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DESCRIGAO

FAMILIA DE PEPTIDOS DESIGNADOS XENOXINAS

A presente invengdo refere-se a uma familia de péptidos, designados xenoxinas, aos
membros da familia peptidica, bem como a processos para 0s preparar e as sequéncias
de ADN correspondentes. Ela refere-se igualmente as composigoes farmacéuticas
contendo as referidas xenoxinas bem como aos estojos de diagndstico que as contém ou
contém anticorpos anti-xenoxina.

Foi ja isolado um nimero importante de péptidos com fungGes bioldgicas diversas da pele
ou das secregdes da pele de anfibios (V. Erspamer e P. Melchiorri, Neuroendocrine
Perspectives, E.E. Miller e McLeod, Eds., (Elsevier Science Publishers B. V.) 2, (1983), p.
37; C.L. Bevins e col.; Ann. Rev. Biochem. 59; (1990); p. 395). Desde o inicio descobriu-
se que véarios destes péptidos eram similares, ou mesmo idénticos, a hormonas e a
neurotransmissores de mamiferos (V. Erspamer e col., Trends Pharmacol. Sci. 1, (1980),
p. 391).

Assim, a pele e as secregdes da pele de ra é reputada como sendo uma fonte de péptidos
com propriedades farmacolégicas ou antibidticas interessantes. Mais particularmente, a
pele de Xenopus laevis, uma ra de origem africana, contém importantes concentragdes de
diversos péptidos.

O papel biolégico que podem desempenhar estes péptidos que se encontram na matéria
segregada pelas glandulas e a pele de Xenopus laevis é apenas parcialmente conhecido.
Por um lado, as secregdes poderiam ter uma fungdo protectora dado que a matéria
segregada pareceria ser nociva para os predadores. Por outro lado, a matéria segregada
contém péptidos que limitam o crescimento das bactérias e dos cogumelos e que
poderiam portanto comportar-se como antibidticos sobre a pele molhada da ra ou
combater as infecgdes durante a cicatrizagéo de feridas.

Estes péptidos antibiticos contém em geral entre 21 e 26 aminodcidos, séo basicos e sao
isentos de tirosina. A identidade das sequéncias de aminodcidos dos diferentes péptidos
antibiéticos é frequentemente muito limitada. Pelo contrdrio, estes péptidos tém em
comum a sua configuragdo em hélice alfa anfipatica. Ao nivel das sequéncias sinal de

cerca de 20 aminodcidos, a identidade das sequéncias de aminoécidos é apenas de 55%.
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Todavia encontram-se segmentos conservados, comuns as sequéncias sinal dos
diferentes péptidos antibidticos. Além disso, eles partilham toda uma sequéncia N-terminal
Arg-Xaa-Val-Arg que seria o local de acgdo de uma enzima de maturagdo comum.

Como outros exemplos de péptidos isolados e caracterizados na Xenopus laevis, podem
citar-se a caeruleina, membro da familia dos péptidos colecistoquinina/gastrina (Anastasi
e col., Brit. J. Pharmacol. 38, (1970), p. 221); espasmolisina | e I (W. Hoffmann, J. Biol.
Chem. 263 (16), (1988), p. 7686); thyrotrophine releasing peptide (K. Richter e col., EMBO
J. 3(3), (1984), p. 617) e xenopsina (K. Araki e col., Chem. Pharmacol. Bull. 21 (12),
(1973), p. 2801). A maioria destes péptidos sdo membros de uma familia de péptidos que
contém, entre outros, péptidos anlogos de origem mamifera. Bombesina e cassinina, por
exemplo, serviram como referéncia para identificar respectivamente o gastrine releasing
peptide e a substancia K nos mamiferos (C.L. Bevins e col, ver supra). Efectivamente a
matéria segregada pela pele da ra contém peptidos em quantidade abundante, enquanto
que nos mamiferos o péptido andlogo estd frequentemente presente apenas numa
quantidade fraca. E por esta razio que os péptidos de rd se prestam a identificagio dos
péptidos de mamiferos Uteis.

A presente inveng&o refere-se a uma nova familia de péptidos, que se designaram
xenoxinas e que possuem propriedades farmacéuticas de valor e, em particular, a
propriedade de influenciar o funcionamento dos canais idnicos trans-membranares sem
apresentar actividade neurotéxica. Além disso, pensa-se que os péptidos teriam a
propriedade vantajosa de eliminar os efeitos da activina.

Mais particularmente, a presente invengdo refere-se a uma xenoxina caracterizada por
compreender uma sequéncia de aminodcidos, a qual:

a. contém pelo menos 8 cisteinas (Cys) que estdo ligadas por 4 pontes
dissulfureto segundo a configuragéo Cys' com Cys®, Cys? com Cys?, Cys®
com Cys® e Cys” com Cys®;

b. contem 0 a 3 aminodcidos do lado N-terminal da Cys', 9 a 14 amino4cidos
entre as Cys' e Cys®, 3 a 7 amino4cidos entre as Cys® e Cys®, 11 a 18
aminodcidos entre as Cys®e Cys®, 1 a 6 aminodcidos entre as Cys®e Cys®,
7 a 15 aminodcidos entre as Cys® e Cys®, nenhum aminodcido entre as
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Cys® e Cys’, 3 a 5 amino4cidos entre as Cys’ e Cys® e 0 a 10 aminoécidos
do lado C-terminal da Cys®; e

c. apresenta uma identidade de aminodcidos apés alinhamento de pelo
menos 40% com a sequéncia de aminodcidos identificada sob o ndmero
SEQ ID NO: 3.

O termo xenoxina faz referéncia a uma pequena proteina bésica apresentando as
caracteristicas descritas.

No quadro da presente invengo, o nimero que figura em indice de um residuo cisteina
indica a sua posigéo em relagéo as outras cisteinas na referida xenoxina no sentido de N
para C-terminal. Assim Cys' faz referéncia & primeira cisteina que figura numa xenoxina
de acordo com a invengéo do lado N-terminal.

A presente invengdo refere-se igualmente aos péptidos intermediarios que ainda nao
adoptaram a sua conformagéo dobrada mas que contém pelo menos 8 cisteinas
susceptiveis de se ligarem por 4 pontes dissulfureto seguindo a configuragao Cys' com
Cys®, Cys? com Cys*, Cys® com Cys® e Cys” com Cys®.

Por isso é que a presente invengdo se refere a um péptido basico caracterizado por
compreender uma sequéncia de aminodcidos, a qual:

a. contém pelo menos 8 cisteinas que, quando o péptido adopta a sua
configuragdo dobrada, estédo ligadas por 4 pontes dissulfureto segundo a
configuragdo Cys' com Cys®, Cys? com Cys®, Cys® com Cys® e Cys’com

Cys5;

b. contém 0 a 3 aminodcidos do lado N-terminal da Cys', 9 a 14 aminoécidos
entre as Cys' e Cys?, 3 a 7 aminodcidos entre as Cys’ e Cys’, 11 a 18
aminoéacidos entre as Cys®e Cys‘, 1 a 6 aminodcidos entre as Cys*e Cys’,
7 a 15 aminoéacidos entre as Cys® e Cys®, nenhum aminodcido entre as
Cys® e Cys’, 3 a 5 aminodcidos entre as Cys’ e Cys® e 0 a 10 aminoécidos
do lado C-terminal da Cys®, e



c. apresenta uma identidade de aminoacidos apés alinhamento de pelo
menos 40% com a sequéncia de aminoécidos identificada sob o nimero
SEQ ID NO: 3,

ou fragmento derivado desta sequéncia.

Os péptidos preferidos da presente invengéo contém 2 aminodcidos do lado N-terminal da
Cys', 10 a 13 aminodcidos entre as Cys' e Cys®, 4 a 6 aminoécidos aminodcidos entre as
Cys?e Cys®, 12 a 17 aminoacidos entre as Cys® e Cys®, 1 a 5 aminodcidos entre as Cys'e
Cys®, 8 a 14 amino4cidos entre as Cys® e Cys®, nenhum aminodcido entre as Cys® e Cys’,
4 aminodcidos entre as Cys’ e Cys® e 2 amino4cidos do lado C-terminal da Cys®.

Outros péptidos, igualmente preferidos, da presente invengéo apresentam uma identidade
de aminoacidos de pelo menos 50%, de maneira particularmente preferida de pelo menos
60% e de maneira vantajosa de pelo menos 70%, com a sequéncia de aminoacidos
identificada sob o numero SEQ ID NO: 3.

Os péptidos particularmente preferidos de acordo coma invengéo sdo as xenoxinas
caracterizadas por compreenderem uma sequéncias de aminoécidos, a qual:

a. contém pelo menos 8 cisteinas que estéo ligadas por 4 pontes dissulfureto
segundo a configuragdo Cys' com Cys?, Cys? com Cys®, Cys® com Cys® e
Cys’com Cys®;

b. contém 0 a 3 aminoacidos do lado do N-terminal da Cys', 13 aminodcidos

entre as Cys' e Cys? 6 amino4cidos entre as Cys® e Cys’, 12 aminoacidos
entre as Cys® e Cys*, 5 amino4cidos entre as Cys* e Cys®, 14 amino4cidos
entre as Cys® e Cys®, nenhum aminodcido entre as Cys® e Cys’, 4
aminodcidos entre as Cys’ e Cys® e 0 a 10 aminoécidos do lado C-terminal
da Cys® e

C. apresenta uma identidade de aminodcidos apés alinhamento de pelo
menos 80%, de preferéncia 90%, com a sequéncia de aminodcidos
identificada sob o numero SEQ ID NO: 3.
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Os péptidos da invengdo comportam com vantagem de 42 a 86 aminoacidos, de
preferéncia de 51 a 75 aminoacidos e, de maneira particularmente preferida, de 62 a 75
aminodcidos.

A presente invengdo refere-se igualmente a péptidos de 66 aminoacidos que apresentam
uma identidade de aminodacidos ap6s alinhamento de pelo menos 80%, de maneira
preferida, de pelo menos 90% e, de maneira particularmente preferida, de pelo menos
95% com a sequéncia de aminodcidos identificada sob o nimero SEQ ID NO: 3.

Como exemplos de péptidos particularmente preferidos pode citar-se o péptido xenoxina-
1, tal como identificado sob o numero SEQ ID NO: 3, bem como a xenoxina-2 segundo
SEQ ID NO: 4 e a xenoxina-3 segundo SEQ ID NO: 5.

Para determinar o grau de identidade de aminodcidos, alinham-se as cisteinas de tal
modo que elas se encontrem em posigdo idéntica com as cisteinas da sequéncia de
aminodcidos tal como apresentada sob SEQ ID NO: 3 e introduz-se um nimero minimo
de inser¢des ou delegbes para maximizar o alinhamento das sequéncias. Identificam-se
agora os aminoacidos idénticos que se encontram em posigéo idéntica, incluindo as
cisteinas. A identidade dos aminodcidos é expressa em percentagem e calculada
segundo a férmula (1) seguinte:

n x 100 (1)
66 +p

na qual
n é 0 numero de aminoacidos idénticos,
66 é o numero de aminoacidos da sequéncia identificada sob o ndmero SEQ ID
NO: 3,
p é o nimero de insergdes ou delegbes introduzidas.

Os péptidos de acordo com a invengao podem estar sob forma de seus sais de adigéo de
acidos néao téxicos, farmaceuticamente aceitdveis. Como exemplos de 4cidos
farmaceuticamente aceitdveis, podem citar-se os Aacidos minerais como os A&cidos
cloridrico, sulfurico, fosférico, etc. e os acidos orgéanicos como os &acidos sulfénicos e



carboxilicos tais como o 4cido acético, lactico, palmitico, estedrico, maleico, tartrico,

ascorbico, citrico, etc.

Os péptidos de acordo com a invengéo podem igualmente estar sob forma de seus sais
de adigéo de base, dado que eles contém grupos carboxilicos livres. Como exemplos de
sais farmaceuticamente aceitaveis, podem citar-se os sais de sédio, de potassio, de calcio
ou de magnésio e os derivados de aménio quaterndrio.

Dado que os péptidos de acordo com a invengdo contém simultaneamente grupos
carboxilo e amina livres, eles podem estar sob forma de seus sais internos ou sob forma
combinada de sais de adigdo e de sais internos.

Uma familia de xenoxinas de acordo com a invengdo compreende péptidos provenientes
de diferentes espécies de anfibios ou de mamiferos. Como exemplo de anfibios podem
citar-se as espécies que pertencem a super-ordem das Salienta, anuros tais como as ras,
Os sapos, as relas, etc.; ou a ordem das Caudata, urodelos tais como as salamandras, os
tritdes, etc.; ou ainda & ordem das Gymnophiona, apodes tais como as enguias, as
moreias, etc. E igualmente possivel obter xenoxinas de mamifero especialmente de rato,
de porco ou de homem.

As xenoxinas de acordo com a invengéo t8m em comum propriedades farmacéuticas nos
mamiferos baseadas especialmente nas suas interacgdes com o funcionamento dos
canais iénicos trans-membranares e sua interacgdo com a activina.

A identidade de aminodcidos das diferentes xenoxinas pode variar devido as divergéncias
inter-espécies ou alelomoérficas. Mais frequentemente trata-se de substituigdes
conservativas que permitem conservar a conformagéo esquelética do péptido. Assim de
modo preferivel, nas xenoxinas de acordo com a inveng&o, uma substituigdo em posigao
homdloga, comparada & sequéncia identificada sob SEQ ID NO:3, faz-se com um
aminodcido tendo uma funcionalidade equivalente no que se refere as suas propriedades
hidrofdbicas, de carga ou de espagamento. Escolhe-se por exemplo entre o grupo dos
aminodcidos hidréfobos entre alanina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, prolina,
triptofano e valina; entre o grupo dos amino4cidos polares ndo carregados asparagina,
cisteina, glutamina, glicina, serina, treonina e tirosina; entre os aminoacidos carregados
positivamente arginina, histidina e lisina; entre os aminoacidos carregados negativamente
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4cido aspartico e acido glutamico e entre 0 grupo dos aminoéacidos de espagamento
equivalente alanina, glicina e serina.

Uma modificagdo pés-traducional, tal como a formagéo de pontes dissulfureto entre as
cisteinas do péptido, estabiliza a conformagéo dobrada das xenoxinas, 0 que permite o
exercicio das suas actividades farmacoldgicas.

As diferentes pontes dissulfureto n&o se formam de modo aleatério. Quando se permite a
sequéncia de amino&cidos enrolar-se, 0S grupos dissulfureto que se ligam sdo os de duas
cisteinas vizinhas no péptido dobrado. E por isso que a conformagdo do esqueleto
peptidico pode ser descrita pela configuragio das pontes dissulfureto. Para este efeito,
descrevem-se as ligagbes que se formaram entre as cisteinas no péptido dobrado e da-se
uma indicagdo do numero de aminodacidos entre as diferentes cisteinas sucessivas na
sequéncia primaria dos péptidos.

Existe portanto uma dupla similaridade estrutural entre os péptidos da mesma familia,
especialmente ao nivel do esqueleto peptidico e ao nivel da identidade de aminoacidos.
Assim, quando se compara dois péptidos da mesma familia, pode acontecer que eles
possuam sequéncias de aminodcidos com uma disparidade significativa, ou mesmo uma
identidade de aminoacidos tdo fraca como 40%. Pelo contrario, a similitude da
configuragdo das cisteinas implicadas na formagéo das pontes dissulfureto sera notavel.

As xenoxinas de acordo com a invengdo, sob forma total ou sob forma de fragmento,
podem igualmente ser introduzidas em estruturas quimicas ou fisico-quimicas mais
complexas destinadas a facilitar a sua actividade ou a conferir-lhes propriedades
terapéuticas vantajosas, como por exemplo a forma retardada ou protegida.

A invengdo refere-se iguaimente as xenoxinas ndo modificadas, por exemplo né&o
glicosiladas. No entanto, a extensao da protecgdo inclui igualmente xenoxinas
modificadas, por exemplo produtos glicosilados, desglicosilados ou modificados pelo
polietilenoglicol.

As xenoxinas de acordo com a presente invengdo podem ser isoladas de acordo com o
seguinte processo:



a. divide-se em fracges a matéria segregada pela pele da ra por precipitagdo
com o auxilio de sulfato de aménio ou um agente precipitante equivalente,

b. submetem-se os precipitados que se formam entre 30% e 70% de
saturagado em sulfato de amoénio, de preferéncia entre 30% e 60%, ou em
condigbes equivalentes, a uma cromatografia por permeagéo de gel, e

c. recolhe-se a fracgao peptidica que elui tardiamente.

Se se desejar, a mistura de xenoxinas assim obtida pode em seguida ser purificada,
especialmente por HPLC de permuta de catides e seguida de HPLC de fase inversa.

De acordo com um aspecto preferido da presente invengdo, a matéria segregada pela
pele de ra é proveniente de Xenopus laevis.

No processo de acordo com a invengéo precipita-se a fracc@o de péptidos com vantajem
com o auxilio de sulfato de aménio. Todavia, podem utilizar-se outros agentes
precipitantes tais como o polietilenoglicol, o etanol ou o sulfato de sédio. E fungdo do
perito escolher a gama de saturagdo em agente precipitante necessdria para obter os
precipitados isentos por um lado de proteinas e por outro lado de péptidos de massas
moleculares inferiores a 10 kDa, de preferéncia 8 kDa.

Normalmente, a cromatografia por permeagéo de gel permite separar as moléculas em
fungdo da sua dimensdo molecular. No processo de acordo com a invengdo esta
cromatografia permite afastar todas as moléculas de dimens&o molecular importante dos
respectivos péptidos recolhendo unicamente a fracgéo que elui tardiamente da coluna.

Assim, pode utilizar-se qualquer tipo de gel de permeagdo tendo uma zona de
fraccionamento para I4 de 10 kDa. No comércio, este género de gel esta disponivel sob o
nome, por exemplo de Sephacryl S200 (Pharmacia), Sephadex (Pharmacia), Fractogel
(Merck) ou Toyopearl (Toso Haas).

Pode igualmente sintetizar-se quimicamente os péptidos de acordo com a invengao por
métodos de sintese conhecidos do perito. A titulo de referéncia citar-se-& E. Bayer,
Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 30, (1991), p. 113.
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A presente invengdo refere-se igualmente & expressdo das xenoxinas em sinteses
celulares para além do sistema celular natural de onde elas provém.

Para isso, a invengéo refere-se igualmente as sequéncias de ADN isoladas codificantes
para as referidas xenoxinas, bem como a cassetes de expressdo das referidas
sequéncias assegurando a sua expressdo na célula desejada.

Por fragmento de ADN isolado entende-se um fragmento de ADN que j4 ndo esta
associado ao conjunto das regies naturais que controlam a sua expressdo no organismo
de onde provem, isto é no caso do exemplo citado abaixo do Xenopus laevis.

Entre as sequéncias de ADN isolado que compreendem uma sequéncia codificante para
um péptido de acordo com a invengdo, é necessério citar em particular o ADN que é
retomado na lista de identificagéo das sequéncias sob o niimero SEQ ID NO: 1 e, mais
particularmente, a parte da SEQ ID NO: 1 da posigéo 39 a 290 e a parte da SEQ ID NO: 1
da posigédo 93 & 290.

A invengdo refere-se a cassetes de expressdo das referidas sequéncias de ADN
codificante para um péptido de acordo com a invengo.

Uma tal cassete de express&o compreende especialmente um fragmento de ADN isolado
que e colocado sob o controle de elementos que permitem a sua transcrigdo e a sua
tradugéo na célula hospedeira considerada.

Estes elementos de controle sdo essencialmente um promotor da transcrigdo apropriada
bem como codSes de iniciagdo e fim de tradugio. Em certos casos, & também vantajoso
adicionar um terminador de transcrigdo e um péptido sinal, ou sequéncia pré,
eventualmente seguida de uma sequéncia pro. Preferir-se-4, muito particularmente, a
sequéncia pro da defensina A de Phormia terranovae (Dimarcq e col., EMBO J, 9 (1990),
p. 2507) funcional nas células eucariotas e especialmente a levedura como
Saccharomyces cerevisiae.

A invengéo refere-se igualmente a uma célula que é transformada com uma cassete de
expressao que compreende um fragmento de ADN de acordo com a invengdo. A cassete



de expressdo pode ser quer integrada no genoma da célula quer transportada por um
vector de expressdo apropriado, tal como por exemplo um plasmideo ou um vector viral.

A presente invengdo refere-se igualmente a utilizagéo de vectores de expressdo
susceptiveis de serem administrados para produzir as xehoxinas in situ no homem ou no
animal, especialmente quando o vector é um vector viral ou sintético (por exemplo as
misturas de lipidos como os lipossomas).

Por fim, a presente invengao refere-se a um processo de preparagdo de um péptido de
acordo com a invengéio que consiste em cultivar uma célula transformada de acordo com
a invencgéo e em recolher o referido péptido a partir da cultura.

As tecnologias que permitem a clonagem e a expressdo de um gene estrangeiro nas
células hospedeiras procariotas ou eucariotas sdo conhecidas do perito. Elas seréo
ilustradas nos exemplos abaixo, entendendo-se que podem ser utilizados outros vectores
e outras células hospedeiras. O perito sabe bem, evidentemente, escolher o promotor da
transcrigéo apropriado em fungéo do hospedeiro no qual se deseja exprimir o fragmento
de ADN e em fungéo do vector no qual a cassete de expressdo deve ser inserida.

De acordo com um processo preferido de preparagdo de um peptido de acordo com a
invengao, o fragmento de ADN isolado é expresso em células hospedeiras que permitem
a secregdo dos péptidos sintetizados no meio de cultura e assegurar a formagao das
pontes dissulfureto. A titulo de exemplo, podem citar-se as células hospedeiras de
procariotas tal como E. coli, de eucariotas inferiores tal como Saccharomyces cerevisiae
ou de eucariotas superiores tal como 0 homem ou o animal ou as plantas.

Para dirigir um péptido de acordo com a inveng&o para o sistema de secregéo das células
hospedeiras, prevé-se na cassete de expressdo uma sequéncia codificante para um seu
precursor. O referido precursor compreende essencialmente um péptido de acordo com a
invengéo sobre forma madura e um péptido sinal fixado por uma ligagéo peptidica na sua
extremidade NH2 terminal. Um péptido sinal comporta geralmente uma sequéncia de
aminoécidos principalmente hidréfoba e tem como fungéo promover a secregéo. Durante
o processo de translocagéo esse péptido sinal serd clivado por uma enzima, a peptidase
sinal. E entdo um péptido maduro que é segregado no meio de cultura ou no periplasma
do hospedeiro.
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O péptido sinal preferivelmente utilizado é proveniente de genes em que se conhece que
eles codificam para um produto segregado de modo eficaz. A titulo de exemplo citam-se
os péptidos sinal da invertase periplasmidica SUC2 (R.A. Smith e col., Science 229,
(1985), p.1219; C.N. Chang e col., Mol. Cell. Biol. 6, (1986), p. 1812), bem como os
péptidos sinal toxinas “killer” de Kluyveromyces lactis (C. Baldazi e col., EMBO J. 6,
(1987), p.229) ou de Saccharomyces cerevisiae (M. Tokunaga e col., Nucleic Acids Res.
16, (1988), p. 7499). A titulo de indicagéo, precisa-se todavia que o péptido sinal do gene
BGL2 proveniente de S. cerevisiae (T. Achstetter e col., Gene 170, (1992) p. 25), e
utilizado nos exemplo abaixo, permite obter muito bons resultados. Além disso, pode
igualmente utilizar-se o péptido sinal natural das xenoxinas.

Em certos casos, o péptido obtido podera ndo apresentar a boa configuragdo, podera
entdo ser necessario proceder a um rearranjo por métodos quimicos comportando por
exemplo a colocagéo em solugéo e dobragem utilizando as condigdes de pH e a ureia, por
exemplo.

A presente invengéo refere-se igualmente a anticorpos monoclonais ou policlonais anti-
xenoxinas que podem ser obtidos por processos conhecidos, bem como a sua aplicagéo
tanto em terapia como no dominio diagnéstico para identificar ou quantificar as xenoxinas
no homem ou no animal. A escolha da técnica a utilizar é grande e ao alcance do perito.
Podem citar-se nomeadamente as técnicas ELISA, de marcagdo ou ainda de
fluorescéncia.

A presente invengéo refere-se portanto igualmente a estojos de diagndstico utilizando as
xenoxinas ou os anticorpos correspondentes.

Os péptidos de acordo com a invengéo tém aplicagdes terapéuticas nos mamiferos e
especialmente no homem dado as suas propriedades de poder influenciar o
funcionamento dos canais idnicos trans-membranares e da activina, sem ter actividade
neurotdxica.

Consequentemente, a invengao refere-se igualmente a:

- uma composigéo farmacéutica que compreende a titulo de agente activo
pelo menos um péptido de acordo com a invengéo;
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- 0 uso terapéutico de um péptido de acordo com a invengé&o.

A composicdo farmacéutica de acordo com a invengdo destina-se em particular ao
tratamento preventivo ou curativo de doengas tais como por exemplo arritmias cardiacas
devidas a uma hiper ou hipotensdo; as doengas fibroquisticas de origem genética tal
como a fibrose quistica do pancreas, mais conhecida sob o nome de mucoviscosidose; as
perturbagGes associadas a um desequilibrio de gonadotrofina coriénica humana durante a
gravidez; as doengas devidas a uma secregdo desequilibrada das hormonas FSH, STH e
ACTH (respectivamente, por follicle stimulating hormone, somatotropic hormone e
adenocorticotropic hormone, em Inglés); as composicdes farmacéuticas de acordo com a
invengéo permitem igualmente a regulagéo da eritropoiese.

As composigbes farmacéuticas contendo os péptidos de acordo com a invengdo podem
ser administradas pela via mais apropriada ao seu destino final, especialmente por via
oral, parentérica ou rectal.

As composigdes farmacéuticas que se podem utilizar para a administragdo oral podem ser
solidas ou liquidas, por exemplo sob forma de comprimidos (recobertos ou nao), pilulas,
drageias, cépsulas em gelatina, solugdes, xaropes, etc.

Do mesmo modo, as composigdes que se podem utilizar para a administragdo por via
parentérica sdo as formas farmaceuticamente conhecidas para este género de
administragdo, por exemplo solugdes, suspensdes ou emulsdes aquosas ou oleosas que
convém e.a. para injecgdes intramusculares, intravenosas, intraperitoneais, subcutaneas
ou aplicagGes cutaneas ou trans-mucosas, por exemplo, pulverizagdo, pomadas, etc.

Para administrag&o por via rectal, as composi¢bes contendo os compostos da invengéo
apresentam-se geralmente sob forma de supositérios.

Os compostos de acordo com a invengdo poderdo igualmente ser preparados sob uma
forma de libertagéo controlada e, em fungdo da via de administragéo retida, sob uma
forma protegida apropriada afim de evitar uma degradag&o muito rapida do péptido.

As formas farmacéuticas tais como as solugdes injectaveis, suspensbes injectaveis,
comprimidos, gotas, supositérios, etc. sdo preparadas segundo os métodos
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correntemente utilizados pelos farmacéuticos. As formas farmacéuticas compreendem
igualmente as composigdes que permitem libertar o péptido activo de um modo
progressivo. Misturam-se os compostos da invengdo com um veiculo sélido ou liquido,
ndo téxico, farmaceuticamente aceitavel e, eventuaimente, com um agente dispersante,
um agente desintegrante, um agente estabilizante, etc. Pode adicionar-se, por exemplo,
agentes edulcorantes, agentes corantes, efc. A percentagem de produto activo nas
composigdes farmacéuticas pode variar entre grandes limites, segundo o paciente e 0
modo de administragdo, em particular segundo a frequéncia da administragéo.

Os exemplos que se seguem ilustram a presente invengdo, sem a limitar, fazendo
referéncia as figuras 1 a 4.

A figura 1 representa um SDS-PAGE colorido com Azul de Comassia de dois estadios
diferentes de purificagdo. (1) fracgdo peptidica recolhida apds cromatografia por
permeagdo de gel Sepharyl S300; (2) Marcadores de massa molecular de baixo até
acima: lisozima (14300), inibidor de tripsina (21500), anidrase carbdnica (3000),
ovalbumina (46000), albumina de soro bovino (69000), fosforilase b (92500) e miosona
(200000); (3) xenoxina-1 purificada por HPLC de permuta de catides e fase inversa de
acordo com o exemplo 1 abaixo.

A figura 2 representa um perfil de eluigéo obtido apés HPLC de permuta de catides da
fracgdo peptidica proveniente de secregdo de pele de Xenopus laevis, obtida por
precipitagéo com sulfato de aménio, seguida de uma cromatografia por permeagéo de gel
nas condigées do exemplo 1 que é retomado abaixo. As fracgbes que contém
respectivamente xenoxina-1, xenoxina-3 e xenoxina-2, s&o indicadas por setas
sucessivas.

A figura 3 A representa o alinhamento de (a) xenoxina-1 com (b) a citotoxina proveniente
de Naja naja kaouthia, Naja naja siamensis, uma cobra monoculo (S. Inoue e col., FEBS
Lett. 218, (1987), p. 17) e (c) a neurotoxina d curta de Laticauda colubrina, um bungare de
mar de I&bios amarelos (N. Tamiya e col. Toxicon (Suppl. 3), (1983), p.445). Introduzem-
se afastamentos (-) e indicam-se as pontes dissulfureto.
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A figura 3 B representa o nimero de aminodcidos entre as cisteinas sucessivas nas
sequéncias primarias para as trés familias de péptidos xenoxinas, citotoxinas e
neurotoxinas curtas, respectivamente.

A figura 4 representa o alinhamento de xenoxina-1 com 27 aminoacidos do local de
fixagdo N’-terminal de 116 residuos do receptor humano da activina.

Exemplo 1: Purificagdo e caracterizagéo das xenoxinas.

1.1 Isolamento e purificagdo das xenoxinas.

Mantém-se Xenopus laevis (Herpetologic Institute, DeRover, Paises-Baixos) em tinas de
madeira ventiladas e alimentadas com figado de porco picado. Todas as trés semanas, os
animais séo submetidos a um ligeiro choque eléctrico (15 V) e as secregdes da sua pele
s&o recolhidas numa solugéo de 0,9% de NaCl segundo o método descrito por C. Mollay e
col., Eur. J. Biochem. 160, (1986), p. 31. O mucus assim extraido é submetido a duas
extracgGes sucessivas pelo n-butanol de igual volume. A fracgéo insollvel é eliminada por
centrifugacdo durante 15 minutos a 15000 rotagdes por minuto (Sorvall RC-5B, rotor
§S34). Adiciona-se em seguida sulfato de aménio ao sobrenadante e o material
precipitante entre 30 e 60% de saturagdo é recuperado. Dissolve-se este precipitado e
dializa-se em acetato de amonio 50 mM, pH 5,0 e submete-se a uma cromatografia por
permeagéo de gel utilizando uma coluna Sephacryl S300 (2,7 cm x 120 cm; Pharmacia)
equilibrada com o mesmo tampao. A fracgdo peptidica é detectada a 280 nm e elui
tardiamente sob forma de um pico largo. Recolhe-se apenas esta fracgéo tardia e liofiliza-
se.

Estabelece-se um SDS-PAGE colorido com Azul de Coméssia para verificar que as
moléculas de massa molecular superior a 10 kDa sdo afastadas, (ver Figura 1).

A fracgéo peptidica liofilizada é retomada em 50 ml de acetonitrilo 5% em acetato de
amdnio 20 mM, a pH 4,6, depois centrifuga-se durante 15 minutos a 15000 rotagbes por
minuto (Sorvall RC-5B, rotor SS34). Filtra-se o sobrenadante sobre filtro Millex GV de 0,22
um (Millipore) e congelam-se aliquotas de 5 ml a —80°C.
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Dilui-se uma aliquota de 5 ml da solugéo em 90 ml de tampéo CE1 (acetonitilo 25% em
fosfato de potassio monobasico 5 mM, ajustado a pH 3,0 com o auxilio de acido fosférico).
Ajusta-se a condutividade da solugdo a 8 mS com o auxilio do tampao CE1 e, se
necessario, ajusta-se o pH a 3,0 com o auxilio de &cido fosférico. Separa-se entao a
solugdo assim obtida em trés aliquotas que sdAo sucessivamente submetidas a uma
separagdo por HPLC (Cromatografia Liquida de Elevada Resolugdo) de permuta de
catides com detecgdo UV a 215 nm, de modo seguinte:

- carrega-se a aliquota numa coluna HPLC (Poli-sulfoetilo Aspartamida SCX;
9,4 mm x 200 mm; The Nest Group) a um débito de 1,6 mi/minuto;

- lava-se a coluna com o tampdo CE1 até que a linha de base a 215 nm se
tenha estabilizado;

- aplica-se um gradiente 0 a 100% de tamp&o CE2 (cloreto de potassio 600
mM em tampédo CE1) durante 40 minutos para eluir o material absorvido
que é recolhido manualmente por fracgbes de 1,6 ml;

- lava-se a coluna com o tampao CE2 durante 10 minutos;

- aplica-se um gradiente de 100% de tampao CE2 a 100% de tamp&o CE1
durante 5 minutos; e

- lava-se a coluna com o tamp&o CE1 durante 15 minutos.

Obtém-se respectivamente a xenoxina-1 que elui entre 362 e 392 mM de cloreto de
potassio apés 33,3 a 35,5 minutos; a xenoxina-3 (398-415 mM; 35,9-37,1 minutos); e a
xenoxina-2 (415-435 mM; 37,1-38,6 minutos) que séo indicadas pelas setas sucessivas
sobre o diagrama da Figura 2.

Realiza-se em seguida uma etapa de separagdo em HPLC de fase inversa (Hewlett
Packard 1090A) com detecgdo UV a 205 nm. Para este efeito, as fracgdo individuais
provenientes da cromatografia HPLC de permuta de catides sao directamente carregadas
sobre uma coluna HPLC Vydac Cis (10 mm x 250 mm; Vydac Separation Group)
equilibrada com o tampdo RP1 (0,10% (v/v) de dcido trifluoroacético (TFA) em agua
desionizada pelo sistema de preparagdo de dgua reagente de Millipore (agua Milli Q))
num débito de 1,5 ml/minuto.

Por cada fracgdo carregada, as xenoxinas sdo eluidas da coluna segundo o seguinte
procedimento:
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- 100% de tampé&o RP1 durante 5 minutos para voltar a estabilizar a coluna;

- aplica-se um gradiente 100% de tampao RP1 a 71,4% de tampao RP2
(30/70/0,10 (v/viv) de dgua Milli Q/acetonitrilo/TFA) em 100 minutos;

- lava-se a coluna com 71,4% de tamp&o RP2 durante 10 minutos;

- aplica-se um gradiente de 71,4% de tampao RP2 a 100% de tampéao RP1
durante 5 minutos; e

- lava-se a coluna com 100% de tampao RP1 durante 15 minutos.

As fracgdes sdo recolhidas manualmente e dessalgam-se e purificam-se as xenoxinas
que sdo concentradas com o auxilio de um Speed Vac Concentrator (Savant) e
armazenadas a —20°C.

Obtém-se assim, a partir de um equivalente de secregOes de pele de 150 Xenopi laevis,
800 ug de xenoxina-1, 650 ug de xenoxina-2 e 200 ug de xenoxina-3.

1.2.  Caracterizagdo das xenoxinas
1.2.1 Redugéo e alquilagéo

Retomam-se 50 ug de xenoxinas purificadas e concentradas segundo o exemplo 1.1 num
tampéo de alquilagéo (Tris-HCI 250 mM, PH 8,5; cloreto de ganidinio 6M; EDTA 1 mM) a
uma concentragdo de 250 ug/ml, depois homogeneizam-se em vortex e sujeitam-se a
sonicag@o 5 minutos. Em seguida, adicionam-se 5 ul de 20/80 (v/v) B-mercaptanoetanol
em agua Milli Q, coloca-se a mistura sob argon e deixa-se a 37°C. Apds 2 horas,
adicionam-se 10 ul de 4-vinilpiridina (4VP; Janssen), coloca-se de novo a mistura sob
argon e deixa-se a temperatura ambiente. Apos 2 horas, congela-se a mistura reaccional
e guarda-se a —-20°C até a sua utilizagéo para digestéo ou dessalgamento.

1.2.2 Digestdo com clostripaina (CL), tripsina (T) ou com brometo de cianogénio
(CNBt).

A clostripaina (Sigma) é activada a uma concentragéo de 1 mg/ml em tampao CL (Tris-

HCI 100 mM, pH 7,5; dicloreto de célcio 1 mM; DTT 2,5 mM) a 37¢C durante 2 horas.

Incubam-se 12 ug de xenoxina preparada segundo o exemplo 1.1 (alquilada com 4VP,

segundo o exemplo 1.2.1, ou ndo alquilada) no tampéo CL durante 16 horas a 37°C a
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uma concentragdo de 150 pg/ml e uma relagdo ponderal protease/substrato de 1:10.
Adicionam-se em seguida 8 pl de acido acético glacial e 70 pl do tampéo RP1 (ver acima).
A solugdo assim obtida & entdo utilizada para determinar a carta peptidida por
cromatografia HPLC de fase inversa como descrito no exemplo 1.2.3 abaixo.

Dilui-se a tripsina (1 mg/ml em HCl 1 mM) 10 vezes em tampéo TR (N-etilmorfolina-HCl
100 mM, pH 8,3; dicloreto de cdlcio 0,1 mM). incubam-se 25 pg de xenoxina preparada
segundo o exemplo 1.1 (alquilada com 4VP, segundo o exemplo 1.2.1, ou ndo alquilada)
no tampdo TR durante 16 horas a 37°C a uma concentragéo de 240 pg/ml e uma relagao
ponderal protease/substrato entre 1:5 e 1:100. Adicionam-se em seguida 2 pl de tampao
TFA puro e 100 wl de tampao RP1 e a solugdo assim obtida é entdo utilizada para
determinar a carta peptidida por cromatografia HPLC de fase inversa como descrito no
exemplo 1.2.3.

Adicionam-se 40 pl de uma solugdo (massa/volume) CNBr 1% (Pierce) em acido férmico
70% a 25 ug de xenoxina preparada segundo o exemplo 1.1. (alquilada com 4VP ou néo
alquilada). A reacgédo prossegue durante 16 horas apés adigéo de 300 wl de dgua Milli Q.
Seca-se a mistura reaccional com o auxilio de um Speed Vac Concentrator. Adicionam-se
250 ul de tampao RP1. A solugdo assim obtida é entdo utilizada para determinar a carta
peptidida por cromatografia HPLC de fase inversa como descrito no exemplo 1.2.3.

1.2.3 Determinagao da carta peptidica por cromatografia HPLC de fase inversa.

Realiza-se a carta peptidica por cromatografia HPLC de fase inversa com o auxilio de
uma unidade HPLC 1090A (Hewlett-Packard) com detecgdo UV a 205 nm.

Carregam-se as moléculas de xenoxina intactas, seus fragmentos proteoliticos bem como
seus equivalentes alquilados com 4VP sobre uma coluna HPLC Supersher 100C+s (4 mm
x 125 mm; Merck) equilibrada com TFA 10 mM em 10/90 (v/v) de acetonitrilo/agua Milli Q
a um débito de 1 miminutos. Os péptidos sdo entdo eluidos segundo o protocolo
seguinte:

- lava-se a coluna com TFA 10 mM em 10/90 (v/v) de acetonitrilo/agua Milli
Q durante 15 minutos; e
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- aplica-se um gradiente linear até TFA 10 mM em 50/50 (viv) de
acetonitrilo/agua Milli Q em 40 minutos.

As fracgdes eluidas sé@o recolhidas manualmente e concentradas com o auxilio de um

Speed Vac Concentrator.

Os tempos de retengéo observados sdo retomados nas tabelas 1, Il e lll abaixo.

1.2.4 Determinagéo da sequéncia em aminoacidos

Os péptidos obtidos segundo o exemplo 1.2.3 sdo solubilizados numa solugdo de 4cido
férmico 80% e a determinagdo da sequéncia N-terminal é realizada com o auxilio de um
sequenciador de proteinas de tipo 477A acoplado a um analisador HPLC de aminoacidos

feniltiocarbamico (Applied Biosystems Inc.) de acordo com 0s procedimentos padréo.
Apresentam-se os resultados do sequenciamento nas tabelas ], li e lll a seguir.
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1.2.5 Espectrometria de massa

As medidas de espectrometria de massa sdo efectuadas por ESMS (Electrospray Mass
Spectrometry) num espectrémetro de massa de tipo VG Bio Tech BioQ (VG Biotech Ldt.).
Os protocolos utilizados sdo conhecidos do perito e sdo retomados por exemplo em A.
Van Dorsselaer e col., Biomed. Environ. Mass Spectrom. 79, (1990), p.692. As massas
moleculares calculadas sdo dadas como valores médios baseados nos valores de massas
atémicas dos elementos C, H, N, O e S seguintes: C = 12,011; H = 1,0079; N = 14,0067;

0 =15,994 e S =32,06.

Apresentam-se os resultados na tabela IV a seguir.

TABELA IV
ESPECTROMETRIA DE MASSA
Péptido Massa molecular Massa molecular
experimental calculada
xenoxina-1 7228,3 +0,1 Da? 7227,6 Da°
xenoxina-1, alquilada 8077,7 +0,4Da° 8076,7 Da°
xenoxina-1, T1 26935 +0,2Da 2694,6 Da*
xenoxina-1, T2 1662,0 +0,2 Da 1662,0 Da'
mistura de fragmentos 2329,2 +0,6Da 2329,7 Da*
tripsicos 1164,5 +0,4Da 1164,3 Da"
xenoxina-1, alquilada 7444 Da 744,8 Da'
709,4 Da 709,5 Dal
xenoxina-2 7337,5 +0,5Da 7337,8 Da°
xenoxina-2, alquilada 8188,7 +0,5Da° 8186,9 Da°
xenoxina-2, fragmento T2’ 1661,9 +0,6 Da 1662,0 Da'
mistura de fragmentos 14730 +0,2Da 1473,7 Da*
tripsicos 1164,7 +0,2Da 1164,3 Da"
xenoxina-2, alquilada 873,5 Da 874,1 Da'
709,5 Dal
xenoxina-3 7251,2 +0,4Da 7250,6 Da°
xenoxina-3, alquilada 8100,6 +0,4 Da® 899,8 Da“
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a Massa correspondente ao sinal maioritario; um sinal menos intenso da uma massa
de 7243,8 + 0,4 Da, provavelmente devido & adigéo de um atomo de oxigénio na
primeira metionina.

b Admitindo que as 4 pontes dissulfureto estejam intactas.

c Indicando 8 compostos 4VP por proteina; para a xenoxina-1 um sinal menos
intenso dé uma massa de 8091,8 + 0,9 Da, provavelmente devido a adi¢éo de um
atomo de oxigénio.

Xenoxina reduzida, alquilada com 8 compostos 4VP.
TCTTMK, cisteina ligada a IMSLPGEQITCCEGNMCNA; admitindo que as 2
pontes dissulfureto estejam intactas.

f CVNLQANGIK, cisteina ligada a CLTLR, admitindo que a ponte dissulfureto esteja
intacta.

g IMSLPGEQITCCEGNMCNA, alquilado por 3 compostos 4VP.

h CVNLQANGIK, alquilado por um composto 4VP.

i FCASGR, alquilado por um composto 4VP.

i CLTLR, alquilado por um composto 4VP.

k ITCCEGNMCNA, alquilado por 3 compostos 4VP.

| IMSLPGEK.

Exemplo 2: Clonagem de ADN complementar condificante para as xenoxinas

Para maior precis@o sobre as técnicas gerais de manipulagdo dos 4cidos nucleicos e de
clonagem molecular que ndo séo detalhados no exemplo que segue, pode-se recorrer a
obra de Maniatis e col. (Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY (1989)).

2.1 Sintese dos iniciadores oligonucleéticos

Utilizando um sintetizador de oligonucledtidos ABI 380B (Applied Biosystems Inc.)
seguindo os procedimentos padrdo preconizados pelo construtor, sintetizam-se 0,2
pmoles dos oligonucledtidos seguintes. As bases degeneradas s&o expressas de acordo
com o seu cédigo de uma letra da “Internacional Union of Biochemistry” (L.U.B.); |
corresponde a inosina.

23



0TG3278 (5’-ATGTCGACCARGARTGYGClAARGARGA—S’), i. e., ramo sens-Q-E-C-A-K-
E-D com adigdo de um local de restriggo Sall na extremidade 5 afim de facilitar a sub-
clonagem posterior (SEQ ID NO:26); e

OTG3279 (5’-ATAAGCTTCACATRTTICCYCRCARCA-S’), i. e., ramo anti-sens-C-C-E-G-
N-M-C com adigéo de um local de restrigéo Hindlll na extremidade 5 afim de facilitar a
sub- clonagem posterior (SEQ ID NO:27).

Apés desprotecgao, os oligonucledtidos s#o purificados sobre p-Bondapak Cis (3,5 mm x
300 mm; Waters) com o auxilio de um gradiente 20% - 30% de acetonitrilo na presenga de
trietilamina/acido acético 100 mM, pH 6,9. Os oligonucledtidos s&o destritilados segundo
as condigbes padrdo bem conhecidas do perito e quantificados com o auxilio do seu
espectro UV entre 230 e 340 nm.

2.2 Ampilificagdo génica

O ARN mensageiro de Xenopus laevis é obtido segundo o método descrito em K. Richter
et col., J. Biol. Chem. 261, (1986), p. 3676 e é entdo submetido a uma transcrigéo inversa
iniciada por iniciadors degenerados. Obtém-se assim o ADNc que servira de matriz para a
amplificagdo. Realiza-se entdo uma etapa de amplificagéo génica por PCR (Polymerase
Chain Reaction) sobre 0,5 ug do ADNc em 50 i contendo 250 ng dos oligonucledtidos
OTG3278 (ramo sens) e OTG3279 (ramo anti-sens) sintetizados segundo o exemplo 2.1,
bem como Tris-HCI 10 mM, pH 8,3; cloreto de potéssio 10 mM; dicloreto de magnésio 1,6
mM; DTT 1 mM; 200 uM de cada dos desoxirribonucledsidos trifosfatos (dATP, dCTP,
dGTP e dTTP) (Pharmacia) e 2,5 unidades de ADN Polimerase AmpliTaq (Perkin Elmer
Cetus). Sendo uma unidade a quantidade de enzima que permite a sintese de 10 nmoles
de ADN durante 30 minutos de incubagao. Realizam-se 30 ciclos de incubagéo segundo o
protocolo seguinte:

Aquando dos 5 primeiros ciclos:
- desnaturagdo a 93°C durante 1 minuto (3 minutos aquando do primeiro

ciclo);
- hibridagéo dos iniciadors a 50°C durante 2 minutos;
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- polimerizagéo efectuada a 72°C durante 30 segundos, com um aumento de
temperatura de 12C por 20 segundos;

Aquando dos 25 ciclos restantes:

- desnaturagéo a 93°C durante 1 minuto;
- hibridagdo a 60°C durante 1 minuto; e
- polimerizagdo a 72°C durante 45 segundos.

2.3 Analise

Em electroforese sobre gel de agarose (1%) uma aliquota de 5 wl do produto de PCR
apresenta uma larga banda de cerca de 120 pares de bases.

2.4 Clonagem do ADNc-PCR

Submete-se o ADN restante a uma digestéo com o auxilio de enzimas de restrigao Hindill
e Sal (Gibco-BRL), depois separam-se os fragmentos de ADN segundo o seu tamanho
com o auxilio de agarose de baixo ponto de fusdo (agarose tipo Il Sigma). Os ADN assim
separados s&o purificados e clonados num bacteriéfago M13 segundo os procedimentos
padrdo. Os fragmentos de ADNc-PCR assim clonados s&o utilizados como sonda para a
selecgdo do banco de ADNc de pele de Xenopus laevis.

2.5 Selecgdo do banco de ADNc de pele de Xenopus laevis.

Prepara-se uma sonda marcada com ¥p tilizando o fragmento de ADNc-PCR, PCR1, de
um clone preparado segundo o exemplo 2.4. A sequéncia da insergdo PCR1 esta
representada na lista das sequéncias sob o nimero SEQ ID NO: 28. Marca-se a PCR1
com of*?PJdATP (Amersham) segundo o método dos iniciadors aleatdrios (Boehringer
Mannheim).

Para a selecgdo utiliza-se o banco de ADNc de pele de Xenopus laevis construido no
vector de expressdo Agti1, segundo Kuchler et col., J. Biol. Chem. 265, (1990), p. 11731.
Preparam-se caixas contendo cerca de 2 x 10* colénias de fago e realiza-se uma
impress&o sobre filtro de nitrocelulose BA85 (Schieicher & Schdilf).
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Os filtros impressos sé@o entéo hibridados com a sonda PCR1 3P em 2 x SET (cloreto de
s6dio-EDTA-Tris-HCI), 10 x solugéo de Denhardt e SDS 0,1% a 55°C.

Os clones positivos s&o utilizados em duas selecgdes consecutivas.
2.6 Sequenciamento dos clones de ADNc

Isola-se o ADN dos fagos positivos e as insercdes de ADNc sdo sub-clonadas em
vectores M13TG130 (Kieny e col., Gene 26, (1983), p. 91) segundo os métodos padrao.

Faz-se o sequenciamento destas insergbes de ADNc segundo o método enzimético de
Sanger e col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, (1977), p. 5463 com o auxilio do Sequenase
Kit (US Biochemical Corp.).

Estabeleceu-se a sequéncia nucleotidica de um clone com uma insercdo de ADNc
constituida por 462 pares de bases. Esta sequéncia estd representada na lista das
sequéncias sob o nlimero SEQ ID NO: 1 e contém um quadro de leitura aberto codificante
para a xenoxina-1 que contém 84 aminoacidos. O péptido pré-xenoxina-1 tal como
deduzido da sequéncia de ADNc comega com uma metionina de iniciagdo codificada pelo
codéo ATG (pb 39 a 41), seguida de um péptido sinal de 18 aminoacidos que precede a
sequéncia da xenoxina-1 madura. A sequéncia de aminodcidos da xenoxina-1 madura
deduzida corresponde exactamente a sequéncia completa de aminoacidos determinada
por degradagdo de Edman da xenoxina-1 purificada segundo o exemplo 1.1 e
representada na lista de sequéncias sob o nimero SEQ ID NO: 3.

O sinal de poliadenilagdo AATAAA encontra-se 12 pares de bases a montante da
extremidade 3'.

2.7  Anilise das sequéncias peptidicas
Compararam-se as sequéncias das xenoxinas com o banco de dados SWISS-

PROT/PIR/GBTRAN release 24 utilizando PROSCAN, Ver.6.0 do suporte légico ADN
STAR (DNA STAR Inc).
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Esta pesquisa s6 permitiu identificar familias de péptidos que tém uma similaridade
estrutural ao nivel do esqueleto mas néo ao nivel da identidade de aminodcidos. Como
ilustrado na figura 3 A, a identidade é apenas de 25,9% com um membro representativo
da familia das citotoxinas e apenas de 21,3% com uma neurotoxina curta se bem que a
configuragdo das pontes dissulfureto seja a mesma. A parte as cisteinas, apenas se
conserva nas trés familias de péptidos Asn®, Thr'* e Asn”'. As Gly®®, Pro™ e Lys®' que s@o
comuns as citotoxinas e as neurotoxinas curtas sdo substituigdes ndo conservativas
comparadas as xenoxinas. As Arg* e Gly*? sdo deletadas nas xenoxinas.

No que diz respeito ao nimero de aminodcidos entre as cisteinas refere-se a Figura 3B.
Para as trés familias, o nimero é comparavel do lado N-terminal até a Cys® e a partir da
Cys® até ao lado C-terminal. Pelo contrério, nas xenoxinas o numero de residuos entre as
Cys® e Cys* é mais pequeno e entre as Cys* e Cys® e entre as Cys® e Cys® é mais
importante.

Como ilustrado na Figura 4, a parte C-terminal das xenoxinas (Cys® a Asn®, 29 residuos)
compreendendo as Cys* e Cys® partilham uma identidade de aminoécidos de 50% com 27
aminodcidos (Cys®® a Asn'"') do receptor humano da activina. Do lado N-terminal das
Xenoxinas, ndo se encontra identidade das sequéncias nem mesmo ao nivel das
cisteinas.

Exemplo 3: Preparagéo das xenoxinas recombinantes

3.1. Construgédo de um vector de expressdo da xenoxina

As xenoxinas de acordo com a invengdo podem ser obtidas por técnicas de engenharia
genética, especialmente utilizando como célula hospedeira leveduras Saccharomyces
cerevisiae.

Para isto, sintetiza-se um fragmento de ADN codificante para a xenoxina-1 madura tal
como identificada sob o nimero SEQ ID NO: 1, indo da base na posigéo 93 até a base na

posigéo 290 e clonado no bacteriéfago M13TG131 (M.P. Kieny e col., Gene 26, (1983), p.
91).
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Constréi-se um plasmideo de expressdo da xenoxina-1 que permite a sintese e a
secregdo por S. cerevisiae de acordo com o pedido de patente internacional
PCT/FR90/00306 que descreve os péptidos sinal Uteis para a secre¢ao de uma proteina
heterdloga pela levedura.

O fragmento Sphi-Smal de 1045 pares de bases do bacteriéfago M13TG3846 descrito no
exemplo 1.E. do referido pedido de patente internacional é transferido para o vector
M13TG3869 (descrito no exemplo 1.D. do mesmo pedido) anteriormente digerido por Sphi
e Smal. Obtém-se assim o vector M13TG4803 que transporta:

- o promotor do gene MFal, seguido de um codao ATG,

- a sequéncia XlI (ver PCT/FR/90/00306),

- a sequéncia “pro” mutada do gene MFa1 seguido dos codbes codificantes
para Lys-Arg,

- a sequéncia codificante para rHV2Lys47.

A fim de substituir a sequéncia codificante para rHV2Lys47 pela codificante para a
xenoxina-1, introduz-se um local Hindlll na sequéncia codificante para “pro” mutada de
MFa1, segundo o exemplo 3.B do pedido internacional.

Depois, introduz-se um fragmento Hindlll-BamHI que transporta a sequéncia codificante
para a xenoxina-1 para esse vector anteriormente tratado por Hindlll e BamHI para
eliminar a sequéncia codificante para rHV2Lys47.

Introduz-se o fragmento Sphl-Sall de M13TG4803 no plasmidec pTG3828 (ver exemplo
1.B do pedido internacional) aberto aos locais Sphi e Sall para dar o vector de expresséo
da xenoxina-1 que comporta:

- a sequéncia do gene URAS deletada do seu promotor (URA3-d),

- o promotor do gene MFa1, seguido de um ATG,

- a sequéncia Xl como péptido sinal,

- a sequéncia “pro” mutada do gene MFa1 seguido dos coddes para Lys-Arg,
- a sequéncia codificante para a xenoxina-1,

- o terminador de transcri¢do do gene codificante para PGK da levedura,
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- um fragmento de pBR322 que permite a replicagdo e a selecgéo em E.
colli,

- um fragmento do plasmideo 2u que possui elementos estruturais
necessarios a replicagéo e a equiparticdo miética na levedura.

Transforma-se uma estirpe de S. cerevisiae que se metera em cultura em condigdes
conhecidas.

3.2 Construgdo de pTG8709 e andlise da xenoxina-1 madura segregada no meio
de cultura.

Amplifica-se por PCR a sequéncia codificante para a xenoxina-1 madura munida de um
local Eagl em 5’ e de um local Sall em 3'. Utiliza-se a titulo de matriz M12TG4414 ou
pTG4414 (Kolbe e col., J. Biol. Chem., 268, (1993) p. 1658) e os iniciadors:

OTG5770:
5-TACGTCGGCCGTTACAAGAGACTGAAATGTGTGAATTTACAAGCG-3' e

OTG5771:
5-AGTTTGTCGACTCAAGCATTGCACATGTTTCCT-3

O fragmento assim gerado é integrado em M13TG9800 previamente digerido por Eagl e
Sall para dar M13TG8703. O vector M13TG9800 é proveniente de M13TG131 no qual s&o
inseridos os elementos essenciais & expressdo de uma proteina de interesse, a saber:

- o promotor do gene MFa1, seguido de um coddo ATG (Inokuchi e col., Mol.
Cell. Biol. 7(1987) p.3185)

- a sequéncia pré BGL2 (B-glucanase 2; Klebl e Tanner, J. Bacteriol., 171
(1989) p. 6259)

- a sequéncia pro da defensina A (Dimarcq e col., EMBO J. 9 (1990) p. 2507)
na qual se introduziu, de maneira silenciosa, um local Eagl na sua
extremidade 3’ (cobrindo os coddes precedentes os codificantes para os
residuos Lys-Arg em 3')

- locais de restrigéo para a insergdo de uma sequéncia de ADN de interesse.
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Introduz-se o fragmento Sphl-Sall isolado de M13TG8703 e transportando a cassete de
expressdo da xenoxina-1 madura entre os mesmos locais de pTG4812 para obter
pTG8709. O vector pTG4812 deriva de pTG3828 mas compreende além disso uma
cassete para a expressé@o do gene KEX2 de levedura inserida ao nivel da jungdo da parte

2u e da parte pBR322.

Transforma-se pTG8709 numa estirpe Saccharomyces cerevisiae. Podem citar-se a titulo
de exemplo TGY47.1 (MATo, pral, prb1, prci, cps1, ura3-deltas, leu2-3, leu 2-112, his)
ou TGY73.4 que deriva da precedente mas apresenta uma prototrofia para a leucina
(Leu®).

Selecciona-se um transformante TGY73.4/pTG8709 que se cultiva a 28°C em meio
selectivo minimo (0,67% de bases azotadas por levedura YNB (Yeast Nitrogen Base) sem
aminoécido, 1% de casaminodcidos, 2% de glucose e 2% de bactoagar).

Apos 60 horas de cultura, concentra-se o sobrenandante da cultura por ultrafiltragéo sobre
membrana YM2/centrifugagdo segundo as técnicas convencionais. Submete-se o
concentrado a uma electroforese desnaturante sobre gel de poliacrilamida (15,3% em
poliacrilamida). Transferem-se as proteinas sobre membrana PVDF e submete-se o
material correspondente & massa molecular esperada (cerca de 70 kDa) a um
sequenciamento dos aminoacidos N-terminais.

Lé-se, de modo maioritdrio, uma sequéncia que corresponde a sequéncia N-terminal
esperada para a xenoxina-1 madura.

LISTA DE SEQENCIAS
(1) INFORMAGAO GERAL:

(i) DEPOSITANTE:
(A) NOME: TRANSGENE S.A.
(B) RUA: 11 RUA DE MOLSHEIM
(C) CIDADE: ESTRASBURGO CEDEX
(D) PAIS: FRANCA
(E) CODIGO POSTAL: 67082
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(F) TELEFONE: (33) 88 27 91 00
(G) TELECOPIA: (33) 88 22 58 07

(ii) TITULO DA INVENGAO: Familia de péptidos, designados xenoxinas.
(i) NUMERO DE SEQUENCIAS: 28

(iv) FORMA LEGIVEL POR COMPUTADOR:
(A) TIPO DE SUPORTE: Floppy disk
(B) COMPUTADOR: IBM PC compativel
(C) SISTEMA DE EXPLORACAQ: PC-DOS/MS-DOS
(D) SUPORTE LOGICO: Patentin Release # 1,0, Verséo # 1,25 (OEB)

(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 1

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 462 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) NUMERO DE RAMIFICAGOES: simples
(D) CONFIGURAGAO: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc por ARNm

(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZAGAO: 39..293
(D) OUTRAS INFORMAGOES: /codao_star= 39
/produto= *préxenoxina-1 "

/nota= “o péptido sinal compreende os dezoito primeiros residuos
de aminoacidos”

(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 1:

AAGATGTGCT GTGATTGGTT GAAAGCTTGA GCCACACA ATG CGT TAC GCC ATC 53
Met Arg Tyr Ala lle

1 5
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GTC TTC TTT CTC GTT TGT GTC ATT ACT CTT GGA GAA GCA CTG AAA TGT 101
Val Phe Phe Leu Val Cys Val lle Thr Leu Gly Glu Ala Leu Lys Cys
10 15 20

GTG AAT TTA CAA GCG AAT GGA ATA AAG ATG ACA CAA GAG TGT GCA AAG 149
Val Asn Leu GIn Ala Asn Gly lle Lys Met Thr Gin Glu Cys Ala Lys
25 30 35

GAG GAT ACC AAA TGC TTA ACA TTA AGA TCA TTA AAA AAA ACT TTA AAG 197
Glu Asp Thr Lys Cys Leu Thr Leu Arg Ser Leu Lys Lys Thr Leu Lys
40 45 50

TTT TGT GCC TCT GGT CGA ACA TGT ACG ACT ATG AAA ATA ATG TCT TTG 245
Phe Cys Ala Ser Gly Arg Thr Cys Thr Thr Met Lys lle Met Ser Leu

55 60 65
CCT GGG GAA CAG ATT ACA TGC TGT GAA GGA AAC ATG TGC AAT GCT TGAGATGATT 300
Pro Gly Glu Gin lle Thr Cys Cys Glu Gly Asn Met CysAsnAla
70 75 80 85
CTTCCAATGG AGGTTGCCGG GATTTTCTCT TCTCACATGA AGCAATGGCC CTACCAAAAC 360

ATTTGTCCTC TCCTCTCTCC TCTTTTCCCT TCTGTCCACT CTCCTATAGA TACTAGGGTG 420
TAGCTTGATT CCTAATATCC ATTAAATAAA GCACTCAACT GC 462
(2) INFORMAGCAO PARA A SEQ ID NO: 2
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 84 aminoacidos
(B) TIPO: aminoéacido
(C) CONFIGURAGAO: linear
(il) TIPO DE MOLECULA: péptido

(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 2:
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Met Arg Tyr Ala lle Val Phe Phe Leu Val Cys Val lle Thr Leu Gly
1 5 10 15

Glu Ala Leu Lys Cys Val Asn Leu GiIn Ala Asn Gly lle Lys Met Thr
20 25 30

GiIn Glu Cys Ala Lys Glu Asp Thr Lys Cys Leu Thr Leu Arg Ser Leu
35 40 45

Lys Lys Thr Leu Lys Phe Cys Ala Ser Gly Arg Thr Cys Thr Thr Met
50 55 60

Lys lle Met Ser Leu Pro Gly Glu Gin lle Thr Cys Cys Glu Gly Asn
65 70 75 80

Met Cys Asn Ala
(2) INFORMAGAOQ PARA A SEQ IDNO: 3

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 66 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) NUMERO DE RAMIFICAGOES: simples
(D) CONFIGURAGAO: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 3:

Leu Lys Cys Val Asn Leu Gin Ala Asn Gly lle Lys Met Thr GIn Glu
1 5 10 15

Cys Ala Lys Glu Asp Thr Lys Cys Leu Thr Leu Arg Ser Leu Lys Lys
20 25 30
Thr Leu Lys Phe Cys Ala Ser Gly Arg Thr Cys Thr Thr Met Lys lle
35 40 45
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Met Ser Leu Pro Gly Glu Gin lle Thr Cys Cys Glu Gly Asn Met Cys
50 55 60

Asn Ala
65

(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 4
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 66 amino&cidos
(B) TIPO: aminoécido
(C) NUMERO DE RAMIFICAGOES: simples
(D) CONFIGURAGAO: linear
(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 4:

Leu Lys Cys Val Asn Leu Gin Ala Asn Gly lle Lys Met Thr Gin Glu
1 5 10 15

Cys Ala Lys Glu Asp Asn Lys Cys Leu Thr Leu Arg Ser Leu Lys Lys
20 25 30

Thr Leu Lys Phe Cys Ala Ser Asp Arglle Cys Lys Thr Met Lys lle
35 40 45

Met Ser Leu Pro Gly Glu Lys lle Thr Cys Cys Glu Gly Asn Met Cys
50 55 60

Asn Ala
65

(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 5



(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 66 aminodcidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURAGAOQ: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 5:

Leu Lys Cys Val Asn Leu Gin Ala Asn Gly Val Lys Met Thr Gin Glu
1 5 10 15

Cys Ala Lys Glu Asp Asn Lys Cys Leu Thr Leu Arg Ser Leu Lys Lys
20 25 30

Thr Leu Lys Phe Cys Ala Ser Asp Arg lle Cys Lys Thr Met Lys lle
35 40 45

Ala Ser Leu Pro Gly Glu Gin lle Thr Cys Cys Glu Gly Asn Met Cys
50 55 60

Asn Ala
65

(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 6:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 37 aminoéacidos
(B) TIPO: aminoéacido
(C) NUMERO DE RAMIFICAGOES: simples
(D) CONFIGURAGAO: linear
(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: péptido
(B) LOCALIZAGAQ: 1..37
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(D) OUTRAS INFORMAGOES: /nota= “parte analisada de xenoxina-1,
alquilada”

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 6:

Leu Lys Cys Val Asn Leu GIn Ala Asn Gly lle Lys Met Thr Gin Glu
1 5 10 15

Cys Ala Lys Glu Asp Thr Lys Cys Leu Thr Leu Arg Ser Leu Lys Lys
20 25 30

Thr Leu Lys Phe Cys
35

(2) INFORMAGAO PARA A SEQID NO: 7:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 43 aminoéacidos
(B) TIPO: aminoécido
(C) NUMERO DE RAMIFICAGOES: simples
(D) CONFIGURAGAO: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: péptido
(B) LOCALIZAGAO: 1..43
(D) OUTRAS INFORMAGOES: /nota= “xenoxina-1, alquilada, fragmento
CNBR1(1)”

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 7:

Leu Lys Cys Val Asn Leu Gin Ala Asn Gly lle Lys XAA XAA Gin Glu
1 5 10 15
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Cys Ala Lys Glu Asp Thr Lys Cys Leu Thr Leu Arg Ser Leu Lys Lys
20 25 30

Thr Leu Lys Phe Cys Ala Xaa Xaa Xaa Thr Cys
35 40

(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 8:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 31 aminodcidos
(B) TIPO: aminoécido
(C) NUMERO DE RAMIFICAGOES: simples
(D) CONFIGURAGAO: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: péptido
(B) LOCALIZAGAO: 1..31
(D) OUTRAS INFORMAGOES: /nota= “xenoxina-1, alquilada, fragmento
CNBR1 (2"

(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 8:

Thr GIn Glu Cys Ala Lys Glu Asp Thr Lys Cys Leu Thr Xaa Arg Ser
1 5 10 15

Leu Lys Lys Thr Leu Lys Phe Cys Ala Xaa Gly Arg Thr Cys Thr
20 25 30

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: g:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 8 aminoéacidos
(B) TIPO: aminoécido
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(C) NUMERO DE RAMIFICAGOES: simples
(D) CONFIGURAGAO: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: péptido
(B) LOCALIZAGAO: 1..8
(D) OUTRAS INFORMAGOES: /nota= “xenoxina-1, alquilada, fragmento
cL1 ()

(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 9:

Leu Lys Cys Val Asn Leu Gin Ala
1 5

(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 10:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 12 aminoacidos
(B) TIPO: aminoéacido
(C) NUMERO DE RAMIFICAGOES: simples
(D) CONFIGURAGAQ: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: peptido
(B) LOCALIZAGAO: 1..12
(D) OUTRAS INFORMAGOES: /nota= “xenoxina-1, alquilada, fragmento
CL1 (2)

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 10:
Ser Leu Lys Lys Thr Leu Lys Phe Cys Cys Ala Ser Gly
1 5 10
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(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 11:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 6 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) NUMERO DE RAMIFICAGOES: simples
(D) CONFIGURAGAO: linear

(i)) TIPO DE MOLECULA: péptido

(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: péptido
(B) LOCALIZAGAO: 1..6
(D) OUTRAS INFORMAGOES: /nota= “xenoxina-1, alquilada, fragmento T1
ay

(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 11:

Thr Xaa Thr Thr Met Lys
1 5

(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 12:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 19 aminoacidos
(B) TIPO: aminoécido
(C) NUMERO DE RAMIFICAGOES: simples
(D) CONFIGURAGAO: linear

(iiy TIPO DE MOLECULA: péptido
(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:

(A) NOME/CHAVE: péptido
(B) LOCALIZAGAO: 1..19
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(D) OUTRAS INFORMAGOES: /nota= “xenoxina-1, alquilada, fragmento T1
@)

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 12:

lle Met Ser Leu Pro Gly Glu Gin lle Thr Xaa Xaa Glu Gly Asn Met
1 5 10 15

Xaa Asn Ala
(2) INFORMAQAO PARA A SEQ ID NO: 13:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 13 aminoacidos
(B) TIPO: aminoéacido
(C) NUMERO DE RAMIFICAGOES: simples
(D) CONFIGURAGAO: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: péptido
(B) LOCALIZAGAQ: 1..13
(D) OUTRAS INFORMAGOES: /nota= “xenoxina-1, alquilada, fragmento
CNBR2 (1)”

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 13:

Ser Leu Pro Gly Glu Gin lle Thr Cys Cys Glu Gly Asn
1 5 10

(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 14:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 16 aminoéacidos
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(B) TIPO: aminoécido
(C) NUMERO DE RAMIFICAGOES: simples
(D) CONFIGURAGAQ: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: péptido
(B) LOCALIZAGAOQ: 1..16
(D) OUTRAS INFORMAGOES: /nota= “xenoxina-1, alquilada, fragmento
CNBR2 (2)

(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 14:

Lys lie Met Ser Leu Pro Gly Glu Gin lle Thr Cys Cys Glu Gly Asn
1 5 10 15

(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 15:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 18 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) NUMERO DE RAMIFICAGOES: simples
(D) CONFIGURAGAO: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: péptido
(B) LOCALIZACAO: 1..18
(D) OUTRAS INFORMAGOES: /nota= “xenoxina-1, alquilada, fragmento
cL2”

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 15:
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lle Met Ser Leu Pro Gly Glu Gin lle Thr Cys Cys Glu Gly Asn Met
1 5 10 15

Cys Asn
(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 16:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 56 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) NUMERO DE RAMIFICAGOES: simples
(D) CONFIGURAGAQ: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: peéptido
(B) LOCALIZAGAO: 1..56
(D) OUTRAS INFORMAGOES: /nota= “parte analisada da xenoxina-2,
alquilada”

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 16:

Leu Lys Cys Val Asn Leu GIn Ala Asn Gly lle Lys Met Thr Gin Glu
1 5 10 15

Cys Ala Lys Glu Asp Asn Lys Cys Leu Thr Leu Arg Ser Leu Lys Lys
20 25 30

Thr Leu Lys Phe Cys Ala Xaa Asp Arg lle Cys Lys Thr Met Lys lle
35 40 45

Met Ser Le Pro Gly Glu Xaa lle
50 55
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(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 17:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 47 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) NUMERO DE RAMIFICAGOES: simples
(D) CONFIGURAGAO: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: péptido
(B) LOCALIZAGAO: 1..47
(D) OUTRAS INFORMAGOES: /nota= “parte analisada da xenoxina-2”

(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 17:

Leu Lys Xaa Val Asn Leu Gin Ala Asn Gly lle Lys Met Thr Gin Glu
1 5 10 15

Xaa Ala Lys Glu Asp Asn Lys Xaa Leu Thr Leu Arg Ser Leu Lys Lys
20 25 30

Thr Leu Lys Phe Cys Ala Ser Asp Xaa lle Xaa Lys Thr Met Lys
35 40 45

(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 18:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 11 aminoéacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) NUMERO DE RAMIFICAGOES: simples
(D) CONFIGURAGAQ: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
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(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: péptido
(B) LOCALIZAGAO: 1..11
(D) OUTRAS INFORMAGOES: /nota= “xenoxina-2, alquilada, fragmento
CL3”

(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 18:

lle Thr Cys Cys Glu Gly Asn Met Cys Asn Ala
1 5 10

(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 19:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 8 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) NUMERO DE RAMIFICACOES: simples
(D) CONFIGURAGAO: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: péptido
(B) LOCALIZAGAO: 1..8
(D) OUTRAS INFORMAGOES: /nota= “xenoxina-2, fragmento T3”

(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 19:

lle Met Ser Leu Pro Gly Glu Lys
1 5

(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 20:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 aminoéacidos
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(B) TIPO: aminoéacido
(C) NUMERO DE RAMIFICAGOES: simples
(D) CONFIGURAGAO: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: péptido
(B) LOCALIZAGAOQ: 1..20
(D) OUTRAS INFORMAGOES: /nota= “parte analisada da xenoxina-3,
alquilada (1)”

(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 20:

Leu Xaa Cys Val Asn Leu GIn Ala Asn Gly Xaa Lys Met Xaa Gin Glu
1 5 10 15

Cys Xaa Lys Glu
20

(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 21:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 aminoacidos
(B) TIPO: aminoécido
(C) NUMERO DE RAMIFICAGOES: simples
(D) CONFIGURAGAQO: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: péptido
(B) LOCALIZAGAO: 1..20
(D) OUTRAS INFORMAGCOES: /nota= “parte analisada da xenoxina-3,
alquilada (2)”

45



(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 21:

Lys Cys Val Asn Leu Gin Ala Asn Gly Val Lys Met Thr Gin Glu Cys
1 5 10 15

Ala Cys Glu Asp
20

(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 22:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 aminodcidos
(B) TIPO: aminoéacido
(C) NUMERO DE RAMIFICAGOES: simples
(D) CONFIGURAGAO: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: péptido
(B) LOCALIZAGAO: 1..20
(D) OUTRAS INFORMAGOES: /nota= “parte analisada da xenoxina-3,
alquilada (3)"

(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 22:

Cys Val Asn Leu GIn Ala Asn Gly Val Lys Met Thr Giln Glu Cys Ala
1 5 10 15

Lys Glu Asp Thr
20

(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 23:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
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(A) COMPRIMENTO: 6 aminoécidos

(B) TIPO: aminoécido

(C) NUMERO DE RAMIFICAGOES: simples
(D) CONFIGURAGAOQ: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: péptido
(B) LOCALIZAGAO: 1..6
(D) OUTRAS INFORMAGOES: /nota= “xenoxina-3, alquilada, fragmento
T4"

(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 23:

Phe Cys Ala Ser Asp Arg
1 5

(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 24:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 19 amino&cidos
(B) TIPO: aminoécido
(C) NUMERO DE RAMIFICAGOES: simples
(D) CONFIGURACAQ: linear

(if) TIPO DE MOLECULA: péptido
(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: péptido
(B) LOCALIZACAO: 1..19
(D) OUTRAS INFORMACOES: /nota= “xenoxina-3, alquilada, fragmento
T5

(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 24:
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lle Ala Ser Leu Pro Gly Glu Gin lle Thr Cys Cys Glu Gly Asn Met
1 5 10 15

Cys Asn Ala
(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 25:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 19 aminodcidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) NUMERO DE RAMIFICAGOES: simples
(D) CONFIGURAGAOQ: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: péptido
(B) LOCALIZAGAO: 1..19
(D) OUTRAS INFORMAGOES: /nota= “xenoxina-3, alquilada, fragmento
Te”

(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 25:

lle Ala Ser Leu Pro Gly Glu GIn lle Thr Xaa Xaa Glu Gly Asn Met
1 5 10 15

Xaa Asn Ala
(2) INFORMACJ\O PARA A SEQ ID NO: 26:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 28 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE RAMIFICACOES: simples
(D) CONFIGURAGAO: linear
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(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: modified_base
(B) LOCALIZAGAO: 20
(E) OUTRAS INFORMAGOES: /mod_base= i

(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B) LOCALIZAGAOQ: 1..28
(D) OUTRAS INFORMAGOES: /nota= “oligonucleétido OTG3278”

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 26:
ATGTCGACCA RGARTGYGCN AARGARGA
(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 27

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 28 PARES DE BASES
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE RAMIFICAGOES: simples
(D) CONFIGURAGAO: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: modified_base
(B) LOCALIZAGAOQ: 17
(F) OUTRAS INFORMAGOES: /mod_base= i

(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B) LOCALIZACAO: 1..28
(D) OUTRAS INFORMAGOES: /nota= “oligonucleétido OTG3279”
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 27:
ATAAGCTTCA CATRTTNCCY TCRCARCA
(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 28:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 149 PARES DE BASES
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE RAMIFICAGOES: simples
(D) CONFIGURAGAO: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(ix) CARACTERISTICA ADICIONAL:
(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B) LOCALIZAGAOQ: 1..149
(D) OUTRAS INFORMAGOES: /produto= “PCR1”
/nota= “fragmento de ADNc-PCR utilizado para a selecgao descrita
no exemplo 2.5.”

(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 28:

CAGGAGTGTG CGAAGGAGGA TAACAAATGC TTAACATTAA GATCGTTAAA AAAACTTTA 60
AAGTTTTGTG CCTCTGATCG AATATGTAAG ACTATGAAA TAATGTCTCT GCCTGGGGAA 120
AAGATTACAT GTGCGAAGG CAACATGTG 149

Lisboa, 26 JUL. 2001
Por TRANSGENE S.A.

TENG® MANUEL/Z/#
Agente Oficial da Propriedade Industrial 50

Arco da Goneeigee; 3, 1~ 110C LISBOA.



1.

2.,

REIVINDICAGOES

Péptido caracterizado por compreender uma sequéncia de aminoacidos, a qual:

contém pelo menos 8 cisteinas que estéo ligadas por 4 pontes dissulfureto
segundo a configuragdo Cys' com Cys®, Cys? com Cys*, Cys® com Cys® e
Cys’com Cys®;

contém 0 a 3 amino4cidos do lado do N-terminal da Cys', 9 a 14
aminoécidos entre as Cys' e Cys®, 3 a 7 aminodcidos entre as Cys®e Cys’®,
11 a 18 aminodcidos entre as Cys®e Cys*, 1 a 6 aminoacidos entre as Cys*
e Cys®, 7 a 15 aminodcidos entre as Cys® e Cys®, nenhum aminodcido
entre as Cys® e Cys’, 3 a 5 amino4cidos entre as Cys’ e Cys® e 0 a 10
aminodcidos do lado C-terminal da Cys®; e

apresenta uma identidade de aminodcidos apés alinhamento de pelo
menos 40% com a sequéncia de aminoéacidos identificada sob o nimero
SEQ ID NO: 3.

Péptido caracterizado por compreender uma sequéncia de aminodcidos, a qual:

contém pelo menos 8 cisteinas que, quando o péptido adopta a sua
configuragdo dobrada, estdo ligadas por 4 pontes dissulfureto segundo a
configuragéo Cys' com Cys®, Cys® com Cys®, Cys® com Cys® e Cys’com
Cys®;

contém 0 a 3 aminodcidos do lado do N-terminal da Cys', 9 a 14
aminoécidos entre as Cys' e Cys®, 3 a 7 aminoécidos entre as Cys?e Cys®,
11 a 18 aminodcidos entre as Cys®e Cys®, 1 a 6 aminoacidos entre as Cys*
e Cys®, 7 a 15 aminodcidos entre as Cys® e Cys®, nenhum aminoécido
entre as Cys® e Cys’, 3 a 5 aminodcidos entre as Cys’ e Cys® e 0 a 10
aminoécidos do lado C-terminal da Cys®; e



c. apresenta uma identidade de aminoacidos apés alinhamento de pelo
menos 40% com a sequéncia de aminoacidos identificada sob o nimero
SEQ ID NO: 3.

3. Péptido de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado por a sequéncia de
aminodcido conter 2 aminoécidos do lado N-terminal da Cys', 10 a 13 amino&cidos entre
as Cys' e Cys®, 4 a 6 aminoacidos aminodcidos entre as Cys®e Cys®, 12 a 17 aminodcidos
entre as Cys® e Cys*, 1 a 5 aminoécidos entre as Cys*e Cys®, 8 a 14 aminodcidos entre as
Cys® e Cys®, nenhum aminoécido entre as Cys® e Cys’, 4 amino4cidos entre as Cys’ e
Cys® e 2 aminodcidos do lado C-terminal da Cys®.

4. Péptido de acordo com as reivindicagdes 1 a 3, caracterizado por a sequéncia de
aminoacidos apresentar uma identidade de aminoacidos de pelo menos 50%, de
preferéncia de pelo menos 60% com a sequéncia de aminoacidos identificada sob o
nimero SEQ ID NO: 3.

5. Péptido de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado por a identidade em
aminoéacidos ser pelo menos 70%.

6. Péptido de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado por compreender
uma sequéncia de aminodcidos que contém 0 a 3 aminoécidos do lado do N-terminal da
Cys', 13 amino4cidos entre as Cys' e Cys®, 6 aminodcidos entre as Cys® e Cys®, 12
aminodcidos entre as Cys® e Cys®, 5 aminoécidos entre as Cys* e Cys®, 14 aminodcidos
entre as Cys® e Cys®, nenhum aminodcido entre as Cys® e Cys’, 4 aminoécidos entre as
Cys’ e Cys® e 0 a 10 aminodacidos do lado C-terminal da Cys® e que apresenta uma
identidade de aminodacidos apds alinhamento de pelo menos 80%, de preferéncia 90%,
com a sequéncia de aminodcidos identificada sob o nimero SEQ ID NO: 3.

7. Péptido de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado por a identidade de
aminoéacidos ser pelo menos uma sequéncia tal como identificada sob o nimero SEQ ID
NO: 4 ou SEQ ID NO: 5.

8. Péptido de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado por a identidade de
aminoacidos ser pelo menos 95% com uma sequéncia tal como identificada sob o nlimero
SEQ ID NO: 3.



9. Péptido de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado por a sequéncia de
aminoécidos compreender uma sequéncia tal como identificada sob o numero SEQ ID
NO:3.

10. Processo de preparagéo de um péptido de acordo com as reivindicagdes 1 a 9,
caracterizado por para se isolar o referido péptido a partir de matéria segregada pela pele
de ra, de preferéncia de Xenopus laevis,

a. se divide em fracgbes a matéria segregada pela pele da ra por precipitagao
com o auxilio de sulfato de aménio ou um agente precipitante equivalente,

b. se submetem os precipitados que se formam entre 30% e 70% de
saturagdo em sulfato de aménio, de preferéncia entre 30% e 60%, ou em
condigbes equivalentes, a uma cromatografia por permeagéo de gel, e

C. se recolhe a fracgao peptidica que elui tardiamente.
@ se necessario,

d. se submete esta fracg@o peptidica a uma cromatografia HPLC de permuta
de catides eventualmente seguida de uma cromatografia HPLC de fase inversa.

11. Fragmento de ADN isolado, caracterizado por compreender uma sequéncia
codificante para um péptido de acordo com uma das reivindicagdes 1 a 9.

12.  Fragmento de ADN de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado por
compreender uma sequéncia codificante para o percursor de um péptido de acordo com
uma das reivindicagbes 1 a 9.

13.  Fragmento de ADN de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado por a
sequéncia codificar para uma sequéncia de aminodcidos, tal como identificada sob o
nimero SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 ou SEQ ID NO: 5.

14. Fragmento de ADN de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado por
compreender uma sequéncia de &cidos nucleicos codificante para uma sequéncia de
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aminodcidos tal como identificada sob o nimero SEQ ID NO:1 e indo da base em posi¢ao
93 até & base em posigao 290.

15. Fragmento de ADN de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado por
compreender uma sequéncia de &cidos nucleicos codificante para uma sequéncia de
aminodcidos tal como identificada sob o nimero SEQ ID NO:1 e indo do &cido nucleico
em posigéo 39 até ao 4cido nucleico em posigéo 290.

16. Cassete de expressdo de um fragmento de ADN isolado de acordo com uma das
reivindicagdes 11 a 15, caracterizada por o referido fragmento ser colocado sob o controlo
de elementos permitindo a sua transcrigéo e/ou a sua tradugdo na célula transformada
considerada.

17. Cassete de expressdo de acordo com a reivindicagéo 18, caracterizada por
compreender além disso uma sequéncia pré e uma sequéncia pro, especialmente a
sequéncia pro da defensina A de Phormia terranovae.

18.  Cassete de expressdo de acordo com a reivindicagao 16 ou 17, caracterizada por
compreender um fragmento de ADN de acordo coma reivindicagéo 12.

19.  Célula transformada com uma cassete de expresséo de acordo com uma das
reivindicagdes 16 a 18, caracterizada por a referida cassete de expressdo ser quer
integrada no genoma da célula transformada quer transportada por um vector de
expressao.

20. Célula transformada de acordo com a reivindicagdo 19, caracterizada por ser
escolhida entre o grupo constituido por S. cerevisiae e E. coli.

24.  Célula transformada de acordo com a reivindicagdo 19, caracterizada por ser de
origem mamifera.

22,  Processo de preparagéo de um péptido de acordo com uma das reivindicagdes 1 a
9, caracterizado por se cultivar uma célula transformada de acordo com uma das
reivindicagBes 19 a 21 sobre um meio apropriado e recuperar 0 péptido a partir da referida
cultura.



23. Composigdo farmacéutica de uso humano ou veterinario caracterizada por
compreender como agente activo pelo menos um péptido de acordo com uma das
reivindicagbes 1 a 9, um vector contendo uma cassete de expressdo de acordo com uma
das reivindicagdes 16 a 18 ou um célula transformada de acordo com uma das
reivindicagdes 19 a 21.

24.  Anticorpo, monoclonal ou policlonal, caracterizado por reconhecer um péptido de
acordo com uma das reivindicagbes 1 a 9.

25. Estojo de diagndstico compreendendo um péptido de acordo com uma das
reivindicagdes 1 a 9 ou um anticorpo de acordo com a reivindicagéo 24.

Lisboa, ‘26 JUL. 7am
Por TRANSGENE S.A.

ENG® MANUZ=FUNIZ PEREIRA
Agente Oficial da Propriedade Industrial

Arce da Conceigao, 3, 10~ 1100 LISBOA



RESUMO

FAMILIA DE PEPTIDOS DESIGNADOS XENOXINAS

Xenoxina® LKCVNLQANGIKMTQECAKEDTKCLTLRSLKKT-LKF—--CASGRTCTTMKIMSLPGEQITCCEGNMCNA

Xenoxin®
Citotoxinhah LKCHNTQLPFIYKT—CPEGKNLCFKA-TLKKFPLKIPIKRGCAD—NCPKNSALL----KYVCCSTDKCN
Citotoxin
Neurotoxina® RRCFNQQSSQPKTT KSCPPGENSCYNKQWRDHRGSI--TERGCG----CPKVK----PGIKLRCCESEDCNN
Neurotoxin®
C C C C C cCcC C
XENOXINAS 2 13 6 12 5 14 4 2
XENOXIN
CITOTOXINAS 2 10-11 6 15-17 3 10 4 1-2
CITOTOXINS
NEUROTOXINAS 2 12-13 4-6 15-16 1 8-11 4 2
NEUROTOXINS

Familia de péptidos designados xenoxinas, em que podem ser isolados membros
representativos da matéria segregada pela pele de Xenopus laevis e que possuem
propriedades farmacoldgicas de valor.
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LKCVNLQANGIKMTQECAKEDTKCLTLRSLKKT - LKF--~~~ CASGRTCTTMKIMSLPGEQITCCEGHNMCNA
LKCHNTQLPFIYKT~-CPEGKNLCFKA-TLKKFPLKIPIKRGCAD-~NCPKNSALL~~~-~KYVCCSTDKCN
RRCFHQQSSQPKTTKSCPPGENSCYNKQWRDHRGSY -~TERGCG~-~=-CPKVK---~-PGIKLRCCESEDCNH

FIGURA 3A
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FIGURA 3B
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Xenoxina-1 LKCVNLQANGIKMTQECAKEDTKCLTLRSLKKTLKFCASGRT~-CTTMKIMSLPGEQITCCEGNHCNA

c RT C XK BP CCEGNMCN
Receptor VEPCYGDKDKRRHCFATHKNISGSIEIVKQGCNLDDINCY-DRTDCVEKK-DS—PEVYFCCCBGNHCNEKF
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FIGURA 4
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