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A PRESENTE INVENCAO REFERE-SE A UMA PROTEINA INIBIDORA QUIMERICA DE UMA
PROTEASE COMPREENDENDO UMA SEQUENCIA POLIPEPTIDICA INIBIDORA E PELO MENOS
UMA SEQUENCIA POLIPEPTIDICA DE UM LOCAL DE INTERAGAO ENTRE ENZIMA E SUBSTRATO
ESPECIFICO PARA UMA PROTEASE. OUTROS OBJETOS DA PRESENTE INVENCAO SAO O
FORNECIMENTO DE UMA SEQUENCIA DE ADN ISOLADA E PURIFICADA QUE CODIFICA A
PROTEINA INIBIDORA QUIMERICA DE UMA PROTEASE, UM VETOR DE EXPRESSAO
CARACTERIZADO POR COMPREENDER A MENCIONADA SEQUENCIA DE ADN ISOLADA E
PURIFICADA, UMA CELULA HOSPEDEIRA EUCARIOTICA OU PROCARIOTICA TRANSFORMADA
COM ESTE VETOR DE EXPRESSAO E UM METODO DE PRODUCAO DE UMA PROTEINA
INIBIDORA QUIMERICA.



RESUMO
“PROTEINAS INIBIDORAS DE UMA PROTEASE E USO DAS MESMAS”

A presente invengdo refere-se a uma proteina inibidora
gquimérica de uma protease compreendendo uma segquéncia
polipeptidica inibidora e pelo menos uma sequéncia
polipeptidica de um 1local de interacdo entre enzima e
substrato especifico para uma protease. Outros objetos da
presente invencgdo s&o o fornecimento de uma sequéncia de
ADN isolada e purificada que codifica a proteina inibidora
quimérica de uma  protease, um  vetor de expresséao
caracterizado por compreender a mencionada sequéncia de
ADN isolada e purificada, uma célula hospedeira
eucaridética ou procaridética transformada com este vetor de
expressdo e um método de producdo de uma proteina

inibidora gquimérica.



DESCRICAO
“PROTEINAS INIBIDORAS DE UMA PROTEASE E USO DAS MESMAS”

CAMPO DA INVENGAO

A presente invengdo refere-se a uma proteina inibidora
recombinante de uma protease compreendendo uma sequéncia
polipeptidica inibidora e pelo menos uma sequéncia
polipeptidica de um local de interacdo entre enzima e

substrato especifico para protease.

Outros objetos da presente invencdo sdao o fornecimento de
uma sequéncia de DNA isolada e purificada que codifica a
proteina inibidora recombinante de uma protease, um vetor
de expressao caracterizado por compreender a referida
sequéncia de DNA isolada e purificada, uma célula
hospedeira eucaridtica ou procaridética transformada com
este vetor de expressdo e um método de producdo de uma

proteina inibidora recombinante.

ANTECEDENTES DA INVENQKO

Dentre todas as proteinas expressas por organismos vivos,
as proteases encontram-se entre as mais criticas na
mediacdo dos processos de vida e morte celular. De facto,
as interacgdes 1inicials entre protease e substrato e
subsequente divisao repousam na base de amplo espetro de
eventos bioldgicos essenciais que incluem trombose,

coagulacao e apoptose.

A protedlise desregulada ou desequilibrio entre proteases
e antiproteases foil pesquisada intensamente com base na
suspeita de que poderia ser fator fundamental em muitas

patologias em que as proteases tenham sido envolvidas,



tais como o cancro, doencgas autoimunes, inflamacgdes e
doencas infecciosas. Estudos diferentes realizados com
agentes antiproteoliticos em modelos de cancro e doencas
inflamatérias (tais como artrite reumatoide e enfisema)
também demonstraram interessante melhoria de resultados,
fortalecendo a terapia antiproteolitica e o papel de

equilibrio entre proteases e antiproteases.

No cancro da prdstata, por exemplo, que € um dos cancros
mais comuns diagnosticados em homens norte-americanos,
acredita-se que as proteases desempenhem papel fundamental
no comportamento maligno de células cancerosas, incluindo

rdpido crescimento de tumores, invasdo e metédstase.

A proteina calicreina glandular humana (hK2) é uma serino-
protease similar a tripsina expressa predominantemente no
epitélio da préstata. Isolada primeiramente a partir de
plasma seminal humano, a hK2 recentemente surgiu como
marcador de diagndéstico para cancro da prdstata (Deperthes
et al, 1995, Isolation of Prostatic Kallikrein hK2, Also
Known as hGK-1, in  Human Seminal Plasma”, Biochim.

Biophys. Acta 1245, 311-6).

Além do seu papel como marcador, as suas atividades
proteoliticas sugerem que a hK2 poderia contribuir para a
progressao do cancro. Varias funcgdes potenciais para esta
enzima foram propostas, 1incluindo a ativacéo de ativador
de plasminogénio do tipo urogquinase e desativacgido de
inibidor 1 ativador de plasminogénio, ativacdo de pro-PSA,
degradacdo de fibronectina e degradacdo de proteina de
unido de fator de crescimento similar a insulina (IGF-BP)
(para anédlise, vide Cloutier et al, 2004, "Development of

Recombinant Inhibitors Specific to Human Kallikrein 2



Using Phase-Display Selected Substrates”, Eur. J. Biochem.
3, 607-13).

Demonstrou-se recentemente que a calicreina hK2 pode
formar um complexo especifico com inibidor de protease,
conhecido como PI-6, em cancros e, particularmente no
cancro da préstata. Com base na descoberta deste complexo
especifico, as Patentes US 6.284.873 e 6.472.143 fornecnum
método de diagnéstico para determinar a presenga ou

auséncia de cancro ou necrose de tecidos.

Considerando a sua expressdo especifica em tecido da
proéstata e o envolvimento de todos os seus substratos
potenciais no desenvolvimento de cancro, hK2 também é&
considerada alvo terapéutico potencial (Darson et al,
1997, “Human Glandular Kallikrein 2 (hK2) Expression in
Prostatic Intraepithelial Neoplasia and Adenocarcinoma: a
Novel Prostate Cancer Marker”, Urology 49, 857-62) .
Portanto, o desenvolvimento de inibidores de protease
especificos e de longa duracédo, especialmente inibidores

de calicreina, seria util.

Estes possiveis inibidores de protease podem ser
selecionados dentre a familia serpina (inibidores de
serino protease), que é uma familia grande de proteinas
relacionadas com a regulacdo de processos fisioldgicos
complexos. Estas proteinas de cerca de 45 kDa podem ser
subdivididas em dois grupos, um que € inibidor e outro néao

inibidor.

As serpinas contém um circuito de local reativo flexivel
exposto ou circuito de serpina reativo (RSL), que &

relacionado com a interacdo com a suposta proteinase alvo.



Apds a unido a enzima e divisdo da unido que pode ser
partida P1-P1’ do RSL, ¢é formado um complexo covalente
(Huntington et al., 2000, "“Structure of a Serpina-Protease

Complex Shows Inhibition by Deformation”, Nature 407, 923-

6) . A formacao deste complexo induz redisposicgao
conformacional importante e, desta forma, captura
irreversivelmente a protease alvo. A  especificidade

inibidora de serpinas ¢ grandemente atribuida a natureza
dos residuos nas posigdes P1-P’1 e o comprimento do RSL. A
mudan¢ga do dominio de RSL ou do local reativo de serpinas
€ uma abordagem para compreender o processo inibidor entre
um  serpina e uma enzima e desenvolver inibidores
especificos (Dufour et al., 2001, ™“The Contribution of
Arginine Residues Within the P6-P1 Region of Alpha 1-
Antitrypsin to its Reaction with Furin”, J. Biol. Chem.
276, 38971-9 e Plotnick et al., 2002, "“The Effects of
Reactive Site Location on the Inhibitory Properties of the
Serpina Alpha (1)-Antichymotrypsin”, J. Biol. Chem. 277,
29927-35).

Varias serpinas, tais como inibidor da proteina C, o2
antiplasmina, antitrombina-II1II, al-antiquimotripsina (ACT)
ou 1nibidor de protease 6 foram identificadas como
inibidores de hK2 (Saedi et al., 2001, “Human Kallikrein 2
(hK2), but not Prostate-Specific Antigen (PSA), Rapidly
Complexes with Protease Inhibitor 6 (P/-6) Released from
Prostate Carcinoma Cells”, Int. J. Cancer 94, 558-63). A
formacdo relativamente lenta de complexos entre hK2 e ACT
é principalmente atribuida aos residuos Leu 358 - Ser 359
nas posigcdes P1-P’1 do RSL, unido de peptideo desfavoréavel

para esta enzima similar a tripsina.

Até o momento, somente selecgdes de novos inibidores de



calicreina, que inibem especificamente a calicreina do
plasma, e seu uso em métodos terapéuticos e de diagndstico
foram descritos (Patentes Us 6.057.287, 6.333.402,
5.994.125 e 5.795.865) . Entretanto, estas patentes
descrevem a producdo de inibidores que sdo hombélogos a
dominios Kunitz inibidores de tripsina pancredtica bovina
e especialmente proteinas qgque sdo homdélogas a dominios
Kunitz inibidores da coagulacdo associada a lipoproteina

(LACI), que inibem especificamente calicreinas do plasma.

Um outro documento, designadamente o US 5.827.662,

0]

descreve um método para a produgdo de inibidores de

protease recombinante {(variantes Anticguimotripsina)

capazes de modular eficazmente a atividade da protease da
serina. Estes inibidores compreendem sempre uma regido de
charnelra de um circuito de serpina reativo (RSL), que tem
seguénciasg de aminodcidos modificadas. A regldo de

charneira ¢é ©yparte do RSL e estende-se a partir das

WO95/27053, em nome da Universidade da Pensilvania,
fornece andlogos de alfa-l-antiguimotripsina COom

substituig¢des de aminodcides na posicido 358 ou  nas

- 3N [y o] 47 < . el
posicdes 356-361. Estes analogos exlibem atividade
inibidora da guimase e s&o utilizados na preparagao de

lesdes de reperfusio ou a prevengao de codgulos

- o e

sanguineos. Nao ha indicacgdo de gue estes analogos possam
ser ubtilizados quer para a 1nibigdo da atividade de

. .
1

calicreina ou para © tratamento de cancro.
14

Além de serem especificos para calicreina do plasma, estes

inibidores sd&o moléculas bastante pequenas e unem-se a



calicreina do plasma de maneira reversivel. Uma das
principais desvantagens desta abordagem é que o uso de
proteinas que inibem os seus alvos de maneira reversivel
corre o risco de que a descomplexacao da protease restaure

a sua atividade.

Portanto, uma vantagem do uso de 1inibidores maiores,
conforme descrito no presente documento, é que ele gera a
formacdo de complexos covalentes que 1inibem a protease
alvo de maneira irreversivel. Uma vantagem adicional da
presente invencdo € que grandes complexos covalentes séao

conhecidos por serem rapidamente eliminados de circulacéo.

SUMARIO DA INVENGAO

O objeto da presente invencdo é, portanto, de fornecer uma
proteina inibidora da protease com alta especificidade
para a referida protease e seu uso em composicao
farmacéutica. Esta ©proteina inibidora compreende uma
sequéncia serpina em que o Circuito de Serpina Reativo P6-
P6’ da referida sequéncia serpina compreende pelo menos um
local ativo em substrato consistindo de uma sequéncia
pentapeptidica selecionada de entre SSRTE, KTRSN, ISPRS,
GVFRS, GTVRS, ETKRS, LGRSL, RGRSE, RRSID, VSRSP, PFRSS,
RSGSV, ARARS, SDRTA, KLRTT, RAAMM, TRAPM, DVRAA, PGRAP,
VESRA, ARASE, TLQRV, RLERV, ERVSP, SSPRV, RVGPY, PSARM,
RGRMA, TVRMP, LRMPT, HRMSS, RPQEL,VRPLE, SGRLA, GTLRF,
QWRNS, RNDKL, MRNRA, TRDSR, TGSRD, IMSRQ, LTTSK, PFRKI
especificas para a referida Calicreina, fragmentos
biologicamente ativos das mesmas, qguimera molecular das

mesmas, e/ou uma combinacdo das mesmas

Outro objeto da presente invencdo é o de fornecer uma

sequéncia de DNA isolada e purificada que codifica a



proteina inibidora recombinante de uma Calicreina, um
vetor de expressao caracterizado por compreender a
referida sequéncia de DNA isolada e purificada e uma
célula hospedeira eucaridtica ou procaridtica transformada

com este vetor de expressao.

Um objeto adicional da presente invencgdo é o de fornecer
um método de producdo da proteina inibidora recombinante
de uma Calicreina. Este método compreende as etapas de:

(a) selecdo de uma sequéncia polinucleotidica que codifica
um local ativo de substrato especifico para a
mencionada Calicreina, a referida sequéncia consistindo
de uma sequéncia pentapeptidica selecionada de entre
SSRTE, KTRSN, ISPRS, GVFRS, GTVRS, ETKRS, LGRSL, RGRSE,
RRSID, VLRSP, PFRSS, RSGSV, ARARS, SDRTA, KLRTT, RAAMM,
TRAPM, DVRAA, PGRAP, VESRA, ARASE, TLQRV, RLERV, ERVSP,
SSPRV, RVGPY, PSARM, RGRMA, TVRMP, LRMPT, HRMSS, RPQEL,
VRPLE, SGRLA, GTLRF, QWRNS, RNDKL, MRNRA, TRDSR, TGSRD,
IMSRQ, LTTSK, PFRKI especificas para a referida
Calicreina, uma quimera molecular das mesmas, e/ou uma
combinagao das mesmas,

(b) introducdo da mencionada sequéncia pentapeptidica numa
sequéncia que codifica uma sequéncia de serpina, de
forma a obter uma proteina inibidora recombinante da
mencionada Calicreina,

(c) permitir a expressdo da mencionada proteina inibidora
recombinante da mencionada Calicreina num sistema de
expressao celular sob condigdes apropriadas,

(d) e recuperacdo da proteina inibidora recombinante da

mencionada Calicreina.



BREVE DESCRIQAO DAS FIGURAS

A Figura 1

A Figura 2

As Figuras 3A

As Figuras 4A

A Figura 5

As Figuras 6A

A Figura 7A

A Figura 7B

representa andlise de SDS-PAGE sob condigdes
redutoras de ACT recombinante purificado.
Variante 6.1 (linha 1) e ACT do tipo selvagem

(linha 2).
exibe a estequiometria de inibicdo (SI) de
hk2 por rACTyr e suas variantes. A SI foi
determinada utilizando andlise de regresséao
linear para extrapolar a razdo I/E (ou seja,
a intercecao x).

e B exibem a formacdo de complexo entre hK2
e inibidores recombinantes. As setas indicam
hK2 (E), inibidor (I) e complexo hK2-ACT (E-
I).

e B exibem a inibicdo de hK2 por rACTwr e
suas variantes sob condigdes de
pseudoprimeira ordem. A 1interacao de hK2 e
serpinas recombinantes foi medida sob
condigbes de pseudoprimeira ordem utilizando
o método de curva de progresso.
corresponde a determinagcdo da pureza dos
inibidores por andlise de SDS-PAGE sob
condigdes redutoras de inibidores
desenvolvidos nos Exemplos 1 e 2 sob
condigbes de redugao SDS-PAGE.

e B exibem andlise Western Blot da reacédo
inibidora entre ACT recombinante e as
calicreinas humanas hK2 (Figura 6A) e PSA
(Figura 6B).
exibe as sequéncias de DNA e proteina de
MD820.

exibe as sequéncias de DNA e proteina de
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A Figura 10A

A Figura 10B
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MD62.

exibe as sequéncias de DNA e proteina de
MD83.

exibe as sequéncias de DNA e proteina de
MD67.

exibe as sequéncias de DNA e proteina de
MD61.

exibe as sequéncias de DNA e proteina de
MD518.

exibe as sequéncias de DNA e proteina de
MDCI.

representa uma comparacgdo de sequéncias de
RSL de inibidores de ACT e MD. Os residuos em
tipo normal s&o comuns para ACTyr, residuos
sublinhados e em negrito correspondem a
mutacdo de RSL de variantes de ACT. O suposto
local de divisdo em serpinas ¢é marcado por
asteriscos entre os residuos PIP1’.
representa o mapa de vetor de expressao de
PQEQ9.

exibe a inibicdo de crescimento de tumor por
MD 62. Células cancerigenas da prdstata DU-
145 (3 x 10° células), transfectadas com
calicreina humana 2, foram implantadas em
ratinhos brutos e tratadas em seguida com MD
62 (5 ou 25 upg/injecédo).

exibe a inibicdo de crescimento de tumor por
MD 67. Células cancerigenas da prdstata DU-
145 (3 x 10° células), transfectadas com
calicreina humana 2, foram implantadas
em-ratinhos brutos e tratadas em seguida com
MD 67 (5 ou 25 pg /injegéo).

exibe a inibicdo do crescimento de tumor por
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MD CI. Células cancerigenas da prdstata DU-
145 (3 x 10° células), transfectadas com
calicreina humana 2, foram implantadas em
ratinhos brutos e tratadas em seguida com MD

CI (5 ou 50 pg /injecgdo).

DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENGAO

A presente invengdo refere-se a uma proteina inibidora
recombinante de uma calicreina compreendendo uma sequéncia
de serpina, em que o Circuito de Serpina Reativo P6-P6’ da
referida sequéncia de serpina compreende pelo menos um
local ativo de substrato, que consiste de uma sequéncia
pentapeptidica selecionada a partir de SSRTE, KTRSN,
ISPRS, GVFRS, GTVRS, ETKRS, LGRSL, RGRSE, RRSID, VLRSP,
PFRSS, RSGSV, ARARS, SDRTA, KLRTT, RAAMM, TRAPM, DVRAA,
PGRAP, VESRA, ARASE, TLQRV, RLERV, ERVSP, SSPRV, RVGPY,
PSARM, RGRMA, TVRMP, LRMPT, HRMSS, RPQEL,VRPLE, SGRLA,
GTLRF, QWRNS, RNDKL, MRNRA, TRDSR, TGSRD, IMSRQ, LTTSK,
PFRKI especificas para a referida Calicreina, uma quimera

molecular das mesmas, e/ou uma combinacdo das mesmas.

“Proteina inibidora quimérica” designa uma proteina que
compreende dois ou mais ©polipeptideos, que sao de
diferentes origens, ou seja, gque nao ocorrem Jjuntos na

natureza.

Da forma wutilizada no presente documento, 0os termos
“proteina”, “polipeptideo”, “polipeptidico”, “peptideo” e
“peptidico” sdo wutilizados de forma intercambidvel no
presente documento para designar uma série de residuos de
aminodcidos conectados entre si por unides de peptideos
entre 0SS  grupos alfa-amino e carboxi de residuos

adjacentes.
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A proteina da invengdo ¢é um inibidor de protease e ¢é
composta de uma sequéncia polipeptidica inibidora e, pelo
menos, uma sequéncia polipeptidica de um local de
interacdo de enzima e substrato para a referida protease.
A sequéncia polipeptidica de wum local de interagédo de
enzima e substrato confere propriedades altamente
seletivas do inibidor em direcdo a uma protease especifica
e esta sequéncia polipeptidica é selecionada com base na

protease a ser inibida.

Tipicamente, esta sequéncia polipeptidica de um local de
interacdo de enzima e substrato pode ser uma sequéncia de
local ativo de substrato. “Sequéncia de local ativo de
substrato” designa uma sequéncia encontrada sobre um
substrato e que é um local de reconhecimento preferencial
para uma protease. O reconhecimento da sequéncia de local
ativo de substrato por uma protease pode gerar a ativacao,
desativacdao ou degradagcao do substrato e, na maior parte
do tempo, esta interacdo de alta afinidade envolve o
reconhecimento ndo apenas de uma sequéncia especifica, mas

também da sua conformagdo 3-D.

Também & englobada pela presente invencdo uma guimera
molecular da sequéncia de locais ativos do substrato. Por
“quimera molecular”, designa-se uma sequéncia de
polinucleotideos que pode incluir uma parte funcional da
sequéncia de locais ativos do substrato e que serd obtida,
por exemplo, por técnicas de quimica de proteina

conhecidas dos peritos na arte.

Combinagbdes especificas da sequéncia de locais ativos de

substrato também sdo consideradas na presente invencéo.
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A presente invencdo também inclui variantes da sequéncia
de locais ativos do substrato. O termo “wariantes” designa
polipeptideos que contém sequéncias de aminoadcidos que
diferem até certo ponto de um polipeptideo de seqguéncia
nativa, ou seja, sequéncias de aminocdcidos que variam da
sequéncia nativa por substituic¢des de aminodcidos
conservadoras, em que um ou mais aminodcidos sao
substituidos por outros com as mesmas caracteristicas e
papéis de conformagdo. As variantes de sequéncias de
aminodcidos possuem substituicdes, exclusodes e/ou
insergdes em certas posigdes dentro da sequéncia de
aminodcidos da sequéncia de aminodcidos nativa. As
substitui¢des de aminodcidos conservadoras sdo definidas
no presente documento como trocas dentro de um dos cinco

grupos a seguir:

I. Residuos aliféaticos, ndo polares ou levemente
polares pequenos: Ala, Ser, Thr, Pro, Gly

ITI. Residuos polares carregados positivamente: His,
Arg, Lys.

III. Residuos polares carregados negativamente: e suas
amidas: Asp, Asn, Glu, Gln.

IV. Residuos aromaticos grandes: Phe, Tyr, Trp.

V. Residuos ndo polares alifadticos grandes: Met, Leu,

ITe, Val, Cys.

Preferencialmente, o substrato de acordo com a presente
invencdo ¢ serpina; neste caso, a sequéncia de locais
ativos do substrato pode ser uma sequéncia de Circuito de
Serpina Reativo, uma das suas dguimeras moleculares, uma

das suas combinag¢des e/ou suas variantes.
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“Circuito de Serpina Reativo” ou “Circuito de Local
Reativo”, ou RSL, designa um circuito de 1local reativo
flexivel exposto encontrado em serpina e que é relacionado
com a interacdo com a suposta protease alvo. A partir do
residuo sobre o lado de aminodcido da unido que pode ser
rompida e movendo-se para longe da unido, o0s residuos séo
convencionalmente denominados P1l, P2, P3 etc. Os residuos
gue se seguem a unido que pode ser rompida sdo denominados
P1’, P2’, P33’ etc. Normalmente, o RSL é composto de 6 a 12

residuos de aminoacidos.

Esta sequéncia de RSL pode ser selecionada a partir do
grupo compreendendo SEQ ID No 16, 17, 18, 19, 20, 21 e 22,
suas quimeras moleculares, suas combinagdes e/ou suas

variantes.

A sequéncia de RSL pode também ser selecionada entre as

possibilidades a seguir, exibidas na Tabela T.

TABELA I
Posigdo no RSL que pode ser modificada
P5 P4 P3 P2 Pl P1l’ P2’ P3’ P4’
S S R T E
K T R S N
I S P R S
G \ F R S
G T \Y R 3
E T K R S
L G R S L
R G R S E
R R S I D
vV L R S P
p F R S S
R S G S \
A R A R S
S D R T A
K L R T T
R A A M M
T R A P M
D \% R A A
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P G R A P
\Y% E S R A
A R A S E
T L O R Y
R L E R Y
E R \ S P
S S P R \Y%
R Y G P Y
P S A R M
R G R M A
T \% R M P
L R M P T
H R M S S
R P Q E L
\% R P L E
S G R L A
G T L R F
Q W R N S
R N D K L
M R N R A
T R D S R
T G S R D
I M S R Q
L T T S K
P F R K I
Sequéncia de aminodcidos de residuos P4-P3’ em RSL (Circuito de
Serpina Reativo) correspondente a peptideo de substrato
potencial.
Os espagos em branco indicam que nao € necessario modificagdo
para obter especificidade de substrato para hK2.

Normalmente a protease ¢é gselecionada a partir do grupo
compreendendo enzimas calicreina, quimotripsina (Chtr),
uroquinase (uPA) e elastase de neutrdfilos humanos (HNE).
Preferencialmente, a protease ¢é calicreina humana, de
preferéncia superior, esta calicreina humana é hK2 (também

conhecida como hGK-1).

A HK2 pertence a familia de genes de calicreina que ¢é
composta de 15 membros, mas somente o Antigeno Especifico
da Préstata (PSA ou hK3) e hK2 séao expressos em alto nivel

pela préstata. Um papel fisioldgico potencial de hK2 é a

degradacdo proteolitica do gel de captura de esperma
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formado imediatamente apds a ejaculacgdo, particularmente a
divisdo de semenogelinas e fibronectina. Além disso,
demonstrou-se em teste in vitro que hK2 pode aumentar a
acdo mitogénica do fator de crescimento similar a insulina
(IGF) por meio de hidrdlise de proteina de unido de IGF.
Estudos 1in vitro também demonstraram dque hK2 ativa a
prourogquinase, gera substancias similares a bradiquinina a
partir de qguininogenes (potencial ativag¢do cruzada de
recetores de EGF por meio de recetores de B2 bradigquinina)
e converte proPSA em forma ativa. Estas atividades de hK2
representam argumentos a favor de papel potencial de hK2
na degradacdo de proteinas de matriz extracelular e,
consequentemente, o destacamento e migracdo de células
cancerigenas da prdstata. Além disso, hK2 poderd aumentar
o desenvolvimento de cancro da préstata por meio de
libertacdo de fator mitogénico e ativacdo de recetores do

crescimento.

Caso a protease a ser 1inibida seja uma protease de
cisteina, esta protease é selecionada a partir do grupo
compreendendo catepsinas (subtipos K, L e S), a tiol
proteinase de prd-hormona e a familia de caspase (Caspases

1, 3, 4 e 8).

As proteases de cisteina, que sdo enzimas proteoliticas
que utilizam um residuo de cisteina para a sua atividade
catalitica, podem ser agrupadas em pelo menos 30 familias
de proteinas. Cada familia contém proteinas com sequéncias
de aminodcidos similares e motivos de sequéncias
evolucionariamente conservadas que refletem as estruturas

3D similares do membro da familia.

A sequéncia polipeptidica inibidora da proteina inibidora
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recombinante € normalmente uma protease de serina ou

cisteina.

Caso a sequéncia polipeptidica inibidora esteja na forma
de uma protease de serina, esta sequéncia polipeptidica
inibidora ¢ preferencialmente uma sequéncia de serpina,
seus fragmentos, uma das suas quimeras moleculares, uma

combinacdo destes e/ou suas variantes.

Esta sequéncia de serpina pode ser selecionada a partir do
grupo compreendendo a o-lantiquimotripsina (ACT), inibidor
de proteina C (PCI), o-lantiproteinase (AAT), precursor de
proteina relativa a o-lantitripsina (ATR) humana, inibidor
de o-2-plasmina (AAP), precursor anti-trombina-III humano
(ATIII), dinibidor 10 de protease (PI 10), precursor de
proteina 2 de unido de colagénio humano (CBP2), inibidor
de protease 7 (PI7), 1leuserpina 2 inibidora de protease
(HLS2), inibidor de protease Cl de plasma humano (C1l INH),
inibidor de elastase de mondécito/neutrdfilo (M/NEI),
inibidor 3 ativador de plasminogénio (PAI3), inibidor de
protease 4 (PI4), inibidor de protease 5 (PI5), inibidor
de protease 12 (PI12), precursor inibidor 1 ativador de
plasminogénio humano endotelial (PAI-1), inibidor 2
ativador de plasminogénio humano placentério (PATZ2),
precursor de fator derivado de epitélio de pigmento humano
(PEDF), inibidor de protease 6 (PI6), inibidor de protease
8 (PI8), inibidor de protease 9 (PI9), antigeno 1 de
carcinoma de células escamosas humanas (SCCA-1), antigeno
2 de carcinoma de células escamosas humanas (SCCA-2),
globulina de unido de T4 (TBG), Megsin e inibidor 14 de
protease (PI114), seus fragmentos, suas quimeras

moleculares, combinag¢des e/ou suas combinagdes.
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possui nomes

diferentes, incluimos abaixo uma tabela que resume as suas

especificacdes:

TABELA II

SERPINA

Némero de

acesso

Sequéncia de RSL

PI ou AAT, AlAT PRECURSOR DE ALFA-1-+
ANTTITRIPSINA HUMANA (INIBIDOR DE ALFA-]
PROTEASE) (ALFA-1-ANTIPROTEINASE)

sp|P01009|

GTEAAGAMFLEATPMSTPPE

PIL ou ATR, AlAU PRECURSOR DE PROTEINA
REIATIVO A ALFA-1- ANTITRPSINA

sp | P20848|

GTEATGAPHLEEKAWSKYQT

PLI ou AAP, AZAP PRECURSOR DE ALFA-2-
ANTIPIASMINA HUMANO (INIBIDOR DE ALFA-2-
PLASMINA) (ALFA-2-PI) (ALFA-2-AP)

sp|P08697 |

GVEAAAATSTAMSRMSLSSE

AACT, AACT_PRECURSOR DE ATFA-1+
ANTIQUIMOTRIPSINA HUMANA (ACT)

sp|P01011|

GTEASAATAVKITLLSALVE

AT3, ANI3 PRECURSOR DE ANTITROMBINA IIT|
HUMANA (ATIIT)

sp|P01008|

GSEAASTAWIAGRSILNPN

PL10, BOMA BCMAPINA humana (inibidor de
protease 10)

sp |P48595|

GTEAAAGSGSEIDIRIRVPS

CBP2, CBPZ precursor de proteina 2 dd
ligagdo a colgénio humana (coligina 2)

sp|P50454 |

GNPFDODIYGREELRSPKLE

P17 ou PN1, GDN PRECURSOR DE NEXINA
DERIVADO DE GLIA HUMANA (GDN) (PROTEASH
NEXINA I) (PN-1) (INIBIDOR DEPROTEASE 7)

sp|P07093]|

GTKASAATTAILIARSSPPW

HCF2, PRECURSCOR COFATOR II DE HEPARINA
HUMANA  (HC-IT) (INIBIDOR DE PROTEASH
LEUSERPINAA 2) (HLSZ2)

sp|P05546|

GTQATTVITVGFMPLSTQVR

CINH ou CIlIN, ICI1_PRECURSOR INIBIDOR DH
PROTEASE Cl1 DE PLASMA HUMANO (C1 INH)

sp|P05155]|

GVEAAAASATSVARTLLVEE

ELANH2 ou PIL2, ILEU INIRIDOR DE ELASTASH
DE LEUCOCITO HUMANO (LEI) (INIBIDOR DH
ELASTASE DE MONOCITO/NEUTIROFILO) (MINEI)
(ET)

sp|P30740 |

GIEAAATAGIATFCMLMPE

PCI ou PLANH3 ou PROCI, IPSP PRECURSOR
INIBIDOR DE SERINO PROTEASE DE PLASMA
HUMANO (PCI) (INIBIDOR DE PROTEINA C)
(INIBIDOR 3 ATIVADOR DE PLASMINOGENIO)
(PAI3)

sp|P05154 |

GTRAAAATGTIFTFRSARLN

PL4 ou KST, KAIN PRECURSCR DE CALISTATINA
HUMANA (INIBIDOR DE CALICREINA) (INIBIDOR
DE PROTEASE 4)

sp|P29622 |

GTEAAAATTFATKEFSAQTN

PI5, MASP_PRECURSOR DE MASPINA HUMANA
(INIBIDOR DE PROTEASE 5)

sSp|P36952 |

GGDSIEVPGARILOHKDELN

PI12, NEUS_PRECURSOR DE  NEUROSERPINA
HUMANO (INIBIDOR DE PROTEASE 12)

sp| 099574 |

GSEAAAVSEMIAISRMAVLY

PATl ou PIANH1, sp|P05121|PAI1_PRECURSOR

INIBIDOR-1 ATIVADOR DE  PLASMINOGENIQ

sp|P05121 |

GIVASSSTAVIVSARMAPEE




18

HUMANO, ENDOTELIAL (PAI-1)

PAIZ OU PLANHZ, PAIZ_ INIBIDOR-2Z ATIVADOR

DE PLASMINOGENIO HUMANO (PAI-2) (MONOCITC  sp|P05120] GTEAAAGTGGVMTGRTGHGG
ARG-SERPINA) (INIBIDOR DE UROQUINASE)
PEDF, PEDF_PRECURSOR DE FATOR DERIVADO DH
EPITELIO DE PIGENIO HUMANO (PEDF) (EPC-  sp|P36955] GAGTTPSPGLOPAHLTFPLD
1)
PI6 ou PTI, PTI6 INIBIDOR DE TROMBINA
PLACENTARIA HUMANA (ANTTIPROTEINASH
CITOPLASMICA) (CAP) (INIBIDOR DE PROTEASH ~ °PIF=°237l CTEAAAATAATMARCAREY
6)
P18, PTI8_ANTIPROTEINASE 2 CITOPLASMICA
HUMBNA ~ (CAP2)  (CAP-2)  (INIBIDOR DH  sp|P50452] GTEAMAATAWRNSRCSRME
PROTEASE 8)
P19, PTI9 ANTIPROTEINASE 3 CITOPLASMICA
HUMANA (CAP-3) (INTBIDOR DE PROTEASE 9) sp|P50453] CTEAARASSCEVVAECOMES
SCCAl, SCC1 ANTIGENO 1 DE CARCINOMA DH
CELULAS  ESCAMOSAS  HUMANAS  (SCCA-1) sp|P295081 GAEAAAATAVVGFGSSPAST
(PROTEINA T4-2)
SCCA2, SCC2 ANTIGENO 2 DE CARCINOMA DH
CELULAS  ESCAMOSAS  HUMANAS  (SCCA-2) sp|P48594 | GVEAAAATAWWELSSPST
(LEUPINA)
TBG, THBG_PRECURSOR DE GLOBULINA DE UNTAQ
DE TIROXINA HUMANA (GLOBULINA DE UNIAO DH  sp|P05543] GTEAAAVPEVELSDOPENTF
T4)
MEGSTNA 9114505149 ref |

NP 003775.1 | CTEATAATGSNIVEKOLPOS
PI14, pancpin, TSA2004 gi| 374282 |dbJ|B

3766 1] GSEAATSTGIHIPVIMSIAQ

Como exemplo de proteinas inibidoras recombinantes de uma

Calicreina de acordo com

presente

invencgao, 0s

Requerentes descobriram surpreendentemente 6 novas

proteinas inibidoras quiméricas

especificas para a

protease hK2 conforme resumido abaixo na Tabela III, estes

inibidores séao:

O Oy BN

TABELA III
Inibidores Recombinantes Outro nome SEQ ID No (proteina)
rACTs 20 MD820
rACT; 2 MD62
rACTg 3 MD83
rACTs 7 MD67
rACT¢ 1 MD61

ACTs 15 MD518

12
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Estas proteinas inibidoras recombinantes foram obtidas por
meio da modificagdo do RSL de ol-antiquimotripsina (rACT),
que ¢é conhecida por 1inibir grande variedade de enzimas
humanas tais como quimotripsina, quimase de células
mastro, catepsina G, calicreinas prostédticas hK2 e PSA
(hK3), a fim de modificar a especificidade desta serpina.
Sequéncias de peptideos, selecionadas como substratos para
a enzima hK2 por meio de tecnologia de exibicgcdo de fagos
conforme explicado em detalhes no Exemplo 1, foram
utilizadas para substituir a unido que pode ser rompida e
0os residuos de aminodcidos wvizinhos do RSL. Inibidores
recombinantes foram produzidos em bactérias e purificados

por meio de cromatografia de afinidade.

Em comparacdo com rACT do tipo selvagem, gue inibiu hK2
muito lentamente (12 a 16 horas), concluiu-se que o0s rACTs
modificados formam um complexo covalente muito rapidamente
em poucos minutos. Trés das seis variantes de rACTs foram

especificas para hK2 com constantes de alta associacgédo

(vide Tabelas V e VI). Em incubacdo com excesso de
inibidores ([I]./[E]l., de 100:1) por 30 minutos, hK2 &
completamente inibido por rACTss.2, rACTg 3. rACTgs. 7 €

rACTs.1, enquanto rACTs.,0 e rACTs 15 inibiram 95% e 73% da
atividade enzimadtica, respetivamente. Sob esta condicéo,
rACT do tipo selvagem nao exibiu atividade de inibicéo
para hK2. Dentre estas variantes, duas (rACTg.3 e rACTs.1s)
sdo especificas para hK2, ndo inibindo nenhuma outra
enzima testada. Duas outras variantes, rACTs.7 e rACTs.2,
inibiram também PK a 36% e 100%, respetivamente. Como ACT
do tipo selvagem, a variante ©rACTs.z; 1inibiu as duas
proteases similares a quimotripsina Chtr e PSA, mas

adicionalmente também PK e HNE. Nenhuma das serpinas
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recombinantes exibiu atividade inibidora contra a

calicreina hK1l e uPA.

Além disso, 0s requerentes também concluiram que a
substituicdo dos residuos P3-P3’ posicionados na estrutura
de RSL de rACTyr por meio de codificacdo de pentapeptideos
de substrato para o RSL de inibidor de proteina C (PCI)
gera a produgdo de um inibidor quimérico (MDCI) que ¢é

capaz de inibir calicreinas hK2 e hK3.

Portanto, o inibidor quimérico de uma protease pode ser
selecionado a partir do grupo compreendendo MD820, MD62,
MD61, MD67 e MDCI. Preferencialmente, esta proteina

inibidora recombinante é MD62 ou MD61.

Sabe-se que um valor de Estequiometria de Inibicdo (SI)
superior a um € geralmente interpretado como comportamento
de substrato de serpina. Neste esquema, apds a formacdo de
complexo de Michaelis inicial e divisdo no RSL, a maior
parte do complexo & decomposta em enzima ativa e inibidor
dividido, que é definitivamente desativado. Os requerentes
analisaram reagdes de hK2 e variantes de ACT para a
divisdo nao formadora de complexos do inibidor, incubando
as amostras em excesso de 10:1 vezes entre inibidor e
protease. Estas condicgdes, prdéximas ou abaixo dos wvalores
SI calculados das variantes de ACT testadas (vide Tabela
VI), normalmente favorecem a protedlise de serpinas ou
complexos de serpina e protease. Surpreendentemente, o0s
requerentes observaram discrepancia para esta hipdtese,
pois a degradacdo de ACTs variantes por hK2 nao foi
observada, apesar dos altos wvalores de SI. Sem desejar
restricdes a teoria, possivel explicacgdo para a falta de

degradacdo de ACT é a condicdo sob a qual foi realizada a
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determinacdao de SI. Complexos de ACTs e hK2 covalentes
estdo a se formar in vitro muito lentamente. Isso ocorre
de acordo com a nossa observacdo de que, apds 30 minutos
de incubacdo a 25 °C, nenhuma inibigcdo de hK2 com ACT do
tipo selvagem foi detetada (Tabela V) e que, mesmo apds
incubacdo prolongada a 37 °C, hK2 formou complexo apenas

parcialmente com ACT do tipo selvagem (Figura 3).

Os requerentes também determinaram a especificidade destes
novos 1nibidores para outras proteases. A avaliacdo foi
realizada sob as mesmas condigdes para todas as proteases
(condicbes pseudofisioldgicas), a fim de garantir melhor
traducdo para aplicagdes in vivo adicionais. A permuta de
local de divisdo de RSL por substratos selecionados de
exibicdo de fago de hK2 modificou ACT do tipo selvagem em
inibidores altamente sensiveis a hK2. Além disso, dois
destes inibidores exibiram reatividade exclusiva com hK2 e
ndo com outras enzimas estudadas conhecidas por dirigirem
substratos bioldégicos similares, tais como calicreina de
plasma, hK1, PSA, uroguinase (uPA) e elastase de
neutréfilos humanos (HNE) . De conhecimento dos
requerentes, este é o primeiro relatdério qgue menciona o

desenvolvimento de inibidor especifico para hK2.

De forma interessante, rACTg.2q0 (MD820) inibe, além de hK2,
também qguimotripsina e, mais fracamente, calicreina de
plasma e elastase humana, o) que representa ampla

especificidade de inibicgao.

A sequéncia polipeptidica inibidora da proteina inibidora
quimérica pode também ser selecionada a partir de uma
protease de cisteina, pois existe agora uma série de casos

bem documentados de inibicdo de proteases de cisteina por
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serpinas (Gettins, P. G. W., 2002, “Serpin Structure,
Mechanism and Function” em Chem. Rev., 102, 4751-4803).
Estes exemplos incluem a inibig¢do de catepsinas K, L e S
prelo antigeno 1 de carcinoma de células escamosas de
serpina, inibicdo de tiol proteinase prdé-hormonal pela o-
lantigquimotripsina e a inibicdo de membros da familia de
caspase, incluindo caspase 1 (enzima  conversora de
interleucina 1B), caspase 3 e caspase 8 pelo serpina viral

crmA e caspases 1, 4 e 8 pela serpina humana P19.

Ao empregar-se técnicas recombinantes para preparar uma
proteina inibidora recombinante de uma protease de acordo
com a presente invencdo, moléculas de &acidos nucleicos ou
seus fragmentos que codificam os polipeptideos séao

preferencialmente utilizadas.

Portanto, a presente invengdo também se refere a uma
sequéncia de DNA isolada e purificada gque codifica a
proteina inibidora recombinante de uma protease conforme

descrito acima.

“Sequéncia de DNA isolada e purificada” designa o estado
em que estarda a molécula de &cido nucleico que codifica a
proteina inibidora recombinante de uma protease de acordo
com a presente invencdo ou &cido nucleico que codifica
essa proteina inibidora qguimérica de uma protease, de
acordo com a presente invencdo. O &cido nucleico seré
livre ou substancialmente livre de material com o qual é
naturalmente associado, tal como outros polipeptideos ou
dcidos nucleicos com os quais é encontrado no seu ambiente
natural, ou no ambiente no qual €& preparado (tal como
cultivo celular) quando essa preparacado for por meio de

tecnologia de DNA recombinante praticada in vitro ou 1in
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vivo.

O DNA que pode ser utilizado no presente documento é
qualquer sequéncia de polidesoxinucleotideos, que inclui,
por exemplo, DNA de cadeia dupla, DNA de cadeia unica, DNA
de cadeia dupla em gque uma ou as duas cadeias séao
compostas de dois ou mais fragmentos, DNA de cadeia dupla
em que uma ou as duas cadeias possuem cadeia principal de
fosfodiéster ndo interrompida, DNA que contém uma ou mais
partes de cadeia Unica e uma ou mais partes de cadeia
dupla, DNA de cadeia dupla em que as cadeias de DNA séao
totalmente complementares, DNA de cadeia dupla em que as
cadeias de DNA sao ao menos parcialmente complementares,
DNA circular, DNA fechado covalentemente, DNA linear, DNA
covalentemente reticulado, cDNA, DNA sintetizado
gquimicamente, DNA semissintético, DNA biossintético, DNA
isolado naturalmente, DNA digerido por enzimas, DNA
dividido, DNA marcado, tal como DNA radiomarcado e DNA
marcado por fluorocromo, DNA que contém uma ou mais

espécies de &cido nucleico de ocorréncia ndo natural.

As sequéncias de DNA que codificam a proteina inibidora
recombinante de uma protease, ou um dos seus fragmentos,
podem ser sintetizadas por meio de métodos quimicos
padrao, tais como o método de fosfotriéster ou por meio de

métodos de sintese automatizada e métodos de PCR.

A sequéncia de DNA isolada e purificada que codifica a
proteina inibidora quimérica de acordo com a presente
invencdo pode também ser produzida por meio de métodos
enzimdticos. Desta forma, enzimas de restricao, que
dividem moléculas de 4&cido nucleico em sequéncias de

reconhecimento previamente definidas, podem ser utilizadas
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para isolar sequéncias de 4&acido nucleico de moléculas de
dcido nucleico maiores gque contém a sequéncia de 4Aacido
nucleico, tais como DNA (ou RNA) que codifica a proteina

inibidora gquimérica ou um dos seus fragmentos.

Também €& englobado pela presente invencdo um A4cido
nucleico na forma de polirribonucleotideo (RNA) ,
incluindo, por exemplo, RNA de cadeia unica, RNA de cadeia
dupla, RNA de cadeia dupla em gque uma ou as duas cadeias
sdao compostas de dois ou mais fragmentos, RNA de cadeia
dupla em gque uma ou as duas cadeias possuem cadeia
principal de fosfodiéster nao interrompida, RNA que contém
uma ou mais partes de cadeia simples e uma ou mais partes
de cadeia dupla, RNA de cadeia dupla em gque as cadeias de
RNA sédo totalmente complementares, RNA de cadeia dupla em
que as cadeias de RNA sao apenas parcialmente
complementares, RNA reticulado covalentemente, RNA
digerido por enzima, RNA dividido, mRNA, RNA quimicamente
sintetizado, RNA semissintético, RNA biossintético, RNA
isolado naturalmente, RNA marcado, tal Ccomo RNA
radiomarcado e RNA marcado com fluorocromo, RNA gque contém
uma ou mais espécies de ocorréncia ndo natural de &cido

nucleico.

A sequéncia de DNA isolada e purificada que codifica um
inibidor quimérico de protease é selecionada
preferencialmente a partir do grupo compreendendo SEQ 1ID
No 1, SEQ ID No 3, SEQ ID No 5, SEQ ID No 7, SEQ ID No 9,
SEQ ID No 1, e SEQ ID No 13.

A presente invengdo também inclui variantes das sequéncias
referidas acima, ou seja, sequéncias de nucledétidos gue

variam da sequéncia de referéncia por substituicdes de
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nucledétidos conservadores, em que um ou mais nucledtidos

sdo substituidos por outro com as mesmas caracteristicas.

Ainda outra preocupacéo da presente invencgao é o
fornecimento de vetor de expressao compreendendo a
sequéncia isolada e purificada gque codifica a proteina
inibidora quimérica de uma protease, conforme descrito
acima. A selecdo de vetor de expressao depende
diretamente, como ¢ bem conhecido na técnica, das
propriedades funcionais desejadas, tails como expressdo de
proteina inibidora recombinante e a célula hospedeira a

ser transformada ou transfectada.

Além disso, o vetor de expressao pode compreender
adicionalmente um promotor ligado operativamente a
sequéncia de DNA isolada e purificada. Isso significa que
a sequéncia de DNA isolada e purificada ligada que
codifica a proteina inibidora recombinante de uma protease
de acordo com a presente invencdo encontra-se sob o
controle de uma sequéncia reguladora apropriada que
permite a expressao, ou seja, a transcrigdo e traducdo da

sequéncia de DNA isolada e purificada inserida.

Da forma utilizada no ©presente documento, o termo
“promotor’’ designa qualqgquer sequéncia reguladora
adicional conhecida na técnica, tal como um promotor e/ou
um amplificador, locais de poliadenilacdo e Jjuncgdes de
diviséao normalmente empregadas para a expressao do
polipeptideo ou pode incluir adicionalmente uma ou mais
sequéncias de direcionamento separadas e pode codificar
opcionalmente um marcador seleciondvel. Os promotores que
podem ser wutilizados, desde que esses promotores sejam

compativeis com a célula hospedeira, s&o, por exemplo,
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promotores obtidos a partir dos genomas de virus tais como
virus de polioma, adenovirus (tal como Adenovirus 2),
virus de papiloma (tal como virus de papiloma bovino),
virus de sarcoma aviario, citomegalovirus (tal como
promotor precoce imediato de <citomegalovirus humano ou
murino), retrovirus, virus da hepatite B e Virus 40 dos
Simios (tal como promotores precoce e posterior de SV40)
ou promotores obtidos a partir de promotores mamiferos
heterélogos, tais como o promotor de actina ou promotor de

imunoglobulina ou promotores de choque de calor.

Os amplificadores que podem ser wutilizados sao, por
exemplo, sequéncias amplificadoras conhecidas a partir de
genes de mamiferos (globina, elastase, albumina, a-—
fetoproteina e insulina) ou amplificador de um virus de
célula eucaridtica, tal como o amplificador SV40, o)
amplificador promotor  precoce de citomegalovirus, o

polioma e amplificadores de adenovirus.

Uma ampla variedade de combinacg¢des de vetor hospedeiro/de
expressao pode ser empregue na expressiao das sequéncias de
DNA de acordo com a presente 1invencdo. Os vetores de
expressao Uteis podem consistir, por exemplo, de segmentos
de sequéncias de DNA sintéticas, cromossdmicas e néao
cromossémicas. Os vetores apropriados incluem derivados de
SvV40 e plasmideos Dbacterianos conhecidos, tais como
plasmideos de E. coli col EI, pCR1l, pBR322, pMB9 e seus
derivados, plasmideos tais como RP4; DNAs de fagos, tais
como 0s numerosos derivados de fago X, tais como NM989, e
outro DNA de fago, tal como M13 e DNA de fago de cadeia
tnica filamentoso; plasmideos de levedura tais como o
plasmideo 2p ou seus derivados; vetores uUteis em células

eucaridéticas, talis como vetores Uteis em células de



277

insetos ou de mamiferos; vetores derivados de combinacgbes
de plasmideos e DNAs de fagos, tais como plasmideos que
foram modificados para empregar DNA de fago ou outras

sequéncias de controle de expressdo; e similares.

De preferéncia superior, o vetor de expressao é pQRE-9.

Outra preocupacdo da presente invencdo € o fornecimento de
uma célula hospedeira eucaridtica ou procaridtica
transformada ou transfectada com um vetor de expressao

descrito no presente documento.

A expressdao “célula transfectada”, “célula transformada”
ou “célula transfectada/transformada” indica a célula em
que o DNA extracelular foi introduzido e, desta forma,
abriga o DNA extracelular. O DNA poderd ser introduzido na
célula de tal forma que o &cido nucleico possa ser
reproduzido na forma de integrante cromossdémico ou como

elemento cromossdmico adicional.

A transformacdo ou transfeccdo de células hospedeiras
eucaridéticas ou procaridéticas apropriadas com um vetor de
expressao compreendendo uma sequéncia de DNA isolada e
purificada de acordo com a presente invencdo € realizada
por meio de métodos bem conhecidos que dependem
tipicamente do tipo de vetor utilizado. Com relacao a
estes métodos, vide, por exemplo, Maniatis et al., 1982,
“Molecular Cloning, A Laboratory Manual”, Cold Spring

Harbor Laboratory, e métodos disponiveis comercialmente.

As proteinas inibidoras recombinantes descritas no
presente documento sao preferencialmente produzidas, de

forma recombinante, num sistema de expressao celular.



28

Uma ampla variedade de células hospedeiras unicelulares &
util na expressdo das sequéncias de DNA de acordo com a
presente invencgéao. Estes hospedeiros podem incluir
hospedeiros eucaridticos e procaridticos bem conhecidos,
tais como linhagens de FE. coli, Pseudomonas, Bacillus,
Streptomyces, fungos tais Ccomo leveduras e células
animais, tais como células CHO, YB/20, NSO, SP2/0, R1.I,
B-W e L-M, células de rim de Macaco Verde Africano (tais
como COS 1, COS 7, BSCl, BSC40 e BMT10), células de
insetos (tais como Sf9) e células humanas e células
vegetais em cultivo de tecido. Preferencialmente, a célula
hospedeira é uma célula bacteriana, de maior preferéncia,

uma célula de E. coli.

A presente invengdo também se refere a uma composigédo
farmacéutica compreendendo a proteina inibidora
recombinante descrita no presente documento como agente
ativo, opcionalmente em combinag&o com um ou mais veiculos

farmaceuticamente aceitéveis.

Preferencialmente, além de pelo menos uma proteina
inibidora recombinante conforme aqui descrita, a
composicdo farmacéutica pode conter um ou mais veiculos
farmaceuticamente aceitéaveis, tais como excipientes,
veiculos e/ou auxiliares que possibilitam o processamento
dos compostos ativos em preparacgao que pode ser utilizada

farmaceuticamente.

Veiculos, excipientes ou estabilizantes aceitdveis s&o néo
téxicos para os pacientes nas dosagens e concentracdes
empregues e incluem tampdes tais como fosfato, citrato e

outros acidos orgénicos; antioxidantes, que incluem &cido
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ascdoérbico e metionina; conservantes (tals como cloreto de
octadecildimetilbenzil amdnio; cloreto de hexametdnio;
cloreto de Dbenzalcdnio; cloreto de Dbenzetdnio; &lcool
fenol, butil orbenzilo; algquil parabenos, talis como metil
ou propil parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-
pentanol; e m-cresol); polipeptideos de baixo peso
molecular (menos de cerca de 10 residuos); proteinas, tais
como albumina de soro, gelatina ou imunoglobulinas;
polimeros hidrofilicos, tais como polivinilpirrolidona;
aminocdcidos, tais como glicina, glutamina, asparagina,
histidina, arginina ou lisina; monossacarideos,
dissacarideos e outros carboidratos gque incluem glicose,
manose ou dextrinas; agentes quelantes, tais como EDTA;
acucares, tais como sacarose, manitol, trehalose ou
sorbitol; contra-ides formadores de sais, tais como sdédio;
complexos metalicos (tais como complexos de Zn e
proteina); e/ou tensoativos ndo idnicos, tais como TWEEN®,

PLURONICS® ou polietilenoglicol (PEG).

A forma de administracdo da composicdao farmacéutica pode
ser sistémica ou tdépica. A administracdo dessa composicgao
pode ocorrer, por exemplo, por varias vias parentéricas,
tais como vias subcutéanea, intravenosa, intradérmica,
intramuscular, intraperitoneal, intranasal, transdérmica,
bucal ou por meio de dispositivo implantado e pode também

ser fornecida por meios peristédlticos.

A composigdo farmacéutica compreendendo uma proteina
inibidora recombinante, conforme descrito no presente
documento, como agente ativo pode também ser incorporada
ou impregnada a uma matriz bioabsorvivel, em gue a matriz
¢ administrada na forma de uma suspensao de matriz, gel ou

suporte sdélido. Além disso, a matriz pode ser compreendida
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por um biopolimero.

Podem ser preparadas preparagdes de libertacdo prolongada.
Exemplos apropriados de preparacdes de libertacéo
prolongada incluem matrizes semipermedveis de polimeros
hidrofdébicos sdélidos que contém o anticorpo, matrizes
estas que se encontram na forma de artigos moldados, tais
como filmes ou microcédpsulas. Exemplos de matrizes de
libertacédo prolongada incluem poliésteres, hidrogéis (tais
como metacrilato de (poli)2-hidroxietilo ou dlcool
(poli)vinilico), polilactideos (Patente US 3.773.919),
copolimeros de acido L-glutéamico e L-glutamato de
[gamaletilo, etileno-vinil acetato nao degradéavel,
copolimeros de &cido lactico e &cido glicdlico degradéveis
tais como LUPRON DEPOT® (microesferas injetdveis compostas
de copolimero de &cido lactico e 4acido glicélico e acetato

de leuprolida) e &cido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.

As formulacgbdes a serem utilizadas para administracdao 1in
vivo devem ser estéreis. Isso é facilmente conseguido, por
exemplo, por meio de filtragem através de membranas de

filtragem estéreis.

Compreende-se que a dosagem apropriada de proteina
inibidora recombinante de acordo com a presente invencao
dependerd da idade, sexo, saude e peso do paciente, tipo
de tratamento concorrente, se houver, e da natureza do

efeito desejado.

A forma de dosagem apropriada dependerd da doenca, da
proteina inibidora recombinante e do modo de
administracéo; as possibilidades incluem pastilhas,

capsulas, pastilhas expetorantes, cremes dentais,
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supositérios, inaladores, solugdes, unguentos e depdsitos

parentéricos.

Como as modificagdes de aminodcidos dos aminodcidos da
proteina inibidora recombinante também sdo englobadas na
presente invencdo, estas podem ser uUteis para reticular a
proteina inibidora recombinante numa matriz insoluvel em
dgua ou os demais veiculos macromoleculares, ou para
aumentar a solubilidade, adsorcdo e permeabilidade ao
longo da barreira do cérebro e sangue. Essas modificacdes
sdo bem conhecidas na técnica e podem alternativamente
eliminar ou atenuar qualquer possivel efeito secundéario

indesejavel da proteina e similares.

Embora uma composicdo farmacéutica preferida de acordo com
a presente invencdo compreenda uma proteina inibidora
recombinante como agente ativo, uma composigao
farmacéutica alternativa pode conter uma sequéncia de DNA
isolada e purificada que codifica a proteina inibidora
gquimérica de uma protease, conforme descrito no presente
documento, como agente ativo. Esta composicdo farmacéutica
pode incluir a sequéncia de DNA isolada e purificada
Gnica, um vetor de expressdao compreendendo a referida
sequéncia de DNA isolada e purificada, um vetor de
expressdo compreendendo a referida sequéncia de DNA
isolada e purificada ou uma célula hospedeira previamente
transfectada com um vetor de expressdo descrito no
presente documento. Neste daltimo exemplo, a célula
hospedeira serd preferencialmente isolada do paciente a
ser tratado, a fim de evitar <qualquer problema de
antigenicidade. Estas abordagens de terapia genética e
celular sédo especialmente bem apropriadas para pacientes

que necessitem da administracdo repetida da composicgao
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farmacéutica, pois a referida sequéncia de DNA isolada e
purificada, vetor de expressdo ou célula hospedeira
transfectada anteriormente com um vetor de expressao podem
ser 1incorporadas a célula do paciente que produzird em

seguida a proteina de forma enddgena.

O presente relatdério descritivo também fornece um método
de tratamento ou prevencao de disfuncdo associada a
protedlise em mamiferos compreendendo a administracdo ao
referido mamifero da composicdo farmacéutica conforme

descrito no presente documento.

O presente método de tratamento ou prevencdo de disfuncéo
associada a protedlise pode ser util caso a disfuncédo seja
uma disfungcdo em gque a atividade de hK2 calicreina ¢
prejudicial, tal como um cancro, disfunc¢do autoimune,
disfuncgdo inflamatdéria tal como Hipertrofia Prostéatica

Benigna ou disfunc¢do infecciosa.

0 termo “cancro” designa ou descreve a condicéao
fisioldgica em mamiferos que ¢é tipicamente caracterizada
pelo crescimento celular desregulado. Exemplos de cancros
que podem ser tratados incluem, mas nao estdo limitados a

cancro da préstata, cancro de mama ou cancro metastéatico.

Em métodos preferidos, o mamifero é um paciente humano e a
proteina inibidora recombinante administrada ¢é selecionada
a partir dos exemplos de serpina recombinantes da Tabela

III, gque inibe especificamente a protease de hK2.

Também é englobado pelo ambito da presente invencdo o Uuso
da composicdo farmacéutica descrita no presente documento

para a preparacao de medicamento para o tratamento ou
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prevengdo de uma disfuncdo associada a protedlise em
mamiferos, caso a disfuncdo seja uma disfuncdo em gue a
atividade de calicreina de hK2 seja prejudicial, tal como
cancro, disfuncdo autoimune, disfuncdo inflamatdéria tal
como Hipertrofia Prostéatica Benigna ou disfuncéao

infecciosa.

Exemplos de cancros incluem, mas nao estdo limitados a

cancro da prdéstata, cancro de mama ou cancro metastéatico.

As proteinas inibidoras recombinantes de acordo com a
presente invencgéao serao geralmente utilizadas em
quantidade para atingir o propdésito desejado. Para uso no
tratamento ou prevengao de disfuncéo, as proteinas
inibidoras recombinantes ou as suas composigdes
farmacéuticas sdo administradas ou aplicadas em gquantidade
terapeuticamente eficaz. “Quantidade terapeuticamente
eficaz” é a quantidade eficaz para melhorar ou evitar os
sintomas, ou prolongar a sobrevivéncia do paciente a ser
tratado. A determinacdo de quantidade terapeuticamente
eficaz encontra-se dentro das capacidades dos técnicos no
assunto, especialmente a luz do relatdério descritivo

detalhado fornecido no presente documento.

Para administracao sistémica, quantidade ou dose
terapeuticamente eficaz pode ser estimada inicialmente a
partir de testes in vitro. Uma dose pode ser formulada,
por exemplo, em modelos animais para atingir faixa de
concentracgao circulante que inclui o) ICsq conforme
determinado em cultivo celular. Essas 1informagdes podem
ser utilizadas para determinar mais precisamente doses

Uteis em seres humanos.
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Doses 1iniciais podem também ser estimadas a partir de
dados in vivo, tails como modelos animais, utilizando
métodos que sdo bem conhecidos na técnica. Os peritos na
arte poderdo facilmente otimizar a administragdo a seres
humanos com base em dados de animais e, naturalmente,
dependerd do paciente a ser tratado, do peso do paciente,
da severidade da disfuncdo, da forma de administracdo e da

opinido do médico prescrevente.

A presente invencdo também engloba um método de produgdo
de uma proteina inibidora recombinante de uma protease, em
que o referido método compreende as etapas de:

a) selecdo de uma sequéncia polinucleotidica que codifica
um local de interacdo entre enzima e substrato
especifico para protease,
introducdo da referida sequéncia polinucleotidica numa
sequéncia que codifica uma proteina inibidora de uma
protease de serina ou cisteina, de forma a obter uma
sequéncia quimérica,

b) permitir a expressao da referida sequéncia quimérica
num sistema de expressao celular sob condigdes
apropriadas,

c) e a recuperacdo da proteina inibidora quimérica de uma

protease.

A selecdo de uma sequéncia polinucleotidica que codifica
um local ativo de substrato especifico para uma protease
pode ser realizada por meio dos diferentes métodos a
seguir, tais como exibicdo de substratos para selecao de
protease, como retrovirus de leucemia murina que exibe um
peptideo diretamente a partir de células vivas, de forma a
evitar a passagem em bactérias (Buchholz et al., 1998) ou

método similar, wutilizando bibliotecas de wvirus Sindbis
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quiméricos que também foi empregada para a selecdo in vivo
de locais de divisdo de protease utilizando células de
mamiferos transfectadas com a enzima de interesse (Pacini
et al., 2000, "“In wvivo Selection of Protease Cleavage
Sites Dby Using Chimeric Sindbis Virus Libraries”, J.

Virol. 74, 22: 10563-70).

Também ¢é idealizado um sistema de leveduras, GASP (teste
genético para protedlise especifica de local), que
consiste na fusdo de substratos aleatdérios numa proteina
de membrana integral, permitindo a ligagdo do substrato a
levedura de membrana, em que fatores de transcrigéao
citoplésmicos podem unir-se ao promotor de um gene relator
(Kang et al., 2001, ™“An Improved Strategy for a Genetic
Assay for Site-Specific Proteolysis”, Mol. Cell. 30; 11
(2): 263-6).

Emergiu recentemente uma série de Dbibliotecas quimicas
combinatdérias para determinar a especificidade de
substratos de ©protease. Estas incluem bibliotecas de
substratos fluorogénicos combinatdrios e bibliotecas

combinatérias sintéticas de varrimento posicional.

Outro método, denominado biblioteca de peptideos
imobilizados, permite a determinacdo da especificidade de
substrato relativa (kcat/km) para cada membro da
biblioteca por meio da medicéo da intensidade de
fluorescéncia na fase de solucdo e para identificar a
unido que pode ser rompida por meio de sequenciamento de
Edman (Hu et al., 2002, “Rapid Determination of Substrate
Specificity of Clostridium Histolyticum Beta- Collagenase
Using an Immobilized Peptide Library”, J. Biol. Chem. 8,
277 (10):8366-71).
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Caso a especificidade de substrato de uma protease seja
determinada por meio de tecnologia de exibicao de fagos,
uma biblioteca de peptideos aleatdria exibida por fagos
com exaustiva diversidade € gerada e selecionada com
protease purificada. Esta técnica conhecida foi adaptada
ao caso especifico conforme descrito no presente
documento, a fim de construir uma biblioteca aleatédria
exibida por fagos que incluisse toda a combinacgdo de
aminodacidos possiveis de comprimento definido de
aminodcidos. Desta forma, sdo construidas Dbibliotecas
grandes por meio da exibicdo de sequéncias aleatédrias
sobre a extremidade de fagos filamentosos, amplificadas e
selecionadas em direcdo a uma protease para testar

rapidamente a sua especificidade.

Segundo os Exemplos 1 e 2, 0s Requerentes construiram uma
biblioteca de pentémeros contendo 1,8 x 10° transformadores
independentes que poderiam ser entdo considerados
completos pois, teoricamente, todas as 3,2 X 10° sequéncias
aleatdrias de pentameros possiveis foram representadas. As
sequéncias de fagos confirmaram adicionalmente a
aleatoriedade dos insertos de pentémero. Em seguida, os
fagos que exibem os pentapeptideos aleatdrios sdo fundidos
a um ligante (6x His) e sdo imobilizados sobre um suporte
de afinidade, neste caso matriz Ni-NTA. Apds a incubacgéo
com a protease (no caso dos Exemplos 1 e 2, a protease foi
hK2), os fagos dque expressam substratos sensiveils séo
libertados da fase sélida. Os fagos 1libertados séo
utilizados para infetar bactérias F-positivas a serem
tituladas e amplificadas. Estes fagos sao purificados em
seguida por meio de precipitacao, amplificados e

imobilizados em seguida a suporte por afinidade para
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proceder a uma nova rodada de selecdo. Esta selecao de
pentapeptideos foi repetida 8 vezes no total, a fim de
obter sequéncia polinucleotidica de alta especificidade.
Os fagos da ultima rodada sdoc clonados por meio de
colocacdo em placas sobre placas Petri e o DNA de fagos
individuais é amplificado na regido que codifica um local
ativo de substrato para determinar as sequéncias divididas

pela enzima.

Sequéncias polinucleotidicas que codificam um local ativo
de substrato sdo introduzidas em seguida numa sequéncia
que codifica um inibidor de protease de serina, tal como
numa sequéncia que codifica rACT, de forma a obter uma
sequéncia recombinante. Dois locais de restricgao
silenciosos Sac II e MIu I incorporaram anteriormente 18
bp acima no fluxo e 18 bp abaixo no fluxo de cdédon Pl em
dominio RSL de rACT permitiram a subclonagem da sequéncia
polinucleotidica selecionada que codifica um local ativo

de substrato.

Os inibidores quiméricos recombinantes sédo produzidos, por
exemplo, em linhagens de E. coli TGl em condigdes de
cultivo apropriadas. As condigdes de cultivo apropriadas
podem ser compreendidas de 10 a 40 ©°C durante 10 a 30
horas, dependendo dos inibidores recombinantes a serem
expressos. Surpreendentemente, o0s Requerentes demonstraram
que, no caso dos Exemplos 1 e 2, uma temperatura de 16 °C
durante 16 horas permite a expressao e a producdo de

variantes totalmente intactas de rACTs.

Por fim, inibidores recombinantes podem ser recuperados do
meio de cultivo, quando o inibidor recombinante é

segregado, ou extraidos do sistema de expressdo celular
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quando o) inibidor recombinante ndo é segregado, e
purificados por meio de métodos conhecidos na técnica,
tais como cromatografia de liquidos de alto desempenho,
eletroforese de gel, cromatografia de afinidade,
ultrafiltragem, troca de 10es e similares. As condicgdes
reals wutilizadas para purificar um inibidor quimérico
recombinante especifico dependerdo, em parte, de fatores
tais como carga liquida, hidrofobicidade, hidrofilicidade

etc. e serdo evidentes para os técnicos na arte.

Para purificacdo por cromatografia de afinidade, qualquer
anticorpo que se una especificamente ao inibidor
recombinante ou a marca His pode ser utilizado. Outras
moléculas de afinidade tais como Ni?' nitrilotriacético
ligado a esferas de agarose e que se unem especificamente

a marca His também sdo idealizadas na presente invencgéo.

As proteinas inibidoras recombinantes podem ser
adicionalmente testadas para determinar a sua capacidade
de inibicdo da atividade da protease. Isso pode ser
realizado por meio de qualquer método convencional tal
como o método de Scatchard (Scatchard, 1949, Ann. NY Acad.
Sci. 51: 660-669). Este método descreve um método cléassico
de medicdo e andlise da unido que foi aplicada a unido de
proteinas e necessita de proteina relativamente pura e da

capacidade de distinguir proteina unida de n&o unida.

Um segundo método apropriado para medir a afinidade de
proteinas inibidoras recombinantes para enzimas é a
medicao da capacidade das proteinas inibidoras
recombinantes de reduzir a velocidade da acdo da enzima.
Este método necessita, dependendo da velocidade em que a

enzima divide os substratos e da disponibilidade de
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substratos cromogénicos ou fluorogénicos, de proteinas

inibidoras recombinantes relativamente puras.

Preferencialmente, as proteinas inibidoras recombinantes
de acordo com a presente invencao inibem a atividade de
protease com afinidade mais alta que o0s seus parceiros de

tipo selvagem.

As proteinas inibidoras recombinantes descritas no
presente documento sdo preferencialmente produzidas de
forma recombinante num sistema de expressao celular. Este
sistema pode ser uma célula hospedeira eucaridtica ou

procaridtica.

Uma ampla variedade de células hospedeiras unicelulares é
util na expressdo das proteinas inibidoras recombinantes
de acordo com a presente invencao. Estes hospedeiros podem
incluir Thospedeiros eucaridéticos e procaridéticos bem
conhecidos, tais como linhagens de E. coli, Pseudomonas,
Bacillus, Streptomyces, fungos tais como leveduras e
células animais, tais como células CHO, YB/20, NSO, Sp2/0,
R1.I, B-W e L-M, células de rins de Macaco Verde Africano
(tais como COS 1, COS 7, BSC1l, BSC40 e BMT10), células de
insetos (tais como Sf9) e células humanas e células
vegetais em cultivo de tecidos. Preferencialmente, a
célula hospedeira ¢é uma célula bacteriana selecionada a
partir do grupo compreendendo 0s géneros Bacillus,
Escherichia, Salmonella e Erwinia. De maior preferéncia, a

célula hospedeira bacteriana é uma célula de E. coli.

A transformacdo ou transfeccdo de células hospedeiras
eucaridéticas ou procaridéticas apropriadas com um vetor de

expressao compreendendo uma sequéncia de DNA isolada e
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purificada de acordo com a presente invencdo é realizada
por meio de métodos bem conhecidos que dependem
tipicamente do tipo de vetor wutilizado. Com relagcao a
estes métodos, ver, por exemplo, Maniatis et al., 1982,
“Molecular Cloning, A Laboratory Manual”, Cold Spring

Harbor Laboratory e métodos disponiveis comercialmente.

Um objeto adicional da presente invencdo é o fornecimento
de um kit de diagndstico para a detecdo de uma protease,
in wvivo ou 1In vitro, numa amostra compreendendo uma
sequéncia de DNA isolada e purificada selecionada a partir
do grupo compreendendo SEQ ID N° 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13,
uma de suas sequéncias complementares, seus fragmentos

e/ou suas varliantes.

Alternativamente, a presente invencdo também idealizou um
kit de diagndstico para detecdo de uma protease numa
amostra compreendendo uma proteina inibidora quimérica de
uma protease de acordo com a presente invencao. A referida
proteina inibidora quimérica de uma protease pode ser
selecionada, por exemplo, a partir do grupo compreendendo

MD820, MD 62, MD 61, MD67 e MD CI.

Da forma wutilizada no ©presente documento, o termo
“amostra” indica qualgquer amostra apropriada que pode
conter uma protease ou uma sequéncia que codifica uma
protease, a qual pode-se unir a proteina inibidora
quimérica ou a sequéncia de DNA isolada e purificada que

codifica a referida proteina inibidora quimérica.

O kit de diagndéstico pode incluir um sistema que permite a
detecdo de uma protease, em que a detecdao do sinal

dependerd da quantidade de protease presente. O sinal pode
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ser detetado visual ou instrumentalmente. Possiveis sinais
podem incluir a fabricacéo de produtos coloridos,
fluorescentes ou luminescentes, alteracao das
caracteristicas de absorgdo ou emissdo de radiagdo por um

produto ou componente de teste e precipitacao ou

aglutinacao de um produto componente. 0 referido
componente pode ser uma marca, tal como radioisdtopo,
fluoroforo, enzima, coenzima, substrato de enzima,

composto denso de eletrdes ou uma particula aglutindvel e
pode ser acoplado a proteina inibidora quimérica ou a
sequéncia de DNA isolada e purificada presente neste kit

de diagndstico.

Por fim, o presente relatdrio descritivo também fornece um
método de tratamento ou prevencdo de uma disfuncéo
associada a protedlise em mamiferos, compreendendo a
administracdo ao referido mamifero de uma composicéo
farmacéutica compreendendo uma serpina do tipo selvagem

recombinante como agente ativo.

0O método de tratamento ou prevencdo de disfuncdo associada
a protedlise referido acima pode ser util caso a disfuncgédo
seja uma disfuncdo em gque a atividade de calicreina de hK2
¢ prejudicial, tal como cancro, disfuncdo autoimune,
disfuncgdo inflamatdéria tal como Hipertrofia Prostéatica

Benigna ou disfunc¢do infecciosa.

A descricdo acima serd mais completamente compreendida com
referéncia aos Exemplos a seguir. Estes Exemplos séao,
entretanto, exemplos de métodos de préatica da presente
invengdo e ndo se destinam a limitar o ambito da presente

invengéao.
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EXEMPLOS
EXEMPIO 1
Desenvolvimento de Inibidores de ACT Recombinantes
Especificos para hK2 Humano Utilizando Substratos

Selecionados de Exibigdo de Fagos

MATERIAL

hK2 e hK3 (PSA) foram purificados a partir de sémen humano
conforme descrito anteriormente (Frenette, G., Gervais,
Y., Tremblay, R. R., Dube, J. Y., 1998, ™“Contamination of
Purified Prostate-Specific Antigen Preparations by
Kallikrein hK2", J. Urol. 159, 1375-8), anticorpos
monoclonais anti-hK2 e anti-PSA foram presente do
Professor R. R. Tremblay, Universidade de Laval, Canadéa.
Quimotripsina humana (Chtr), ativador de plasminogénio de
uroquinase (uPA), calicreina humana hK1l, calicreina de
plasma humano (PK), elastase de neutrdéfilos humanos (HNE)
e ACT comercial (al-antiquimotripsina de plasma humano)
foram adquiridos da Calbiochem. Z-Phe-Arg-AMC, Suc-Ala-
Ala-Pro-Phe-AMC, Z-Gly-Gly-Arg-AMC, MeOSuc—-Ala-Ala-Pro-
VaI-AMC foram adguiridos da Calbiochem. Substrato
fluorescente CFP-TFRSA-YFP foi desenvolvido conforme
descrito anteriormente (Mahajan, N. P. et al., 1999,
“Novel Mutant Green Fluorescent Protein Protease
Substrates Reveal the Activation of Specific Caspases
During Apoptosis”, Chem. Biol. 6, 401-9). O cDNA para ol-
antiquimotripsina humana (ACT) foli presente generoso do

Dr. Harvey Rubin (Universidade da Pensilvénia).

MUTAGENESE DIRIGIDA A LOCAL

Apds a subclonagem de cDNA de ACT em vetor de expressao
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POE-9 (Qiagen, Alemanha, Figura 9) e a introducgdo de uma
marca Hiss no terminal N de rACTyr, dois locais de
restricdo, Sac II e Mlul, foram incorporados a 18 bp a
montante e 18 bp a montante de cédon Pl no dominio RSIL,
respetivamente. Estes locais foram criados por meio de
mutagdo silenciosa wutilizando os oligonucleotideos 5'-
GTGATTITTGACCGCGGTGGCAGCAG-3’ para Sac IT e 57—
GCACAATGGTACGCGTC TCCACTAATG-3’ para local Mlu I e
seguindo o protocolo de mutagénese de répida mudancga

fornecido pela Stratagene.

CONSTRUCAO DA BIBLIOTECA DE EXIBIQKO DE FAGOS DE SUBSTRATO
As Dbibliotecas de fago de substrato foram geradas
utilizando um fagomideo pH0508b modificado (Lowman et al.,
1991, “Selecting High-Affinity Binding Proteins by
Monovalent Phage Display”, Biochemistry 12, 10832-8). A
construgao consiste de uma marca Hisg em qualquer
extremidade de uma regido rica em repeticgbes Gly-Gly-Gly-
Ser que precede o dominio carboxil-terminal (cddons 249 a
406) do gene M13 111. Os pentémeros aleatdrios foram
gerados por meio de extensdo de PCR dos oligonucleotideos
modelo com locais de restrigcdo apropriados posicionados
nos dois lados dos coddes degenerados: 57
TGAGCTAGTCTAGATAGGTGGCGGTNNSNNSNNSNNSNNSGGGTCGACGTCGGT
CATAGCAGTCGCTGCA -3’ (em que N é qualgquer nucleotideo e S
¢ G ou C), utilizando iniciadores 57 biotinilados
correspondentes as regides ladeadoras:
5" TGAGCTAGTCTAGATAGGTG-3" e 5" -TGCAGCGACTGCTATGA-3" .
Modelos de PCR sao digeridos e purificados conforme
descrito anteriormente (Smith, G. P., Scott, J. K., 1993,
“Libraries of Peptides and Proteins Displayed on
Filamentous Phage”, Methods Enzymol. 217, 228-57),

inseridos em vetor pHO0508b digerido por Xbal/Sall e
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eletroporados em XLl-Azul (F ). A extensao da biblioteca
foi estimada a partir da eficiéncia de transformacéao
determinada pela colocacao em placas de pequena parcela
das células transformadas sobre ©placas Luria-Bertani
contendo ampicilina e tetraciclina (100 e 15 pge.mL’,
respetivamente). O restante das células transformadas foi
utilizado para preparar uma biblioteca de fagos por meio
de incubagcdo por uma noite por adigcdo de um fago auxiliar
M13K07 sob concentracao que gera multiplicidade de
infecbes de <cem 100 formadoras de placas (pfu) por
mililitro. Fagos foram ©recolhidos do sobrenadante e
purificados por meio de ©precipitagdo em poli(etileno
glicol). Destes, 200 clones foram selecionados
arbitrariamente para sequenciamento, para verificar a

aleatorizacado da biblioteca.

DESPISTAGEM DE BIBLIOTECAS DE PENTAPEPTIDEOS EXIBIDAS POR
FAGOS

Esta nova biblioteca de pentapeptideos foi submetida a
oito rodadas de despistagem com hK2. Cem microlitros de
Ni’*~4dcido nitrilotriacético acoplado a esferas de sefarose
(resina de Ni“'-adcido nitrilotriacético) foram lavados com
10 mL, de NaCl/P; contend 1 mgemL 1 BSA. Particulas de fagos
(10*) foram adicionadas & resina equilibrada de Ni’'-&cido
nitrilotriacético e mantidas em unid&o com suave agitacgdo
por 3 horas a 4 °C. A resina foi 1lavada em seguida
(NaCl/P:/BSA 1 mgemL ' mM de imidazol, 0,1% Tween 20) para
remover fagos nado unidos e equilibrada em seguida em
NaCl/P;. O fago de substrato foi exposto a 27 nM
(concentracdo final) de hK2 por 45 minutos a 37 °C. Também
foi realizada uma selecdo de controlo sem protease. Os

fagos divididos libertados no sobrenadante foram
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amplificados wutilizando XLl1-Azul de Escherichia coli e
utilizados em seguida para rodadas subsequentes de
selecdo. Apds oito rodadas de extracdo, cerca de 15 clones
individuais foram tomados da quinta, sexta e oitava rodada
de selecdo e DNA de plasmideo foi isolado e sequenciado na

regido que codifica o substrato.

CONSTRUGCAO E EXPRESSAO DE ACT DE TIPO SELVAGEM
RECOMBINANTE E SUAS VARIANTES

Seis variantes, que correspondem a uma mudanca do circuito
de local reativo em posicgbes entre P3 e P33’ (vide Tabela
IV abaixo), foram geradas por extensdao de PCR dos
oligonucleotideos modelo:

rACTg 50t 5’ —TACCGCGGTCAAAATCACCCTCCGTTCTCGAGCAGTGGA

GACGCGTGA-3';
rACTs.3: 5" — TACCGCGGTCAAAATCACCAGGAGGTCTATCGATGT

GGAGACGCGTGA-3';
rACTg.3: 5" - TACCGCGGTCAAAATCAGGGGGAGATCTGAGTTAGTG

GAGACGCGTGA-3';
rACTg 7: 5"— TACCGCGGTCAAAATCAAGCTTAGAACAACATTAG

TGGAGACCGCTGA-3";
rACTs.1 5" —-TACCGCGGTCAAAATCATGACAAGATCTAACTTAGT

GGAGACGCGTGA-3';
rACTs,15: 5’ — TACCGCGGTCAAAATCACCGAGCGTGTICTCGCCCGTG

GAGACGCGTGA-3”

(em qgue as sequéncias sublinhadas codificam novos locais
de divisdo no circuito de local reativo), utilizando os
iniciadores correspondentes as regides ladeadoras: 5'-
TACCGCGGTCARRATC -3’ e b5’'- TCACGCGIGICCAC-3’. Produtos de
PCR foram digeridos com enzimas de restricdo Sac II e Mlu
I e subclonados em seguida em construgdo de rACTys

digerida. Serpinas recombinantes foram produzidos em
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linhagem de E. coli TGl. Células foram cultivadas a 37 °C
em meios 2 x TY (16 g de triptona, 10 g de extrato de
levedura, 5 g de ©NaCI por L) contendo 100 nug/mL de
ampicilina até Agpo = 0,5. Isopropiltio-B-galactosida
(IPTG) foi adicionada em seguida até concentracdo final de
0,5 mM, permitindo a expressao de serpinas recombinantes
por 16 horas a 16 ©°C. As células de 100 mL de cultivo
foram colhidas por centrifugacdo, novamente suspensas em
PBS frio e passadas em seguida através de prensa francesa
para recuperar as proteinas citopldsmicas soluveis totais.
Fragmentos celulares foram removidos por centrifugacido e
esferas de agarose com afinidade de Ni“*'-nitrilotriacético
foram adicionadas ao sobrenadante por 90 minutos a 4 °C
para unir serpinas recombinantes. A resina fol lavada em
seguida com 50 mM de Tris pH 8,0, 500 mM de NaCl, 25 mM de
imidazol e as proteinas wunidas foram eluidas por 10
minutos com 50 mM de Tris pH 8,0, 500 mM de NaCl e 150 mM
de imidazol. Apds completar-se a purificagdo, rACT foi
dialisado contra 50 mM de Tris pH 8,0, 500 mM de NaCl,
0,05% Triton X-100 por 16 horas a 4 °C. A concentracao de
proteinas foi determinada para cada purificacdo por teste
de Bradford e normalizada por densitometria de géis SDS-
PAGE manchados com Azul de Coomassie (Laemmli, U. K.,
1970, ™“Cleavage of Structural Proteins During the Assembly
of the Head of Bacteriophage T4”, Nature 227, 680-5).

TABELA IV

ALINHAMENTO DE RSL (CIRCUITO DE SERPINA REATIVO) DE al-
ANTIQUIMOTRIPSINA (ACT) DE SERPINA RECOMBINANTE E SUAS VARIANTES

Serpina Peptideo de P6 | P5 | P4 | P3| P2 |PL|P'L|P'2|P'3|P'4|P'5|P'6
substrato
selecionado®

rACT» \Y K I

H
[

R*| S A | L \Y

=
[

rACT; 5 LRV/SRA V| K I T R*| S

e
I
I
<
[al
I
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rACT, , RRV/SID V| K|I|T|RIR|S|I|D|V]|E]|T
rACTs 5 RGRV/SE V|K|I|R|GI|R|S|E|L|V|E]|T
rACTs ; KLRVTT V|K|I|XK|LI|RAIT|T|L|V|E]|T
rACTs 1 MIRVSN V|K|I|M|TI|R|S|N|A|V|E]|T
ACTs 16 ERVVSP VIK|I|T|EI|R|V|[S|P|V]|E]|T

=8

Peptideos de substratos selecionados por calicreina hK2
utilizando uma biblioteca de pentapeptideos aleatdérios exibidal
por fago. Os residuos do tipo plano sdo comuns para rACTyr, ©Os
residuos em negrito e sublinhados correspondem a peptideos de
substratos reposicionados em RSL de variantes de ACT. A unido que
pode ser unida por hK2 em peptideos de substrato é designada por
N\, e o suposto local de divisdo em serpinaas ¢é marcado por
asteriscos entre os residuos P1-P1’.

TESTES DE INIBIQAO E ESTEQUIOMETRIA DE INIBIQAO (SI)

Os wvalores de estequiometria de inibig¢do (SI) foram
determinados para inibicdo de rACTyr e suas variantes com
hK2 e outras enzimas diferentes. Fol realizado um teste
inicial com excesso molar de ©rACT (100 vezes) sobre
enzimas hK2, PSA, hKl, quimotripsina (Chtr), calicreina de
plasma (PK), urogquinase (uPA) e elastase de neutrdfilos
humanos (HNE). A reacd&o foi conduzida por 30 minutos a 25
°C (90 minutos a 37 °C para PSA) em tampao de reacao (50
mM de Tris pH 7,5, 150 mM de NaCl, 0,05% Triton X-100,
0,01% BSA) e a atividade de enzima residual foi medida por
meio da adicgdo de substratos fluorescentes (Z-Phe-Arg-AMC
para hK1l, hK2 e PK, Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC para Chtr, -Z-
Gly-Gly-Arg-AMC para uPA, MeOSuc-Ala-Ala-Pro-VvVal-AMC para
HNE e CFP-TFRSA-YFP para PSA). A atividade de enzima na
presenga de 1inibidores foi comparada com reag¢do nao
inibida. Para reacgdes em que se observou inibicdo, SI foi
determinado por meio da incubacgéao de diferentes

concentracdes de serpinas recombinantes. Utilizando
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andlise de regressao linear da atividade fracional
(velocidade de reacdo de enzima 1inibida/velocidade de
reacadao de enzima nao inibida) contra a razdo molar entre o
inibidor e a enzima ([Io1/1[Eo0l), foi obtida a
estequiometria de inibicdo, correspondente a intercecéo

das abcissas.

CINETICA

As constantes de velocidade de associacdo para interacdes
de hK2, quimotripsina, PK e HNE com diferentes rACTs foram
determinadas sob condicgdes de pseudoprimeira ordem,
utilizando o método de curva de andamento (Morrison, J.
F., Walsh, C. T., 1988, "“The Behavior and Significance of

Slow-Binding Enzyme Inhibitors”, Adv. Enzymol. Relat.

Areas Mol. Biol. 61, 201-301) . Sob estas condicgoes,
quantidade fixa de enzima (2 nM) foi misturada com
diferentes concentracbes de inibidor (0 a 800 nM) e
excesso de substrato (10 pM). Cada reacdo foi elaborada em

tampdo de reacdo (50 mM de Tris pH 7,5, 150 mM de NaCl,
0,05% Triton X-100, 0,01% BSA) a 25 °C por 45 minutos e a
velocidade de formacado de produto foi medida utilizando um
leitor de microplacas de 96 pocos de fluorescéncia F1x800
(Biotek, ©Estados Unidos). Neste-modelo, a inibicdo &
considerada irreversivel ao longo do curso da reagcdo e o
progresso da atividade enzimdtica € expresso pela formacao
de produto (P), comecando em velocidade (v,;) e €& inibida ao
longo do tempo (t) em velocidade de primeira ordem (Kgps),
constante de velocidade que depende somente da

concentracao de inibidor.

D = (V./Keps) X (1—e Ko7 Eq 1
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Para cada inibidor, foi <calculado um Kkgs para quatro
concentracgbes diferentes de inibidores, por meio de
regressao nao linear dos dados utilizando a Equacgao 1. Por
meio de plotagem do k,s contra a concentracgcdo de inibidor
[I], constante de velocidade de segunda ordem, k’, igual a
inclinacdo da curva (k' = Akgs/A[I]), foi determinada.
Devido a competicdo entre inibidor e o substrato, a
Equagdo 2 abaixo é utilizada para corrigir a constante de
velocidade de segunda ordem k’ levando-se em conta a
concentracdo de substrato [S] e o K, da enzima para o seu

substrato, gerando k..

k.= (1+[S]1/K,)xk’ Eq. 2

0 K, de hK2 para Z-FR-AMC, qguimotripsina para Suc—-AAPF-AMC,
PK para Z-FR-AMC e HNE para MeOSuc-AAPV-AMC foram de 67

uM, 145 pM, 170 uM e 130 pM, respetivamente.

Andlise de Manchas Western de Formagdo de Complexos e

Degradagdo de Inibidor

Calicreina hK2 foi incubada por trés horas a 37 °C com
ACTs recombinantes diferentes em razédo [I]o:[E]lg de 100:1
em 50 mM de Tris, 200 mM de NaCl, 0,05% Triton X-100.
Amostras de proteina foram agquecidas a 95 °C por 5
minutos, separadas por SDS-PAGE (12% acrilamida razdo 19:1
T:C) e eletromanchadas em seguida sobre nitrocelulose
Hybond-ECL (Amersham Pharmacia). Os complexos livre-hK2 e
hK2-ACT foram detetados utilizando um anticorpo monoclonal
anti-hK2 de ratinho e um anticorpo secunddrio anti-ratinho
de cabra conjugado com fosfatase alcalina. Western Blot
foi wvisualizado utilizando o kit de detecdo ECL (Amersham

Pharmacia Biotech). hK2 também foi incubado com ACTs 3 ou



51

ACTg.7 por 30 minutos a 25 °C (condigdes cinéticas) em
razdo [I]p:[Elg de 10:1 em 50 mM de Tris, 200 mM de NaCl,
0,05% Triton X-100. As proteinas foram detetadas por meio
de Western Blot, utilizando um anticorpo monoclonal anti-
Hisgs seguido por detecdo com o anticorpo secundario e

protocolo descritos acima.

PRODUGAO DE ACTS VARIANTES E DE TIPO SELVAGEM RECOMBINANTE
SOLUVEIS

al-antiquimotripsina de serpina de tipo selvagem foi
utilizada para desenvolver inibidores =especificos da
calicreina hK2. Os residuos P3-P3’ localizados na
estrutura de SRL de rACTyr foram substituidos por
pentapeptideos de substrato, previamente selecionados por
tecnologia de exibicdo de fagos conforme descrito acima.
Seis variantes de rACT exibidas na Tabela I foram
projetadas e construidas. A unido que pode ser rompida em
peptideos de substrato foi alinhada de acordo com Leu-358-
Ser-359 em RSL da serpina. rACTyr e suas variantes foram
expressos em TGl de E. coli como proteinas de fuséao
contendo uma marca His em posicdo N-terminal. Cada um
deles foi produzido em baixa temperatura, permitindo a
acumulacdo de proteina principalmente em forma soluvel
ativa. Purificado sob condig¢des nativas, o nivel de
producdo variou de 1,0 a 2,5 mg/L. A pureza de serpinas
purificadas, tais como a Variante 6.1 (linha 1) e ACT do
tipo selvagem (linha 2), conforme estimado por anadlise de

SDS-PAGE é de mais de 98% (Figura 1).
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Variantes De Ract Sdo Principalmente Especificas Para

Calicreina hK2

Um quadro de enzimas qgue inclui elastase de neutrdéfilos

humanos, proteinases similares a quimotripsina (Chtr, PSA

ou hK3) e similares a tripsina (hK2, hKl, PK, uPAZA) foram

selecionadas para determinar a especificidade inibidora de
variantes de rACT (Tabela V).

TABELA V

PERFIL INIBIDOR DE RACTyr E SUAS VARIANTES

ACTs 50 ACT; » ACTg 5 ACT¢ 4 ACT¢ 4 ACTs 15 ACT 7
(LR | (RRV¥'SID| (RGRVSE) | (KLRVTT) | (MTRV/SN) [(ERVVSP) ¥ (LLVAS) #
] )= a a a

SRA) #

Protease |MD820 MD62 MD83 MD67 MD61 MD518
Inibicdo %°

hK2 95 100 100 100 100 73 0
Chtr 66 0 0 0 0 0 100
PK 54 100 0 36 100 0 0
HNE 30 0 0 0 60 0 15
PSA (hK3) 45 0 0 0 0 0 80
hK1 0 0 0 0 0 0 0
Uroquinase| O 0 0 0 0 0 0
* Sequéncia de aminodcidos dividida em RSL (Circuito de Serpina Reativo) de ACTS

recombinantes correspondente a peptideo de substrato selecionado por hK2.
P Protease e serpinas foram incubados por 30 minutos a 25 °C (90 minutos a 37 °(
para PSA) em razdo [I]¢/[E]ly de 100:1. O percentual de inibigdo corresponde a 100 x
(1-(velocidade na presenca de inibidor/velocidade de controlo ndo inibido)) .

Incubacdo com excesso de

por 30 minutos,

inibidores

hK2 ¢é completamente

([I10/[E]o

de 100:1)

inibido por rACTs. 5,

rACTg_g, rACT6,7 e rACT6,1, enquanto rACTg_ZO e rACT5_18 inibiu
95% e 73% da atividade enzimadtica, respetivamente. Sob

esta condicgao,

inibidora para hK2.

rACTs 15)

outra

enzima

testada.

Duas

sdo especificas para hK2,

outras

Dentre estas variantes,

nao

variantes,

duas

rACT do tipo selvagem nao exibiu atividade
(IACT8_3 e
inibindo nenhuma

rACTg 5 S
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rACTs.2, inibiram PK a 36% e 100%, respetivamente. Como ACT
do tipo selvagem, a variante ©rACTs.,y inibiu as duas
proteases similares a quimotripsina Chtr e PSA, mas
adicionalmente também PK e HNE. Nenhuma das serpinas
recombinantes exibiu atividade inibidora contra a

calicreina hK1l e uPA.

ESTEQUIOMETRIAS DE INIBIQAO DE ACTS VARIANTES PARA HK2 SAO
DRASTICAMENTE APRIMORADAS EM COMPARAQZNXO COM ACT DO TIPO
SELVAGEM

A determinacdo da estequiometria de inibicdo foi realizada
sob condigdes fisioldgicas de pH e resisténcia idnica para
todas as enzimas, para garantir a comparagdo mais valiosa.
ACT do tipo selvagem recombinante gerou valor SI de 2
(Tabela VI) com quimotripsina que ¢é idéntico ao wvalor
obtido com ACT comercial sob condigdes similares (dados

nado exibidos).
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TABELA VI

Comparacdo de Estequiometria de Valores de Inibigdo e Constantes de Velocidade de Sequnda Ordem (K)
para Reagao de Ract,: e suas Variantes com Hk2 e outras Proteinases

ACTy 5 ACT; ACT, AT ACT, sy  ACTq
(LRVSRR)  (RRVSID)  (RGRVSE)  (KIRVIT)  (MIRVSN)  (ERVVSE)  (LLVSA)¢

MD820 MD62 MD§3 MD6T D61 MD518
ST (k) ST k) sTok> ST kb ST kD ST kS OSTOkS
s s s s s wist oyt

Protease

HK2 105 1779 25 6261 34 2439 9 899 19 3442 139 595 - -
Chtr 134905 - - - - - - - = - - 619
% 15 44 18 617 - - 2T 16 g0 - - - -
HIE B - - - - - -1 1w - - - -

" 0s valores SI relatados foram determinados utilizando andlise de regressdo linear para extrapolar a
razdo 1/E (vide Figura 1),

> Constantes de velocidade de sequnda ordem para reacdes de serping e proteinase foram medidas sob
condigbes de pseudoprimeira ou sequnda ordem, conforme descrito em “Procedimento Experimental”.

" Sequéncia de aminodcidos de residuos P3-P3' em RSL (Circuito de Serpina Reativo) de ACT recombinante
correspondente a peptideo de substrato selecionado por hKZ.

-, Nenhuma atividade inibidora detetavel,
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A fim de determinar os valores SI de todas as variantes
recombinantes, o0s Requerentes incubaram hK2 (5 nM) com
concentracdes diferentes (6,25-500 nM) de ©rACTg.zo (X),
rACT¢., (O), rACTs.s (A), rACT®’ (0), rACTs.: (%), rACTs ¢
(0), rACTyr (+), a 25 °C por 30 minutos em tampdo de
reagdo. As atividades residuais (velocidade) para hK2
foram testadas por meio de adicéao do substrato
fluorescente (10 uM) Z-FR-AMC. A velocidade fracional
corresponde a razdo entre a velocidade de enzima inibida
(vi) e a velocidade do controlo nado inibido (vg). O SI foi
determinado wutilizando andlise de regressdo linear para

extrapolar a razdo I/E (ou seja, a intercecdo x).

Conforme exibido na Figura 2, todas as variantes recém-
construidas de ACT exibiram valores SI mais baixos com hK2
que ACT do tipo selvagem. Dentre essas variantes rACTg. 7,
rACTs.1 e rACTs., apresentaram os valores mais baixos de
estequiometria de inibicdo para hK2 (9, 19 e 25,
respetivamente) . Embora rACTs 2 e rACTes. 1 também
apresentassem os valores SI mais baixos (18 e 16) para PK,
o SI para rACTes.7 fol muito mais alto (277). Os dois ACTs
recombinantes especificos para hK2, rACTg.3 e rACTs. 1g
apresentaram razao SI mais alta de 34 e 139,
respetivamente. O valor SI de inibidor rACTs.,; foi de mais

de 100 para todas as proteases testadas, incluindo hK2.

ACTs Variantes Formam Complexos Estdveis com Hk2 sem

Degradagdo de Inibidores

hK2 foi incubado por 3 horas a 37 °C com rACTs.zy, rACTs.2,
rACTg.3, rACT4.5, rACTs.,, rACTs .5, e rACT do tlpO Selvagem,

sob razdo I:E de 100:1. Anadlise Western Blot dos produtos
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de reagdo de rACTs com hK2 (rACTg.z0 (linha 1), rACTs.;
(linha 2), ©rACTs.s (linha 3), rACTs.; (linha 4), ©rACTs1
(linha 5), rACTs.1s (linha 6) e rACT do tipo selvagem (linha
7)) foi realizada sob condigbdes redutoras utilizando um
anticorpo anti-hK2 de ratinho para determinar o destino
dos inibidores apds a interacdo com a enzima. A Figura 3A
demonstra que, ao incubar-se hK2 com variantes de ACT, hK2
livre (E) desapareceu completamente para formar um
complexo covalente (ET) . Este complexo covalente
demonstrou alta estabilidade, pois né&o se rompeu ao longo
de um periodo de incubacdo de 16 horas (dados néao
exibidos) . ACT do tipo selvagem inibiu hK2 mais
lentamente, dque principalmente nao teve complexo formado
apds 3 horas de incubacgdo. Valores de SI elevados medidos
com hK2 ndo se deveram a degradacdo ndo formadora de

complexo de inibidores variantes de ACT.

Posteriormente, ACT8.3 (linha 1) ou ACT6.7 (linha 3) foram
incubadas com hK2 (linha 2 e 4, respetivamente, sobre o
Western Blot) sob condigdes cinéticas (30 minutos a 25 °C)
em razao I:E de 10:1. A formacdo de complexos foi
analisada por Western Blot sob condigbes redutoras
utilizando uma marca anti-his monoclonal de ratinho
(Figura 3B). Todas as proteinas inibidoras tiveram
complexo formado com hK2 ou presentes em forma néo
dividida, 0 que indica que o possivel ©processo de
substrato para a interacdo entre serpina e enzima &

marginal.
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ACTs Variantes Exibiram Constantes de Associagcdo mais

Altas com HK2

A velocidade de reacdo inibidora com ACTs variantes foi
determinada para cada protease exibindo reatividade com
esses inibidores. Com este propdsito, a interacao de hK2 e
serpinas recombinantes foi medida sob condigdes de
pseudoprimeira ordem utilizando o método de curva de
progresso. hK2 (2 nM) e o substrato Z-FR-AMC (10 pM) foram
adicionados a quantidades varidveis (20 n a 800 nM) de
inibidores rACTg 20 U@), rACTs 15 (+) (Figura 41) e
inibidores rACTs., (0), rACTs.s (O), rACT:, (A), rACTs.: (x)
(Figura 4B). Curvas de progresso representativas foram
submetidas a andlise de regressdo ndo linear utilizando a
eqg 1 e a velocidade (Kobs) foi plotada contra as
concentragcdes de serpina. 2Apds a determinacdo de kobs,
constantes de associacdo (k,;) foram calculadas utilizando
Kn das proteases para o0s seus substratos correspondentes
(Tabela VI). O wvalor ka de ACT do tipo selvagem com
quimotripsina foi idéntico ao de dados publicados (Cooley
et al., 2001, "“The Serpin MNEI inhibits Elastase-Like and
Chymotrypsin-Like Serine Proteases Through Efficient
Reactions at Two Active Sites”, Biochemistry 40, 15762-
70). O rACTs 7, recombinante exibiu ka mais alto (8991 Mls™)
com hK2, enquanto o obtido com PK foi 45 vezes menor. Por
outro lado, rACTs., recombinante gerou ka equivalente com
hK2 e PK, demonstrando falta de discriminacao entre as
duas proteases. Os valores ka de 1inibidores recombinantes
especificos de hK2 rACTg.3 e rACTs 13 foram mais baixos, 2439
e 595 Mf%il, respetivamente, enquanto ACTs.,, ndo especifico
exibiu ka de 1779 M's’, para hK2, superior em comparaCao
com Chtr, PK e HNE. Uma das serpinas recombinantes, rACT;.:

estava em reacgcdo em velocidade mais alta com PK do que com
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hK2.

EXEMPLO 2
Desenvolvimento de Inibidores de ACT Recombinantes

Especificos Para Proteases hK2 e hK3 Humanas

Os residuos P3-P3’ localizados na estrutura de RSL de
rACTyr foram substituidos por codificacdo de pentapeptideos
de substrato para o RSL de inibidor de Proteina C (PCI)

(Tabela VII), conforme descrito no Exemplo 1.

TABELA VII
ALINHAMENTO DE RSL (CIRCUITO DE SERPINA REATIVO) DE
SERPINAS RECOMBINANTES ACT. PCI E ACT*“!

Sequéncias de RSL

Serpina
P6 P5 P4 P3 P2 PL P'1IP'2P'3P'4P'5 P'6
rACTyr Aminoacido v K I T L L S A L v E T
Sequéncia de
aminodcidos
Sequéncia de DNA GTC AAAATCACCCTCCTITTCTGCATTAGTIGGAG GTC
(coddes)
rPCiyr Sequéncia de T I F T F R S A R L N S
aminodcidos
rACT,c; Sequéncia de v XK I T F R S A L V E T
(MD CI) aminoacidos
DNA (codao) GTC AAAATCACCTTTAGATCTGCATTAGTGGAG GTC

Os residuos de tipo plano sao comuns para rACTy;, residuos em negrito e
sublinhados correspondem a peptideos de substrato reposicionados em RSL
de variantes de ACT. A unido que pode ser rompida em peptideos de

substrato é designada por Y e suposto local de divisdo em serpinas &
marcado por asteriscos entre os residuos P1-P1’.

Resumidamente, para produzir a proteina recombinante ACTpcr
(MDCI), células TGl foram transformadas com as construcgdes
correspondentes seguidas por crescimento em meios de
cultivo apropriados. As células foram induzidas em seguida
até densidade ideal para expressar inibidores
recombinantes por 16 horas a 16 °C. 0 inibidor

recombinante ACTpcr foli extraido de bactérias de citoplasma
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e separado por cromatografia de afinidade utilizando

coluna Ni-NTA conforme descrito para o exemplo anterior.

Andlise de Expressdo de ACT Recombinante Por SDS-PAGE
A pureza dos diferentes inibidores desenvolvidos nos
Exemplos 1 e 2 foil testada por andlise de SDS-PAGE sob

condig¢des redutoras, conforme exibido na Figura 5.

Avaliagdo dos Inibidores

Estes inibidores foram adicionalmente analisados para
determinar a sua especificidade e afinidade de inibicao
das calicreinas humanas hK2 e hK3 (Figuras 6) e calicreina
de plasma, tripsina, urogquinase, elastase, trombina, hK1l4
e calicreina humana 8 (Tabela VIII). Estas duas enzimas
possuem diferentes especificidades enzimaticas (hK2:
similar a tripsina, hK3: similar a gquimotripsina), mas séao
naturalmente inibidas por ACT. Embora ACT seja considerado
o inibidor de hK3 natural na circulagdo sanguinea, a sua

inibicdo de hK2 é mais fraca.

Andlise da reagdo inibidora entre rACTs e as calicreinas
humanas foi realizada por Western Blot conforme exibido
nas Figuras 6. Para cada variante de ACT, 1 pg de inibidor
foi dincubado com 100 ng de hK2 ou hK3 durante uma hora a

37 °C sob condigbes fisioldgicas.

Os resultados da detecdo utilizando o anticorpo monoclonal

anti-hK2 9D5 sdo exibidos na Figura 6A.

Linha 1: somente hK2, 2: ACT comercial + hK2, 3: ACT de
tipo selvagem + hK2, 4: MD820 + hK2, 5: MDCI + hK2, 6:
MD62 + hK2, 7: MD6l + hK2.
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A Figura 68 exibe a detecdao de complexo de hK3-ACT
utilizando anticorpo anti-His (marca  presente sobre

proteinas ACT recombinantes).

Linha 1: PSA, 2: PSA + ACT, 3: ACT do tipo selvagem + PSA,
4. MD820 + PSA, 5: MDCI + PSA, 6: MD62 + PSA, 7: MD61 +

PSA.

As mudancas de aminodcidos dentro do circuito reativo
utilizando sequéncias de substratos selecionados pela
especificidade de hK2 transformaram ACT num inibidor
altamente especifico para hK2 (MD820, MD61, MD62) sem
inibir hK3. Estes resultados confirmam os exibidos
anteriormente na Tabela IV. Somente MDCI, com Dbase no
circuito reativo do inibidor da Proteina C (PCI), ¢é capaz

de inibir

Protease % Inibicdo b| SI k.
Mt s
Quimotripsina 98 1 86216
Calicreina de plasma 100 4,6 25900
Tripsina 100 1 1126025
Uroquinase 0 - -
Elastase 0 - -
Trombina 0 - -
hK14 100 3,2(1287000
Calicreina 8 humana ~25 ~180
Ambas as calicreinas testadas (hK2 e hK3)

MD61 e MD62 sé&o inibidores com afinidade muito alta para
hK2, inibindo toda a proteina hK2 em menos de 3 minutos
(sob as mesmas condicgdes) em comparacgao com al-
antiquimotripsina comercial ou de tipo selvagem, que
necessita de mais de 12 horas de incubacdo para inibir a
mesma quantidade de hK2 (dados nédo exibidos). Tabela VIII
Perfil Inibidor de MDCI. EXEMPLO 3
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INIBIQAO DO CRESCIMENTO DE TUMORES POR INIBIDORES DE MD
3.1 INIBIgiO DO CRESCIMENTO DE TUMORES POR INIBIDORES por
MD62 E MD67

A linhagem de células de adenocarcinoma da prdéstata humana
independente de andrégenos DU-145 foi obtida através da
Colegao Norte-Americana de Cultivos de Tipos. Tecnologia
retroviral foi utilizada para obter célula DU145

transfectada com gene hK2 (DU 145/hK2).

Células DU145/hK2 em crescimento exponencial foram
recolhidas e novamente suspensas sob concentracdo de 7,5 x
10" células/mL em DMEM (Invitrogen) contendo 1 ou 10 pg de
inibidores. Esta suspensdao celular foi misturada com
matrigel (BD Biosciences) em razdo 1:2 e injetada por via
subcutdnea (3 x 10° células/40 pL) no flanco direito e
esquerdo de ratinhos brutos suicos atimicos machos com 8
semanas de idade (dois ratinhos/grupo). Cada ratinho foi

inoculado em dois lugares.

Nos dias 6, 12 e 18 apds a inoculacdo do tumor, 50 ou 10
ng de MD62, MD67 ou 100 npg ou 10 upg de ACT-WI foram
injetados por via subcutéanea. Nos dias 24, 30, 33, 36, 39
e 41 apds a inoculacgdo do tumor, 25 ou 5 pg de inibidores
(MD62 e MD67) ou 50 pg ou 5 pg de ACT-WT foram injetados

por via subcutanea.

A Figura 10A exibe a inibig¢do do crescimento de tumores
por MD 62. As células cancerigenas da prdéstata DU-145 (3 x
10° células), transfectadas com calicreina humana 2, foram
implantadas em ratinhos brutos e tratadas em seguida com

MD 62 (5 ou 25 ug por injecgao).
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A Figura 10B exibe a inibicdo do crescimento de tumores
por MD 67. As células cancerigenas da préstata DU-145 (3 x
10° células), transfectadas com calicreina humana 2, foram
implantadas em ratinhos brutos e tratadas em seguida com

MD 67 (5 ou 25 pg por injecgao).

3.2 Inibigdo do Crescimento de Tumores por Inibidor DE

MDCI

A linhagem de células de adenocarcinoma da prdéstata humana
independente de andrdégenos DU-145 foi obtida através da
Colecdo Norte-Americana de Cultivos de Tipos. Tecnoclogia
retroviral foi utilizada para obter célula DU145

transfectada com gene hK2 (DU145/hK2).

Células DU145/hK2 em crescimento exponencial foram
recolhidas e novamente suspensas sob concentracao de 7,5 x
10’ células/mL em DMEM (Invitrogen) contendo 1 ou 10 ng de
inibidores. Esta suspensdo celular foi misturada com
matrigel (BD Biosciences) a uma razao 1:2 e injetada por
via subcutdnea (3 x 10° células/40 pL) no flanco direito e
esquerdo de ratinhos brutos suicos atimicos machos com 8
semanas de idade (dois ratinhos/grupo). Cada ratinho foi

inoculado em dois lugares.

Nos dias 6, 12 e 18 apds a inoculacao do tumor, 100 pg ou
10 pg de MDCI ou ACT-WI foram 1injetados por via
subcutédnea. Nos dias 24, 30, 33, 36, 39 e 41 apds a
inoculag¢do do tumor, 50 pg ou 5 ug de MDCI ou ACT-WT foram

injetados por via subcuténea.

A Figura 11 exibe a inibicdo de crescimento de tumores por

MD CI. As células cancerigenas da prdéstata DU-145 (3 x 10°
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células), transfectadas com calicreina humana 2, foram
implantadas em ratinhos brutos e tratadas em seguida com

MD Cl (5 ou 50 pg por injecgéao).

Lisboa,



REIVINDICACOES

Uma proteina inibidora recombinante de Calicreina,
compreendendo uma sequéncia de serpina, em que O
Circuito de Serpina Reativo P6-P6’ da referida
sequéncia de serpina compreende pelo menos um local
ativo de substrato, dque consiste de uma sequéncia
pentapeptidica selecionada a partir de SSRTE, KTRSN,
ISPRS, GVFRS, GTVRS, ETKRS, LGRSL, RGRSE, RRSID, VLRSP,
PFRSS, RSGSV, ARARS, SDRTA, KLRTT, RAAMM, TRAPM, DVRAA,
PGRAP, VESRA, ARASE, TLQRV, RLERV, ERVSP, SSPRV, RVGPY,
PSARM, RGRMA, TVRMP, LRMPT, HRMSS, RPQEL,VRPLE, SGRLA,
GTLRF, QWRNS, RNDKL, MRNRA, TRDSR, TGSRD, IMSRQ, LTTSK,
PFRKI especificas para a referida Calicreina, uma
quimera molecular das mesmas, e/ou uma combinacdo das

mesmas.

A proteina inibidora recombinante de uma Calicreina, de
acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada por a

Calicreina ser uma proteina de Calicreina hK2.

A proteina inibidora recombinante de uma Calicreina, de
acordo com uma das reivindicagdes 1 ou 2, caracterizada
por a sequéncia de serpina ser selecionada a partir do
grupo que consiste de o-lantiquimotripsina (ACT),
inibidor de proteina C (PCI), o-lantiproteinase (AAT),
precursor de proteina relativa a oa-lantitripsina (ATR)
humana, inibidor de a-2-plasmina (AAP), precursor anti-
trombina-III humano (ATIII), inibidor 10 de protease
(PI 10), precursor de proteina 2 de unido de colagénio
humano (CBP2), inibidor de protease 7 (PI7), leuserpina

2 inibidora de protease (HLSZ2), inibidor de protease Cl



de plasma humano (Cl 1INH), inibidor de elastase de

mondécito/neutrdéfilo (M/NEI), inibidor 3 ativador de

plasminogénio (PAI3), inibidor de protease 4 (PI4),
inibidor de protease 5 (PI5), inibidor de protease 12
(PI12), precursor inibidor 1 ativador de plasminogénio

humano endotelial (PAI-1), inibidor 2 ativador de
plasminogénio humano placentdrio (PAI2), precursor de
fator derivado de epitélio de pigmento humano (PEDF),
inibidor de protease 6 (PI6), inibidor de protease 8
(PI8), inibidor de protease 9 (PI9), antigeno 1 de
carcinoma de células escamosas humanas (scca-1),
antigeno 2 de carcinoma de células escamosas humanas
(SCCA-2), globulina de wunido de T4 (TBG), Megsin e
inibidor 14 de protease (PI114), seus fragmentos
biologicamente ativos, suas quimeras moleculares, e/ou

suas combinacgdes.

A proteina inibidora recombinante de uma Calicreina, de
acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 3,
caracterizada por a referida proteina inibidora
recombinante de uma Calicreina ser selecionada a partir
do grupo que compreende a SEQ. ID. No. 2, 4, 8, 10 e
14.

A proteina inibidora recombinante de uma Calicreina, de
acordo com a reivindicagdo 4, caracterizada por a
referida proteina inibidora recombinante de uma

Calicreina ser da SEQ. ID. No. 4, ou 8.

A proteina inibidora recombinante de uma Calicreina, de
acordo com qualgquer uma das reivindicagdes anteriores,
caracterizada por a pelo menos uma sequéncia de local

ativo de substrato especifica para a mencionada



10.

11.

12.

Calicreina ser um peptideo de substrato selecionado por
Calicreina utilizando uma biblioteca de pentapeptideos

aleatdria exibida por fago.

Uma sequéncia de DNA isolada e purificada, que codifica
a proteina inibidora recombinante de uma Calicreina de

acordo com qualquer das reivindicag¢des anteriores.

A seqguéncia de DNA isolada e purificada, de acordo com
a reivindicagdo 7, «caracterizada por a mencionada
sequéncia ser selecionada a partir do grupo
compreendendo a SEQ ID No 1, SEQ ID No 3, SEQ ID No 5,
SEQ ID No 7, SEQ ID No 9, SEQ ID No 11 e SEQ ID No 13.

Um vetor de expressdo, caracterizado por compreender a
sequéncia de DNA isolada e purificada de acordo com as

reivindicagdes 7 ou 8.

O vetor de expressdo, de acordo com a reivindicacao 9,
caracterizado por compreender ainda um promotor ligado

operativamente a sequéncia de DNA isolada e purificada.

Célula hospedeira, eucaridtica ou procaridtica,
transfectada com o vetor de expressao, de acordo com as

reivindicacgdes 9 ou 10.

Uma composicao farmacéutica, caracterizada por
compreender a proteina inibidora recombinante de
Calicreina de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 6 como agente ativo e opcionalmente
em combinag¢do com um ou mais veiculos farmaceuticamente

aceitéaveis.



13.

14.

15.

16.

17.

18.

Uso da composicdo farmacéutica de acordo com a
reivindicagao 12, na preparacgdo de um medicamento para
o tratamento ou prevencao de disfuncdo associada a

protedlise em mamiferos.

Uso, de acordo com a reivindicacdo 13, caracterizado
por a disfuncdo ser uma disfuncdo na qual a atividade

de Calicreina hK2 é prejudicial.

Uso, de acordo com gqualquer uma das reivindicagdes 13,
ou 14, caracterizado por a disfungcdo ser cancro,
disfuncéo autoimune, disfuncao inflamatéria ou

disfuncdo infecciosa.

Uso, de acordo com a reivindicagao 15, caracterizado
por o cancro ser cancro da prdstata, cancro da mama ou

cancro metastatico.

Uso, de acordo com a reivindicagao 15, caracterizado
por a disfuncdo inflamatdéria ser Hipertrofia Prostatica

Benigna.

Método de producdo, de proteina inibidora recombinante
de Calicreina, de acordo com uma qualguer das
reivindicacdes 1 a 6, compreendendo as etapas de:

a. selecdo de uma sequéncia polinucleotidica que
codifica um local ativo de substrato especifico
para a mencionada Calicreina, a referida sequéncia
consistindo de uma sequéncia pentapeptidica
selecionada de entre SSRTE, KTRSN, ISPRS, GVFRS,
GTVRS, ETKRS, LGRSL, RGRSE, RRSID, VLRSP, PFRSS,
RSGSV, ARARS, SDRTA, KLRTT, RAAMM, TRAPM, DVRAA,

PGRAP, VESRA, ARASE, TLQRV, RLERV, ERVSP, SSPRV,



19.

20.

21.

22.

RVGPY, PSARM, RGRMA, TVRMP, LRMPT, HRMSS, RPQEL,
VRPLE, SGRLA, GTLRF, QWRNS, RNDKL, MRNRA, TRDSR,
TGSRD, IMSRQ, LTTSK, PFRKI especificas para a
referida Calicreina, fragmentos biologicamente
ativos das mesmas, uma gquimera molecular das
mesmas, e/ou uma combinacdo das mesmas,

b. introducdo da mencionada sequéncia pentapeptidica
numa sequéncia que codifica uma sequéncia de
serpina, de forma a obter uma proteina inibidora
recombinante da mencionada Calicreina,

c. permitir a expressao da mencionada proteina
inibidora recombinante da mencionada Calicreina num
sistema de expressao celular sob condigdes
apropriadas,

d. recuperagdo da proteina inibidora recombinante da

mencionada Calicreina.

Método, de acordo com a reivindicacdo 18, caracterizado
por as condigdes apropriadas consistirem no cultivo do
sistema de expressao celular sob temperatura de 10-40

°C durante 10-30 horas.

Método, de acordo com a reivindicacdo 19, caracterizado
por as condigdes apropriadas consistirem numa

temperatura de 16 °C durante 16 horas.

Método, de acordo com qualgquer uma das reivindicacgdes
18 a 20, caracterizado por a etapa (d) ser realizada
por meio de separacdo apds extracdo da proteina
inibidora recombinante da mencionada Calicreina a

partir do sistema de expressao celular.

Método, de acordo com a reivindicacdo 21, caracterizado



23.

24.

25.

26.

por a separacdo da proteina inibidora recombinante da
mencionada Calicreina ser realizada por cromatografia

de afinidade.

Método, de acordo com qualquer das reivindicacgbes 18 a
22, caracterizado por a proteina inibidora recombinante
da mencionada Calicreina ser adicionalmente testada
para determinar a sua capacidade de inibicdo da

atividade da mencionada Calicreina.

Método, de acordo com qualquer das reivindicacgbes 18 a
22, caracterizado por o sistema de expressao celular

ser uma célula bacteriana.

Um kit de diagndéstico para detecdo de uma Calicreina
numa amostra, caracterizado por compreendendo qualquer
sequéncia de DNA isolada e purificada apropriada
selecionada a partir do grupo SEQ ID No 1, 3, 5, 7, 9,

11, 13, e/ou uma seqguéncia complementar as mesmas.

Kit de diagnéstico para detecdo de uma Calicreina numa
amostra, caracterizado por compreender a proteina
inibidora recombinante de Calicreina de acordo com uma

das reivindicacgdes 1 a 6.

Lisboa,
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FIG. 74

Hadoo Codlo micial ATG

Megrite: Hig-tag

Sublinhado: Sequincia de DN difsrents da sequinala ADTW
Subfinhade o cings: Seguincia de UNS que endifica midagdo emy REL

Ssguincla de BNA de Varlantes de ACT: MD 820

E0 1M

AP A R P R R T RS T AN T O AR OO TAR CAGCUCRAC T TRACGAGRARE
AT TR A RS AT AR A CORASEEACALAUCTERR O TUSRATTARIOTOUCUTARDEY
R T T T A B S LA A A G CAG T TAGT COTRAAGSLCCC TR TARGRATRTCATCITIN
T R T ARG A T AR T TSSO I IS OTOTEEGRAC IR TARTACCRCCITGR
ﬂRG&Gﬁi?STC&Aﬁ&ﬁCCT&EAGTTQ&&CSTC&CGGA%ACTTQT&&&%GAG&ARTTEkﬂERGAG
T AR O T RO OO T AATOASTCCAGL SATRAGC TECAGCTCAR TATRRGRAAT
B T T PR A R AR T A TS TGRS TR SRS SATRCCAACRERCTST
A TGGCTCOEASRC O T IGCCACTIACT T T AGSACTCASU TRCAGO TAAGRACCTRR TOARCER
TR T A G TR T AR AAR T CACASA TOTEA TCAAGER O TEATTORCAGALK
AP T TR TR A P A T T RO T T TARAGCCR AR TOCRARATRINC T TDRRCCOCCARG -
AT TOA P AR TR ASS T T TA S T AC AR AR AR THEGTAR TEETECCCATRATEGTTY
RO TR TR T A TA L T TA L T O CEOCASCAGRAS D PE TR ST TR TREAGOTIAAS
A AR T A O RO T T TR A T OO T O U EATCAAGACAR CATRRGS ARG TRRARG
ST R T O R B A T A GO R S AR ER O TO T TGORG TTOAS AR EATAGCETEA
AT O TGO R A AGTTTICCA T IO OACCRACTATAACCTEAA DS CATACTICTOCANTIG
AT A AR A D GO AR R TOACCTE TUASBEA TCACAUGGECTARRRACCTRE
AT T A A D A PO O T TR TR TT T EASORARECANAGRAGIRTITES
THOCACCOCERTCARARTCRCCCRCNE T TCICOANUASTORAGRCRLBIACCAT TRIGEGTTIC
ARG R RO AT AT A T IO T OO O P ACR S ACADT I AGRACA TUT TUT TCATERGCARAR
TCEACCAATOOCRAAGTAAGCCTAS

g

Sequéncla de Proteina de Varlantes de ACT WD 820

$EQ 1D N2

M I R R D R BN L RN R S T L S LA S AP LA P S LY BOLY LR PORNVER
AN T T TR LKL BN L TR S RAR THRE R LSRN
TR AN R LS S EA P A T RS AR KL IR VNG T R GK T TRET KBLOS QY
R LAY Y P R A N S B NG S R P L S KN OV PMMS LRHL T IRV FROEELSCTVVELY
PTORAS AL L P UM eV EANL L PR L N RS L B RE TS LV L PRI T S R HLNDE LRGN
QIR TS AN LS A TAARN LA VAV VREAVLDVFEER TRASAR TRWE TTLE RTETTVRY
R P LML IV IDTON I PEMS KV TR FEOAY A
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FiG. 78

Ralise Doddo inicial 8TG
Magrite: Mg
Sublinhads: Sequingis de DN diferents da sequinciz ACTW

Sutlinhaddd © cinzs; Saqudnciy dv DNAgue codifics mutagls am RSL

ATCRSAGGA TCC O CACORTCAT CATCACTC TAGACR COT AR AGECORCT TRRCORGARA
ATCTOACCCAGEAGRACCANSACCEACGEACATACGTHRRCC TG RATTAGCCTOORNCAR
R T T T T A GO G T AR ARG TR T TEARGO O CO TER TAR A TN R TC Y
P TG A T T DGO T T OGO T T C TR TO TCTB0EGCCOATARTACORICO TSR
CRACAT T T AR AT T AR S T AR O T CACOEAGAT P TC I EAGECAGRAR TTCACTAGAG
T CCA TR O T O T RO LA T T CR AT AR R CR A NUA TR TSCAGC T A G TA TG BAART
T T T D AR G A C PR T T C P CGACAGG T T A LECABEATEUCABSAGEITRT
TG TOCHAGECT T TR CAL TUAC T T AGEAC TCAGT TOCASC TRAGRRGCTCR TCARCTR
CIACOTERR AR TEERACTRGICREARAATCRCAGATUTER TCARAGRUT T TGACTIECAGALR
AT T T AR T R AT TT T T TAA RGO CABATORGAGATRCNTT ]
ST ACTCR TG TRARSE T IO TACT PRAGARM AR AR T RO TAR L GETHUCER TN
A A TR A O T TR T D COGGA SRS G T T OO T GIA O TG TERAGI TGS
ARG AR PO AR CAT T T AT OO TC LU TEAT CARGRCRAGA TOSAGTARG TR
SR TGO GO T OO ARG A CC TRAR GGG TAEATASAC T TCTRARGTTCASAGRRATABETGR
AT AT PRI T CCRT C TR S GAC TA T AR O T ACOACA TAC T PCCAGCTR
BGCR T T RAS AR T TR ACCASUAAGCCTRAC O S TR TR CACCERUCAS AR TRG
AU O AT G OO A T AR GO O TR T TRA TETAT TTRAGIA BB CAC R GARBCATITA
PR L P AR T A A PO A DA B TG AGR RS TACCAT T FGOET T TE
AR T T O A PO TR T TR T O CT AT AR CACCCR AR ATUT TR TOATORGCAARE
TCACCAATOCCARGCARGOITAR '

Sequdncia de Proteing de Vardantes de ACT: D 82

SEQIB N4

ARG R S R P A L R RN LT RN RE TR ULLALABR RV LF R F S LY ROV LEAPLRIVIF

PSS LA LS A T L P L RS L PR L TR T B B R S PO R T LA IS SO B OO
AMFVREQLILLDR FTRDA KR LY G E R FA T DR QN AR AARK L INDE WEMNGTR G T TEL RO 80T

GYETAF TOKADLSGT TRARNLAVEQVVRRAVLOVY RESTRASARTAVR Y TRREIOVETRTIVRE
RPPLUL IV P TOTON I PPMERVTNPRGR
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FIG. 7C

Malien: Dodio inicial ATS

Megity Hstag

Sublinhado: Segpedneis de DNA diforante da sequéncia AOTwt
Sublirhado @ cinza: Sequdnoia de DNA gue codifica mitaciao sm REL

Seguincia de DNA de Variantes de ACT: MD 83

SEQ D N°§

ARG EAT A P A S P A A TR O T T AR SR O TR A B GOCCAC T TSRO A GEARE
AT TR T T A GO N T AR A SR G T IS PO T ARG OO TOR TARAA TETCATCTTE
A R R D A R O T e N I O T G T O T O IS B A TR TR RSO U TR
ARG T O TCAAAS O T AR TTCAR C ORI ERGR O T TOTERGCCREARATTCRCTAGHRS
RS OU T TRCECA OO CRA TOAGS TOCAGCEA TR AT N TGRGTATRHERAAT

DHAGELOTTTGX

T AR T AR DO T I T T ASAGCCARR PO ATR TP T TR
SACTCATORG TORAGS T TC TR T T ARG CRAGRBARAGS TSRC TAATEEIGCCCATOATEAGITY
MTIFACUTEAAS

CAGECAATGOIAGORCRACTOTICATOOTOOOTEA PURACATRAUN TCRRGEARLSTIEARGR
GOTCTACCOTE AR TITIL AT CRARGRADTATAACU PERACCRCATALTTOTCCAGCTR
SOCATTERGERRGCCTTCACCAGIAAGECTEACO TR TCAGAGA TOACAGEERCCAGGAALTTAS
A D R B T A TR A SO TR T R T IR TOTAT T PEACGAGSH ARG RGO TR
THOCRCCGCRETCARRA TCAGHEEREATOS Faep TegielesRery SLGTACCRATTRTROETTIN
: CTTROTEATRRTON SOCTACARACACCCAGARCATOTTIT T A TRABCARAS
CAATCLCRACCARGOUTAR

-
TCRL

Seguéneia de Proteina de Vadantes de ACT: MD 83

SEQ 1D N°S

SHHHHHHSREPHS FLDEERLIUGENORE T )
IR TALAFLRLGAIRI T T LT EI LG EFNL TR TR RA N THQE R
ANV RS L LR TR DR R LY IS A PR TO R DS AR AK KL INTYVE
MMVIATI Y L P P KA KN BN P ORI RSB I YL R VMV FMM S L

ST RERAF TR NSO IO RN A VAT VR ER VL OV FE RO THASAATAVE IRSRSRLVE R Y UR s
HRPPFLATIVRTUINT FERERVTN R R >
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FiG. 7D

#sow Codio inicial ATG

Negrito: Hiedag

Subdinhado: Seguéncia de DN diferante da sequénola ATTW
Sublinhado e cines! Saquinoia de TNA que codifics mutacdo em BSL

Seguénela de DNA de Varlantes de ACT: MD 87

DNTY

ATEARRESATICCATCACCATCACCATCACT U TASRCANCOTAR CRGDUCAUTTOR CORGGAGA
ATCTRACCCAGGAGAACCAR GROUR SR MR CACOTERANC TOSEA TTAGUOTCORC CARSRT
SEACT IO T T TCAS O T TACRAAGCART TARTOC TER AGRICOCTEA TARCIRA TR IO
A T AR A T T AR T TGEEC T TCC TG T CI TSRO CCATAR TADTACOCTEN
CAGAGA T TCICAAAGECCTOAAST TCAACC IO SRAGRITTO TRAGGUAGAAR TPORITARAR
CTTCCARCACCTIOR TRCRCACCCTIAN TCAG P OCAGCE R I BASC TR OABCTRANTATIGEARAY
GOCATETTTETCAA RGAOCAATOAGTO TR TRGACAGET TOACGRAGIA TOCCRBBAREITST
AT TCORASGCCTTTRECAC TR O T TTOAGERU TR TRUAGCTAAG R AT TTARCRACRE
CEAUTERNERA TGRACTRGUCEARARTUALRGATU PEAT CARGER COTTOR TR GUIREATA
ATERGETCCTEE TR T I ACA TR T T O T TSRS UCA AR TEOSREA TR DO T TIGROCCOCR AR
AT TR ST CARGETTCTACT IERGUA A GARARAGS TOSOTRATEOTECCCATEATEAGTYT
SRR IAGGAROTRTCCTRCACDE TS TERASUTRMAR
TACACAAECARTEOCRRCRIACTCTICATONT CATEEARGAASTEEARG
SRS IO U PO RSO TG R TOSAGAGACTUTU TSGR TTCAGAGASA TAGETGR
SUITTACCIGICRARGTT I TOOATUTOGASGRACTATAR COTERACERCA TACT TN TNCRRUTR
SR T T GAGGAR R T A SRS R T RS CT R I ADSEA TEACASSOANUASSARICTAG
A N RS TR TR GO TN EC TR TORA P T P AR SR GG AL AR TR TG
TR CACCROEETCARAA TR TR A AR AR CA T TAS TRGASACE O TACTRT TR TRCETTTC
ARG T A TOA TR T Y ST L CC TRCAGRCACCCAERACATC T T T TR T ARG
TCRCCARTCOCARGOARICITAR

Segudncla ds Proteina de Varlantes de ACT: MD 67

MRS SRR PRSP L OR RN L PO RN OR G TRV DL SLA R AN UIFAF ALY KQUVLEAFIRNVIF
EPLEY S TALAF LA LCARNTTL TE] LEGL K PN L TR TAER B HOS FORLLR TLAS S DELOL KGR
AMFVEEHLS LI ORFTEDAKRL TS EAFATORQOSARAKKL INDY VNG TRGKT TRLI SDLOEGT
MMVLAUNY LPPRAKN EM B TP PHOS P L KRV PR LERL T L P Y PROBELSUTVVELR
A TSNASALF I L DU NEEVEAMLL PSS LR RFRDSLEFRE IGELY L PR S L SROYNINDTLLOL
BT RRA TS KA A T TR LV S GV R KA VL VR BT EA S AR TAVE LE LR T LY E TR T LYRE
HRPFLMIIVITDTONI FRUSKETYEROAY
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FIG. 7

faline: Cod3o inicial ATG

Nagrite: Hsag

Subiirhade Segudnoia de UNA dferente da seguinsiz A0TwW
Srblishads & oirey; Sequdncix de DNA que codifice mutagio em REL

e Variantes de ACT: MD 81

SEGID NG

ATCAMSATCCCATORCCETCRACCATEAC T TASACRCCO TRACRBOUTAL TT R CSRARAGR
TG CTTTAGOOTE TACRASCARTIRGTCCTEAARGLCCCTRATARGARTGTCATOTTL
AT AR T O T A GO TR OO T T TH T T C TS ECOUA TRATAUACCCUTRES
OB GAGA T T PSR C TCARGE T TCAR COTCACRBAGACTTOTCAGSCAGRAR T TCAITAGRS
O CASCACOT TGN ECACONT LA TUASTOCAGREE THAGCTOURSITEAS TATCHEAAAAT
GCPGEACRAT T CATEEAGEA TECARGREECTSET
CAESACTOASCTECASO TARCARGOTEATCARCGA

ATACTCATCRG TCARBATTOTACTTEASCAR R AR EARTGHITBATG
GOATCRCC ARSI TACO T ACT DU CEOSACSARRRGUTOTOCTG AR TERED

TACRCARC AR TECCRAIBCACTC TTORATCCTUCC TRATCARGA I AARA TEGAGRARGTGEARG
A G T A A R S A A GO M A A RO T O T AT TCA RO AGR TR
S TR T AR AT T T T AT T T O AGGGRO TR TRACT TEARCERUATATTTICTL AGCTS
SR T TEAGSARGCCTTCALDAGCRAGECTERCC T TOAGEEA TCACASGGCTRAGRARICTAG
AR T O AR TS IO ARG SO TS CT IR TR TAT TTE AR RACCCCATRBRAAGURTOTR
TEOCRUCECRATCAAAR T CR TR AR T TALCECRCTROAGR CECSTACOR TTOTROETTIC
AN T PO CTAN TRA TCA T T T OO TRCACACACCCATRACA TN T TUTTUATOAGCRARS
TCACCANTCCTRAGCARGCCTAA

Sequincia de Proteing de Vadantes de ACT: MD 81

SEQ N1

MRS R SR PN PLO S B T SO DR TH VR LA AN PIFA F R LY SOV R EA PDRNYIF
ARSI A DAL L AL GANN T TLTEI LY LEFRL T BT RAR LHOS PR LLE RESTELOUEM
AN VRN LS LI DR S TEOAYR L TS S AR FATIF OO AR LI NDY VENGTRGK ITRL L KBLD
3 R N M R LR PG SR PY LS R VMV PR LN E T PY PRDEELSCTVVELE
T NAS ALY L LSO D EM SR VERNL L P TLERNRDS LEFRE Y GR L LPKE S TERDYHLND T LEQL
G P EAF TS KADLER I TGARNLAVS SV RRAVL DV EROTEA S A TAVEINT RENRVETR T IVRE
URPFIMIIVETUTOM IR FHOKVINTHQA X
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FiB. 7F

Ralivo: Codéo inicial ATS

Nagrita: Hisdtag

Sublinhado: Sequéneia de DNA darenta da seguéania ACT
Sublinhede @ cines: Saquinaiy de DINA que codifics mulagly em REL

Segulngia de DNA de Variantes de ACT: MD 548

AR AR T A T A A T A CATCAS TUTAGA CAOCCTRMCASCC CRIT TR RAGERR
AT AU RA A CCAMIRDCOA S GACATARL G TSRO TCREATTAGUCT O CEOTAROET
AT T D D T A T A AR S A T T AT T RANEG N COTEATA AGARTIYCATOTRC
R R A T B A A e B T N O P T O TOTESGOENO A TAR TACTAICOTEX
CRCAGATTUTUARARGOCTCAAS T TERACCTCACHRAGROTTOTRASSCALAARTTCACTAGAS
S P A R T T O R D T O T DA T AGC AT AL TECASC TR TATGOEARRT
R D D A A A A A A D S T A TR T TR C GG A T RO CRAGRGGIIGY
AT R R S S N T A S A T T T RS SR T RO TEC RO TR AGRAG L TONTOAR Y
O R TR ARGEA TRGARCTASECCARRATCATASATUTSATCAA RO CT TR TORUREAR
B R G T A P AR T T AR T TN T AR ARG O RAR TRSRAGR TN DO TTIRRCCCICRRG
AR T A A T A AGE T T A CT TR SO AR A AR TCOCTAA TR TEOCTATER TEAGTTY
SUATCROCTAADTRTACCTTRITI: A AR AGOTETUCTROACTOTEETUNARC IS
TACACASUAATROUASIRCAQTUTICATCCTC OO TERATCARGROANGEAT GRAGGRARTHRIAG
A T T P A R A O T A S T AR A T PO TEEAS TTOAS R A R TREGTUA
GO A AR A T PR T O G AR TATRAOC TOAL DA CRTROTIUTCORACTE
GOUATTEAGGARGOCTTUACCAGTAASAO TR TY CAGGURTIACRABREOCRORAA TS
CARGTUTOORBETEETCOA TARGICTE TONT SRATOTATT R SGOASRRORTARAASCATITRS
CRRAR TR BAG G TR T T OB O TEOASACEINTACCATTE TG T I

P A TR T A T T S o S A C AR AR AR A TC T U TP O TOARCARAG
TUACCARTRUCARGCRNIICTAS

Seaudneia de Proteing de Varianies de ACT: MD 518

BEQ N2

RS HREHEES R S L RN TR D R TV DL LA S ANV P AR S LY L VLB FDREV T F
SFLST S TALAFLSLORHNTTL IR LRSI PN TR T ERAR Y HOO FUNLLIR TN S S DELILENOR
ANV S L L DR P T R KR L Y O RA A T POD S AR KL I NIV KIS TR T TRL L RILDEGT
M LV KA R R R N D S R P Y LS R RUMUTMME LML T FY FRORELSOTVVELY
PIONAS RS LD NEEVEANLL PETLERNRDELEFRET RRLY LPXES
G SRAF TERADL S L TARN LAV SOV VHER VLUV N SR T EARAS TAYR I TRE,
BREPIMI IV TR TON T FENSRFIRRROR Y
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Fig, 76

Halew Codln inicial ATG

Nagrita: Mis-dag

Sublnhado: Sequinma de DA dferente dx sequdneiz ACTw
Sublivhadv e cings) Sequineia de DNA que colifica mudaglio e REL

Seguénciz de DNA de Varlantes de ACT: MDCI

SEQ DN

ARG A T AT AT R T ORCCATCAN TO TAGATACC O TRATAGUCORCTTCROGAGALR
AR O A G AR AR A SR AT R CTCCEAT TREACC TRLGCEAROEY
AT R T A D T A CA RSO T T AG T OO TGRAGUCCOCTRATRAGR AT TCATCITC
A T A A T O N R OO TRRCC T TECTETC DO IR GEECCCATAR TATTACTCTSR
’(‘33’-{;%3&(‘&"I?’,i‘{‘i’f\‘CA}'tkﬁf?aﬂi‘iE?QMG‘IF'I‘FMCC‘I‘mﬂmﬁk@mﬂmﬁm&m&?@%ﬁmﬁ&@
A P S TR S CACCO T AR TUAS TR CAGCEA PARR O TRAGUTER T TRRGARRTY
A T D R A A AAC TCAG TO TEO DA ASETTCACE AR TRICARGAREOTRT
T R R T PO A G SRS T RGO TOCASCTARSAMSCT CATORACER
COTROGTARAS GARCTASGGOELBAA TOACESATC TR TCRRBRACCTTEACTORRAGANR
A RO S R AR T TA TR T T T T T T A A A SO A A POSRAGA TRECCT TSR GCOUCAAG
AR AT O TGS T TC TACT THASURACRRAAR S THES TRA TR TGCOUR TEATHRETTT
AT A R A T A A T A P T OGN GANGR SRR T T AT TR CACCRTEETCLAEOTEARG
AR ARG A AT A GURCA T T RO T YOO TOA TORAGA U B GR THERSEAN I TCRAAG
R T A SA RO TEAAS DG TAEAMAGATTOTATOGAGT TCAGARRGAR TAGRTER
A AR A T T T PO SRS RS TTA TRACO TARACEACRTACTTCT IO TG
R SR R A TR CAGC ARG IEACD TG TR ARG TR CREGUICIAGRRACCTRG
AT ARG S P A A A C Y PED T P GATETA DI TR IR GHNATRERACR TOTNG
TEOTAD GETURBRATUACITIT AT TECATIAGTESAGRORQUTACCATIGTEOGTTYC
A&KTAL S A T R N R T O O A CARRC AT CCARARCATOT TR TOA TRARCARRG
TCRIUASTUOCAAGUBRARICTAL

Sequéneia de Proteing de Varlantes de ACT: MEB £

SEQIB NI

HRGSREEHEHSREENS PO L PN DRI TRV DL CLA SAN VDFA P S LY KQLVL KA FDENVIF

SPLAINTRLAFLELERENTTY RTLHEIDRLOLEMGN
BMEVEBIOLUIRPTBIRKRLGE 8 ISTRONI TRLIMRENSQT

RAKHENTFRFODTHUSRPYLEK SYPRBERLECTVYELK
DT RV EAML LR LR BN DS LEF RBIGELYLERFS TR DN LN L0
RN LA VS OV VREA VIOV E S0 TEASRA TAVR T TERERLVETRTIVRY

PSR FEMEHTNERA

MMVLARY
YTCHBERLS
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Seqhy  Sequdnoies P8 PS &4

B2 TR P

¥R ¥

ACTer  Proteina{xa}
BEQIDRN4S

T

&G‘f‘

m o

TEA G616 GAG

RS0 Proleind jua)
SEQ N m

e e A e v S

DRAL gccuao_, sm
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ﬁC‘C
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gr Tor oA
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MG Proteios {ie) & K §

SEG i
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SRE  AGA m*”

MOSY - Protsine »;‘”s 3’1 YK t
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SEQ EC-‘ H 19

*‘&"’&"é »TI ma.a ;a,,,a Ar,q n’g ara B

bt ; M ¥ P PR :
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FIG. 9
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FiG, 10 A
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FIG. 1B
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FIG, 11

Controlo

MD Cl (bug)
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FIG. 11

Controle

ACT-WT (50ug)

MD Cl (50ug)

MD CI (5ug)
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