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RESUMO

"CONJUGADOS POLIMERICOS DE NEUBLASTINA E METODOS

PARA A SUA UTILIZAQKO"

E divulgado um polipéptido de neublastina vari-
ante adequado para a formagao de um conjugado compre-
endendoo polipéptido de neublastina variante acoplado a um
polimero contendo uma unidade de polialquilenoglicol. O
presente conjugado possui biodisponibilidade prolongada e,
em formas de realizagdo preferidas, actividade bioldgica
prolongada em relagdo a formas de neublastina néo
modificadas ou do tipo selvagem. 0Os conjugados da invencdao
sdo empregues de modo util em aplicag¢bes terapéuticas e nao

terapéuticos, e. g., em diagndstico.
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DESCRICAO

"CONJUGADOS POLIMERICOS DE NEUBLASTINA E

METODOS PARA A SUA UTILIZAGAO"

CAMPO DA INVENGAO

A invencdo refere-se de um modo geral a poli-
péptidos e, mais particularmente, a polipéptidos neurotrd-
ficos modificados e métodos de utilizagdo destes polipépti-

dos modificados.

ANTECEDENTES DA INVENQZXO

Os factores neurotro6ficos sdo proteinas de origem
natural que promovem a sobrevivéncia, mantém a diferencia-
cac fenotipica, evitam a degeneragdo, e potenciam a activi-
dade de células e tecidos neurails. Os factores neutrdéficos
sao isolados a partir de tecido neural e a partir de tecido
nao neural que ¢é enervado pelo sistema nervoso, e foram
classificados em grupos funcionalmente e estruturalmente
aparentados, também designados como familias, superfami-
lias, ou subfamilias. Entre as superfamilias de factores
neurotroficos encontram-se as superfamilias do factor de
crescimento do fibroblastco, da neurotrofina, e do factor de

crescimento transformante B (TGF-B). As espéciles indivi-
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duais de factores neutrdficos sao identificadas pela sua
estrutura fisica, pela sua interacgdo com 0S seus recepto-
res cognato, e pelos seus efeitos em varios tipos de célu-
las nervosas. Classificada na superfamilia TGF- encontram-
se o0s ligandos do factor neurotrdéfico derivado da linha
celular glial (GDNF), que incluem GDNF, persefina (PSP) e

neurturina (NTN).

Os ligandos da subfamilia GDNF possuem em comum a
capacidade de indugdo de sinalizagdo através do receptor da
tirosina quinase RET. Estes trés ligandos da subfamilia
GDNF diferem nas suas afinidades relativas para uma familia

de receptores neurotrdficos, 0s receptores GFRa.

Um factor neurotrdéfico recentemente descrito é a
"neublastina"™, ou "NBN". A neublastina é classificada na
subfamilia GDNF uma vez que partilha regides de homologia
com outros ligandos GDNF e devido & sua capacidade para se
ligar, e activar, RET. Ao contrdrio de outros ligandos
GDNF, a neublastina ¢é muito selectiva para o complexo
receptor GFRa3-RET. Adicionalmente, a NBN possul sub-

regifes unicas na sua sequéncia de aminoacidos.

Infelizmente, a neublastina ¢ rapidamente elimi-
nada pelo corpo. Esta eliminagdo rapida pode frustrar a
utilizacdo de neublastina em aplicag¢bes terapéuticas. Deste
modo, existe a necessidade de se identificarem variantes da

neublastina que possuam uma biodisponibilidade aumentada.
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A presente inven¢do ¢é parcialmente baseada na
descoberta de novas formas de neublastina que exibem pro-
priedades farmocinéticas e de biodisponibilidade melhorada
in vivo. Estas novas formas incluem polipéptidos de

neublastina variante conjugados com moléculas poliméricas.

Num aspecto, a invengdo compreende um polipéptido
de neublastina wvariante, ou polipéptido de muteina de
neublastina, que inclui uma sequéncia de aminocdcidos pos-—
suindo uma ou mais substituig¢des de aminodcidos em posicdes
expostas a solvente do dimero neublastina maduro. As pre-
sentes substituigdes introduzem no polipéptido de neublas-
tina nativa um ou mais sitios aos quais substéncias, tais
como polimeros de origem natural ou sintéticos, se podem
ligar ao polipéptido para aumentar a sua solubilidade, e
consequentemente a sua bicdisponibilidade, in vivo. De modo
preferido, os presentes polipéptidos variantes incluem uma
sequéncia de amincdcidos pelo menos 70% idéntica aos amino-
dcidos 8-113 da SEQ ID NO: 1. O polipéptido de neublastina
variante inclul uma ou mais substituicdes de aminodcidos em
gque um aminodcido outro que ndo arginina aparece na posigao
14 na sequéncia de aminocdcidos do polipéptido variante, um
aminodcido outro que ndo arginina na posig¢do 39 aparece na
sequéncia de aminodcidos do polipéptido variante, um
aminocdcido outro que ndo arginina na posicdo 68 esté
presente no polipéptido variante, ou um aminodcido outro
gque ndo asparagina na posicdo 95 estd presente no
polipéptido variante, quando as posig¢des dos aminodcidos
sdo numeradas de acordo com a sequéncia polipeptidica da

SEQ ID NO: 1.
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Como aqui utilizado, "neublastina tipo selvagem"
ou "wt-NBN" refere-se a uma sequéncia polipeptidica neu-
blastina de origem natural ou nativa, tal como a neublas-
tina de ratazana, ratinho, ou humana (ver, e.g., SEQ ID NO:
2, 3, ou 4). 0s polipéptidos de neublastina variante espe-
cificos sao aqui designadcs como "NBN-X:N3X," ou "X N;X,-NBN"
em que X; se refere a um aminodcido de um polipéptido de
neublastina de tipo selvagem, N; se refere a uma posicgao
numérica dos aminodcidos ¥; na sequéncia, como numerados de
acordo com a SEQ ID NO: 1. ¥, refere-se a um aminodcido
substituido pelo aminodcido tipc selvagem na posigao
numérica indicada na sequéncia. Deste modo, por exemplo,
NBN-N95K identifica os polipéptidos de neublastina variante
em que a asparagina na posicao 95 é substituida por uma

lisina.

O polipéptido de neublastina variante pode ser
apresentado como um polipéptido multimérico. Por exemplo, o
polipéptido de neublastina variante pode ser proporcionado
como um dimero que inclui pelo menos um polipéptido de
neublastina wvariante. Em algumas formas de realizacgdo, O
dimero ¢ um homodimero de polipéptidos de neublastina vari-
ante. Noutras formas de realizagdo, o dimero é um hete-
rodimero que inclul um polipéptido de neublastina variante
e um polipéptido de neublastina tipo selvagem. Outros
dimeros podem incluir duas formas diferentes de polipéptido

de neublastina variante.
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Em algumas das formas de realizagao, o poli-
péptido de neublastina variante inclui os aminocacidos 1-7

da SEQ ID NO: 1 para além dos aminodcidos 8-113.

Em formas de realizagao preferidas, o polipéptido
de neublastina variante, quando dimerizado, liga-se a
GFRa3. Noutras formas de realizacaoc preferidas, o poli-
péptido de neublastina wvariante, quando dimerizado, esti-
mula a fosforilagdo da tirosina de um polipéptido RET, quer

sozinho ou quando ligado a GFRa3.

Ainda noutras formas de realiza¢do preferidas, o
polipéptido de neublastina wvariante, dquando dimerizado,
aumenta a sobrevivéncia dos neurdnics, e.g., aumenta a

sobrevivéncia de um neurdnio sensorial.

Ainda noutras formas de realizagdo preferidas, o
polipéptido de neublastina wvariante, quando dimerizado,
normaliza alteragles patoldgicas de um neurdnio, tal como

um neurdnio sensorial.

Em formas de realizag¢do adicionais, o polipéptido
de neublastina wvariante, quando dimerizado, aumenta a
sobrevivéncia de um neurdénio, e.g., um neurdnio anatdmico,

ou um neuroénio dopaminérgico.

Em algumas das formas de realizag¢do, o poli-
péptido wvariante inclui duas, trés, ou mais das substi-

tui¢Bes de aminoadcidos seleccionadas do grupo constituido
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por um aminodcido outro que nao arginina na posicdo 14 na
sequéncia de aminodcidecs do polipéptido variante, um
amincdcido outro que ndoc arginina na posicgdo 39 na sequén-
cia de amincdcidos do polipéptide variante, um aminodcido
outro que nao arginina na posigac 68 do polipéptido vari-
ante, e um aminodcido outro gue ndo asparagina na posicao

95 do polipéptido variante.

Em formas de realizacao preferidas, o aminodcido

numa ou mais das posigdes, 14, 39, 68, e 95 é lisina.

De modo preferido, os aminodcidos 8-94 e 96-113
do polipéptido de neublastina variante sido pelo menocs 90%
idénticos aos aminodcidos 8-94 e 96-113 da SEQ ID NO: 1. De
modo mais preferido, as sequéncias de aminodcidos sdo pelo
menos 95% idénticas. De modo mais preferido, a sequéncia de
aminocdcidos do polipéptido de neublastina variante inclui a
sequéncia de aminocdcidos de um polipéptido de neublastina
de origem natural de ratazana, humano ou de ratinho nos
aminodcidos 8-94 e 96-113 do polipéptido de neublastina
variante. Por exemplo, o0s aminocacidos 8-94 e 96-113 do
polipéptido de neublastina variante podem incluir uma
sequéncia de aminocdcidos dos aminodcidos 8-94 e 96-113 da

SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 ou SEQ ID NO: 4.

E também proporcionada pela invencdo uma proteina
ou polipéptido de fusdao que inclui um polipéptido de
neublastina variante ou um polipéptido de neublastina tipo

selvagem, ou uma proteina que ¢ um dimero de duas proteinas
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neublastina de fusao. As proteinas neublastina de fusao
possuem também propriedades farmacocinética e de biodispo-

nibilidade aumentadas in vivo.

Num outro aspecto, a invencac proporciona uma
molécula de acido nucleico que codifica um polipéptido de
neublastina variante. O &cido nucleico que codifica o
polipéptido de neublastina variante é de modo preferido
apresentado num vector, e.g., vector de expressdoc. Um acido
nucleico de neublastina wvariante, ou um vector que inclua o
mesmo, pode ser proporcionado numa célula. A célula pode
ser, e.g., uma célula de mamifero, célula fungica, célula
de levedura, célula de insecto, ou célula bacteriana. Uma
célula de mamifero preferida é uma célula de ovario de

hamster chinés ("célula CHO").

E também proporcionado pela invencdo um método de
produgdo de um polipéptido de neublastina wvariante,
cultivando uma célula contendo um &cido nucleico que
codifica um A&cido nucleico de neublastina variante sob
condigBes que permitem a expressdao de um polipéptido de
neublastina variante. Se desejdvel, o polipéptidc de neu-
blastina variante pode posteriormente ser recuperado. A
invencgdo inclui ainda o polipéptido de neublastina variante
produzido pela célula. S&o aqui divulgados dcidos nucleicos
similares, vectores, células hospedeiras, e métodos para a
producdao de polipéptido para as proteinas de fusdo (tais
como as proteinas de fusao neublastina-albumina do soro)

desta invencao.
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E também proporcionada pela invengdo uma compo-
sicac que inclui um polipéptido de neublastina ou um
polipéptido de neublastina variante acoplado a um polimero
de origem ndo natural. O polipéptido de neublastina
variante da composicaoc inclui de modo preferido uma
sequéncia de aminodcidos pelo menos 70% idéntica aos
amincdcidos 8-113 da SEQ ID NO: 1, desde de que o poli-
péptido de neublastina variante inclua uma ou mais das
substitui¢des de aminodcidos seleccionadas a partir do
grupo constituido por um aminodcido outro que ndo arginina
na posigdo 14 na sequéncia de aminocdcidos do polipéptido
variante, um aminodcido outro que ndo arginina na posicgdo
39 na sequéncia de aminocdcidos do polipéptido variante, um
amincdcido outro que ndc arginina na posigdo 68 do
polipéptido variante, e um aminocdcido outro que néo
asparagina na posigdo 95 do polipéptido variante, em que as
posigdes dos aminocdcidos sao numeradas de acordo com a

sequéncia polipeptidica da SEQ ID NO: 1.

Em formas de realizagdo preferidas, o polimero
compreende uma unidade polialquilenoglicol, e.g., unidade

polietilenoglicol (PEG).

Em formas de realizagaco preferidas, a unidade
polialguilenoglicol esta acoplada a um grupo amina do
polipéptido de neublastina, ou a uma lisina num polipéptido

neublastina variante.
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O acoplamento pode ocorrer via um éster de N-
hidroxilsuccinimida (NHS) activo. O éster activo pode ser,
e.g., succinato de succinimidilo com PEG (SS-PEG), butirato
de succinimidilo com PEG (SPB-PEG), ou propionato de

succinimidilo com PEG (SPA-PEG).

A unidade polialquilenoglicol pode ser, e.g.,
NHS-carboximetilo, NHS-norleucina, SC-PEG, tresilato,

aldeido, epdxido, carbonilimidazole, ou carbonato de PNP.

Em algumas das formas de realizacao, a unidade
polialguilenoglicol esta acoplada a um grupo cisteina do
polipéptido de neublastina ou do polipéptido de neublastina
variante. Por exemplo, 0 acoplamentc pode ocorrer via um
grupc maleimida, um grupo vinilsulfono, um grupc haloace-

tato, e um grupo tiol.

Em algumas das formas de realizag¢do, o poli-
péptido de neublastina ou polipéptido de neublastina
variante da composicdo encontra-se glicosilado. Quando o
polipéptido de neublastina ou o polipéptido variante se
encontra glicosilado, o polimero pode ser acoplado a uma
unidade hidrato de carbono do polipéptido de neublastina
glicosilado ou do polipéptido de neublastina variante. Por
exemplo, o polimero pode ser acoplado ao polipéptido de
neublastina glicosilado ou ao polipéptido de neublastina
variante apds oxidacdo de um grupo hidrazole ou de um grupo
amino do polipéptido de neublastina glicosilado ou do
polipéptido de neublastina wvariante, ou oxidagdo de um

grupo reactivo do polimero.



PE1355936 - 10 -

Em varias das formas de realizagdo, o polipéptido
de neublastina ou o polipéptido de neublastina variante

compreende uma, duas, trés, ou quatro unidades PEG.

Em formas de realizagao preferidas, o polipéptido
de neublastina, o polipéptido de neublastina variante ou o
conjugado polimérico possuil um periodo de semi-vida no soro
mais longo relativamente ao periodo de semi-vida do poli-

péptido ou polipéptido variante na auséncia do polimero.

Em formas de realizag¢do preferidas, o polipéptido
de neublastina, o polipéptido de neublastina variante ou o
conjugado polimérico do complexo possul uma actividade
fisiolégica seleccionada a partir do grupo constituido por:
ligagdo a GFRa3, activagdo do RET, normalizagdo de
alteragdes patoldégicas de um neurdnio, ou aumentar a

sobrevivéncia dos neurdnios.

"Normalizagcdo de alteragdes patoldgicas de um
neurdénio" significa que o presente conjugado induz uma
alteragdo num ou mais dos seguintes parametros celulares:
nivel de expressdo de uma proteina estrutural, um receptor
de factor neurotroéfico, um canal idénico, ou um
neurotransmissor, ou, 1nduz uma altera¢do na morfologia
celular, em qualguer dos c¢asos de modo a restaurar
substancialmente tal pardmetro para o seu nivel num
neurénio do mesmo ou similar fendtipo que nadoc é afectado

por doenca, degeneracdo, trauma, ou lesdo. A normalizacao
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de alteragles patoldgicas de um neurdnio pode ser
monitorizada imuno-histoquimicamente, ou medindo alteracgbes
nos niveis de produtos celulares segregados ou libertados,
ou medindo in vivo alteragbes em comportamento fisiologi-
camente imputdvel a funcgdo do(s) neurdnio(s) afectado(s).
Por exemplo, no caso de alteragdes patoldgicas associadas
com um sindrome de dor neuropdtica, podem ser monitorizados
comportamentos de dor, tais como, hiperalgesia, hipoal-

gesia, ou alodinia.

"Aumentar a sobrevivéncia dos neurdnios" signifi-
ca aumentar a sobrevivéncia de um neurdnio afectado para
além do periodo de sobrevivéncia observado num neurédnio
correspondente afectado pelo mesmo tipo de doenga, disttr-
bio, trauma, ou lesdo mas ndo tratado com o conjugado de

neublastina ou proteina de fusdo desta invencao.

Em algumas das formas de realizacdo, © polimero
estd acoplado a um polipéptido num sitio na neublastina que
¢ um terminal N. Em algumas das formas de realizacgdo, o
polimero estd acoplado a um polipéptido num sitio num
aminodcido ndo-terminal do polipéptido de neublastina ou do

polipéptido de neublastina variante.
Em formas de realizagdo preferidas, o polimero
estd acoplado a um aminodcido do polipéptido de neublastina

ou polipéptido de neublastina variante exposto a solvente.

Em formas de realizacao preferidas, o polimero
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estd acoplado ao polipéptido de neublastina ou ao poli-
péptido de neublastina variante num residuo seleccionado a
partir do grupo constituido pelo aminodcido amino terminal
do polipéptido variante, posicdo 14 na sequéncia de amino-
dcidos do polipéptido de neublastina ou polipéptido de
neublastina variante, posicdo 39 na sequéncia de aminodci-
dos do polipéptido de neublastina ou polipéptido de neu-
blastina variante, posigdo 68 na sequéncia de aminoacidos
do polipéptido de neublastina ou polipéptido de neublastina
variante, e posicdo 95 na sequéncia de aminodcidos do

polipéptido de neublastina ou polipéptido variante.

E também proporcionada pela invencdo composicdo
farmacéutica compreendendo um veiculo fisioclogicamente
aceitavel contendo ou possuindc um polipéptido de neublas-
tina, um polipéptido de neublastina wvariante, ou um con-

jugado da presente invencao disperso.

Num outro aspecto, a invencdao inclui um poli-
péptido de neublastina conjugadc estdavel, soluvel em &gua
ou um complexo de polipéptido de neublastina variante
compreendendo um polipéptido de neublastina ou polipéptido
de neublastina variante acoplado a uma wunidade poli-
etilenoglicol, em que o polipéptido de neublastina ou o
polipéptido de neublastina variante estd acoplado a unidade
polietilenoglicol por uma ligagdo 1dbil. Em algumas das
formas de realizacdo, a ligagdo 14bil pode ser cortada por
hidrélise bioquimica, protedlise, ocu clivagem de sulfidri-
lo. Em formas de realizacgdo preferidas, a ligacdo 1labil

pode ser cortada em condicgdes in vivo.
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E também proporcionado pela invengdo um método
para a producgao de um polipéptido de neublastina modificado
gue possul actividade prolongada, in vitro ou in vivo,
comparado com uma neublastina tipo selvagem proporcionado
um polipéptido de neublastina ou polipéptido de neublastina
variante, e acoplando o polipéptido ou polipéptido de
neublastina variante modificado a uma unidade polimero de
origem nao natural, formando assim uma composigao de

polipéptido de neublastina - polimero acoplados.

Num outro aspecto, a invengao proporciona um
método para tratar ou prevenir um distdrbio do sistema
nervoso num sujeito (tal como um humano), administrando a
um sujeito em necessidade uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um polipéptido de neublastina wvariante, uma
composigao contendo um polipéptidc de neublastina ou
polipéptido de neublastina variante acoplado a um polimero,
ou um complexo que inclui um polipéptido de neublastina
conjugado estdvel, soluvel em 4agua ou um complexo de
polipéptido de neublastina variante compreendendo um poli-
péptido de neublastina ou polipéptido de neublastina

variante acoplado a uma unidade polietilenoglicol.

De modo preferido, o disturbioc do sistema nervoso
¢ um disturbio nervoso periférico, tals como uma neuropatia
periférica ou uma sindrome de dor neurcopatica. 0s humanos

sao 0s sujeitos preferidos para tratamento.
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A administragdo pode ser, e.g., sistémica ou

local.

A menos que de outro modo definidos, todos os
termos técnicos e cientificos aqui utilizados possuem o
mesmo significado como geralmente aceite por peritos na
técnica a que esta invencao pertence. Apesar dos métodos e
materiais similares ou equivalentes aqueles aqui descritos
poderem ser utilizados na execucdo ou teste da invencao, 0s
métodos e materiais adegquados sdo descritos em baixo. Todas
as publicag¢bdes, pedidos de patentes, patentes, e outras
referéncias aqui mencionadas 530 incorporadas por
referéncia na sua integridade. No caso de conflito, a
especificacdo presente, incluindo definigbes, prevalecera.
Adicionalmente, o©0s materiais, métodos, e exemplos sdo

apenas ilustrativos e nao se pretende que sejam limitantes.

Outras caracteristicas e wvantagens da invencao
tornar-se-ao aparentes a partir da descric¢cdo detalhada e

reivindicagbes que se seguem.

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENGAO

A invencdo proporciona novos polipéptidos de
neublastina variante que podem ser modificados para
melhorar as suas propriedades farmacocinéticas e biodispo-
nibilidade. 0Os polipéptidos de neublastina variante prefe-
ridos possuem sequéncias de aminodcidos alteradas o que
facilita o acoplamento a um agente polimérico tal como um

polimero polialquilenoglicol.
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Polipéptidos de Neublastina Variante

A invencdo proporciona polipéptidos de neublas-
tina que possuem sequéncias de amincacidos variantes em
relagdao a uma sequéncia polipeptidica de neublastina de
tipo selvagem. As sequéncias de aminodcidos de polipéptidos
de neublastina humana e de ratinho sdao divulgadas no
documento WO00/01815. Os exemplos de polipéptidos de neu-
blastina variante de acordo com a invencdo sao apresentados

na Tabela 1.

De modo preferido, os residuos alterados no
polipéptido de neublastina wvariante sao escolhidos para
facilitar a ligacdo de um polimero tal comoc um polimero
polialguilenoglicol no local do amincdcido modificado. Os
sitiocs preferidos de modificacédo de um polipéptide de
neublastina sdo os em regibes acessiveis a solvente no
polipéptido de neublastina. Tais sitios podem ser
escolhidos com base na inspeccdo da estrutura cristalina do
factor neurotrdfico aparentado, GDNF, cuja estrutura
cristalina é descrita na Nat Struct. Biol. 4: 435-38, 1997,
Os sitios ©podem também ser escolhideos c¢com base na
informacdao estrutural-funcional proporcionada para
proteinas quiméricas persefina/neublastina. Estas quimeras
sdc descritas na J. Biol. Chem. 275: 3412-20, 2000. E
apresentada na Tabela 2 uma listagem com exemplos de
aminodcidos neublastina acessiveis a solvente ou expostos a

superficie identificados através desta metodologia.
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A invengdo inclui um polipéptido de neublastina
variante que inclui uma sequéncia de aminodcidcs que é pelo
menos 70% idéntica aos aminodcidos 8-113 da SEQ ID NO: 1,
que ¢é apresentado na Tabela 1. Em algumas das formas de
realizagdo, uma ou mais das argininas na posicao 14,
posicao 39, posicao 68, ou a asparagina na posigao 95, na
sequéncia de aminodcidos do polipéptide, é substituida por
um aminodcido outro que ndo arginina ou asparagina. De modo
preferido, o aminodcido tipo selvagem ¢ substituido por

lisina ou cisteina.

Tabela 1
1 AGGPGSRARAAGARGCRLRSQLVPVRALGLGHRSDELVRF humano
AGTRSSRARTTDARGCRLRSQLVPVSALGLGHSSDELIRF ratinho
AGTRSSRARATDARGCRLRSQLVPVSALGLGHSSDELIRF ratazana
ag-——-srar——-—argcrlrsglvpv-alglgh-sdel-rf consenso
41 RFCSGSCRRARSPHDLSLASLLGAGALRPPPGSRPVSQPC humano
RECSGSCRRARSQHDLSLASLLGAGALRSPPGSRPISQPC ratinho
RFCSGSCRRARSPHDLSLASLLGAGALRSPPGSRPISQPC ratazana
rfcsgscrrars-hdlslasllgagalr-ppgsrp-sgpc consenso
81 CRPTRYEAVSFMDVNSTWRTVDRLSATACGCLG humano (SEQ ID NO: 2)
CRPTRYEAVSFMDVNSTWRTVDHLSATACGCLG ratinho (SEQ ID NO: 3)
CRPTRYEAVSFMDVNSTWRTVDHLSATACGCLG ratazana (SEQ ID NO: 4)

crptryeavsfmdvnstwrtvd-lsatacgclg consenso (SEQ ID NO: 1)
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Sequéncia consenso:

Ala Gly Xasy Heag Xes; Sur Avy Alw Arg Mooy Xasg Kadg Als Asyg Gy Cys

Avg Leuw Arg Ser Gl Leg Vel Fro Val Xes, Bls Len Bly Lew Bly His Xsa, Ser
ARsp Glu Leu Xasy Arg Phe Avg Fhe Oys Sev Bly Ser Sys Arnyg Avg Ala axyg

Snr Xag Hls Aap Eea Ser Lew Als Ser fow Leu 1y Ala 8ly Als Leu Axg
¥agy Pro Poo U1y Ser Arg Pro Xaapn Sar Gln Pro (ys Cys Xeg Pro Thr Arg
Tyr Glu Als Vel Say the HWst Asp Vel A Ser Thre Trp Arg Thre val dsp

Xamey Lan Ber Ala Thr ala Ope Gly Oys len Gly

em que

Xaa; é Gly ou Thr
Xaa, é Pro ou Arg
Xaas é Gly ou Ser
Xaas é Ala ou Thr
Xaas é Ala ou Thr
Xaas & Gly ou Asp
Xaa; & Arg ou Ser
Xaas & Arg ou Ser
Xaas ¢ Val ou Ile
xaaj, € Pro ou Gln
Xaaj;; € Pro ou Ser
Xaaj, € Val ou Ile

Xaa;z € Arg ou His

A tabela 2 proporciona uma lista de residuos e
numeros em neublastina humana que se esperam que fiquem

expostos a superficie. 0s residuos expostos a superficie
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foram determinados por exame da estrutura do dimero GDNF de
ratazana formado pelas cadeias A e B (PDB cddigo 1AGQ) e
determinando se um residuo estava na superficie da
estrutura. Essa estrutura foi posteriormente comparada com
um alinhamento de sequéncias de GDNF e neublastina em Baloh
et al., Neuron, vol 21, pag 1291, 1998 para determinacao
dos residuos apropriados na neublastina. O esquema de nume-

racdo € o indicado na Tabela 1.

Tabela 2

1 Ala n/a
2 Gly n/a
3 Gly n/a
4 Pro n/a
5 Gly n/a
& Ser n/a
7 Arg n/a
§ Ala n/a
9 Arg n/a
10 Ala n/a
11 Ala n/a
12 Gly +
13 Ala -
14 Arg +
15 Gly +
16 Cys -
17 Arg +

18 Leu +
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(continuacgao)
19 Arg +
20 Ser +
21 Gln +
22 Leu +
23 val -
24 Pro +
25 val -
26 Arg +
27 Ala +
28 Leu -
29 Gly +
30 Leu +
31 Gly +
32 His +
33 Arg +
34 Ser -
35 Asp +
36 Glu +
37 Leu +
38 val -
39 Arg +
40 Phe -
41 Arg +
42 Phe +
43 Cys -
44 Ser +
45 Gly +

46 Ser +
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(continuacgao)
47 Cys -
48 Arg +
49 Arg +
50 Ala -
51 Arg +
52 Ser +
53 Pro +
54 His -
55 Asp -
56 Leu +
57 Ser -
58 Leu -
59 Ala +
60 Ser +
61 Leu -
62 Leu +
63 Gly +
64 Ala +
65 Gly +
66 Ala +
67 Leu -
68 Arg n/a
69 Pro n/a
70 Pro n/a
71 Pro n/a
72 Gly +
73 Ser +

74 Arg n/a
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(continuacgao)
75 Pro n/a
76 val -
77 Ser +
78 Gln +
79 Pro -
80 Cys -
81 Cys -
82 Arg -
83 Pro -
84 Thr +
85 Arg +
86 Tyr +
87 Glu +
88 Ala +
89 val +
90 Ser +
91 Phe -
92 Met +
93 Asp +
94 val +
95 Asn +
96 Ser +
97 Thr +
98 Trp +
99 Arg +
100 Thr +
101 val -

102 Asp +
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(continuacgao)

+

103 Arg
104 Leu -
105 Ser -
106 Ala -
107 Thr +
108 Ala +
109 Cys -
110 Gly +
111 Cys -
112 Leu +
113 Gly

n/a

n/a indica que os residuos ndo estdo presentes na
estrutura do GDNF. Isto é devido ou ao design da cons-
trucdo, regifes flexivels, ou inser¢des na neublastina

relativamente ao GDNF (residuos 68-71).

- indica que os residuocs estdo no interior e nao
na superficie ou sao residuos de cisteina envolvidos em
ligagdes de persulfureto. Uma vez que esta proteina é um
noédulo de cisteina, a grande maioria dos residuos

encontram-se na superficie.

+ indica gque este residuo se encontra exposto a
superficie na estrutura do GDNF, e consequentemente pre-
sume-se que esteja exposto a superficie na neublastina,

apesar do anel contendo os residuocs 66-75 seja apenas visi-
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vel apenas num dos mondémeros GDNF (presumivelmente flexi-
vel). Este anel possul também uma inserc¢do de 4 residuos na

neublastina quando comparado com © GDNE.

Como aqui utilizado, "identidade" e "homdlogo" ou
"heomologia"™ sao utilizados alternadamente e dizem respeito
a similaridade de sequéncia entre dois polipéptidos,
moléculas ou entre dols 4acidos nucleicos. Quando uma
posicdo em ambas as sequéncias comparadas ¢é ocupada pela
mesma base ou subunidade monomérica de aminocdcidos (por
exemplo, se uma posicdo em cada uma das duas moléculas de
DNA estd ocupada por adenina, ou uma posicdo em cada um dos
dois polipéptidos estd ocupada por uma lisina), entdo as
respectivas moléculas sdao homdélogas nessa posigdo. A
percentagem de homologia entre duas sequéncias é uma funcgdo
do numero de posigdes coincidentes ou homdélogas partilhadas
pelas duas sequéncias dividido pelo numero de posigdes
comparadas x 100. Por exemplo, se 6 das 10 das posig¢des nas
duas sequéncias coincidem ou sao homélogas, entdo as duas
sequéncias sao 60% homologas. Por exemplo, as sequéncias de
DNA CTIGACT e CAGGIT partilham 50% de homologia (3 das 6
posigdes totais coincidem). De modo geral, ¢é feita uma
comparacao quando duas sequéncias estdo alinhadas para pro-
duzir homologia maxima. Tal alinhamento pode ser propor-
cicnado utilizando, por exemplo, o método de Needleman et
al., J. Mol Biol. 48: 443-453 (1970), convenientemente
implementado por programas de computador tal como o
programa Align (DNAstar, Inc.). Sequéncias "similares" sdo

as que, quando alinhadas, partilham residuos aminoacidicos
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idénticos e similares, em que residuos similares sao
substitui¢des conservadoras para, ou "mutagbes pontuais
permitidas" de, residuos aminoacidicos correspondentes numa
sequéncia de referéncia alinhada. ©Neste aspecto, uma
"substituigdo conservadora" de um residuo numa sequéncia de
referéncia é uma substituigdo por um residuo que ¢é fisi-
camente ou funcionalmente similar ao residuo de referéncia
correspondente, e.g., que possul um tamanho similar, forma,
carga eléctrica, propriedades quimicas, incluindo a
capacidade para formar ligac¢des covalentes ou pontes de
hidrogénio, ou afins. Deste modo, uma sequéncia "variante
com substituicdo conservadora" é uma que difere de uma
sequéncia de referéncia ou de ume sequéncia tipo selvagem
por estarem presentes uma ou mais substituig¢des conser-

vadoras ou mutag¢des pontuais permitidas.

Em formas de realizacdo preferidas, um polipépti-
do de acordo com a invencao é 80%, 85%, 90%, 95%, 98% ou
99% idéntico aos aminocacidos 8-113 da SEQ ID NO: 1. Em
algumas das formas de realizagdo, a sequéncia de amino-
dcidos do polipéptido de neublastina variante inclui a
sequéncia de aminocdcidos de um polipéptido de neublastina
de origem natural de ratazana, humano ou ratinho nos amino-
dcidos 1-94 e 96-113 do ©polipéptido de neublastina
variante, e.g., 0o polipéptido possui a sequéncia de

aminodcidos da SEQ ID NOs: 2, 3, ou 4 nestas posigdes.

Um polipéptido de neublastina variante que difere

na sequéncia daqueles divulgados nas SEQ ID NOs: 1-4 pode
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incluir uma ou mais substituig¢des de aminodcidos conser-
vadoras. Alternativamente, ou adicionalmente, o polipéptido
de neublastina variante pode diferir por uma ou mais
substituig¢des de aminodcidos ndo conservadoras, ou por
deleg¢bes ou insergdes. De modo preferido, as substituigdes,
inser¢des ou delegdes nao eliminam actividade bioldégica da

proteina isolada.

As substituig¢des conservadoras incluem tipica-
mente a substituicdo de um aminodcido por outro com
caracteristicas similares tal como substituicgdes dentro dos
seguintes grupos: valina, alanina e glicina; leucina,
valina, e isoleucina; 4&cido aspartico e Acido glutéamico;
asparagina e glutamina; serina, cisteina, e treonina; lisi-
na e arginina; e fenilalanina e tirosina. Os aminoacidos
hidrofébicos ndo polares incluem alanina, leucina, iso-
leucina, valina, ©prolina, fenilalanina, triptofano e
metionina. Os aminodcidos polares neutros incluem glicina,
serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina e glu-
tamina. Os aminodcidos carregados positivamente (bdsicos)
incluem arginina, 1lisina e histidina. Os aminoacidos
carregados negativamente (acidicos) incluem Acido aspartico
e acido glutamico. Qualquer substituigdo de um membro dos
acima mencionados grupos polares, bdasicos ou acidicos por
outro membro do mesmo grupo pode ser considerada uma

substituicdo conservadora.

Outras substituig¢des podem ser facilmente iden-

tificadas por trabalhadores da 4rea. Por exemplo, para o
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amincdcido alanina, pode ser efectuada uma substituicdo a
partir de qualquer uma das D-alanina, glicina, beta-
alanina, L-cisteina e D-cisteina. Para a lisina, uma
substituicao pode ser qualquer uma das D-lisina, arginina,
D-arginina, homo-arginina, metionina, D-metionina, orni-
tina, ou D-ornitina. De modo geral, as substituigdes em
regides funcionalmente importantes que se pode esperar que
induzam alterag¢des nas propriedades de polipéptidos
isclados sao aquelas em gue: (i) um residuo polar, e.qg.,
serina ou treonina, é substituido com (ou por) um residuo
hidrofébico, e.g., leucina, isoleucina, fenilalanina, ou
alanina; (ii) um residuo de cisteina é substituido com (ou
por) qualquer outro residuo; (iii) um residuo possuindo uma
cadeia lateral electropositiva, e.g., lisina, arginina ou
histidina, ¢ substituido com (ou por) um residuo possuindo
uma cadeia lateral electronegativa, e.g., acido glutédmico
ou acido aspartico; ou (iv) um residuo possuindo uma cadeia
lateral grande, e.g., fenilalanina, é substituido com (ou
por) um gque ndo possui tal cadeia lateral, e.qg., glicina. A
probabilidade de que uma das substitui¢des ndo conservado-
ras anteriores possa alterar as propriedades funcionais da
proteina esta também correlacionada com a posigdc da subs-
tituig¢do em relacgdo a regides funcionalmente importantes da
proteina: algumas substitui¢des ndo conservadoras podem
deste modo ter pouco ou nenhum efeito nas propriedades

bicldgicas.

S3o0 também proporcionados pela invengdo poli-

péptidos multiméricos que dincluem um polipéptido de
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neublastina variante. Os polipéptidos multiméricos sao de
modo preferido proporcionados como polipéptidos multimé-
ricos purificados. Exemplos de complexos mnultiméricos
incluem, e.g., complexos diméricos. O complexo multimérico
pode ser propercionado como um complexo heteromérico ou
homomérico. Deste modo, o complexo multimérico pode ser um
complexo heteromérico incluindo um polipéptido de neublas-
tina variante e um neublastina ndo variante ou um complexo
heteromérico incluindo dois ou mais polipéptidos de

neublastina variante.

Em algumas das formas de realizacio, o}
polipéptido de neublastina variante liga-se a GFRa3. De
modo preferido, a ligagdo do polipéptido de neublastina
variante estimula a fosforilagdo de um polipéptido RET.
Para determinar se um polipéptido se liga a GFRa3, podem
ser realizados ensaios como descrito no  documento
WO00/01815. Por exemplo, a presenga de neublastina no meio
dos sobrenadantes da linha celular CHO pode ser descrita
utilizando uma forma modificada de um ensaio para complexo
terndario descrito por Saniccla et al., (Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 1997, 94: 6238). Neste ensalo, a capacidade de
moléculas tipo GDNF pode ser avaliada para a sua capacidade
para mediar a ligag¢do entre o dominio extracelular do RET e
0s varios co-receptores, GFRal, GFRa2, e GFRa3. As formas
soluveis de RET e 08 co-receptores sao produzidos como
proteinas de fusdo. Foram descritas uma proteina de fusdo
entre o dominio extracelular de RET de ratazana e fosfatase

alcalina placentdria (RET-AP) e uma proteina de fusdo entre
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o dominio extracelular da GFRo-1 de ratazana (divulgado no
pedido de patente publicado W09744356; 27 de Novembro,
1997, agui incorporado por referéncia) e o dominio Fc de
IgGl humana (rGFR({al-Ig) (Sanicola et al., Proc. Natl.

Acad. Sci. USA 1997, 94: 6238).

Em algumas das formas de realizagao, o poli-
péptido de neublastina variante aumenta a sobrevivéncia de
um neurdnio, ou normaliza alteragdes patoldgicas de um neu-
rénio ou ambos. Os ensaios para determinar se um polipépti-
do aumenta a sobrevivéncia de um neurdnio, ou normaliza
alteragdes patoldgicas de um neurdnio, séo descritos, e.g.,
no documento WO00/01815. De modo preferido, ¢ neurdnio & um
neurénio sensorial, um neurdnio anatdmico, ou um neurdnio

dopaminérgico.

Sintese e Isolamento de Polipéptidos de Neu-

blastina Variante

Os polipéptidos de neublastina variante podem ser
isolados wutilizando métodos conhecidos na técnica. Os
polipéptidos de neublastinag de origem natural podem ser
isolados a partir de fontes de células ou tecidos por in-
termédio de um esquema de purifica¢do apropriado utilizando
técnicas convencionals de purificac¢doc de proteinas. Alter-
nativamente, os polipéptidos de neublastina variante podem
ser sintetizados quimicamente utilizando técnicas conven-
cionais de sintese de péptidos. A sintese de sequéncias de

aminodcidos curtas encontra-se bem estabelecida na técnica
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de péptidos. Ver, e.g., Stewart, et al., Solid Phase

Peptide Synthesis (22 ed., 1984).

Noutra forma de realizacgao, sao produzidos
polipéptidos de neublastina variante por técnicas de DNA
recombinante. Por exemplo, uma molécula de Acido nucleico
gque codifica um polipéptido de neublastina variante pode
ser inserido num vector, e.g., vector de expressao, & ©
dcido nucleico pode ser introduzido numa célula. As células
adequadas incluem, e.g., células de mamifero (tais como
células humanas ou células de ovdrio de hamster Chinés),
células fungicas, células de leveduras, células de insecto,
e células bacterianas. Quando expressa numa célula recom-
binante, a célula ¢é de modo preferido cultivada sob
condi¢Bes que permitem a expressdo de um polipéptido de
neublastina variante. O polipéptido de neublastina variante
pode ser recuperado a partir de uma suspensdo celular se
desejado. "Recuperado" significa que o polipéptido variante
¢ removido dos componentes de uma célula ou meio de cultura
em que estd presente antes do processo de recuperagdo. O
processo de recuperag¢do pode incluir um ou mais passos de

redobragem ou purificacgdo.

Os polipéptidos de neublastina variante podem ser
construidos por qualquer dos varios métodos conhecidos na
técnica. Um desses métodos € a mutagénese dirigida, em que
um nucledtido especifico (ou, se desejado um pequeno numero
de nucledtidos especificos) é alteradc de modo a mudar um

tnico aminodcido (ou, se desejado, um pequeno numero de
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residuos amincacidicos predeterminado) no polipéptido de
neublastina codificado. Os peritos na técnica reconhecem
que a mutagénese dirigida ¢é uma técnica de rotina vasta-
mente utilizada. De facto, muito dos estojos ("kits") de
mutagénese dirigida encontram-se disponiveis comercial-
mente. Um desses estojos ("kits") é o "Transformer Site
Directed Mutagenesis Estojo ("kit")" comercializado pela

Clontech Laboratories (Palo Alto, Calif.).

A pratica da presente invenc¢do empregard, a menos
que de outro modo indicado, técnicas convencionais de
biclogia celular, cultura celular, bioclogia molecular,
microbiologia, DNA recombinante, guimica de proteinas, e
imunclogia, gque se encontram no &ambito da técnica. Tais
técnicas sdo descritas na literatura. Ver, por exemplo,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd edition.
(Sambrook, Fritsch e Maniatis, eds.), Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989; DNA Cloning, Volumes I e II (D.N.
Glover, ed), 1985; Oligonucleotide Synthesis, (M.J. Gait,
ed.), 1984; Patente U.S. N° 4 683 195 (Mullis et al.,);
Nucleic Acid Hybridization (B.D. Haines e S.J. Higgins,
eds.), 1984; Transcription and Translation (B.D. Hames e
S.J. Higgins, eds.), 1984; Culture of Animal Cells (R.I.
Freshney, ed). Alan R. Liss, Inc., 1987; Immobilized Celis
and Enzymes, IRL Press, 1986; A Practical Guide to
Molecular Cloning (13.Perbal), 1984; Methods in Enzymology,
Volumes 154 e 155 (Wu et al., eds), Academic Press, Nova
Iorque; Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (J.H.

Miller e M.P. Calos, eds.), 1987, Cold Spring Harbor
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Laboratory; Immunochemical Methods in Cell and Molecular
Biology (Mayer e Walker, eds.), Academic Press, Londres,
1987; Handbook of Experiment Immunology, Volumes IIV (D.M.
Weir e C.C. Blackwell, eds.), 1986; Manipulating the Mouse

Embryo, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1986,

Proteinas de fusdo de neublastina variante

Se desejado, o polipéptido de neublastina vari-
ante pode ser proporcionado como uma proteina de fusdo. Os
derivados polipeptidicos de fusdo de proteinas da invengao
incluem igualmente varias formas estruturais da proteina
primaria que retém actividade biolégica. Como aqgui
utilizado "fusao" refere-se to a uma liga¢do co-linear,
covalente de duas ou mals proteinas ou seus fragmentos via
0s seus esqueletos peptidicos individuais, de modo mais
preferido através de expressdo genética de uma molécula
polinucleotidica que codifica essas proteinas na mesma
grelha de leitura (i.e., "em grelha"). E preferivel que as
proteinas ou seus fragmentos sejam de fontes diferentes.
Deste modo, as proteinas de fusdo preferidas incluem uma
proteina neublastina variante ou fragmento ligado
covalentemente a uma segunda unidade que nao € uma
neublastina variante. De modo preferido, a segunda unidade
¢ derivada de um polipéptido que existe como um mondémero, €
¢ suficiente para conferir propriedades de solubilidade
e/ou biodisponibilidade aumentada ao polipéptido de

neublastina.
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Por exemplo, uma "fusdao neublastina varian-
te/albumina do soro humana” é uma proteina que compreende
um polipéptido de neublastina variante da inveng¢do, ou seu
fragmento, cujo N-termial ou C-terminal se encontra ligado
em grelha a um polipéptido de albumina do soro humana (Ver
Syed et al, Blood, 1997, 89: 3243 e Yeh et al., P.N.A.S.
USA 1992, 89: 1904) e Patentes US N° 5 876 969 ¢ 5 302 697.
0 termo "proteina de fusdo" inclui adicionalmente uma
neublastina variante guimicamente ligada via uma molécula
mono- ou heterofuncional a uma segunda unidade gque nao ¢é
uma proteina neublastina variante e produzida de novo a

partir de proteina como em baixo descrito.

As fusbes de neublastina-albumina do soro podem
ser construidas utilizandc métodos conhecidos na técnica.
Podem ser utilizados gquaisquer dos varios ligantes de
ligagdo reticulada que possuam um grupo amino reactivo e um
grupo tiol reactivo correspondentes para ligar neublastina
a albumina do soro. Exemplos de ligantes adequados incluem
ligantes de ligagdo reticulada amino reactivos que inserem
uma maleimida tiol reactiva. Estes incluem, e.g., SMCC,
AMAS, BMPS, MBS, EMCS, SMPB, SMPH, KMUS, ou GMBS. Outros
ligantes adequados 1inserem um grupo haloacetato tiol
reactivo. Estes incluem, e.g., SBAP, SIA, SIAB & 0s due
proporcionam um tiol protegido ou ndo protegido para reagir
com grupos sulfidrilo para produzir uma ligacdo redutivel
saoc SPDP, SMPT, SATA, ou SATP, todos 0s gquails estao
disponiveis comercialmente (e.g., Pierce Chemicals). Um

perito na técnica pode igualmente pensar em estratégias
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alternativas que ligaram o N-terminal da neublastina com

albumina do soro.

Visiona-se também que um perito na técnica pode
produzir conjugados de albumina do soro que nac sao alvo no
N-terminal da NBN ou na unidade tiol da albumina do soro.
Se desejado, as fusbes NBN-albumina do soro podem ser
produzidas utilizando técnicas de engenharia genética, em
gque a NBN é fundida com o gene da albumina do soro no seu

N-terminal, C-terminal, ou em ambas as extremidades.

E ainda contemplado que qualquer conjugado NBN
que resulte num produto com um periodo de semi-vida pro-
longado em animais (incluindo humanos) possa ser produzido

utilizando uma estratégia similar.

Outros derivados de neublastinas variantes in-
cluem conjugados covalentes ou agregados de neublastina va-
riante ou seus fragmentos com outras proteinas ou poli-
péptidos, tal como por sintese em cultura recombinante como
terminais N, ou terminais C adicionais. Por exemplo, 0O pé-
ptido conjugado pode ser uma sequéncia polipeptidica sinal
(ou 1lider) na regidao N-terminal da proteina que dirige
durante a tradugdo ou apdés a tradugdo a transferéncia da
proteina do seu local de sintese para o seu local de funcgdao
dentro ou fora de uma membrana ou parede celular (e.g., ©
lider factor alfa de levedura). As proteinas receptor de
neublastina podem compreender péptidos adicionados para

facilitar a purificacao ou identifica¢do de neublastina
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(e.g., fusbes histidina/neublastina). A sequéncia de
amincdcidos da neublastina pode também ser ligada ao
péptido Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys (DYKDDDDK) (Hopp et
al., Biotechnology 6: 1204, 1988,) A ultima sequéncia ¢é
altamente antigénica e proporciona uma ligagdo ao epitopo
reversivel ©por intermédio de um anticorpo monoclonal
especifico, permitindo um ensaio rapido e purificacdo facil

de proteina recombinante expressa.
Esta sequéncia ¢é também especificamente cortada
por enteroquinase mucosal bovina no residuo que precede

imediatamente o emparelhamento Asp-Lys.

Polipéptidos de neublastina variante conjugados

com um polimero

Se desejado, pode ser utilizada uma Unica
molécula de polimero para conjugacdo com um polipéptido de
neublastina, embora seja também contemplado que mais do que
uma molécula de polimero possa também ser 1ligada. As
composigdes da invengao de neublastina conjugada podem ser
Uteis quer em aplicag¢des in vivo assim como em nao in vivo.
Adicionalmente, serd reconhecido que o polimero de con-
Jjugac¢do pode utilizar quaisquer outros grupos, unidades, ou
outras espécies conjugadas, como adequadc para o fim da
aplicagdo. Como por exemplo, pode ser util em algumas
aplicagbes para ligar covalentemente ao polimerc uma
unidade funcional que proporciona resisténcia a degradacgdo

por UV, ou anti-oxidag¢ao, ou outras propriedades ou



PE1355936 - 35 -

caracteristicas ao polimero. Como um exemplo adicional,
pode ser vantajoso em algumas aplicagdes tornar o polimero
funcional para o tornar reactivo ou capaz de ligacgao
reticulada em cardcter, para melhorar vdrias propriedades
ou caracteristicas material conjugado como um todo. Deste
modo, o polimero pode possuir qualquer funcionalidade,
grupos repetidos, ligagdes, ou outras estruturas consti-
tuintes que nado impedem a eficdcia da composicdo de muteina

de neublastina conjugada para os seus fins planeados.

Os polimeros ilustrativos que podem ser empregues
utilmente para alcangar estas caracteristicas desejadas sao
aqui descritos de seguida em esquemas de reacgdo exempli-
ficativos. Em aplicag¢des de péptidos covalentemente liga-
dos, o polimero pode ser tornado funcional e seguidamente
acoplado a aminodcido(s) livre(s) do(s) péptido(s) para

formar ligag®es labeis.

Em algumas das formas de realizag¢do, o poli-
péptido de neublastina estad ligado ao polimero via um grupo
reactivo terminal no polipéptido. Alternativamente, ou
adicionalmente, o polipéptido de neublastina pode estar
ligado via o grupo amino da cadeia lateral de um residuo de
lisina interno, e.g., um residuo de lisina introduzido na
sequéncia de aminocdcidos de um polipéptido de neublastina
de origem natural. Assim sendo, as conjugag¢des também podem
ser ramificadas a partir de grupos reactivos ndo terminais.
0 polimero com o(s) grupo(s) reactivo(s) ¢é agqui designado

como "polimerc activado". O grupo reactivo reage selec-
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tivamente com grupos amino livres ou outros grupos reac-

tivos na proteina.

A anexagao pode ocorrer no polimero activado em
qualquer grupo amino disponivel da neublastina tal como ©s
grupos amino alfa ou os grupos amino épsilon de um residuo
lisina ou de residuos introduzidos na sequéncia de amino-
dcidos de um polipéptido de neublastina ou seu variante.
Podem também ser utilizados como locais de anexacao (se
disponiveis) grupos carboxilicos livres, grupos carbonilo
adequadamente activados, unidades de hidroxilo, guanidilo,
imidazole, carbohidrato oxidado e grupos mercapto da

neublastina.

De modo geral é utilizado de cerca de 1,0 a cerca
de 10 moles de polimero activado por mole de proteina,
dependendo da concentracdo da proteina. A quantidade final
¢ um equilibrio entre maximizar a magnitude da reacgao e
minimizar modifica¢des ndo especificas do produto e, ao
mesmo tempo, definir quimicas que irdo manter actividade
Optima, engquanto que aoc mesmo tempo se optimiza, se
possivel, o periodo de semi-vida da proteina. De modo pre-
ferido, pelo mencs cerca de 50% da actividade bioldgica da
proteina ¢ mantida, & de modo mais preferido perto de 100%

¢ mantida.

As reacgbes podem-se realizar por gqualguer método
adequado utilizado para fazer reagir materiais biologi-

camente activos com polimeros inertes, de modo preferido a
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volta de pH 5-8, e.g., pH 5, 6, 7, ou 8, se 0s grupos
reactivos se encontram no grupo amino alfa no N-terminal.
De modo geral o processco envolve a preparagac de um
polimero activado e seguidamente fazer reagir a proteina
com © polimero activado para produzir a proteina soluvel
adequada para a formulacdao. A modificacao de reaccgao acima
mencionada pode ser realizada por varios métcdos, gque podem

envolver um ou mais passos.

O polimero pode ser acoplado ao polipéptido de
neublastina wvariante utilizando métodos conhecidos na
técnica. Por exemplo, numa forma de realizagdo, a unidade
polialguilenoglicol esta acoplada a um grupo lisina do
polipéptido de neublastina ou do polipéptido de neublastina
variante. A ligacdo ao grupo lisina pode ser efectuada com
um éster de N-hidroxilsuccinimida (NHS) activo tal como
succinato de succinimidilo com PEG (SS-PEG) e propilonato de
succinimidilo com PEG (SPA-PEG). As unidades adequadas de
polialgquilenoglicol incluem, e.g., NHS-carboximetilo, NHS-
norleucina, SC-PEG, tresilato, aldeido, epdxido, carbonil-

imidazole, e carbonato de PNP.

Ligantes PEG amino reactivos adiciconails podem ser
substituidos pela unidade succinimidilo. Estes incluemn,
e.g. 1lsotiocianatos, nitrofenilcarbonatos, epdxidos, e
carbonatos de benzotriazole. As condigdes sao escolhidas de
modo preferido para maximizar a selectividade e extensao ou
reacgdo. Podem ser utilizadas formas lineares e ramificadas

de PEG assim como outras formas alguilo. O tamanho do PEG
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pode ser variado. As formas mails comuns variam em tamanho
de 2K-100 K. Enquanto que os presentes exemplos relatam que
a peguilacao dirigida ao N-terminal nao afecta as
propriedades farmacocinéticas, o facto de que o material
reteve funcao fisioldgica indica que a modificacdo no sitio
ou sitios aqui divulgada nao é deletéria. Consequentemente,
¢ considerdvel aceitdvel que a producdo de formas mutantes
de NBN que possam proporcionar sitios adicionais de ligacao
através da insercao de residuos de 1lisina, tenha como
resultado que estas formas sejam peguiladas tanto na lisina

como no N-terminal.

Se desejado, os polipéptidos de neublastina
variante podem possulr uma marcacao, e€.d., uma marcagao Jque
pode subsequentemente ser libertada por protedlise. Deste
modo, a unidade lisina pode ser selectivamente modificada
primeiro fazendo reagir uma variante da marcag¢do his com um
ligante de baixo peso molecular tal como o reagente de
Traut (Pierce) que irad reagir gquer com a lisina quer com ©
N-terminal, e seguidamente libertando a marca¢ao his. O
polipéptido possuird entdo um grupo SH livre que pode ser
selectivamente modificado com um PEG contendo um grupo de
cabega tiol reactivo tal como um grupo maleimida, um grupo
vinilsulfona, wum grupo haloacetato, ou um SH livre ou

protegido.

O reagente de Traut pode ser substituido com
gualguer ligante que prcoporcione um sitio especifico para a

ligagcdo do PEG. Como por exemplo, O reagente de Traut
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poderia ser substituido com SPDP, SMPT, SATA, ou SATP
(todos comercializados pela Pierce). De modo semelhante,
poder-se-ia fazer reagir a proteina com um ligante amino
reactivo que insere uma maleimida (por exemplo, SMCC, AMAS,
BMPS, MBS, EMCS, SMPB, SMPH, KMUS, ou GMBS), um grupo
haloacetato (SBAP, SIA, SIAB), ou um grupo vinilsulfona e
fazer reagir o produto resultante com um PEG que contenha
um SH livre. A uUnica limitag¢do para o tamanho do ligante
gque ¢ utilizado é que nao pode bloquear a subsequente

remogado da marcagdo N-terminal.

Deste modo, noutras formas de realizacdo, a
unidade polialquilenoglicol estd ligada a um grupo cisteina
do polipéptido de neublastina ou polipéptido de neublastina
variante. A ligacdo pode ser efectuada utilizando, e.g., um
grupc maleimida, um  grupo  vinilsulfona, um  grupo

haloacetato, e um grupo tiol.

Um ou mais sitios num polipéptido de neublastina
variante podem ser acoplados a um polimero. Por exemplo,
podem ser ligadas ao polimero uma, duas, trés, quatro, ou
cinco unidades PEG. Em algumas das formas de realizacgdo, é
ligada uma unidade PEG ac terminal amino e/ou aminoacidos
14, 39, 68, e 95 de um polipéptido de neublastina numerado

com apresentado na Tabela 1.

Em formas de realizag¢do preferidas, o polipéptido
de neublastina variante da composigdao possul um periocdo de

semi-vida no soro maior relativamente ao periodo de semi-
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vida do polipéptido variante na auséncia do polimero.
Alternativamente, ou adicicnalmente, o ©polipéptido de
neublastina variante da composigdo liga-se a GFRa3, activa
o RET, normaliza alteracgdes patoldgicas de um neurdnio, ou
aumenta a sobrevivéncia de um neurdnio, ou realiza uma

combinag¢ao destas fungdes fisioldgicas.

Em formas de realizagdo preferidas, a composicdo
é proporcionada como um polipéptido de neublastina con-
jugado estavel, soluvel em Agua ou um complexo polipéptido
de neublastina variante compreendendo um polipéptido de
neublastina ou um polipéptido de neublastina wvariante
acoplado a uma unidade polietilenoglicol. Se desejado, ©
polipéptido de neublastina ou o polipéptido de neublastina
variante podem ser acoplados a unidade polietilenoglicol
por uma ligagdo 1dbil. A ligagdo 1abil pode ser cortada
por, e.g., hidrdlise bioquimica, protedlise, ou clivagem de
sulfidrilo. Por exemplo, a ligacao pode ser cortada em

condigBes in vivo (fisioldgicas).

Composigbes farmacéuticas contendo conjugados

neublastina variante-polimero

E também proporcionada uma composicdo farmacéu-
tica incluindo um conjugado neublastina variante-polimero
da presente invengao. Uma "composicdo farmacéutica", como
aqui utilizado, € definida como compreendendo uma proteina
neublastina ou conjugado da invencgdo, dispersoc num veiculo

fisioclogicamente aceitdvel, contendo opcionalmente um ou
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mais de outros ingredientes fisiologicamente compativeis. A
composigao farmacéutica pode assim conter um excipiente,
tal como, Agua, um ou mais minerais, agucares, detergentes,
e um ou mais transportadores, tal como, uma proteina inerte

(e.g., heparina ou albumina).

Os conjugados neublastina-polimero da invencgao
podem ser administrados per se assim como na forma de
ésteres, sais, e outros seus derivados fisiologicamente
funcionais farmaceuticamente aceitdveis. BEm tais formu-
lagdes farmacéuticas e medicamentosas, o conjugado neu-
blastina variante ¢é wutilizado de modo preferido con-
Jjuntamente com um ou mais transportador(es) farmaceuti-
camente aceitdvel e opcionalmente com quaisquer outros

ingredientes terapéuticos.

Os transportador (es) tém de ser farmaceuticamente
aceitdveis no sentido de serem compativeis com os outros
ingredientes da formulagdo e ndo deletérios indevidamente
para o seu recipiente. A neublastina variante é propor-
cionada numa quantidade efectiva para alcangar um efeito
farmacolégico desejado ou um efeito médico benéfico, como
aqui descrito, e numa quantidade apropriada para alcangar a

desejada dose ou concentracao biodisponivel in vivo.

As formulag¢gdes incluem agquelas adequadas para
administracdo parentérica assim como ndo parentérica, e
modalidades de administracao especificas incluem adminis-

tracdo oral, rectal, bucal, tdépica, nasal, oftdlmica, sub-
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cuténea, intramuscular, i1intravenosa, transdérmica, intra-
tecal, intra-articular, intra-arterial, sub-aracndide,
brénguica, linfatica, vaginal, e intra-uterina. Sao prefe-
ridas as formulagbes adequadas para administracao por
aerossol e parentérica, tanto localmente como siste-

micamente.

Quando é utilizada uma neublastina variante numa
formulagao compreendendo uma solugdo liquida, a formulacgao
pode ser administrada de modo vantajoso oralmente,
bronguialmente, ou parentalmente. Quando a neublastina ¢é
empregue numa formulagdo de suspensdo liquida ou como um pd
numa formulacdo de transportador biocompativel, a formu-
lacdo pode ser administrada de modo wvantajoso oralmente,
rectalmente, ou bronquialmente. Alternativamente, pode ser
administrada nasalmente ou bronquialmente, via nebulizacdo
do pd num gds transportador, para formar uma dispersao
gasosa do pd que é inspirado pelo doente de um circuito de
respiragao compreendendo um dispositivo nebulizader ade-

quado.

As formulagbes compreendendo as proteinas da
presente invengdao podem convenientemente ser apresentadas
em formas de dosagem unitdria e podem ser preparadas por
quaisquer dos métodos bem conhecidos na técnica de
farmiacia. Tais métodos incluem, de modo geral, o passc de
associar o(s) ingrediente(s) activo(s) com um transportador

gue constitul um ou mais ingredientes acessoérios.
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Tipicamente, as formulacbes sdoc preparadas asso-
ciando de modo uniforme e intimamente o(s) dingrediente(s)
activo(s) com um transportador liquido, um transportador
s6lido finamente dividido, ou ambos, e seguidamente, se
necessario, moldando o produto em formas de dosagem da

formulacao desejada.

As formulacdes da presente invenc¢do adequadas
para administragao oral podem ser apresentadas como
unidades discretas, tais como, cédpsulas, pilulas, compri-
midos, ou pastilhas, cada um contendo uma quantidade
predeterminada do ingrediente activo como um pd ou
gradnulos; ou uma suspensdc num licor aquosc ou um liquido
nao-aquoso, tal como um xarope, um elixir, uma emulsdo, ou

uma inalacéo.

As  formulagbes adequadas para administracéao
parentérica compreendem convenientemente uma preparacao
aquosa estéril do conjugado activo, que de modo preferido é
isotdénico com o sangue do recipiente (e.qg., solugdo de soro
fisiclégico). Tais formulagdes podem incluir agentes de
suspensao e agentes espessantes ou outros sistemas micro-
particulados que sao planeados para dirigir o composto a
componentes sanguineos ou um ou mais o6rgdo. As formulagdes
podem ser apresentadas em formas de dose unitdria ou de

multi-dose.

As formulagdes de pulverizacdo ("spray") nasal

compreendem solugbes aquosas purificadas do conjugado
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activo com agentes de conservagao e agentes isotdnicos.
Tais formulagbes sao de modo preferido ajustadas para um pH
e estado isotdénico compativeis com as membranas mucosas

nasais.

As formulagbes para administracao rectal podem
ser apresentadas como um supositdério com um transportador
adequado, tal como, manteiga de cacau, gorduras hidroge-
nadas, 4acido carboxilico gordo hidrogenado. As formulagdes
oftdlmicas, tal como, gotas para os olhos sdo preparadas
por um método semelhante a pulverizacdo ("spray") nasal,
excepto que o pH e factores isotdénicos sdo de modo prefe-

rido ajustados para coincidir com os do olho.

As formulacgbes tépicas compreendem os conjugados
da invencdo dissolvidos ou suspendidos num ou mais meios,
tais como, ¢6leo mineral, petrdleo, alcoois poli-hidroxi-
licos, ou outras bases utilizadas ©para formulac¢des

farmacéuticas tdépicas.

Adicionalmente aos 1ingredientes anteriormente
mencionados, as Iformulag¢fes desta i1nvencgao podem ainda
incluir um ou mais ingrediente(s) acessdério(s) seleccio-
nados a partir de diluentes, tampdes, agentes aromatizan-
tes, desintegrantes, agentes activos de superficie,
espessantes, lubrificantes, conservantes (incluindo anti-
oxidantes), e afins. As considerag¢fes anteriores aplicam-se
também as proteinas neublastina de fusdo da invencdo (e.g.,

fusdes neublastina-HSA).
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Deste modo, a presente invengao contempla a
preparacao de proteinas de fusao adequadas para estabili-
zagcao 1in vitro de um conjugado neublastina variante em
solugao, como wuma aplicag¢do ilustrativa preferida da
invengado. As proteinas de fusdao podem ser empregues por
exemplo para aumentar a resisténcia a degradagdo enzimdtica
do polipéptido neublastina variante e proporciona um meio
de aumentar o tempo de armazenamento, estabilidade a
temperatura ambiente, e afins. E aceite que as consi-
deragdes acima mencionadas também se aplicam as proteinas
de fusdo neublastina-albumina do soro (incluindo as
proteinas de fusdo neublastina humana-albumina do soro

humana) da invencgéo.

Métodos de tratamento

Os polipéptidos de neublastina variante, assim
como as proteinas de fusdo, ou seus conjugados, podem ser
utilizados para o tratamentc ou para aliviar um disturbio
ou doenga de um corpo animal vivo, de modo preferido de um
mamifero, de modo mais preferido de um primata incluindo um
humano, cujo disturbio ou doenga responde a actividade de

agentes neurotrdéficos.

As composig¢bes da invengdc pedem ser utilizadas
directamente via, e.g., composi¢des farmacéuticas injecta-
das, 1mplantadas ou ingeridas para tratar um processo

patoldgico que responde acs polipéptidos neublastina. As
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composigbes podem ser utilizadas para aliviar um disttrbio
ou doenga de um corpo animal wvivo, incluindo um humano,
cujo disturbio ou doenca responde & actividade de agentes
neurotrdficos. O distturbic ou doenca pode em particular ser
um dano no sistema nervoso provocado por trauma, cirurgia,
isquémia, infeccado, doencgas metabdlicas, deficiéncia nutri-
tiva, agentes malignos ou tdxicos, e processos genéticos ou

idiopdticos.

O dano pode em particular ter ocorrido em
neurdénios sensoriais ou células do ginglio da retina,
incluindo neurdnios nos gé&nglios da raiz dorsal da medula
espinal ou em quaisquer dos seguintes tecidos: os ganglios
geniculado, petroso e nodoso; o complexo vestibuloacustico
do oitavo nervo craniano; o pdélo ventrolateral do 1ldébulo
maxilomandibular do génglio trigeminal; e o nucleo

mesencefalico trigeminal.

Numa forma de realizacgao preferida do método da
invengdo, a doencga ou disturbio é uma doenga neurodegene-
rativa que envolve neurdnios lesionados e traumatizados,
tal como, lesdes traumdticas de nervos periféricos, da
medula, e/ou da medula espinal, lesdo neurconal cerebral
isquémica, neurcpatia e especialmente neuropatia perifé-
rica, trauma ou lesdo de nervos periféricos, enfarte isqué-
mico, lesdo cerebral aguda, lesdao aguda da medula espinal,
tumores no sistema nervoso, esclerose multipla, exposicdo a
neurotoxinas, doencas metabdlicas, tais como, diabetes ou

disfuncdes renais e danos provocados por agentes infec-
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ciosos, distlrbios neurodegenerativos incluindo doenga de
Alzheimer, doenga de Huntington, doenga de Parkinson,
sindromes Parkinson-Mais, Palsy Supranuclear progressiva
(Sindrome de Steele-Richardson-Olszewski), Atrofia Olivo-
pontocerebelar (OPCA), Sindrome de Shy-Drager (atrofia de
multiplos sistemas), complexo doenca de Parkinson-deméncia
de Guam, esclerose lateral amiotrdfica, ou qualguer outra
doenga congénita ou neurodegenerativa, e problemas de

memdéria associados com deméncia.

Numa forma de realizag¢do preferida, os neurdnios
do sistema sensorial e/ou autdédnomo podem ser tratades. Em
particular, os neurdénios nociceptivos e mecanorreceptores
podem ser tratados, mais particularmente o0s neurdnios de
fibra delta e fibra e C-. Adicionalmente, o0s neurdnios
simpaticos e parassimpaticos do sistema autdnomo podem ser

tratados.

Noutra forma de realizacdo preferida, as doengas
de neurdnic motores, tais como, esclerose lateral amiotrd-
fica ("ALS") e atrofia muscular espinal podem ser tratadas.
Ainda noutra forma de realizacdo preferida, as moléculas de
neublastina desta invengdao podem ser utilizadas para
melhorar a recuperagdo dos nervos apds lesdo traumdtica.
Alternativamente, ou adicionalmente, pode ser utilizado um
canal director de nervos com uma matriz contendo polipé-
ptidos de neublastina variante, ou fusdao ou conjugados de
polipéptidos de neublastina wvariante nos métodos aqui

descritos. Tails canais directores de nervos sdao divulgados,
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e.g., Patente dos Estados Unidos N° &5 834 029, aqui

incorporada por referéncia.

Numa forma de realizacgao preferida, as composi-
¢bes aqui divulgadas (e as composicdes farmacéuticas con-
tendo o mesmo) sao utilizadas no tratamento de neuropatias
periféricas. Entre as neuropatias periféricas contempladas
para tratamento com as moléculas desta inveng¢do encontram-
se as neuropatias induzidas por trauma, e.g., aquelas
provocadas por lesao fisica ou estado de doenga, dano
fisico no cérebro, dano fisico na medula espinal, enfarte
associado com dano cerebral, e disturbios neuroldgicos
relacionados c¢om neurodegeneracao. Estdo também aqui
incluidas as neuropatias secunddrias a infeccgdo, exposicgao
a toxinas, e exposicgdo a farmacos. Sao ainda aqui incluidas
as neuropatias secundarias a doenca sistémica ou
metabdlica. As composig¢les aqui divulgadas podem também ser
utilizadas para tratar neuropatias induzidas por
guimioterapia (tal como as provocadas por libertacao de
agentes qguimioterapéuticos, e.g., taxol ou cisplatina);
neuropatias induzidas por toxinas, neuropatias induzidas
por farmacos, neurcopatias induzidas por deficiéncias vita-
minicas; neuropatias idiopaticas; e neuropatias diabéticas.
Ver, e.g., Patentes dos Estados Unidos 5 496 804 e 5 916

555, cada uma das quals aqui incorporada por referéncia.

Condig¢des adicionais que podem ser tratadas
utilizando as composicdes aqui descritas incluem mono-

neuropatias, neuropatias mono-multiplex, e poli-neuropa-
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tias, incluindc neurcpatias axonais e desmielinizantes,

utilizando as composig¢bes aqui descritas.

Noutra forma de realizacao preferida, as compo-
si¢bdes da invencdo (e composig¢des farmacéuticas contendo o
mesmo) sdo utilizadas no tratamento de varios disturbios no
olho, incluindo &a perda de fotorreceptores na retina em
doentes afectados com degenera¢do macular, retinite

pigmentosa, glaucoma, e doencas similares.

A invengdo serd ilustrada adicionalmente nos

seguintes exemplos nac limitativos.

Exemplo 1 — Biodisponibilidade de neublastina

peguilada no N-terminal

Observou-se que a neublastina humana recombinante
derivada de células CHO desaparece rapidamente de circula-
¢do se administrada intravenosamente em ratazanas. A
proteina ndo foi detectada no soro apdés administragdo
subcuténea. Para aumentar a biodisponibilidade da

neublastina, foram construidas formas peguiladas.

Devido a ndo ocorrerem lisinas na sequéncia NBN,
as quimicas de peguilacdo especificas para aminas resul-
tardo em peguilagdo de um polipéptido de NBN no seu
terminal amino. Deste modo, por cada dimero de neublastina,
deverao ser ligadas duas unidades PEG. Deste modo, as

formas PEG foram em primeiro lugar directamente dirigidas
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para o N-terminal por intermédio de guimicas especificas
para aminas. Surpreendentemente, a peguilagac mesmo com
dois PEGs de 20 K ligados teve pouco efeito benéfico no
pericdo de semi-vida, indicando gque uma via de remogdo
baseado num mecanismo estava a sobrepor-se ao aumento no
pericdo de semi-vida que se esperava atingir através da

peguilacao.

Exemplo 2 - Construgdo de uma muteina N95K de

neublastina peguilada

A biodisponibilidade de formas NBN mutantes
peguiladas em residuos aminoacidicos internos foi examinada
de seguida. Foram concebidos uma série de quatro mutantes
substituindo residuos de origem natural nas posigdes 14,
39, 68, e 95 para insergdo de lisinas em sitios selecci-
onados na sequéncia. Estas lisinas proporcionardo sitios
alternativos para ligagdao de PEG. Estes sitios foram
seleccionados utilizando a estrutura cristalina do GDNF
(Nat.Struct.Biol. 4: 435-8, 1997) como um esqueleto para
identificar residuos de superficie e o estudo de mutagénese
da quimera persefina/neublastina (J.Biol.Chem. 275: 3412-
20, 2000) para identificar regides funcionalmente

importantes da estrutura que devem ser evitadas.

Duas das mutagdes (R39 e R68) foram escolhidas
para uma regido que com base na distribuig¢do de cargas
positivas na superficie pode representar um sitio de

ligagao de heparina, uma propriedade da proteina que
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provavelmente contribul para o seu rdapido desaparecimento.
Foi escolhido um terceiro sitio na N95, o sitio natural de
glicosilagdo na NBN tipo selvagem. Este sitio é modificado
naturalmente com uma estrutura complexa de carbohidratos.
Consequentemente, nao se esperava que a modificacao neste
sitic com PEG tivesse impacto na funcao. O quarto sitio
(R14) foil seleccionado numa regiao que nao estava abrangida
por nenhuma outra das modificag¢des. Foi escolhido para os
estudos aqui divulgados um mutante em que o residuo de
asparagina na posic¢ado S5 foi substituido com uma lisina (o

"mutante NO95K").

Foram construidas quatro muteinas diferentes de
neublastina de ratazana contendo uma ou mais alterag¢des na
sequéncia tipo selvagem do polipéptido de neublastina de
ratazana. As muteinas incluem a muteina N95K individual, e
as muteinas contendo substituig¢des singulares noutros
sitios na sequéncia de aminodcidos de neublastina de
ratazana: R14K; R68K; e R39K. Na nomenclatura "XiNiX,", X;
refere-se a um aminodcido de um polipéptido de neublastina
tipo selvagem, N: vrefere-se a posigdo numérica dos
aminodcidos X; na sequéncia, numeradc de acordo com a SEQ
ID NO: 1. X, refere-se a um aminodcido substituido pelo
amincdcido tipo selvagem na posigdo numérica indicada na

sequéncia.

Para construir a mutacdo N95K de neublastina de
ratazana, foil realizada mutagénese dirigida em pCMB020, um

plasmideo que codifica neublastina tipo selvagem de
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ratazana. A sequéncia nucleica da neublastina tipo selvagem

de ratazana e a de amincdcidos do polipéptido por si
codificada saoc apresentadas de seguida:

1 ATGGHRALTGE SACTTESAGR SULTRCTOCA TTOTOOCALT GUUTOCRERT

B CRERTHOUAL CURSUSTIGT GROCRRDNOT ACONSOTOTE SUTDTGITE
I BUAGCETEAD ROBAGDYTCS CTGRACCCHER TOTCOUGCRMD CCCLICOTIT
151 {GCEATETTC DUTORCCEST OUTEGRCOCCT COBACAGEROT ADTTANOTER
201 GRSALKCROD GUACATOTGT GUASCORIAG ASCCUTROER RUADDECCER
351 ACTOTSDROA Q000G CCACTACUGS OTCDOENGIT UTASTCTOOT
301 COCEOTHEOSE TOCEONEHIC AORIGOGECS COMMCAGORR CUDSCREUAG
358 CONUGEACHR GUTACAMIATE CCUSIGROTE OOSCCHIOES TOAChEONNE
4531 YROCCOTERG CEOTOTORGC CTGGACCR0A GOTLOGACEA GUTIATALGY
451 PECORCTIOT GUARCGETTIC STRLCGCCER GLADGOTOOD CERACEETSY
301 CAGCOTCEGLT BGCOPEOTOE GCHICGEHEC CUDERIEITLT COTCCOEGEGT
551 CORGGOUERT CAGUCAGLND TRTITGLOSEC LOROTLEITA TRAGIERETC
81 TOOTTORTES ACETGAACAG DACOTAGRER RCCOTEGACH ATOTODCOST
£51  CACDGCOTRC SECTOTOTEE GOTGH (580 ID 05}
1 MELGLGEPTA LSHCLAPRWY PALWFILAAL ALLSEVISAS LOPHMERHZSME
5L REVPSIVLAP PTOYLPOSHT AMLOSERALR PPEQEFQSAR PRFEBALRSH
0% FRALNCAMAR RAGTROSRAER ATDARGURLE SOLVEVEALR LOGMESDELIR
133 FRYCHESCRR ARSFEDLSLE SLLFAGALRS FREGSREISDF CCRPTRYEARY
03 SENDVHSTEE TVDHLEATAC GOLE* {820 ID MNO:4)

A mutagénese do pCM020 utilizando os oligonu-

cledtidos KD2-310 e KD3-211 resultou na formagdo do plas-
mideo pCMBOZ27:
KD2-310 5'-GTATCTTTCATGGACGTAAAGTCTACATGGAGAACCGTAGATCATCT

ATCTGCAACC-3" (SEQ ID NO: 6)
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KD2-311 5'-GGTTGCAGATAGATGATCTACGGTICTCCATGTAGACTTITACGTCCAT

GAAAGATAC-3' (SEQ ID NO: 7)

No pCMBO27, o coddo que codifica asparagina na
posicao 95 foi substituido por um codao que codifica

lisina.

Uma muteina R14K de neublastina formada pela
substituicdo de um coddo que codifica arginina na posicgédo
14 por um coddo que codifica lisina na sequéncia codi-
ficante de neublastina no pCMB020. Foi realizada mutagénese
dirigida no pCMB020 utilizando os oligonucledétidos KD3-254

e KD3-255:

KD3-254 5'-GCTGGAACTCGCAGCTCTCGTGCTCGTGCAACGGATGCAAAAGGCTGT CG-3' (SEQ

ID NO: 8)

KD2-255 5'-CGACAGCCTTITGCATCCGITGCACGAGCACGAGAGCTGCGAGTTCCA

GC-3'" (SEQ ID NO: 9)

A construgdo resultante foi designada pCMB029.

Uma muteina R68K de neublastina formada por
substitui¢do de um codao que codifica arginina na posigdo
68 por um coddo que codifica lisina na sequéncia que
codifica neublastina do pCMB020. Foil realizada mutagénese
dirigida no pCMB020 utilizando os oligonucledtidos KD3-258

e KD3-259:
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KD3-258 5'-GGAGCCGGAGCACTAAAATCTCCCCGGGATCTAGACC-3" (SEQ ID

NO: 10)

KD3-259 5'-GGTCTAGATCCCGGGGGAGATTTITAGTGCTCCGGCTCC-3"  (SEQ

ID NO: 11)

A construgdo resultante foi designada pCMBO030.

Uma muteina R39K de neublastina formada por
substituicdo de arginina no aminodcido 39 por lisina na
sequéncia que codifica neublastina do pCMB020. Foi
realizada mnutagénese dirigida do pCMB0O27 wutilizando os

oligonucledtidos KD3-256 e KD3-257:

KD3-256 5'-GACGAATTAATTAAGTTICGITTTIGITCAGG-3' (SEQ ID NO:

12)

KD3-257 5'-CCTGAACAAAAACGAAACTTAATTAATTCGIC-3' (SEQ ID NO:

13)

Para expressdc e purificac¢do, fol expresso um
plasmideo gque codifica a muteina N95K de NBN de ratazana em
E. coli como uma proteina de fusdo marcada com His com um
sitio de corte da enteroquinase imediatamente adjacente ao
inicio da sequéncia madura de NBN de 113 aminoacidos. A E.
coli foi cultivada num fermentador de 500 L e fol propor-
cionada pasta celular congelada. As células de E. coli

foram lisadas numa Prensa de Manton Gaulin e a NK de NBN de
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ratazana recuperada da fracgao insoluvel do sedimento

lavado.

A NBN foi extraida do sedimento com cloridrato de
guanidina, redobrada, e a marcagaoc his removida com entero-
quinase. O produto foi subsequentemente sujeito a cromato-
grafia em agarose Ni NTA (Qiagen) e em resina de troca

catidnica Bakerbond WP CBX.

O tratamento com enteroquinase do produto marcado
com his resultou num corte aberrante da proteina na
arginina 7 na sequéncia madura. O produto resultante NBN
des 1-7 apresentava actividade plena na ELISA tipo KIRA ¢
era estruturalmente indistinguivel da forma madura na sua
susceptibilidade a desnaturagdo induzida por guanidina e

fol consequentemente utilizado para trabalho subsequente.

A NBN NO95K de ratazana foi peguilada a um média
de 3,3 unidades PEG/molécula utilizando como reagente
propionato de metoxilpoli(etilenoglicol)-succinimidilo
(SPA-PEG) com uma massa molecular de 10 000 Da. O produto
peguilado resultante foil sujeito a caracterizagdo extensiva
incluindo andlise por SDS-PAGE, cromatografia de exclusdo
por tamanho (SEC), HPLC de fase reversa, espectrometria de
massa de ionizagdo/dessorcdo de matriz assistida por laser
(MALD/IMS), mapeamento peptidicc, determinagdo de activi-
dade na ELISA tipo KIRA, e determinacdc de conteudo de
endotoxinas. A pureza do produto NBN NY5K antes da pegui-

lacao medida por SDS-PAGE e SEC era maior do que 95%. O
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produto NBN N95K migrou como um dimero sob condigdes nao
redutoras, o que ¢ consistente com a sua estrutura pre-
vista. Apds peguilacao, o produto resultante consistia numa
série de aductos modificados contendo 5% do produto 2
PEGs/molécula, 60% do produto 3 PEGs/molécula, 30% do
produto 4 PEGs/molécula, e varias formas de menor impor-
tancia de massa maior. Ndo existia evidéncia de agregados
na amostra peguilada. Os niveis residuais de NBN ndao
modificada no produto estavam abaixo dos limites de

cquantificacao.

O conteudo de endotoxinas do material é geral-
mente inferior a 1 EU/mg. A actividade especifica da NBN
peguilada na ELISA tipo KIRA é 10 nM. O produto peguilado
foi formulado a 1,1 mg/mL em PBS pH 6,5. O material, que é
similar em poténcia a wt-NBN, pode ser fornecido como um

liguido congelado, que ¢ armazenado a -70 °C.

As muteinas R14K, R39K, e R68K foram expressas em
E. coli e podem ser sujeitas aos mesmos métodos para
purificacado, peguilac¢do e determinac¢ao da fung¢ao como acima

descrito para a NBN-N95K.

Preparagdao de NBN peguilada

Foram diluidos 230 mL de NBN N95K de ratazana
redobrada (2,6 mg/mL) que foi produzida em E. coli e
armazenada a 4 °C em fosfato de sédioc a 5 mM pH 6,5, NaCl a

100 mM com 77 mL de dgua, 14,4 mL de HEPES a 1 M pH 7,5, e
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2,8 g (10 mg/mL final) de SPA PEG de 10 000 Da (Shearwater
Polymers, 1Inc.). A amostra fol incubada a temperatura
ambiente durante 4 horas no escuro, subsequentemente
tratada com imidazole a 5 mM (final), filtrada, e
armazenada durante a noite a 4 °C., O produto foi produzido
em dois conjuntos, um contendo 130 mL do NBN N95K bruta e o

outro contendo 100 mL.

A NBN peguilada foi purificada a partir da
mistura de reac¢do em Fractogel EMD @ SO5;- (M) (EM
Industries). A coluna fol corrida a temperatura ambiente.
Todos o©os tampdes foram preparados sem pirogénio. Foi
adicionado cloreto de sdédio a mistura de reacgdo para uma
concentracdo final de 87 mM e a amostra fol carregada numa

coluna Fractogel de 45 mL (didmetro interno 5 cm).

A coluna foili lavada com um volume da coluna de
fosfato de sédioc a 5 mM pH 6,5, NaCl a 80 mM,
subsequentemente com trés aliquotas de um volume da coluna
de fosfato de sdédio a 5 mM contendo NaCl a 50 mM. A resina
fol transferida para uma coluna de 2,5 cm de didmetro e a
NBN peguilada foi eluida da coluna com seis passos de dez
mL passos contendo fosfato de sédio a 5 mM pH 6,5, NaCl a
400 mM, trés passos contendo NaCl a 500 mL, e sels passos
contendo NaCl a 600 mM. As fracgdes de eluig¢do foram
analisadas para o conteudo proteico por absorvéncia a 280
nm e subsequentemente para extensdo de modificag¢do por SDS-
PAGE. Foram agrupadas fracgdes seleccionadas, filtradas

através de um filtro de 0,2 um, e diluidas com &agua para
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1,1 mg de NBN peguilada de ratazana/mL. Apds a determinagdo
dos niveis de endotoxinas em cada conjunto, eles foram
agrupados e refiltrados através de uma membrana de 0,2 pm.
0 material final foi dividido em aliquotas e armazenado a -

70 °C.

Espectro UV de NBN NK peguilada purificada

O espectro UV (240-340 nm) da NBN NK peguilada
foi produzido a partir da amostra limpa. A amostra foi
analisada em triplicado. A amostra peguilada apresentou uma
absorvéncia mdxima a 275-277 nm e uma absorvéncia minima a
247-249. Este resultado é consistente com o que se observa
no intermedidrio NBN bruto ndo modificado. A concentracgdo
proteica do produto peguilado foil estimada & partir do
espectro utilizando um coeficiente de extincdo de Zgg"" """ =
0,50. A concentracao proteica da NBN peguilada bruta é 1,1
mg/mL. A amostra ndo se apresentava turva como evidenciado

pela auséncia de absorvéncia a 320 nm.

Caracterizagdo de NBN NK peguilada por SDS-PAGE

Aliquotas de NBN peguilada contendo 3, 1,5, 0,75,
e 0,3 pg do produto foram submetidas a SDS-PAGE num gel de
gradiente a 4-20% (Owl). O gel foi corado com azul
brilhante de Coomassie R-250. Foram corridos em paralelo

marcadores de peso molecular (GIBCO-BRL).

A andlise por SDS-PAGE de NBN NK peguilada em
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condig¢®es nao redutoras revelou uma série de bandas
correspondendo a modificagbes com 2, 3, 4, e mais do que 4
PEGs/molécula. A banda mais importante com massa aparente
de 98 kDa contém 3 PEGs/molécula. Nao foi detectado NBN néo
modificada no produto peguilado purificado. A presenga de
uma mistura de produtos com 2, 3 e 4 PEGs ligadas foi
verificada por andlise de espectrometria de massa MALDI. A
proporgdo de produto contendo 2, 3, e 4 PEGs foi deter-
minada por densiometria e determinou-se ser respectivamente

7, 62, e 30 por cento do total.

Caracterizag¢doe de NBN peguilada por cromatografia

de exclusao por tamanho

A NBN peguilada foi sujeita a cromatografia de
exclusdo por tamanho numa coluna analitica Superose 6
HR10/30 FPLC utilizando MES a 5 mM pH 6,5, NaCl a 300 mM
como a fase movel. A coluna foil corrida a 20 mL/h. As
fracgdes de eluigdo foram monitorizadas para absorvéncia a
280 nm. A NBN peguilada eluiu como um pico unico com um
peso molecular aparente de cerca de 200 kDa consistente com
o grande volume hidrodindmico do PEG. N&o se observaram
nenhumas evidéncias de agregados. Nao foil detectada na
prepara¢do NBN livre, a qual elul com uma massa molecular

aparente de cerca de 30 kDa.

Andlise de NBN peguilada por HPLC de fase reversa

A NBN NK peguilada fol sujeita a HPLC de fase
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reversa numa coluna Vydac Cs (5 pm, 1 x 250 mm). A coluna
foi processada utilizando um gradiente de 60 mm de 40 a 60%
E (Tampao A: TFA a 0,1%, Tampao B: 75% acetonitrilo/0,085%
TFA). O efluente da coluna fol monitorizado para
absorvéncia a 214 nm e foram subsequentemente recolhidas
fracgdes para andlise. A NBN NK peguilada foi fraccionada
nos seus varios componentes di (60,5 mm), tri (63,3 mm), e
tetra (67,8 mm) peguilados por HPLC de fase reversa numa
coluna C4. A intensidade relativa dos picos sugere gue as
proporgdes dos componentes sdo respectivamente 5,4, 60,5, e
30,1%. As identidades dos picos foram wverificadas por
MALDI-MS. Nao existiam evidéncias de NBN NK ndo peguilada

(elui a 5-15 mm) no produto.

Andlise de NBN peguilada por espectrometria de

massa

Foram removidos o0s sais a NBN NK peguilada numa
Cs Zip Tip e analisada por espectrometria de massa num
espectrometro de massa Voyager-DEM™ STR (PerSeptive
Biosystems) ionizacdo/dessorcgdo de matriz assistida por
laser tempo-de-vdo (MALDI-TCF) utilizando como matriz acido
sindpico. Foi misturado 0,5 ulL da proteina purificada com
0,5 pL de matriz na placa alvo. A espectrometria de massa
de NBN peguilada revelou formas uni e duplamente carregadas
de trés aductos. As massas observadas de 43 803 Da, 54 046
Da, e 64 438 Da sao consistentes com modificacgdes de 2, 3,

e 4 PEGs/ molécula.
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Andlise de NBN peguilada por mapeamento pepti-

dico.

A especificidade da reacgao de peguilacao foi
avaliada por mapeamento peptidico. A NBN peguilada foi
separada em componentes di, tri, e tetra peguilados, os
guais fora, subsequentemente reduzidos, alquilados, e
separados adicionalmente nos seus componentes de cadeia
Gnica por HPLC numa coluna C;. Estes componentes e NBN NK
nao modificada reduzida e alquilada como controlo foram
digeridos com proteinase Asp-N e os produtos resultantes do
corte foram fraccionados por HPLC de fase reversa numa

coluna Vydac Ciz (5 pm, 1 x 250 mm) utilizando um gradiente

N

de 60 mm de 0 a 60% B (Tampao A: 0,1% TFA, Tampdo B: 75%
acetonitrilo/0,085% TFA). 0 efluente da <coluna foi

monitorizado para absorvéncia a 214 nm.

A sequéncia NBN de ratazana contém quatro acidos
aspartico 1internos e consegquentemente esperar—-se-ia que
produzisse um perfil de corte simples quando digerida com
endoproteinase Asp-N. Todos ©s picos da digestdo com Asp-N
de NBN NK de ratazana foram identificados por
espectrometria de massa e/ou sequencia¢do de Edman do N-
terminal e deste modo o mapa peptidico pode ser utilizado
como uma ferramenta simples para procurar os sitios de
modificacdo pela presenga ou auséncia de um pico. A
identidade dos varios picos encontra-se sumariada em baixo

na Tabela 3
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Tabela 3
Pico por Massa
Massa Média Sequéncia de
Tempo de Média Atribuigéao
Observada aminodcidos
Retencgdo (mm) Tedrica
38,8 1 261,1 (M)| 1 262,4 102-113 DHLSATACGCLG
40,7 1 090,89 1 092,2 93-101 DVKSTWRTV
44,6 2 508,4 2 508,9 35-54 DELIRFRFCSGSCRRARSPH
46,0 2 437,0 2 437,8 12-34 DARGCRLRSQLVPVSALGLGHSS
51,4 3 456,7 3 456,0 55-86 DLSLAS..... CRPTRY
51,9 4 134,14 55-92 (oxid) |[DLSLAS CRPTRYEAVSFM
53,2 4 136,3* 4 120,8 55-92 DLSAS CRPTRYEAVSFM

(M) :massa monolostépica

*: devido a oxidac¢do péptido contendo metionina no MALDI

Uma vez que a NBN existe como um homodimero, o
produto NBN NK de ratazana contém quatro sitios potenciais
para peguilag¢do, as duas aminas N-terminal de cada um das
cadeias e os dois sitios N95K que foram produzidos por
engenharia na construcdo. No mapa peptidico da cadeia
dipeguilada, foi alterado pela modificagcac PEG apenas o
pico que contém o péptido com a mutagcdao NK. Nenhum dos
outros picos foram afectados pela modificacao PEG. Os dados
de mapeamento indicam consequentemente que a unidade PEG ¢
especificamente ligada a este péptido e ndo a qualquer dos
outros péptidos que foram rastreados. O segundo sitio
potencial para ligacgdo, o N-terminal estd num péptido que

tem apenas trés amincacidos e ndo é detectado no mapa
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peptidico. Infere-se que existem ligagdes PEG adicionais
neste sitio. De modo consistente com esta nogdo, uma
peguena percentagem da NBN NK de ratazana nao se encontra
truncada e contém a sequéncia Ala-1 madura. Este péptido
elui a 30 um e ¢ visivel no mapa peptidico do produto de
digestdo ndo peguilado, mas estd ausente dos produtos de

digestao de NBN NK peguilada.

Exemplo 3. Determinagdo da poténcia de neublas-
tina peguilada internamente numa ELISA tipo activagdo do

receptor quinase (KIRA)

A poténecia de NBN peguilada de ratazana foi
determinada utilizando activacgdo/fosforilagdo dependente de
NBN de c-Ret como repdrter para actividade de NBN numa
ELISA que era especifica wpara a ©presenga de RET
fosforilado. Células NB41A3-mRL3, uma linha celular
aderente de neuroblastoma de murganho que expressa Ret e
GFRa3, foram plaqueadas a 2 x 105 células por pogo em
placas de 24-pogos em meio de Eagle modificado com Dulbecco
(DMEM), suplementado com 10% soro fetal de Dbovino, e

crescidas durante 18 h a 37 °C e 5% CO,.

As células foram lavadas com PBS, e tratadas com
diluigbes em série de NBN em 0,25 mL de DMEM durante 10 min
a 37 °C e 5% CO,. Cada amostra fol analisada em duplicado.
As células foram lavadas com 1 mL de PBS, e lisadas durante
lh a 4 °C com 0,30 mL de Tris HCl1 a 10 mM, pH 8,0, 0,5%

Nonidet P40, 0,2 % desoxicolato de sdédio, NaF a 50 mM,
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Nasv0s a 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonilo a 1 mM com
agitagao suave das placas. Os lisados foram agitados
adicionalmente por pipetagem repetida e foram transferidos
0,25 mL da amostra para uma placa ELISA de 96 pocos dque
tinha sido revestida com 5 pg/mL de mAb anti-Ret (AA.GE7.3)
em tampac carbonato a 50 mM, pH 9,6 a 4 °C durante 18 h, e
bloqueada a temperatura ambiente durante uma hora com
tampdo de bloqueamento (Tris HCl a 20 mM pH 7,5, NaCl a 150
mM, 0,1% Tween-20 (TBST) contendo 1% de soro de ratinho

normal e 3% de albumina do soro bovina).

Apés uma incubagdo de 2 h a temperatura ambiente,
0s po¢os foram lavados 6 vezes com TBST. O Ret fosforilado
foi detectado incubando ©s pogos a temperatura ambiente
durante 2 h com 2 :g/mL de peroxidase de rdbanc bravo
(HRP) -conjugada com o anticorpo anti-fosfotirosina 4G1l0 em
tampao de bloqueamento, lavando 6 vezes com TBST, & medindo
a actividade de HRP a 450 nm com um reagente colorométrico
de detecgado. Foram medidos os valores de absorvéncia para
pogos tratados com lisado ou com tampdo de lise e o sinal
com correcgdao para o ruido de fundo fol representado
graficamente como uma fun¢dc da concentragac de NBN
presente na mistura de activagdo. A poténcia da NBN
peguilada na ELISA tipo KIRA era de 10 nM, gue ndo ¢
distinguivel do material de partida NBN NK. N3o houve
efeito na poténcia de doilis ciclos de congelagdo-
descongelagdo e apds este tratamento nao houve um aumento
significativo na turbidez da amostra, indicando que as

amostras podem ser congeladas sem perigo para o estudo. Em
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estudos independentes determinando a actividade do produto
separadamente com trés e quatro PEGs com 10 kDa/molécula,
foi determinado que o aducto com trés PEGs tinha actividade
plena, enquanto que o produto com quatro PEGs tinha

actividade reduzida.

Exemplo 4. Estudos farmacocinéticos de neublas-
tina de ratazana internamente peguilada em ratazanas e

ratinhos

Foram examinadas as propriedades farmacocinéticas
de varios produtos NBN peguilada e ndo peguilada em modelos

de ratazana e ratinho.

Os dados revelaram que a peguilac¢do de NBN NK de
ratazana com 3,3 PEGs de 10 000 Da teve como resultado um
efeito significativo no periodo de semi-vida e biodisponi-
bilidade da neublastina. Apds a administrac¢doc de 1 mg/kg IV
em ratazanas Sprague Dawley, foram detectados niveis
extremos de NBN peguilada de 3 000 ng/mL apds 7 minutos, e
foram detectados niveis de 700 ng/mL apds 24 h, 200 ng/mL
apd®s 48 h, e 100 ng/mL apds 72 h. Contrariamente, para a
NBN ndo peguilada apds a administragdo de 1 mg/kg IV, foram
detectados niveis de 1 500 ng/mL apds 7 minutos, mas
subsequentemente o©s niveis desceram rapidamente para 70
ng/mL apds 3 h e ndo eram detectdveis apds 7 h. Os efeitos
da peguilagao foram ainda mais pronunciados em animais

tratados com NBN peguilada por administracgdo subcuténea.
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Apds a administracdo s.c. de 1 mg/kg, os niveis
de NBN peguilada em circulacgdo atingiram um maximo de 200
ng/mL apdés 24 h e mantiveram-se a este nivel durante os
trés dias do estudo. Contrariamente, nao foi observada NBN
detectavel em nenhum momento apds administragdo de NBN nao

modificada.

A andlise das amostras de NBN peguilada ¢é
complicada pela presencga de aductos contendo 2, 3 e 4 PEGs
por molécula, os quais irdo apresentar diferentes perfis
PK. Nos estudos PK iniciais, eram utilizados ratinhos para
facilitar o rastreamento através de varios candidatos e
vias de administracdo. 0s estudos com ratinhos revelaram
diferencgas dramdticas na biodisponibilidade dos candidatos.
No entanto, quandec o aducto 3,3 10 K PEG foi avaliado em
ratazanas, verificou-se ser menos biodisponivel em rataza-
nas do que em ratinhos. Esta diferenga em biodisponi-
bilidade foi particularmente marcada apéds administracdo
i.p.. 0s niveis em ratinhos atingiram 1 600 ng/mL apds 7
horas e mantiveram-se a 400 ng/mL apdés 24 horas.
Contrariamente, o0s niveils em ratazana foram constantes a

100 ng/mL durante 4-48 horas.

Ambas a neublastina de ratazana tipo selvagem
(Wwt-NBN) e a neublastina com uma substituig¢aoc Asn-para-Lys
na posig¢ao 95 (NK-NBN) foram redobradas e purificadas a >
95% para testes de eficdcia no modelo de ratazana STZ de
neurcpatia diabética. A Wt-NBN foi formulada para ser

imediatamente utilizada em testes em animais enquanto que a
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NK-NBN foi preparada para peguilacao com PEG-SPA de 10 kDa.
Para alcangar o objectivo de redobragem e purificacgac, foi
desenvolvido um método de redobragem utilizando cromato-
grafia de exclusao por tamanho (SEC) que permite a renatu-
ragac de NBN a partir de corpos de inclusac de E. coli em
grandes quantidades e elevadas concentragdes. Para além de
SEC, foram utilizados passos de cromatografia em Ni-NTA e
em coluna de CM silica para aumentar a pureza final da
proteina. As proteinas foram sujeitas a intensa caracteri-
zagdo incluindc andlise por SDS-PAGE, cromatografia de
exclusdo por tamanho, ESMS, determinac¢do de actividade por
ELISA tipo KIRA, e determinacgdo do conteudo de endotoxinas.
A SDS-PAGE e SEC dos produtos proteicos finais revelaram
uma pureza maior do que 95%. O nivel de endotoxinas de cada
produto era < 0,2 EU/mg. A actividade especifica de ambas
as proteinas na ELISA tipo KIRA é aproximadamente de 10 nM.
A Wwt-NBN foi formulada a 1,0 mg/mL e a NK-NBN foi formulada
a 2,6 mg/mL em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS)
pH 6,5. A wt-NBN foil dividida em aligquotas em tubos de 15
mL e armazenada congelada a -70 °C enquanto que a NK-NBN
foi sujeita a peguilacdo antes de ser dividida em aliquotas

e congelada.

Exemplo 5. Redobragem de uma neublastina tipo

selvagem e da muteina N95K de neublastina

Ambas as formas de NBN foram expressas em E. colil
como proteinas de fusdo marcadas com His com um sitio de

corte para a enteroquinase imediatamente adjacente ao
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inicio da sequéncia madura de ll3aminodcidos. As bactérias
expressando quer Wt- (1,8 kg de sedimento) ou NK-NBN (2,5
kg de sedimento) foram sujeitas a lise em 2 litros de PBS
utilizando uma prensa de Gaulin. Apds centrifugacdo (10 000
rpm) para sedimentar 0s Corpos de inclusao, 0s
sobrenadantes de cada preparag¢ao foram postos de parte. Os
sedimentos de corpos de inclusac foram lavados duas vezes
com tampdo (Tris-HCl a 0,02M pH 8,5, EDTA a 0,5 mM) depois
lavados duas vezes com o mesmo tampao contendo Triton X-100
(2%, v/v) seguido por duas lavagens adicionais com tampdo
sem detergente. Ambos o©s sedimentos foram solubilizados
utilizando cloridrato de guanidina a 6 M, Tris a 0,1 M pH
8,5, DIT a 0,1 M, e EDTA a 1 mM. Para ajudar no processo de
solubilizacdo, cada sedimento foi sujeito a homogeneizacédo
utilizando um homogeneizador politron seguido de agitacdo
durante a noite & temperatura ambiente. As proteinas
solubilizadas foram clarificadas por centrifugac¢ao antes de
cromatografia desnaturante através de Superdex 200 (coluna
de 5,5 litros equilibrada com glicina/HsPO, a 0,05M pH 3,0

com Guanidina-HCl a 2 M) a 20 mL por minuto.

A NBN desnaturada foi identificada por SDS-PAGE.
As fracgbes contendo quer Wt-NBN ou NK-NBN foram agrupadas
e concentradas para aproximadamente 250 mL utilizando um
concentrador de células com agitagao, de 2,5 litros, da
Amicon. Apds filtragdo para remog¢dao de qualguer preci-
pitado, a proteina concentrada fol sujeita a cromatografia
de exclusao por tamanho renaturante através de Superdex 200

equilibrada com Tris-HCl1 a 0,1 M pH 7,8, guanidina-HCl a
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0,5 M, glutationa reduzida a 8,8 mM e glutationa oxidada a
0,22 mM. A coluna fol processada utilizando guanidina-HC1l a
0,5 M a 20 mL por minuto. As fracg¢des contendo wt-NBN ou
NK-NBN renaturadas foram identificadas por SDS-PAGE,
agrupadas, e armazenadas a 4 °C até precisas para a remog¢ao

da marcacao His.

Concentra¢do da NBN por cromatografia em Ni-NTA

(TR5919-138).

A NBN renaturada foi armazenada a 4 °C pelo menos
durante 24 horas antes de se continuar com a purificacdo
para promover a formagdo persulfureto de entre 0s mondémeros
de NBN. Durante este periodo, formou-se um precipitado e
foi removido por filtragdo através de uma unidade de
filtragcao PES de 0,2 1. Para diminuir ligag¢bdes nao
especificas, a solugdo proteica foi ajustada para imidazole
a 20 mM antes de ser carregada numa coluna de 100 mL de Ni-
NTA (Qiagen) equilibrada com tampao da coluna (guanidina a
0,5 M e imidazole a 20 mM) a 50 mL por minuto. Apds a
aplicacgdo da proteina, a coluna fol lavada até a linha de
base utilizando o mesmo tampdo. A NBN foi eluida da resina
utilizando aproximadamente 300 mL de tampao de eluigdo
contendo guanidina-HCl a 0,5 M e imidazole a 0,4 M. Apds
eluicdo, a NBN foi dialisada durante a noite (utilizando
tubagem de didlise de 10 kDa) a temperatura ambiente contra
dez volumes de HCl a 5 mM. A didlise promove a hidrdlise de
substédncias contaminantes e diminui as concentracgdes de
guanidina-HCl e 1imidazole para respectivamente 0,05 M e

0,04 M.
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Excisdo da marcagdo His por Endopeptidase Lisil

ou Enteroguinase.

No dia seguinte, qualquer precipitado que se
tenha formado durante a didlise foi removido por filtracéo.
A amostra proteica fol ajustada para NaCl a 0,1 M pela
adicao de um stock a 5 M para uma concentracao final de
sal, incluindo a guanidina-HCl restante, de aproximadamente
150 mM. Esta concentracdo foli confirmada utilizando um
medidor de condutividade. Adicionalmente, foi adicionado
HEPES a 1 M pH 8 para uma concentrag¢do final de 25 mM. Para
excisar a marcacdo, foli adicionada endopeptidase 1lisil a
wt-NBN e foi adicionada Enteroguinase & NK-NBN, aproximada-
mente numa proporcdo de 1:300 de protease para NBN em ambos
os cascs., Fol utilizada enteroquinase em vez de endopepti-
dase 1lisil para NK-NBN devido a presenga de um sitio de
corte de protease adicional na proteina mutada na Lys95. As
amostras foram agitadas a temperatura ambiente durante 2

horas e as digestfes foram monitorizadas por SDS-PAGE.

Remo¢do da marcacdo His por cromatografia em Ni-

NTA.

A NBN tratada com protease foi aplicada numa
coluna de Ni-NTA de 100 mL equilibrada com guanidina-HCl a
0,5 M e imidazole a 20 mM & 50 mL por minuto. A coluna foi
lavada até a linha de base com o mesmo tampdo. Qualquer
proteina que tenha sido arrastada da coluna fol agrupada

com proteina de passagem contendo NBN sem a marcacgdo His.
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Cromatografia em CM silica.

Apds a cromatografia em Ni-NTA, a proteina foi
imediatamente sujeita a purificacao adicional através de
resina de CM silica. Foil carregada uma coluna de CM silica
de 20 mL equilibrada com tampao de aplicagéo (fosfato a 5
mM pH 6,5, NaCl a 150 mM) com NBN a 20 mL por minuto. A
coluna foi lavada com vinte volumes de coluna de tampao de
lavagem (fosfato a 5 mM pH 6,5, NaCl a 400 mM) e a proteina
eluida com tampdo de eluic¢do contendo fosfato a 5 mM pH 6,5
mas com NaCl a 1 M. A proteina eluida foi dialisada durante
a noite contra o fosfato sozinho para baixar a concentracdo
salina para 100 mM para a NK-NBN e 150 mM para a wt-NBN.
Ambas as amostras foram filtrada através de uma unidade de
filtracdo PES de 0,2 7u, analisadas por SDS-PAGE, e
armazenadas a 4 °C até necessdrias para caracterizagdes

e/ou peguilagdo adicionais.

A wC-NBN e NK-NBN foram sujeitas a analise por
espectro de UV para determinar a sua absorvéncia a 280.
Utilizando uma cuvete de micro quartzo e fazendo o branco
contra o tampdo apenas, foram continuamente examinados 100
pL de wt-NBN ou NK-NBN de 230 a 330 nm utilizando um
espectrofotdémetro Beckman. Com base nesta andlise, determi-
nou-se que a Wt-NBN se encontrava a uma concentracao de 1,1
mg/mL e NK-NBN a 2,6 mg/mL (A280 nm-E>'* = 0,5 utilizado
para cada proteina). Foi identificado mencs do gque 1% de

material precipitado com base em absorvéncia a 330 nm.
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Para determinagao da pureza de ambas as prepara-
¢cbes proteicas, cada amostra (0,5 mg) fol sujeita a croma-
tografia de exclusac por tamanho através de uma coluna
Superdex 75 16/30. A coluna foi equilibrada com fosfato a 5
mM pH 6,5 contendo NaCl a 400 mM e processada com uma
velocidade de fluxo de 1,5 mL por minuto. Com base na
absorvéncia a 280 nm, ambas as wt- e NK-NBN migraram como
um pico UGnico com um peso molecular esperado (23-24 kDa), e

ndo continham nenhuma contaminacdo proteica significativa.

Tanto a wt- como a NK-NBN foram reduzidas em
guanidina-HCl a 2,5 M, Tris a 60 mM pH 8,0 e DIT a 16 mM.
Foram retirados os sais as amostras reduzidas numa coluna
C4 curta e analisadas on-line por ESMS utilizando um
instrumento triplo quadruplo. Os dados brutos de ESMS foram
processados pelo programa MaxEnt para produzir o espectro
de massa. Este procedimento permite que multiplos sinais
carregados colapsem num pico que corresponde directamente a
massa molecular em quilodaltons (kDa). O espectro de massa
processado para wt-NBN revelou que a espécie predominante é
12 046 kDa, o gque estd de acordo com © peso molecular
previsto de 12 046, 7kDa para a forma de 113 aminocdcidos da
proteina. Foi também observado um componente menos
importante (12 063 kDa) © gue sugere a presenga de um
produto de oxidag¢do. Foram identificados trés picos na
amostra de NK-NBN. O componente principal apresentou uma
massa molecular aparente de 11 345 kDa de acordo com a

massa prevista para a forma de 106 aminodcidecs da proteina.
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Os outros dois picos tinham massas de 11 362 e 12 061 kDa,
0 que sugere respectivamente oxidagao de NK-NBN e a

presenca da forma de 113 aminodcidos.

A presencga das formas de 106 e 113 aminoacidos na
preparagdo de NK-NBN & atribuivel a digestdo com
Enterogquinase. Esta protease da Biozyme é uma preparacao de
enzima natural purificada a partir de mucosa intestinal de
vitela e ¢ sabido que contém uma peguena contaminac¢do com
tripsina (0,25 ng de Tripsina por pg de Enteroguinase).
Consequentemente, a tripsina pode estar a actuar na NK-NBN
no lado terminal carboxilo da Arg7 produzindo a forma
predominante de 106 aminodcidos. Por outro lado, a
Endopeptidase Lisil utilizada para cortar a WE-NBN é uma
protease de actividade unica que actua no lado do terminal
carboxilo do residuo de lisina contido na marcagdo His
produzindo a forma NBN madura de 113 aminodcidos. Ambas as
formas de 106 e 113 aminodcidos de NBN sdo igualmente
activas em todos os ensaios testados e comportam-se de modo

semelhante em testes de estabilidade de guanidina-HCl.

A actividade da NBN foil determinada pela sua
capacidade de simular fosforilagdo de c¢c-Ret em células
NB41A3-mRL3 utilizando a ELISA tipo KIRA descrita no
Exemplo 3. O Ret fosforilado fol detectado incubando (2
horas) o receptor capturado com anticorpo contra a
fosfotirosina conjugado com HRP (4G10; 0,2 upg por pogo).
Apds a incubagdao, os pogos foram lavados sels vezes com

TBST, e a actividade de HRP detectada a 450 nm com um
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ensaio colorimétrico. Foram medidos os valores de absor-
véncia de pogos tratados com lisado ou com tampao de lise
apenas, corrigidos para ruido de fundeo, e os dados foram
representados graficamente como uma fungdo da concentracao
de neublastina presente na mistura de activagao. Os dados
demonstram que a NBN purificada resultou no aparecimento de
RET fosforilado, indicando que a NBN purificada estava

activa neste ensaio.

Exemplo 6. Preparag¢ido de um conjugado de albumina

do soro-neublastina.

Neublastina de tipo selvagem de ratazana a uma
concentragdo de 1 mg/mL em PBS foi tratada com sulfo-SMCC
(Pierce) a 1 mM e foram-lhe removidos ©s sais para remog¢ao
de ligante de ligagado reticulada em excesso. Uma vez que a
proteina NBN de tipo selvagem contém apenas uma unica amina
no seu N-terminal e nenhuns grupos sulfidrilo livres, espe-
rava-se que a reac¢do com SMCC resultasse em modificacgdo
especificas para o sitio da NBN com SMCC ligado no seu N-

terminal.

Foram incubados 60 pg do conjugado NBN-SMCC com
120 pg albumina do soro bovina e analisado para a extensao
de ligag¢do reticulada por SDS-PAGE. A BSA contém um unico
grupo SH livre e consequentemente espera-se que a reacgao
com © conjugado NBN-SMCC resulte numa modificagdc neste
sitio através da maleimida no SMCC. Nestas condigbdes, foram

observadas duas bandas adicionais de peso molecular mais
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elevado, que sac consistentes na massa com modificacgao da
NBN com uma unica unidade de BSA e com duas moléculas de
BSA uma vez que cada molécula NBN contém dois N-terminais
gue podem reagir, e consequentemente estao de acordo com
esta nogao. Ao mesmo tempo que se formam estas bandas,
observou-se uma diminuicao na intensidade das bkandas de
NBN-SMCC e BSA. Com base na intensidade da restante banda

de NBN parece que a reacc¢ao foi concluida em 70-80%.

O produto monossubstituido foi purificado a
partir da mistura de reac¢do sujeitando o material a croma-
tografia de troca catidnica e cromatografia de exclusdo por
tamanho numa coluna Superdex 200 (Pharmacia) essencialmente
como descrito para os estudos de peguilacdo acima discuti-
dos. As fracg¢bes da coluna da corrida de filtragdo em gel
foram analisadas por SDS-PAGE e as contendo o produto
monossubstituido foram analisadas para o conteudo proteico
por absorvéncia a 280 nm. Uma vez que a massa da BSA é
aproximadamente duas vezes a de neublastina, a concentragdo
aparente foi dividida por um factor de 3 para produzir o
equivalente NBN. Esta fracgdo foi sujeita a andlise para
fun¢dao na ELISA tipo KIRA. Os valores de IC50 para ambos 0s
conjugados de NBN e wt e BSA foram de 3-6 nM, indicando que

a conjugagdo a BSA nao possuia fungdo comprometida.

Enquanto que estes estudos preliminares foram
produzidos com BSA, as proteinas albumina do soro corres-
pondentes de ratazanas e humanos também contém um SH livre.

Consequentemente, pode ser aplicada uma abordagem similar



PE1355936 - 76 -

para a produgao de um conjugado albumina do soro de rata-
zana — NBN de ratazana para a realizagdao de estudos de PK e
eficdcia em albumina do soro - NBN de ratazanas e humana
para se realizarem testes clinicos. De modo semelhante o
SMCC pode ser substituido com qualquer de varios ligantes
de ligacado reticulada que contém um grupo amino reactivo de
um lado e um grupo tiol reactivo no outro lado. Cs exemplos
de ligantes de 1ligacdo reticulada amino reactivos dque
inserem um maleimida reactiva a tiol s&do AMAS, BMPS, MBS,
EMCS, SMPB, SMPH, KMUS, ou GMBS, que inserem grupo
haloacetato reactivoe a tiol sdo SBAP, SIA, SIAB e que
proporcionam um tiol protegido ou né&o protegido para
reacgao com grupos sulfidrilc para produzir uma ligacgéo
reduzivel sao SPDP, SMPT, SATA, ou SATP, todos os guais sao
comercializados pela Pierce. Tais ligantes de ligagédo
reticulada sdo apenas exemplos e sao antecipadas muitas
estratégias alternativas para a ligagdo do N-terminal da
NBN com albumina do sorc. Um perito pode também produzir
conjugados de albumina do soro que nac sao direccionados
para o N-terminal da NBN ou para a unidade tiol na albumina
do soro. Espera-se igualmente gque as fusdes de NBN-albumina
do soro criadas utilizando engenharia genética em que a NBN
¢ fundida ao gene da albumina do soro no seu N-terminal, C-

terminal, ou em ambas as extremidades sejam funcionais.

Este método pode ser estendido através de
adaptagdes de rotina a qualquer conjugado NBN-albumina do
soro que resultaria num produto com periodo de semi-vida

prolongado em animais e consequentemente em humanos.
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sgogegdrty
GOTCONROGR
ogoacgahael
LOCOYooERT

sogtgascag

Bohys
gy

i

Pt

auckactgea rtgtc?ﬁﬁﬁt

agehg

e
RIS

SRR
gunageacen
ACTOGCFYSY
felun Lolutorsiai sl
gotgatangt
DEGITINQee
CREGoUURgLOe
Candtggags

Ay

Sequéncia Artificial

Descrigcao de Sequéncia Artificial:

Sequéncia Artificial

Descrigcao de Sequéncia Artificial:

Sequéncia Artificial

Descrigaoc de Sequéncia Artificial:

81 -

c:actas»éa
sgtgraggaa
BEROSEIO LY
Lroogobiot
agoetgetgs
prer At el o
apegtggace

9“”{{ & g;.u‘ikm

gesghs
cegegoacgyg 3

tgﬁﬂﬂqtgag
geageggtha
aogoegagge
coastegeta
abctotoogn

ogototoggr
gLyTogongs
cetgogatat
tgaggoagie
casegeskge

Oligonucledétido KD2-310

Oligonucledétido KD3-211

Oligonucledétido KD3-254

gctggaactc gcagctctcg tgctcgtgca acggatgcaa aaggctgtcg 50

<210> 9
<211> 50

oob ¥

430
$80
546
500
BEG
a75
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<212>
<213>

<220>
223>

<400>

DNA
Sequéncia Artificial

Descrigao de Sequéncia Artificial: Oligonucledétido KD2-255

9

cgacagcctt ttgcatccgt tgcacgagca cgagagctgc gagttccage 50

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

10

37

DNA

Sequéncia Artificial

Descrigao de Sequéncia Artificial: Oligonucledétido KD3-258

10

ggagccggag cactaaaatc tccccgggat ctagacc 37

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

11
38
DNA

Sequéncia Artificial

Descrigdo de Sequéncia Arti8ficial: Oligonucledtido KD3-259
11

ggtctagatc ccgggggaga ttttagtgct ccggetcc 38

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

12
32
DNA

Sequéncia Artificial

Descrigao de Sequéncia Artificial: Oligonucledétido KD3-256

12

gacgaattaa ttaagtttcg tttttgttca gg 32

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

13

32

DNA

Sequéncia Artificial

Descrigao de Sequéncia Artificial: Oligonucledétido KD3-257

13

cctgaacaaa aacgaaactt aattaattcg tc 32
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listagem de ssquéncias corrigidas.txt LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> Biogen, Inc.

Sah, Dinah W.Y.

Pepinsky, Blake R
Borjack-sjodin, Paula Ann
Miller, Stephan S
Rossomando, Anthony

<120> Conjugados poliméricos de Neublastina e Métodos para a Sua

Utilizacao
<130> 00689-506-061

<140> Ainda Nao Atribuido
<141> 2002-01-23

<150> 60/266,071
<151> 2001-02-01

<160> 13
<170> PatentIn ver. 2.1

<210> 1

<211> 113

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descrigao de Sequéncia Artificial: Sequéncia Consenso

<220>
<221> VARIANTE
222> (3)

<223> em gque Xaa & Gly ou Thr

<220>
<221> VARIANTE
<222> (4)

<223> em que xaa é Pro ou Arg

<220>
<221> VARIANTE
222> (5)

<223> em que Xaa € Gly ou Ser

<220>
<221> VARIANTE
<222> (10)
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<223>

<220>
221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
221>
222>
223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

em que Xaa

VARIANTE
(11)
em que Xaa

VARIANTE
(12)

em que Xaa

VARIANTE
(26)

em que Xaa

VARIANTE
(33)
em que Xaa

VARIANTE
(38)
em que Xaa

VARIANTE
(1)

em que Xaa

VARIANTE
(53)
em que Xaa

VARIANTE
(69)

em gque Xaa

VARIANTE
(76)
em que Xaa

VARIANTE
(103)
em que Xaa

s Ala

2 Ala

= Gly

= Arg

= Arg

> val

: val

= Pro

< Pro

2 val

> Arg

ou

ou

ou

ou

ou

ou

ou

ou

ou

ou

ou

Thr

Thr

Asp

Ser

Ser

Ile

Ile

Gln

Ser

Ile

His
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Ata &ly Wea Waa Max Ser Arg Afd ARG Xda Naa Xad Ala Arg &Iy Oys
1 § ig 15
AP Leu Arg Ser Gln Leu val Pro v,;‘é Xaa ala Leu Gly Lg.g Gly His
28 L

Xaa ser asp Glu Ley Xaa Arg Fgg Arg Fhe Cys ser G}%’ S6r L¥S ArG Arg
35 L 45

&ala arg Ser Xas His Asp Lew Ser Leu ala Ser teu Leu 6ly Ala GTg
50 35 0 §

Ata beu Arg Naa ggﬁ ero Gly S8r Arg ggﬁ Xaa ser Gln Pro %55 Cys arg

Pro Thr p,rg Tye Glu ala val 53{3 Pha Mat asp val asn Ser Thr Trp
Arg Thr val Asp Xaa Lew Ser ala Thr Als Cys Gly Oys ieu gly
1G4 183 i

<210> 2

<211> 113

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
ala aly ély #Pro Gfg der Arg Ala Arg Ala Ala &ly Ala Arg Giy O¥s
i 5 10 15
Arg Leu Arg Ser 61n tew val pro val arg Ala Leu 6ly Leu sly wis

0 L S G
Arg Ser asp 6lu Leu val arg Phe Arg Phe Cys Ser mg Ser Cys APg
' 33 44 4%

arg Alta arg Ser Pro His Asp teu Ser Leu Ala Ser Leu Leuw Gly Ala

14 53 &0
Gly Ala Leu Arg Pro Pro Pro Gly Ser Arg Pro val Sar Gin Pro Oys
5§ Bk 75 a0
Cys arg Pro the mg Ty Glu Ala val Ser rhe Met Asp val asn ser
8 20 95
Thr Tep Arg The val ssp Arg Leu Ser Ala Thr ala Cys Gly Cys Leu
- 100 105 i
Gly

<210> 3

<211> 113

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 3



PE13

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

55936

ERE 1T

A’iil cﬂ; The Arg SEE Sar Arg Ala

Arg Ley Arg Ser Gn teuw wal pro
20

ser ser asp Glu tew Ile Arg Phe
35 40

Arg Ala Arg Ser Glo Hix Asp Leu
%50 "7 38
cﬂg Ala Leu Arg Ser Pro Pro Gly
&" Fl¢ :
Cys Arg Pro Thr Arg'Tyr‘G§u ala
8
Thr Trp arg Thre val asp Bis Leu
100
&ly

4

113

PRT

Rattus norvegicus

4

- 86 -

arg The The asp Ala Arg Gly Ovs
10 - 15

val ser als Lau 6y tew &ly wis
25 30

arg Fhe Cys Ser ﬁi‘g ser Cys Arg

ser Len Ala Ser Leu Leu Gly Ala
i

Ser arg Pra ile ser gin Pro Cys
75 80

val Ser Phe #et Asp Val Asn Ser
80 85

Ser ala Thr

Aty Cys Gly Cys tep
105 115

ala aly Tthe arg ser ser Arg ala Arg Ala Thr asp ala Arg G'ﬂ{ Cys
1 5 B B 13

Arg Leu Arg 5%5 6y Leu val fro vﬂ ser Ala Leu Gly ng Gly Wis

ser ser Agg Gly Ley Ile arg Pégg arg fhe Cys Ser Glg ser Cys Arg

Arg ala Arg Ser Pro His Asp Lew Ser Leu Ala Ser Leu Leu Gly ala

" s

B B . 4

&0

&ly Ala Leu arg Ser Pro Pra Gly Ser Arg Pro Xle Sar £1n Pro Oys
Eg : 7 735 g{}

¥4 pro Thr arg Ter sle Ala val Ser #he Met Asp val asn Ser
s ATg g Y 30 85

Thy Trp Arg Thr val Asp His Leu Ser ala Thr Ala Cys Gly Oys Lew
) 10 183 110

Gly

<210>

5

<211> 675
<212> DNA
<213> Rattus norvegicus

<400> 5
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atogaactgg
ceagecttgt
CTggacceas
ccasgcagact
CEAtEgrige
CCCgergene
getacigaty

CLGOQCCaca gt
GracgrIees <y

Ecteregngt
toorteatog

gacttggaga
ggecaicett
tgLeccgoay
ATCLICTTOY
agrotoctea
LEgrggaas
£4C0Cgacty

CECgRoias
acgtgaacay

gretactgoa
agetgereta
ceeegeetet
grgacacace
GECCgCAcee
ACHCGLecH
cegLLtgege

. grrgatacgt
ct cagootggod
Gt CAYCCIGOOC

caccrggaga

§7

Lrgteccact
gectgetga
cgcgatytic
gacatergt
Craccancygg
cgtgcaguad
reacagctyy
trecgettet
agectgetay
1At tgccgge
acegtggacs

FLOLLCgges
geagegteac
CCLEQorgEt
qtagogaaag
greecgoget
cLeguagcay
tgcngtoag
geagegatte
goanegnggc
ceacregeta
atctercege

tEggtogcaz
agaagettec 1
COtggeneee
agecctgega
cCagretees
CogtQLacgy
EQeTTTOGEC
gtycegecdga
cetgeagtet
tgaggcagte 600
£accgeetge

goctotetag goetgs

<210> 6

<211> 57

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial: Oligonucledétido KD2-310
<400> 6

gtatctttca tggacgtaaa gtctacatgg agaaccgtag atcatctatc tgcaacc 57

<210> 7

<211> 57

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial: oligonucleébtido KD3-211
<400> 7

ggttgcagat agatgatcta cggttctcca tgtagacttt acgtccatga aagatac 57

<210> 8

<211> 50

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descrigao de Sequéncia Artificial: oligonucledtido KD3-254
<400> 8

gctggaactc gcagctctcg tgctcgtgca acggatgcaa aaggctgtcg 50

<210> 9

<211> 50

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricdo de Sequéncia Artificial: oligonucledétido KD2-255

<400> 9
cgacagcctt ttgcatcegt tgcacgagca cgagagctge gagttccage 50

60

13@
240
300
36D
420
480
54Q

680
B35
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<210>
<211>
212>
<213>

<220>
223>

<400>

10

37

DNA

Sequéncia Artificial

Descrigao de Sequéncia Artificial:

10

oligonucledtido KD3-258

ggagccggag cactaaaatc tccccgggat ctagacc 37

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
223>

<400>

11

38

DNA

Sequéncia Artificial

Descrigao de Sequéncia Artificial:

11

oligonucleétido KD3-259

ggtctagatc ccgggggaga ttttagtgct ccggetce 38

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

12

32

DNA

Sequéncia Artificial

Descrigao de Sequéncia Artificial:

12

gacgaattaa ttaagtttcg tttttgttca gg 32

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

13

32

DNA

Sequéncia Artificial

Descrigcao de Sequéncia Artificial:

13

cctgaacaaa aacgaaactt aattaattcg tc 32

Lisboa, 18 de Setembro de 2007

oligonucleétido KD3-256

oligonucleétido KD3-257
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REIVINDICACOES

1. Polipéptido compreendendo uma sequéncia de
amincdcidos pelo menos 90% idéntica aos aminodcidos 8-113
da SEQ ID NO: 1, em gue o polipéptido inclui um aminocdcido
outro gue ndo asparagina na posigdo que corresponde a
posigdo 95 na SEQ ID NO: 1, em que o0 aminodcido substituido
na posicdo que corresponde a posicdo 95 introduz um sitio
ao qual pode ser 1ligado um polialquilenoglicol ao

polipéptido.

2. Polipéptido de acordo com a reivindicagdo 1,
em que o aminocdcido na posigdo que corresponde a posicdo 95

na SEQ ID NO: 1 é lisina.

3. Polipéptido de acordo com as reivindicagbes
1 ou 2, em que o polipéptido compreende uma sequéncia

seleccionada a partir do grupo constituido por:

(a) aminoacidos 8-94 e 96-113 da SEQ ID NO: 2;
(b) aminodcidos 8-94 e 96-113 da SEQ ID NO: 3; e

(c) aminodcidos 8-94 e 96-113 da SEQ ID NO: 4.

4. Polipéptido de acordo com a reivindicagao 1,
compreendendo os aminodcidos 1-94 e 96-113 da SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3 ou SEQ ID NO: 4, em que a lisina substituil

asparagina na posig¢do 95.
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5. Polipéptido de acordo com as reivindicagdes
1 ou 2, em que a sequéncia de aminocacidos é pelo menos 95%

idéntica aos aminodacidos 8-113 da SEQ ID NO: 1.

6. Polipéptido de acordo com qualguer uma das
reivindicacdes anteriores, em que o referido polipéptido,
quando dimerizado, ¢é caracterizado pelo menos por uma
actividade Dbioldgica seleccionada a partir do grupo

constituido por:

a. ligagdo a GFRa3;

b. estimulacdo da fosforilacdo de tirosina de um
polipéptido RET;

c. aumento da sobrevivéncia dos neurdnios; e

d. normalizacdc de alteragdes patoldgicas num neu-
rénio.
7. Proteina de fusdo compreendendo o poli-

péptido de acordo com qualquer uma das reivindicagbes

anteriores fundido com uma segunda unidade.

8. Proteina de fusdo de acordo com a reivin-
dicagao 7, em que a segunda unidade ¢ um polipéptido de

albumina do soro humana.

9. Acido nucleico que codifica o polipéptido de
acordo com gqualquer uma das reivindicag¢des 1 a 6 ou a

proteina de fusdo de accordo com as reivindicagbes 7 ou 8.
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10. Vector compreendendo o© 4acido nucleico da

reivindicacgao 9.

11. Célula hospedeira compreendendo o vector da

reivindicacgao 10,

12, Célula hospedeira da reivindicagao 11, em
que a célula hospedeira é uma célula do ovario de hamster

chinés.

13. Método de produgdo do polipéptido de acordo
com qualguer uma das reivindicag¢des 1 a 6 ou a proteina de

fusdo de acordo com as reivindica¢des 7 ou 8, compreendendo

(a) cultivar a célula hospedeira de acordo com as
reivindica¢des 11 ou 12 em condi¢des que permitem
a expressdo do polipéptido de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 6 ou a proteina de
fusdo de acordo com as reivindicacgdes 7 ou 8, e

(b) recuperar o referido polipéptido ou proteina de

fusao.

14, Dimero compreendendo dois polipéptidos de
acordo com qualgquer uma das reivindicagdes 1 a 6 ou duas

proteinas de fusdo de acordo com as reivindicagdes 7 ou 8.

15. Conjugado compreendendo o polipéptido de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6 conjugado

com um polialquilenoglicol, em que o polialquilenoglicol é
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conjugado com © polipéptido no aminodcido substituido na

posigdo que corresponde a posicao 95 na SEQ ID NO: 1.

16. Conjugado compreendendo a proteina de fuséo
de acordo com as reivindicagbes 7 ou 8 conjugade com um
polialguilenoglicol, em que o polialquilenoglicol ¢é con-
jugado com a proteina de fusdo no aminodcido substituido na

posigdo que corresponde a posicdo 95 na SEQ ID NO: 1.

17. Conjugado das reivindicag¢des 15 ou 16, em

que o polialquilenoglicol é polietilenoglicol.

18. Conjugado de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 15 a 17, em que o polipéptido estd glico-

silado.

19. Composicdo  farmacéutica  compreendendo ©
polipéptido de acordo com qualquer uma das reivindicacgbes 1
a 6, a proteina de fusdo de acordo com as reivindicagdes 7
ou 8, ou o conjugado de acordo com gqualquer uma das reivin-

dicagbes 15 a 18 e um veiculo fisiologicamente aceitédvel.

20. Polipéptido de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 6, a proteina de fusdo de acordo com as
reivindicagbes 7 ou 8, ou o conjugado de acordo com gqual-
guer uma das reivindicag¢bes 15 a 18 para utilizagdo em te-

rapéutica.

21. Utilizacdao do polipéptido de acordo com
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qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6, a proteina de fusao
de acordo com as reivindicagbes 7 ou 8, ou o conjugado de
acordo com qualquer uma das reivindicagbes 15 a 18 para a
preparagac de um medicamento para o tratamento ou prevengao

de uma doenga ou distuarbio do sistema nervoso.

22. Utilizagcaco da reivindicacao 21, em que a

doenga ou disturbio ¢ uma neuropatia periférica ou uma

sindrome de dor neuropatica.

Lisbca, 18 de Setembro de 2007
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