diluido a 1:1000, e incubou-se a mistura reaccional a 4°C

durante 1 h para ligar o anticorpo marcado com o anticorpo mono-

clonal ligado.

0 substrato usado para avaliar a actividade da peroxidase

ligada, foi preparado imediatamente antes de usar € consistia em
400 microgramas/ml de o-fenilenodiamina (Sigma, St. Louis, MO) em.

tampdo de fosfato-citrato 80 mM, pH 6,0, contendo 0,12% de H05.

Apos duas lavagens finais, juntaram-se 50 microlitros da solugio
de substrato, a cada alvéolo e deixou-se a cor desenvolver

durante 15 min no escuro. Parou-se o desenvolvimento da cor pela

adicdo de 25 microlitros de HyS04 4 molar (M) a cada alvéolo e
mediu-se a densidade é6ptica a 492 nandémetros (nm) com um leitor

de placas Multiskan ELISA.

IX - Medidas Cinéticas

Dialisaram-se anticorpos monoclonais purificados, contra

tampdo EPPS (1 mM, pH 8,0, NaCl 100 mM) ou contra tampdo CHES (1
mM, pH 8,0, NaCl 100 mM). A sua concentragdioc em proteina foi

determinada pelo método BCA (pierce). Realizaram-se avaliagoes

por HPLC (coluna de fase inversa, C1g, VYDAC 201TP54) com
CH3CN/H20 (0,1% TFA) num programa isocratico de 10/90. Usou-se um

padrio interno de o-acetamidofenol para calcular a quantidade de

produto formada [4-{carboxibutiramido)fenol].

As solugtbes base de anticorpos foram diluidas em 1 ml de
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tampio adequado [EPPS, 50 oM (pH 7,2-8,6); CHES (pH 8,6-10,0),
NaCl 100 mM] para se obter uma concentragdo final, em proteina,

de 20 M. As reacgdes continham 5% de co-solvente dioxano e
manteve-se a temperatura a 37 % 0,1°C. As velocidades lineares

iniciais foram medidas a < 5% de hidrolise do substrato total.

Verificou-se que os anticorpos eram estiaveis durante pelo menos
48 h nas condigdes da reacgdo, o que Toi determinado por ensaios

de 1ligagdo ELISA. As velocidades observadas foram corrigidas em

relagio & velocidade de hidroélise nio catalisada, na auséncia de
anticorpos. O0s parametros cinéticos Vyax © K, foram determinados

pelo ajustamento nZo linear, de minimos quadrados, da velocidade

inicial vs. concentragdo do substrato, dando uma curva hiperbdli-
ca descrita pela equagido de Michaelis-Manton.

A variagio da velocidade inicial em fungdo do pH foi medida
em CHES (50 mM) (NaCl 100 mM) a um valor de pH acima de 8,6 e de

outro modo em EPPS (50 mM) (NaCl 100 mM). NZo houve diferengas

nas velocidades observadas com anticorpo 27A6, quando verificadas
a pH 8,6 em EPPS e CHES (50 mM) (NaCl 100 mM). A variacdo de

concentragdio iodnica do tampdo (12,5 - 50 mM) mostrou ndo haver

dependéncia de Kozt (anticorpo 2786) na presenga da espécie
tampio.

A equagio 1 descreve o perfil de velocidde pH obtido para a
velocidade de hidrolise (Kgpg) do Composto 3, extrapolada para a

concentragdo zero do tampdo. Bruice et al. Bioorganic Chemistry,
Vol. 1; Benjamin: New York (1965).

Kobs = Kon [OHT]
A linha de quadrados a cheio (Figura 3b) foi criada fazendo

variar a concentragido do tampdo (12,5 mM - 50 mM) a uma concen-
tracdo fixa do Composto 3 (400 uM) ao longo da gama de pH de 7,2

a 10,0. 0Os tampBes utilizados e a sua gama de variagdo de pH

testados, foram exactamente os mesmos acima descritos. 0 valor de
KgH— pode ser calculado a partir da inclinagdo do grafico de Kopg

vs. KW/ay. -

X -~ Modificactes Quimicas dos Anticorpos

(a) Fenilglioxal; uma aliquota de 50 ul de uma solugdo de
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fenilglioxal (6 mM), (NaHCOz 125 mM, pH 7,5) foi adicionada a
tampdo 195 ul (125 mM, pH 7,5, NaHCOz) contendo anticorpos (20

uM). A mistura foi submetida a vértex e deixada repousar durante
1 h & temperatura ambiente. Esta mistura reaccional foi, depois,

transferida para um microdialisador (Pierce) e dialisada com 125

mM, pH 7,5, NaHCO3, com um caudal de aproximadamente 150 ml/h
durante 2 h. 0 microdialisador foi entdo lavado com porgbes de 4

x 60 ml de CHES 50 mM, NaCl 100 mM, 2 pH 8,4, e deixado repousar

neste tampdo durante a noite (cerca de 15-18 h). Lavou-se de nhovo
0 microdialisador com porgdes de 3 x 50 ml de CHES 50 mM, NaCl

100 mM, a pH 8,4, na manh& seguinte. Retiraram-se as amostras,

recalcularam-se as concentragdes em proteina (BCA) e fizeram-se
ensaios de actividade catalitica (HPLC) e de 1ligagZo (ELISA).

Usou-se um processo semelhante com hapteno presente (200 uM).

(b) Anidrido maleico; juntou-se uma aliquota de 5 ml de uma
solugao de anidrido maleico (0,05 M, dioxano) a 299 ul de borato,

20 mM, pH 8,9, NaCl 100 mM contendo 20 uM de anticorpos.
Submeteu-se a solugdo a um voértex e deixou-se repousar a

temperatura ambiente durante 1 h. Transferiu-se ent3o esta

mistura reaccional para um microdialisador e dialisou-se, como
acima se descreveu, com CHES 50 mM, pH 8,4, NaCl 100 mM.

Retiraram-se as amostras, calcularam-se as concentragbes em

proteina (BCA) e fizeram-se ensaios de actividade catalitica e de
ligagéo.

(c) Pirocarbonato de dietilo; 10 pl de uma solugdo 0,6 M de
dietilpirocarbonato em etanol, foram diluidos em 1 ml de acetato

de sédio (NaOAc) (150 mM, pH 6, NaCl 100 mM). Juntaram-se 5

microlitros dessa solugdo a 299 pl de NaGAc (150 mM, pH 6,0, NaCl
100 mM) contendo 20 uM de anticorpos. Submeteu-se a mistura a

vortex e deixou-se repousar a 4°C durante a noite (cerca de 15-18

h). Transferiu-se entdo esta mistura reaccional para um microdia-
lisador e dialisou-se, como acima se descreveu, com CHES (50 mM,

pH 8,4, NaCl 100 mM). Retiraram—-se amostras, determinaram-se as

concentragdes em proteina (BCA) e fizeram-se ensaios de activi-
dade catalitica e de ligagdo.
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Pretende-se que a exposig¢io antecedente ilustre o presente
invento sem o limitar. Podem realizar-se numerosas variagdoes e

modificagbes sem afastamento do verdadeiro espirito e ambito do
invento.
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REIVINDICACGCODES

1 -~ Processo de produgdo de moléculas de anticorpo ou de
moléculas contendo porgdes do local de combinagdo do anticorpo,

gue hidrolisam cataliticamente uma ligagdo amida ou éster de

acido carboxilico pré-seleccionada, de um ligando reagente,
ligando-se o local de combinhagdo do anticorpo das referidas

moléculas a:

(a) um ligando reagente contendo a ligacdo amida ou éster de

acido carboxilico pré-seleccionada que €& hidrolisada, e

(b) um ligando hapténico estruturalmente analogo ao referido
ligando reagente que contém um atomo de carbono tetraédrico

ligado a um grupo hidroxilo, bem como a um Atomo de carbono
saturado, numa posicdo, no ligando hapténico, correspondente a

posicdo do grupo carbonilo, bem como ao heteroatomo ligado ao

carbonilo de, respectivamente, uma ligagio éster ou amida de
acido carboxilico, pré-seleccionada, a ser hidrolisada, incluindo

ainda o referido ligando hapténico um grupo apresentando carga

iénica, em solugdo aquosa, a valores de pH fisiolégicos, estando
o grupo, que apresenta carga iénica, ausente de uma posigdo

correspondente do referido ligando reagente, e 1localizado nhum

volume esférico, definido por um raio de cerca de 7 X 10-10 m, a
partir do referido atomo de carbono tetraédrico, caracterizado

por por se cultivarem as células adequadas num meio de cultura

adequado.

2 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

por o referido grupo que apresenta carga ionica estar indirecta-
mente 1ligado ao referido atomo de carbono tetraéedrico, com pelo

menos um atomo a separar o referido atomo de carbono tetraédrico

do atomo que tem carga idnica do referido grupo dque apresenta
carga iodénica.

3 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
por as moléculas serem anticorpos monoclonais.
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4 - Processo de acorde com a reivindicacgfio 1, caracterizado
por o referido ligando hapténico conter um iZo amdnio ou um i&o
carboxilato, a valores fisiolégicos do pH, come referido grupo

que apresenta carga idnica.

5 ~ Processo de produgdo de moléculas de anticorpo monoclo-
nal ou de moléculas contendo porgBes do local de combinagdo de
anticorpo que hidrolisam cataliticamente uma ligagdo amida ou
éster de &acido carboxilico pré-ssleccionada de um ligando
reagente, ligando-se o local de combinagZo com anticorpo das

referidas moléculas a:

(2) um ligando reagente contendo a ligacgfo amida ou éster de
acido carboxilico pré-ssleccionada que € hidrolisada, sendo o

referido ligando reagente representado pela estrutura

0
r1-{ x-g2
na qual Rl e R? representam residuos quimicos do reagente,
contendo &tomos de carbono e -X- & -0- ou —NE3—, onde RS &

hidrogénio ou um terceiro residuo quimico contendo carbono;

(b) um ligando hapténico gue & estruturalmente analoge ac
referido 1ligando reagente, sendo o referido ligando hapténico
representado pela estrutura

OH
RL’ -&h-cHrd” —r?”
na gual Rl, e Rz’ representam residuos contendo atomos de carbono
que sido estruturalmente anilogos a Rl e a R2, respectivamente, e
contendo pelo menos um de R1’ e RZ’, um grupo apresentando uma
carga i6nica em soluc®o aguosa, a valores de pH fisioldgicos,
proporcionando o referido, pelo menos um grupo, carga idnica a
valores de pH fisioldgicos, localizado num volume esférico
definido por um raio de cerca de 7 x 10710 1 a partir do referido
OH
grupo —CH- da referida estrutura, e RS e H quando -X- & -0- ou
#3" & estruturalmente anilogo a R3 guando -X- & —NR3—, caracteri-
zado por se cultivarem células adequadas, num meico de cultura

adequado.



72 167
SCRF Case 195.1(POR)

~73- <

&6 — Processo de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado
poir —X- serr —-0-.

7 - Processo de acordo com a reivindicagfo 6, caracterizado
por o referido grupo que apresenta uma carga ionica a valores de

pH fisiolégicos ser um i&%o amdénio ou um ido carboxilato.

8 - Processo de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado

por as moléculas serem segregadas pelo hibridoma 30C6, que possui
o n@. de acesso, no ATCC, HB 10341.

9 - Processo de acordo com a reivindicag@o 7, caracterizado

por as moléculas serem segregadas pelo hibridoma 2786, que possui
o n2. de acesso, no ATCC, HB 10621.

10 - Processo de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado
por o referido grupo que apresenta carga iénica estar indirecta-
mente ligado a, pelo menos, um atomo que separa o referido atomo
de carbono tetraédrico do atomo do referido grupo carregado que
apresenta carga io6nica, e por o referido grupo que apresenta
carga iénica estar localizado dentro de um wvolume esférico
definido por um raio com cerca de 2 x 10710 4 cerca de 5 x 10710 o

a partir do referido atomo de carbono tetraédrico.

11 - Processo para hidrolisar cataliticamente uma ligag&o
éster ou amida pré-seleccionada, numa molécula de ligando

reagente, caracterizado por compreender os passos de:

(a) misturar uma quantidade cataliticamente eficaz de
moléculas de anticorpo monoclonal ou de moléculas contendo
porgBes do 1local de combinag3o de anticorpo de acorde com a
reivindicag@o 1, com as referidas moléculas de ligando reagente,

num meio aquoso, de modo a formar uma mistura reaccional, e

(b) manter a referida mistura reaccional durante um periodo
de tempo suficiente para que as referidas moléculas de 1ligando

reagente se liguem &s referidas moléculas de anticorpo ou
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moléculas contendo porgdes do local de combinagdo de anticorpo e
para que as referidas moléculas de anticorpo ou moléculas

contendo suas porgoes de 1local de combinagdo de anticorpo
hidrolisem cataliticamente a referida ligagio pré-seleccionada e

formem produtos.

12 - Processo de acordo com a reivindicagdo 11, caracteriza-
do por as referidas moléculas de anticorpo ou moléculas contendo

suas porgdes de local de combinagdo de anticorpo serem segregadas
pelo hibridoma 30C6, possuindo o n2. de acesso, no ATCC HB 10341,

ou pelo hibridoma 27A&, possuindo o n2. de acesso, no ATCC, HB
10621.

13 - Processo de preparagio de células que quando cultivadas

num meio produzem moléculas de anticorpo ou moléculas contendo
por¢bes do 1local de combinagdo do anticorpo, que hidrolisam

cataliticamente uma ligagfo éster ou amida de acido carboxilico

pré-seleccionada de um ligando reagente a partir de genes obtidos
de um animal previamente imunizado com um imunogénio que inclui

um ligando hapténico que contém um atomo de carbono tetraédrico

ligado a um grupo hidroxilo, bem como a um &tomo de carbono
saturado, numa posig¢Zo, no ligando hapténico, correspondente a

posigdo do grupo carbonilo, bem como ao heteroatomo ligado ao

carbonilo de, respectivamente, uma ligacgfo éster ou amida de
acido carboxilico, pré-seleccionada, a ser hidrolisada, incluindo

ainda o referido ligando hapténico um grupo apresentando carga

idnica, em solugdo aquosa, a valores de pH fisiologicos, estando
0 grupo, que apresenta carga idénica, ausente de uma posigao

correspondente do referido ligando reagente e 1localizado num

golume esférico, definido por um raio de cerca de 7 x 10710 @ (7
Angstroms), a partir do referido atomo de carbono tetraédrico,

mantendo o referido animal durante um periodo suficiente para que

segregue anticorpos que imunorreagem com o referido 1ligando
hapténico, caracterizado por compreender :

(a) a transferéncia dos genes que codificam as moléculas de
anticorpo ou as moléculas, contendo porgdes do sitio de combina-

¢&Zo do anticorpo, das células produtoras de anticorpo produzidas
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e retiradas do referido animal previamente imunizado e mantido,
para células hospedeiras de modo & formar células hibridas que

contém genes de, pelo menos, duas origens, sendo estas celulas
hibridas formadas capazes de (i) produzir, quando cultivadas,

moléculas de anticorpo ou moléculas contendo porgdes do local de

combinagdo do anticorpo, dos referidos genes transferidos e (ii)
serem cultivadas de modo substancialmente indefinido;

(b) cultura das células hibridas num meio de cultura
apropriado, durante um periodo de tempo suficiente para que estas

células hibridas produzam moléculas de anticorpo ou moléculas

contendo porgtes do local de combinagdo de anticorpo,

{c) recuperagao das moléculas de anticorpo, ou das moléculas

contendo porgdes do local de combinagdo de anticorpo, a partir
das células hibridas cultivadas;

(d) rastrear as moléculas de anticorpo ou moléculas contendo
porgbes do local de combinagdo de anticorpo, obtidas, de modo a

identificar a célula hibrida que produz as moléculas de anticorpo

ou as moléculas contendo porgdes do 1local de combinagdo de
anticorpo gque hidrolisam, cataliticamente, a referida 1ligagéo

éster ou amida de acido carboxilico predeterminada,e

(e) fazer crescer clones da referida célula hibrida identi-
ficada que produz moléculas de anticorpo ou moléculas contendo

por¢gbes do local de combinagdo de anticorpo que hidrolisam,
cataliticamente, a referida 1ligagio éster ou amida de acido

carboxilico predeterminada.

14 - Processo de acordo com a reivindicagao 13, caracteriza-
do por as c¢élulas formadas no passo (a) serem células de

hibridoma.

15 - Processo de acordo com a reivindicagdo 14, caracteriza-

do por as células de hibridoma serem as do hibridoma 30C6é que tem
o numero de acesso, no ATCC, HB 10341.
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16 - Processo de acordo com a reivindicagio 14, caracteriza-
do por as células de hibridoma serem as do hibridoma 27A6 que tem

o numero de acesso, no ATCC, HB 10621.

Lisboa,

25. JIN. 1991

Por SCRIPPS CLINIC AND RESEARCH FOUNDATION
- 0 AGENTE OFICIAL -
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FIGURA 2
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FIGURA 3A
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