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RESUMO
COMPOSICOES E METODOS PARA MODULAR HEMOSTASE

A presente invencdo descreve variantes de Fator Xa e

métodos de utilizacdo das mesmas.
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DESCRIGAO
COMPOSICOES E METODOS PARA MODULAR HEMOSTASE
CAMPO DA INVENGAO

A presente invencédo refere-se aos campos de medicina e
hematologia. Mails especificamente, a invencdo proporciona
novos agentes de Fator de X/Xa de coagulacdo e métodos de
utilizacdo dos mesmos para modular a cascata de coagulacéo

em pacientes em necessidade dos mesmos.
ANTECEDENTES DA INVENQKO

Varias publicacdes e documentos de patente sdo citados
ao longo da memdéria descritiva para descrever o estado da

técnica ao qual esta invencédo pertence.

As enzimas de coagulacdo sao enzimas semelhantes a
tripsina que pertencem a familia de proteases S1 peptidase
que carregam um dobramento semelhante a quimiotripsina. As
proteases de coagulacdo contém dominios cataliticos que séo
altamente homdélogos uns aos outros e as serinas proteases
ancestrais de digestdo. A homologia/identidade estrutural é
tdo grande (> 70 %) que o0s residuos nos dominios
cataliticos das enzimas de coagulacdo sao numerados de
acordo com 0s residuos correspondentes em

gquimiotripsinogénio.

As enzimas de coagulacdo circulam no sangue como
precursores 1inativos, zimogénios, que requerem clivagem
proteolitica para ativacdo. Os zimogénios possuem ~10.000
vezes ou menos atividade proteolitica quando comparados as
serinas proteases produzidas seguindo ativacdo. Iniciacéo

da coagulacédo no local do dano vascular leva a uma série de



EP1948690B1

reacbdes em que um zimogénio € convertido numa protease
através de clivagem proteolitica especifica e forma a
enzima para a reacdo sucessiva. Isto culmina na ativacao
das células sanguineas e na conversdao do fibrinogénio
soltvel em fibrina insoluvel e consequentemente a formacéo
do coadgulo. Proteases em excesso sao removidas através de
reacdo com 1nibidores de protease circulantes qgque atuam
como substratos “suicidas” ou aqueles gque reconhecem as
enzimas ativas. Desse modo, ativacdo proteolitica dos
zimogénios de coagulacdo € uma caracteristica reguladora

fundamental da cascata de coagulacéo.

Camire R., (J. Biol. Chem., wvol 277, N° 40, 2002)

225 em Fator Xa com Pro com a

revela a substituicdo de Tyr
finalidade de diminuir a sensibilidade & ligacdo a Na'. O
Fator Xa resultante exibiu uma ponte salina parcialmente
desestabilizada (Ilel6o-Aspl94), foi mais semelhante a
zimogénio, e tinha uma capacidade diminuida de ligar-se a

Fator Va.

Embora alguns dos zimogénios de coagulacdo sejam
clivados em dois ou mais locals em suas respetivas reacdes
de ativagao, a formagdo da protease requer clivagem num
local so. Clivagem neste local e suas consequéncias
estruturais s&o consideradas no modo mais facil usando o
sistema de numeracao homélogo com base em
gquimiotripsinogénio e o trabalho estrutural extensivo feito
com tripsinogénio e tripsina. A conversd&o do zimogénio para
serina protease requer clivagem seguindo Arg’” (tipicamente
a ligacédo entre Arg15 e Ile'®) que tipicamente remove um
péptido de ativacgdo e expde um novo término N no dominio
catalitico comecando com lie®®. Um exemplo é a conversao do
fator X para Fator Xa (veja-se figuras 1 e 2). Em tripsina
e Fator Xa, a sequéncia N-terminal nova comeca com Ile'®-

vall’- Gly'®-Gly'’. Para outras enzimas de coagulacdo, a
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sequéncia N-terminal nova é uma variag¢do no mesmo tema. A
sequéncia N-terminal depois dobra-se de volta no dominio
catalitico e insere-se na ligacdo N-terminal clivada de uma
maneira sequéncia-especifica que é referida como
“sexualidade molecular”. Veja-se Figura 2.
Consequentemente, variantes com sequéncias N- terminais
alternadas nao sdo provaveis de sofrer sexualidade
molecular de um modo compardvel. Insercdo N-terminal leva a
formacdo de uma ponte de sal entre o grupo de o-NH, de Ile’”
e Asp’® no interior do dominio catalitico. Formacdo da
ponte de sal estd associada a numerosas alteracgdes na
estrutura do dominio catalitico incluindo: rearranjo dos
assim chamados dominios de ativacdo, mostrados na Figura 3;
formagdo do orificio de oxianido requerido para catdlise e
a formacdo de um local de 1ligacdo de substrato. Estas
alteracgdes levam a maturacdo da serina protease ativa. A
contribuicéo fundamental das interacgdes sequéncia-
especificas do novo término N através de sexualidade
molecular e formacdo da ponte de sal para a maturacdo da
protease ativa é evidente dos fatos a seguir: proteases
bacterianas que nao requerem clivagem para ativacgao
utilizam outra cadeia lateral dentro do dominio catalitico
para a ponte de sal com Asp’?; tripsinogénio pode ser
ativado para uma conformacdo semelhante a proteinase sem
clivagem, mas com concentragdes extremamente altas de um
dipéptido de Val-Ile gque se insere na fenda, embora muito
ineficientemente; o dipéptido de Val-Ile e outras variantes
sdo bem menos eficazes; adicionalmente, héd dois exemplos de
proteinas bacterianas que ativam zimogénios de coagulacéo
na auséncia de clivagem subvertendo o mecanismo de ativacéo
por meio de provisdo de seu prdéprio término N que se insere

na fenda da ligagdo N-terminal.

As alteragdes estruturais esboc¢adas acima proporcionam

uma explanacdo molecular para a conversdo de um zimogénio
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de precursor para uma serina protease ativa. Porém,
diferente de tripsina que ¢é completamente ativa seguindo
clivagem em Arg™, muitas das enzimas de coagulacdo atuam
muito fracamente em seus substratos de proteina. Embora
elas em geral possuam locais ativos completamente
funcionais e possam clivar substratos de peptidilo
pequenos, clivagem eficiente do substrato bioldgico
frequentemente requer uma proteina de co-fator (Figura 2).
Nestes casos, as proteinas de co-fator aumentam a taxa de
clivagem do substrato de proteina através de varios mil
dobramentos. Embora o mecanismo pelo qual as proteinas de
co-fator funcionam permaneca a ser solucionado, elas séao
improvaveis de funcionar tornando a protease mais
semelhante a enzima e portanto mais eficiente. Um ponto
chave é que, com uma excecdo, o0s co-fatores seletivamente
ligam-se a protease e ndo ao zimogénio correspondente. Por
exemplo, Fator Xa liga com afinidade alta a FVa ligado a
membrana, enquanto que o zimogénio de fator X nédo liga a

Fva.

Dependendo do estado do paciente pode ser desejavel
desenvolver proteinas de cascata de coagulacdo alteradas
que possuem funcdo de coagulacdo intensificada ou reduzida.
E um objetivo da invencdo prover tais proteinas para a

utilizacgdo como terapéuticas.
SUMARIO DA INVENGAO

De acordo com a presente invencdo, composicbes e
métodos sao proporcionados para influenciar locais
reguladores na via de transicdo de zimogénio de ZX -
protéase, assim dirigindo a producdo de uma espécie de FXa
mais “semelhante a zimogénio”. As composicgdes e métodos da
invencdo sdo eficazes para modular hemdéstase em pacientes

em necessidade dos mesmos.
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Numa forma de realizacgcdo, uma variante Fator Xa que
modula a hemdéstase & proporcionada, a gqual compreende o0s
aminodcidos 41 a 179 e os aminodcidos 235 a 488 da
sequéncia de aminodcidos proporcionada na Figura 5, e que
compreende pelo menos uma mutacido de substituicdo, em que a
dita pelo menos uma mutacdo de substituicdo inclui a
substituicdo de 1Ile na posicdo 235 com um aminoéacido
selecionado a partir do grupo que consiste em Leu, Phe, Asp

ou Gly.

A variante de Fator Xa de acordo com a invencgao pode
compreender ainda uma mutacao de substituicdo na Val na
posicdo 236 ou a Asp na posicdo 418 da sequéncia de
aminocdcidos proporcionada na Figura 5; preferentemente em
que a Val na posicdo 236 & Leu, Ala, ou Gly; ou em que a

Asp na posicgcdo 418 é Asn ou Glu.

Acidos nucleicos que codificam a variante
zimogénio/proteases da invengdo s&o também revelados como
sdo métodos de utilizacdo dos mesmos. Tais nucledtidos
podem opcionalmente codificar um local intracelular de

clivagem de PACE/furina.

Em ainda outra forma de realizacd&o, um &cido nucleico
que tem a sequéncia de SEQ ID NO: 2, em que os nucledtidos
nas posicdes 1684-1695 codificam 0s aminodacidos
selecionados a partir do grupo que consiste em Leu-Val-Gly,
Gly-Val-Gly, Ile-Ala-Gly, Phe-Val-Gly e Ile-Gly-Gly, o dito
4dcido nucleico compreende opcionalmente nucledétidos na
posicdo 2233-2235 que codificam um aminodcido selecionado a

partir do grupo que consiste em Asn ou Glu.

Uma composicdo farmacéutica que compreende a variante
de Fator Xa da invencdo num veiculo biologicamente

compativel é também proporcionada. Outro aspeto preferido
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da invencdo inclui métodos para o tratamento de um
distdarbio relacionado com a hemdstase num paciente em
necessidade dos mesmos que compreende a administracdo de
uma quantidade terapeuticamente eficaz da variante de
zimogénio/protease de Fator X/Xa contendo as composicgdes
farmacéuticas descritas no presente documento. Tais métodos
deveriam ter eficdcia no tratamento de distdrbios onde um
pré-coagulante €& necessario e inclui, sem limitacéao,
hemofilia A e B, hemofilia A e B associada a anticorpos
inibidores, deficiéncia de fator de coagulacédo, deficiéncia
de vitamina K-epdxido redutase Cl, deficiéncia de gama-
carboxilase, hemorragia associada a traumatismo, leséao;
trombose, trombocitopenia, acidente wvascular <cerebral,
coagulopatia, coagulagao intravascular disseminada (DIC);
distarbios de tratamento de sobre-coagulacdo, sindrome de
Bernard Soulier, tromblastemia de Glanzman, e deficiéncia

de fundo geral de armazenamento.

Certas variantes de zimogénio/protease podem ser Uteis
no tratamento de distuirbios onde a anti-coagulacgdo é
desejada. Tais disturbios incluem, sem limitacdo, trombose,
trombocitopenia, acidente vascular cerebral, e

coagulopatia.

Outro aspeto da i1invencédo inclui células hospedeiras
que expressam a variante de zimogénio/proteases da invencéao
para produzir quantidades grandes da mesma. Métodos para
isolar e purificar as variantes de zimogénio protease séo

também revelados.
BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS

Figura 1. Processamento de Fator X. O Fator X &
sintetizado com uma sequéncia sinal e prdé-péptido que

sdo removidos antes de sua secrecdo. 0O Fator X é um
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zimogénio e ndo tem nenhuma atividade enzimatica. O FX
¢ convertido em Fator Xa seguindo clivagem na ligacdo
de Argl5-1lel6 que liberta um péptido de ativacéo
(AP) .

Figura 2. Zimogénio para conversdo de protease. O
zimogénio para transicdo de protease para Fator X e
ajuntamento do Fator Xa em protrombinase (FXa, FVa,
fosfolipido e 1id6es de calcio). Esta enzima converte

protrombina (II) para trombina (Ma).

Figura 3. A estrutura de Raio X de FXa. O dominio
catalitico de FXa na orientagdo padrd&o. Regides
estruturais s&o observadas Jjuntamente com residuos
importantes. Tirado de Brandstetter et al. (1996) J.
Biol. Chem. 271:29988-29992.

Figura 4. Andlise de SDS-PAGE de variantes de FX/Xa.
4-12 % de géis de SDS-PAGE foram operados sob
condig¢gdes ndo-redutoras ou redutoras e depois tingidos

com Coomassie Blue.

Figura 5. Sequéncias de aminodcidos (SEQ ID NO: 1) e
dcido nucleico (SEQ ID NO: 2) de Fator Xa. Os locais e
posicbdes dos aminoacidos para modificacdes desejadas

na SEQ ID NO: 1 sdo mostrados em negrito.

Figura 6. Atividade de Fator Xa em plasma de hemofilia
B. FXa do tipo selvagem ou FXall6eL (2 nM) foram
adicionados ao plasma de hemofilia B e em intervalos
de tempo selecionados as amostras foram diluidas (0,1

nM) e ensailadas num ensaio de coagulacdo de aPTT.

Figura 7. Corregdo do aPTT. O Fator Xa-I1l6L (200
ng/kg; n = 7 ratinhos) ou PBS (n = 4 ratinhos) foi
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injetado em ratinhos com hemofilia B (C57BL/6) por
meio da veia da cauda. Em 5 e 30 min pds—-injecdo, o
sangue foi colhido e um ensaio de aPTT foi executado.
A linha pontilhada vermelha representa o valor de aPTT

dos animais de C57B1/6 normais.

Figura 8. Avaliagdo hemostatica seguindo ensaio de
grampo na cauda em ratinhos com hemofilia B. A perda
de sangue é medida pelo teor de hemoglobina da solucgéo
salina através de A525 pds-lesdo. O numero de ratinhos
(Balb ¢) é: do tipo selvagem (n = 7); HB-PBS (n = 6);
e HB-FXall6L (n = 7).

DESCRIGCAO PORMENORIZADA DA INVENGAO

Protedlise ¢é um aspeto essencial de coagulacgdo do
sangue e da& suporte a muitos dos mecanismos gque regulam
hemdéstase normal. Prdé-cofatores e zimogénios ndo podem
participar em qgualguer grau significativo em seus
respetivos complexos enzimdticos macromoleculares. Isto
indica que a ativacdo proteolitica tem gque resultar em
alteracbdes estruturais apropriadas que levam a expressao
dos locais que dao capacidades de ligagcdo da enzima,
substrato e co-fator. Embora ativacdo de prdé-cofator e de
zimogénio tenha sido intensivamente estudada, a relacgdao
entre protedlise e a expressao de locais de ligacdo que
transmitem a funcdo é incompletamente entendida. A presente
invengcao proporciona composicdes e sistemas modelos dque
elucidam os mecanismos moleculares que estdo por detréds da
expressao das interacgdes de ligacdes macromoleculares dque

acompanham as transicdes do estado de zimogénio.

Fator X (FX)' é uma glicoproteina de duas cadeias
dependentes de vitamina k gque desempenha um papel central

na coagulacao do sangue (Figura 1). Este =zimogénio de
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serina protease é um substrato para os complexos de enzima
de tenase extrinsecos (fator de tecido/FVIIa) e intrinsecos
(FVIIIa/FIXa) que cliva a ligacdo de Arg'’-1le'® fendivel em
FX resgatando um péptido de ativacdo de 52 aminodcidos
gerando FXa. O Fator Xa ¢é a protease responsavel pela
conversdao de protrombina em trombina (Figura 2). Embora o
Fator Xa seja uma protease completamente competente e
possua a magquinaria catalitica para a clivagem de
protrombina, é um catalisador profundamente fraco para esta
reacdo. Sua interacdo de 1ligacado firme com o co-fator,
fator Va, numa superficie de membrana profundamente aumenta
a taxa de formacdo de trombina sem substancialmente afetar
as outras reacgbes catalisadas por Fator Xa. Alteragdes para
a sequéncia N-terminal (Ile-Val-Gly) seguindo o local de
clivagem de Argl5 que leva a sexualidade molecular subdétima
sdo esperadas render um derivado “semelhante a zimogénio”
de Xa que tem atividade proteolitica prejudicada, ou até
mesmo nada. Estes derivados nao sao esperados ser
suscetiveis a inibicdo através de inibidores de protease do
plasma tais como Antitrombina III e ndo sado esperados
interferir com a iniciacdo de <coagulacdao seguindo dano
vascular porque eles ndo sao esperados ligar a TFPI muito
bem. O Fator Xa liga-se ao fator Va firmemente enquanto o
fator de zimogénio X ndo. Desse modo, formas de Fator Xa
semelhantes a zimogénio sdo esperadas ligar a Va mais
fracamente, mas serem completamente resgatadas em
concentracgdes de co—fator suficientemente altas e
eficientemente catalisam a formacao de trombina. Formas
semelhantes a zimogénio de Fator Xa com estas propriedades
sdo esperadas atuar como proteases duradouras na circulacéao
que estdo do contrario mortas mas retém a habilidade para
catalisar a formacdo de trombina ao ligar ao fator Va. Elas
tém o) potencial para servir como pré—-coagulantes
terapéuticos que evita as deficiéncias em outros fatores de

coagulacdo na cascata, sem os efeitos deletérios associados
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a infusdo do FXa do tipo selvagem completamente funcional.

I. Definicdes:

Vadrios termos relativos as moléculas bioldgicas da
presente invencdo sao usados mais acima e também ao longo

da memdéria descritiva e reivindicacobes.

A frase “wariante de zimogénio/protease” refere-se a
um zimogénio de FX ou protease de FXa modificados que foram
alterados geneticamente de modo que sua atividade de
protease quando convertida em FXa é reduzida ou “semelhante
a zimogénio” na auséncia de co-fatores especificos (por
exemplo, a afinidade de ligacdo ao local ativo é inferior
que a observada na molécula do tipo selvagem. Notavelmente,
esta afinidade/atividade ¢é restabelecida na presencga dos
co—-fatores apropriados que incluem, sem limitacgado, fator
Va. Locais preferidos para alteragdes de aminodcido na
molécula FX de origem incluem substituicdo da isoleucina na
posicao 16, substituicdo da wvalina na posicédo 17 e
substituicdo do 4&cido aspartico na posicdo 194, com a
condicdo que o aminodcido na posicdo 16 ndo seja valina ou

alanina.

A frase “disturbio relacionado com a hemdstase”
refere-se aos disturbios de hemorragia tais como hemofilia
A e B, pacientes com hemofilia A e B com anticorpos
inibidores, deficiéncias em Fatores de coagulacao, Vil, IX
e X, XI, V, XII, 1I, fator de von Willebrand, deficiéncia
de FV/FVIII combinados, deficiéncia de vitamina K-epdxido
redutase Cl, deficiéncia de gama-carboxilase; hemorragia
associada a traumatismo, lesdo, trombose, trombocitopenia,
acidente vascular cerebral, coagulopatia, coagulacao
intravascular disseminada (DIC) ; sobre—-anticoagulacéao

associada a heparina, heparina de peso molecular baixo,

10
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pentassacarido, warfarina, antitrombdéticos de molécula
pequena (isto ¢é, inibidores de FXa); e disturbios de
plaquetas tais como, sindrome de Bernard Soulier,

tromblastemia de Glanzman, e deficiéncia de fundo geral de

armazenamento.

Um disturbio relacionado com a hemdstase pode também
incluir hemorragia relacionada com disturbios trombdéticos
tais como trombose venosa profunda, trombose associada a
estados ou malignidades de doenca cardiovascular, trombose
resultante de permanéncia interna ou outros procedimentos
cirtrgicos invasivos e trombose associada a doengas
autoimunes tais como lupus. As variantes de
zimogénio/protease poderiam também proporcionar hemdstase
necessaria para pacientes com coagulacdo intravascular
disseminada ou coagulopatias consuntivas surgindo de uma

variedade de estados de doencga.

Com referéncia aos &cidos nucleicos da invencado, o
termo “acido nucleico isolado” as vezes € usado. Este
termo, quando aplicado a ADN, refere-se a uma molécula de

ADN que estd separada das sequéncias com as quais é

imediatamente contigua (nas direcdes 5' e 3') no genoma de
ocorréncia natural do organismo do gual origina. Por
exemplo, “acido nucleico isolado” pode compreender uma

molécula de ADN ou ADNc inserida num vetor, tal como um
vetor de plasmideo ou de virus, ou integrada no ADN de um

procariota ou eucariota.

Com respeito as moléculas de ARN da invengdo, o termo
“acido nucleico 1isolado” primariamente refere-se a uma
molécula de ARN codificada por uma molécula de ADN isolada
como definida acima. Alternativamente, o termo pode
referir-se a uma molécula de ARN que foi suficientemente

separada das moléculas de ARN com as dgquais estaria

11
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associada em seu estado natural (isto €, em células ou
tecidos), de modo que ela existe numa forma
“substancialmente pura” (o termo “substancialmente puro” é

definido a seguir).

Com respeito a proteina, o termo “proteina isolada” ou
“proteina isolada e purificada” as vezes & no presente
documento usado. Este termo refere-se primariamente a uma
proteina produzida por expressdo de uma molécula de acido
nucleico isolada da invencdo. Alternativamente, este termo
pode referir a uma proteina que foi suficientemente
separada das outras proteinas com as quais seria
naturalmente associada, para existir na forma

“substancialmente pura”.

O termo “regido de promotor” refere-se as regides
reguladoras transcricionais de um gene que pode ser
encontrado no lado de 5" ou 3' da regidao de codificacgdo, ou

dentro da regido de codificacgdo, ou dentro dos intrdes.

O termo “wetor” refere-se a uma molécula de ADN
veiculo pequena ao gqual uma sequéncia de ADN pode ser
inserida para introducdo numa célula hospedeira onde seréd
replicada. Um “vetor de expressdo” é um vetor especializado
que contém um gene ou sequéncia de &acido nucleico com as
regides reguladoras necessdrias requeridas para expressao

numa célula hospedeira.

0O termo “operativamente 1ligado” significa que as
sequéncias reguladoras necessdrias para expressao de uma
sequéncia de codificacdo s&o colocadas na molécula de ADN
nas posic¢gdes apropriadas com relacdo a seqguéncia de
codificagcdo para realizar expressdo da sequéncia de
codificacdo. Esta mesma definicdo as vezes ¢é aplicada ao

arranjo de sequéncias de codificagcdo e aos elementos de

12
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controlo de transcricéo (por exemplo promotores,
intensificadores, e elementos de terminacdo) num vetor de
expressdo. Esta definicdo ¢ também as vezes aplicada ao
arranjo de sequéncias de &4cido nucleico de uma primeira e
uma segunda molécula de &cido nucleico em que uma molécula

de 4cido nucleico hibrida é gerada.

O termo “substancialmente puro” refere-se a uma
preparacdo que compreende pelo menos 50-60 % em peso do
composto de interesse (por exemplo, dcido nucleico,
oligonucledtido, proteina, etc.). Mais preferivelmente, a
preparacdo compreende pelo menos 75 % em peso, e mais
preferivelmente 90-99 % em peso, do composto de interesse.
Pureza ¢é medida através de métodos apropriados para o
composto de interesse (por exemplo métodos cromatograficos,
agarose ou eletroforese em gel de poliacrilamida, andlise

de HPLC, e similares).

A frase “consistindo essencialmente” ao referir-se a
uma sequéncia de nucledtido ou sequéncia de aminocdcido
particular significa uma sequéncia que tem as propriedades
de uma SEQ ID NO: dada. Por exemplo, quando usado em
referéncia a uma sequéncia de aminoédcido, a frase inclui a
sequéncia per se e as modificagbdes moleculares qgue nao

afetariam as caracteristicas bédsicas e novas da sequéncia.

O termo “oligonucledétido”, como no presente documento
usado, refere-se aos 1niciadores e sondas da presente
invencdo; e é definido como uma molécula de &acido nucleico
compreendida de dois ou mais ribo- ou
desoxirribonucledétidos, preferivelmente mais que trés. O
tamanho exato do oligonucledétido dependerd de varios
fatores e da aplicacdo particular para a qual o

oligonucledtido é usado.
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O termo “sonda” como no presente documento usado
refere-se a um oligonucledtido, polinucledétido ou A&cido
nucleico, ARN ou ADN, quer de ocorréncia natural como numa
digestdo da enzima de restricdo purificada quer produzido
sinteticamente, que € capaz de anelar ou especificamente
hibridar com um Aacido nucleico com as sequéncias
complementares a sonda. Uma sonda pode ser de cadeia
simples ou de cadeia dupla. O comprimento exato da sonda
dependerd de muitos fatores, incluindo temperatura, fonte
da sonda e método de wutilizac&o. Por exemplo, para
aplicacgdes de diagnéstico, dependendo da complexidade da
sequéncia alvo, a sonda de oligonucledétido tipicamente
contém 15-25 nucledétidos ou mais, embora possa conter menos

nucledtidos.

As sondas no presente documento sdo selecionadas para
ser “substancialmente” complementares a diferentes
filamentos de uma sequéncia de 4cido nucleico alvo
particular. Isto significa que as sondas devem ser
suficientemente complementares para serem capazes de
“hibridar-se especificamente” ou anelar-se com seus
respetivos filamentos alvos sob um conjunto de condicgdes
predeterminadas. Portanto, a sequéncia de sonda nao
necessita refletir a sequéncia complementar exata do alvo.
Por exemplo, um fragmento de nucledtido ndo-complementar
pode ser 1ligado a terminacdo 5' ou 3' da sonda, com ©
restante da sequéncia da sonda sendo complementar ao
filamento alvo. Alternativamente, bases ndo-complementares
ou sequéncias mais longas podem ser entremeadas na sonda,
contanto que a sequéncia de sonda tenha complementaridade
suficiente com a sequéncia do acido nucleico alvo para

especificamente anelarem-se entre si.

0 termo “‘hibrida especificamente” refere-se a

associacdo entre duas moléculas de &cido nucleico de cadeia
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simples de sequéncia suficientemente complementar para
permitir tal hibridacdo sob condig¢gbes predeterminadas em
geral usadas na técnica (as vezes denominadas
“substancialmente complementares”). Em particular, o termo
refere-se a hibridacdo de um oligonucledétido com uma
sequéncia substancialmente complementar contida dentro de
uma molécula ADN ou ARN de cadeia simples da invenc¢édo, para
a exclusédo substancial da hibridacdo do oligonucledétido com
4dcidos nucleicos de cadeia simples de sequéncia néo-

complementar.

O termo “iniciador” como usado no presente documento
refere-se a um oligonucleétido, ARN ou ADN, de cadeia
simples ou de cadeia dupla, quer derivado de um sistema
bioldgico, gerado por digestdo da enzima de restricdo, quer
produzido sinteticamente que, quando colocado no ambiente
apropriado, €& <capaz de atuar funcionalmente como um
iniciador da sintese de 4cido nucleico dependente do
modelo. Quando presentes com um modelo de &cido nucleico
apropriado, precursores de trifosfato de nucledtido
adequados de &cidos nucleicos, uma enzima de polimerase,
co-fatores adequados e condig¢bes tais como uma temperatura
e pH adequados, o iniciador pode ser estendido em seu
término 3' pela adicdo de nucledétidos mediante acdo de uma
polimerase ou atividade similar para render um produto de

extensdo de iniciador.

O iniciador pode variar em comprimento dependendo das
condigbes particulares e requerimentos da aplicacdo. Por
exemplo, em aplicagdes de diagndstico, o iniciador de
oligonucledtido é tipicamente 15-25 ou mais nucledtidos em
comprimento. O iniciador deve ser de complementaridade
suficiente para o modelo desejado preparar a sintese do
produto de extensdo desejado, isto €, para ser capaz de

anelar com o filamento de modelo desejado de uma maneira
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suficiente para proporcionar a metade de hidroxilo de 3' do
iniciador em Jjustaposicao apropriada para o utilizacdao na
iniciacdo da sintese por uma polimerase ou enzima similar.
Nado é requerido gque a sequéncia de iniciador represente um
complemento exato do modelo desejado. Por exemplo, uma
sequéncia de nucledtido ndo-complementar pode ser ligada a
terminagdo 5' de um iniciador do contrdrio complementar.
Alternativamente, bases ndo-complementares podem ser
entremeadas dentro da sequéncia de iniciador de
oligonucledétido, contanto que a sequéncia de iniciador
tenha complementaridade suficiente com a sequéncia do
filamento de modelo desejado para funcionalmente
proporcionar um complexo de modelo-iniciador para a sintese

do produto de extensao.

O termo “por cento idéntica” € no presente documento
usado com referéncia as comparagdes entre sequéncias de
4dcido nucleico ou de aminodcido. Sequéncias de 4acido
nucleico e de aminodcido sdo frequentemente comparadas
usando programas de computacgdo que alinham as sequéncias de
4dcidos nucleicos ou aminodcidos desse modo definindo as
diferencas entre as duas. Para propdsitos desta invencgéao,
comparacdes de sequéncias de &cido nucleico s&o executadas
usando o Pacote de GCG Wisconsin versé&o 9.1, disponivel do
Genetics Computer Group em Madison, Wisconsin. Por
conveniéncia, os pardmetros predefinidos (penalidade de
criacao de intervalo = 12, penalidade de extensadao de
intervalo = 4) especificados por aquele programa sao
intencionados para a utilizagdo no presente documento para
comparar identidade de sequéncia. Alternadamente, o
programa de Blastn 2.0 proporcionado pelo National Center
for Biotechnology Information (encontrado na rede mundial
em ncbi.nlm.nih.gov/blast/; Altschul et al., 1990, J Mol
Biol 215:403-410) wusando um alinhamento intervalado com

parémetros predefinidos, pode ser usado para determinar o
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nivel de identidade e similaridade entre sequéncias de

4dcido nucleico e sequéncias de aminoédcidos.

II. Preparacao de Moléculas de Acido Nucleico e

Polipéptidos que codificam Variante de Zimogénio-Protease
A. Moléculas de Acido Nucleico

Moléculas de acido nucleico que codificam a variante
de =zimogénio/proteases da invencdo podem ser preparadas
usando métodos de tecnologia de ADN recombinante. A
disponibilidade de informacdo da sequéncia de nucledtido
permite a preparacdo de moléculas de 4acido nucleico
isoladas da invencdo por uma variedade de meios. Por
exemplo, as sequéncias de &acido nucleico que codificam um
polipéptido de zimogénio/protease podem ser isoladas de
fontes bioldgicas apropriadas usando protocolos padrdes bem

conhecidos na técnica.

Acidos nucleicos da presente invencdo podem ser
mantidos Ccomo ADN em qualquer vetor de clonagem
conveniente. Numa forma de realizacdo preferida, os clones
sdo mantidos num vetor de clonagem/expressdo de plasmideo,
tal como pBluescript (Stratagene, La Jolla, CA) que ¢é
propagado numa célula hospedeira de E. coli adequada.
Alternativamente, os acidos nucleicos podem ser mantidos em
vetor adequado para expressdo em células de mamiferos. Em
casos onde modificacdo pds-translacional afeta a funcédo de
zimogénio/protease (por exemplo, Fator Xa), €& preferivel

expressar a molécula em células de mamiferos.

Numa forma de realizacgdo, os &cidos nucleicos que
codificam as variantes de zimogénio de fator X podem ser
também modificados por meio de insercdo de um local de

clivagem proteolitico intracelular. Para expressar
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variantes de FXa semelhantes a zimogénio “ativadas” em
células de mamiferos, um local de clivagem proteolitico
intracelular pode ser inserido entre as posicdes Arglb e 16
na variante de zimogénio de FX. Tais locais de clivagem
incluem: Arg-Lys—-Arg ou Arg-Lys—-Arg-Arg-Lys—Arg. Estes
locais de clivagem sdo reconhecidos eficientemente através
de proteases (enzimas semelhantes a PACE/furina) dentro da
célula e sé&o removidos. Isto resulta numa variante de FX(a)
processada em que a cadeia pesada na molécula comeca agora
na posicdo 16. Introducgdo deste local de clivagem na dita

posicdo permitird a conversdo intracelular de FX em FXa.

Em outra forma de realizacdo, o péptido de ativacao de
52 aminocdcidos inteiro pode ser removido e o local de
clivagem de protease intracelular pode ser introduzido em

seu lugar gue resultard na variante de FXa.

Por fim estes tipos de modificacdes permitem secrecéo
da forma processada “ativa” de variante de FX de uma célula
gque expressa a variante de FX modificada. Secrecaoc do fator
clivado obvia uma necessidade por clivagem proteolitica
durante o codgulo sanguineo ou seguindo o isolamento da

proteina.

Moléculas de &cido nucleico de codificacédo de variante
de =zimogénio/protease da invengdo incluem ADNc, ADN, ARN
gendmico, e fragmentos dos mesmos, que podem ser uni ou de
cadeia dupla. Desse modo, esta invenc¢do proporciona
oligonucledétidos (filamentos senses e antissenses de ADN ou
ARN) tendo sequéncias capazes de hibridar com pelo menos
uma sequéncia de uma molécula de acido nucleico da presente
invencdo. Tais oligonucledétidos sdo uteis como sondas para

detectar expressdo de zimogénio/protease.
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B. Proteinas

Um polipéptido de =zimogénio/protease de comprimento
total ou variante da presente invencgcao pode ser preparado
numa variedade de modos, de acordo com os métodos
conhecidos. A proteina pode ser purificada de fontes
apropriadas, por exemplo, células ou tecidos cultivados
bacterianos ou animais transformados que expressam
zimogénio/protease, através de purificacgao de
imuncafinidade. Porém, este ndo €& um método preferido
devido a baixa quantidade de proteina, provavel estar

presente num tipo de célula dado a gqualguer momento.

A disponibilidade das moléculas de &cido nucleico que
codificam um polipéptido de variante de zimogénio/protease
permite a produgdo de zimogénio/protease usando métodos de
expressédo in vitro conhecidos na técnica. Por exemplo, um
ADNc ou gene pode ser clonado num vetor de transcricdo 1in
vitro apropriado, tal como pSP64 ou pSP65 para transcricgéo
in vitro, seguido por translagdo livre de célula num
sistema de translacdo livre de célula adequado, tal como
lisados de reticuldcito de germe de trigo ou de coelho.
Sistemas de transcricdo e de translacao 1in vitro estéo
comercialmente disponiveis, por exemplo, de Promega

Biotech, Madison, Wisconsin ou BRL, Rockville, Maryland.

Alternativamente, de acordo com uma forma de
realizacgdao preferida, quantidades maiores de
zimogénio/protease podem ser produzidas através de
expressao num sistema de expressdo procaridtico ou
eucariodético adequado. Por exemplo, parte ou toda de uma
molécula de ADN que codifica variante de Fator Xa por
exemplo, pode ser inserida num vetor de plasmideo adaptado
para expressdo numa célula bacteriana, tal como E. coli ou

uma célula mamifera tal como células CHO ou Hela.
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Alternativamente, numa forma de realizacdo preferida,
proteinas de fuséao marcadas que compreende
zimogénio/protease podem ser geradas. Tais proteinas de
fusdo marcadas com zimogénio/protease sdo codificadas por
parte ou toda de uma molécula de ADN, ligada na estrutura
de leitura de coddo correta numa sequéncia de nucledtidoa
que codifica uma porcdo ou todo um marcador de polipéptido
desejado que ¢ inserido num vetor de plasmideo adaptado
para expressdo numa célula bacteriana, tal como E. coli ou
uma célula eucaridtica, tal como, mas ndo limitada a,
células de levedura e mamiferas. Vetores tais como aqueles
descritos acima compreendem  0OS elementos reguladores
necessarios para expressdo do ADN na célula hospedeira
posicionada numa tal maneira a permitir expressao do ADN na
célula hospedeira. Tais elementos reguladores requeridos
para expressdo incluem, mas nado sao limitados a, sequéncias
de promotor, sequéncias de iniciacdo de transcrigdo, e

sequéncias de intensificador.

Proteinas de variante de zimogénio/proteases,
produzidas através de expressdo de gene num sistema
procaridtico ou eucaridtico recombinante, podem  ser
purificadas de acordo com os métodos conhecidos na técnica.
Numa forma de realizacado preferida, um sistema de
expressédo/secrecgéo comercialmente disponivel pode ser
usado, por meio do qual a proteina recombinante é
expressada e depois disso segregada da célula hospedeira,
para ser facilmente purificada do meio circunvizinho. Se os
vetores de expressdo/secrecgdo ndo forem usados, um método
alternativo envolve purificar a proteina recombinante
através de separacdo de afinidade, tal como por interacédo
imunoldgica com anticorpos dque especificamente ligam a
proteina recombinante ou colunas de niquel para isolamento
das proteinas recombinantes marcadas com 6-8 residuos de

histidina em seu término N ou término C. Marcadores
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alternativos podem compreender o epitopo FLAG, GST ou o
epitopo de hemaglutinina. Tais métodos sdo comumente usados

por médicos habeis.

As proteinas de zimogénio/protease, preparadas pelos
métodos acima mencionados, podem ser analisadas de acordo
com 0s procedimentos padrdes. Por exemplo, tais proteinas
podem ser submetidas a andlise de sequéncia de aminodcido,

de acordo com os métodos conhecidos.

Como debatido acima, um modo conveniente de produzir
um polipéptido de acordo <com a presente invencdo é
expressar dcido nucleico que o codifica, mediante
utilizagdo do &cido nucleico num sistema de expressdo. Uma
variedade de sistemas de expressdo de utilidade para os
métodos da presente invencdo € bem conhecida aos peritos na

especialidade.

Consequentemente, também se descreve um método de
preparagdo de um polipéptido (como revelado), o método

inclui a expressdao de A4acido nucleico que <codifica o

polipéptido (em geral, A&acido nucleico). Isto pode ser
convenientemente alcancado cultivando uma célula
hospedeira, contendo um tal vetor, sob condicdes

apropriadas que causam ou permitem produgdo do polipéptido.
Polipéptidos podem também ser produzidos em sistemas 1in

vitro, tails como em lisados de reticuldcitos.

ITI. Utilizacdes de Proteinas de Zimogénio/Protease e

Acidos Nucleicos que Codificam Zimogénio/Protease

Acidos nucleicos de variante de zimogénio/proteases
que codificam polipéptidos que tém atividades de protease
alteradas podem ser wusados, por exemplo, como agentes

terapéuticos e/ou profildticos (proteina ou acido nucleico)
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que modulam a cascata de coagulacgao sanguinea. Os
inventores presentes descobriram que moléculas de
zimogénio/protease de fator X/Xa podem aumentar a

coagulacdo e proporcionar hemdstase eficaz.

A, Polipéptidos de Variantes de Zimogénio/Protease

Os polipéptidos de variante de zimogénio/proteases
podem ser administrados a um paciente por meio de infusao
num veiculo biologicamente compativel, preferivelmente por
meio de injecéo intravenosa. A variante de
zimogénio/proteases da invencdo pode opcionalmente ser
encapsulada em lipossomas ou misturada com outros
fosfolipidos ou micelas para aumentar a estabilidade da
molécula. Zimogénio/protease pode ser administrado sozinho
ou em combinagdo com outros agentes conhecidos modular
heméstase (por exemplo, Fator V, Fator Va ou derivados dos
mesmos) . Uma composicgcdo apropriada para resgatar os
polipéptidos de zimogénio/protease pode ser determinada por
um médico em consideracdo de uma variedade de varidveis
fisioldgicas, incluindo, mas ndo limitadas a, a condicdo e
estado hemodindmico do paciente. Uma variedade de
composicdes bem adaptadas para diferentes aplicagdes e vias
de administragdo é bem conhecida na técnica e ¢é descrita

mais a seguir.

A preparagdo contendo o andlogo de fator X/Xa
purificado contém uma matriz fisiologicamente aceitavel e é
preferivelmente formulada como uma preparacdo farmacéutica.
A preparacgdo pode ser formulada usando métodos da técnica
anterior substancialmente conhecidos, misturada com um
tampao contendo sais, tais como NaCl, CaCl,, e aminoéacidos,
talis como glicina e/ou lisina, e numa faixa de pH de 6 a 8.
Até necessario, a preparacdo purificada contendo o analogo

de fator X/Xa pode ser armazenada na forma de uma solucgéo

22



EP1948690B1

acabada ou na forma liofilizada ou extremamente congelada.
Preferivelmente a preparacao é armazenada na forma
liofilizada e ¢é dissolvida numa solugdo visualmente clara

usando uma solugdo de reconstituicdo apropriada.

Alternativamente, a preparacao de acordo com a
presente invencdo pode também ser disponibilizada como uma
preparacgdao liquida ou como um liquido que € extramente

congelado.

A preparacdo de acordo com a presente invencdo é
especialmente estdvel, isto é, pode ser deixada repousar em

forma dissolvida um tempo prolongado antes da aplicacéo.

A preparagdo que contém um andlogo de fator X em
combinagdo com fator XIa ou um derivado do mesmo €& capaz de
ativar o andlogo de fator X em Fator Xa ou o anadlogo de
Fator Xa pode 1T“ser disponibilizado na forma de uma
preparacdo de combinacdo que compreende um recipiente que
retém o fator XIa gque é imobilizado numa matriz,
potencialmente na forma de uma coluna miniatura ou uma
seringa enchida com uma protease, e um recipiente contendo
a preparagdo farmacéutica com o andlogo de fator X. Para
ativar o andlogo de fator X, a solucdo contendo o anadlogo
de fator X, por exemplo, pode ser pressionada na protease
imobilizada. Durante o armazenamento da preparagao, a
solucdo contendo o andlogo de fator X & preferivelmente de
forma espacial separada da protease. A preparacao pode ser
armazenada no mesmo recipiente qgue a protease, mas 0s
componentes sdao espacialmente separados por uma particéao
impermedvel que pode ser facilmente removida antes da
administracdo da preparacdo. As solugdes podem também ser
armazenadas em recipientes separados e ser colocadas em

contato entre si apenas brevemente antes da administracao.
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0O andlogo de fator X pode ser ativado no Fator Xa logo
antes da utilizacéao imediato, isto é, antes da
administracdo ao paciente. A ativacdo pode ser realizada
colocando um andlogo de fator X em contato com uma protease
imobilizada ou misturando as solugdes gque contém uma
protease, por um lado, e o analogo de fator X, por outro
lado. Desse modo, € possivel manter os dois componentes
separadamente em solugdo e o0s misturar por meio de um
dispositivo de infusdo adequado em que o0s componentes
entram em contato entre si a medida que eles atravessam o
dispositivo e assim causam uma ativacdo no Fator Xa ou no
andlogo de Fator Xa. O paciente desse modo recebe uma
mistura de Fator Xa e, além disso, uma serina protease que
é responsavel pela ativacao. Neste contexto, é
especialmente importante para prestar muita atencdo na
dosagem uma vez que a administracdo adicional de uma serina
protease também ativa fator X enddgeno que pode encurtar o

tempo de coagulacgao.

A preparacdo pode ser disponibilizada como uma
preparacdo farmacéutica com atividade de Fator Xa na forma
de uma preparacdo de um componente sd ou em combinacgdo com
outros fatores na forma de uma preparacao de

multicomponentes.

Antes de processar a proteina purificada numa
preparacdo farmacéutica, a proteina purificada é submetida
aos controlos de gqualidade convencionais e formada numa
forma de apresentacdo terapéutica. Em particular, durante a
fabricacdo recombinante, a preparacdo purificada é testada
quanto a auséncia de acidos nucleicos celulares como também
4dcidos nucleicos que sdo derivados do vetor de expresséao,
preferivelmente usando um método, tal como € descrito no

documento EP 0 714 987.
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Também se descreve no presente documento uma
preparagdao que contém um andlogo de Fator X com uma
estabilidade alta e integridade estrutural e que, em
particular, € livre de intermedidrios de andlogo de fator
X/Xa 1inativos e produtos de degradacdo autoproteoliticos e
que podem ser produzidos ativando um andlogo de fator X do
tipo descrito acima e formulando-o numa preparacgéao

apropriada.

25



EP1948690B1

A preparacgdo farmacéutica pode conter dosagens de
entre 10- 1000 npg/kg, mais preferivelmente entre cerca de
10-250 png/kg e o mais preferivelmente entre 10 e 75 nug/kg,
com 40 pg/kg do polipéptido de variante de fator X sendo
particularmente preferido. Os pacientes podem ser tratados
imediatamente sob apresentacao na clinica com uma
hemorragia. Alternativamente, os pacientes podem receber
uma infusdo de bolo uma a cada trés horas, ou se melhoria
suficiente for observada, uma infusdo uma vez ao dia do

variante de Fator Xa descrita no presente documento.

B. Acidos Nucleicos que Codificam Zimogénio/Protease

Acidos nucleicos que codificam =zimogénio/protease
podem ser usados para uma variedade de propdsitos. Por
exemplo, um veiculo de libertacgdo de &cido nucleico (isto
é, um vetor de expressao) para modular coagulagdo sanguinea
& proporcionado em que o vetor de expressdo compreende uma
sequéncia de adcido nucleico que codifica para um
polipéptido de wvariante de =zimogénio/protease, ou um
fragmento funcional do mesmo como descrito no presente
documento. Administracéo de vetores de expresséao
codificando =zimogénio/protease a um paciente resulta na
expressdo do polipéptido de =zimogénio/protease que serve
para alterar a cascata de coagulacdo. De acordo com a
presente invengdo, uma sequéncia de &cido nucleico de
codificacao de zimogénio/protease pode codificar um
polipéptido de zimogénio/protease como descrito no presente
documento cuja expressao aumenta a hemdéstase. Numa forma de
realizagdo preferida, uma sequéncia de &cido nucleico de
zimogénio/protease codifica uma variante de polipéptido de

Fator Xa humana.

Os vetores de expressao que compreendem sequéncias de

dcido nucleico de wvariantes de =zimogénio/protease de X/Xa
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podem ser administrados sozinhos, ou em combinagcdo com
outras moléculas uteis para modular hemdstase. De acordo
com a presente invencdo, o0s vetores de expressdao ou
combinacdo de agentes terapéuticos podem ser administrados
sozinhos ao paciente ou numas composicdes farmaceuticamente

aceitdveis ou biologicamente compativeis.

Numa forma de realizacgdo preferida da invencgdo, o
vetor de expressdo que compreende sequéncias de Aacido
nucleico que codificam as variantes de wvariante de
zimogénio/proteases é um vetor viral. Vetores virais que
podem ser usados na presente invencao incluem, mas nao sao
limitados a, vetores adenovirais (com ou sem
promotores/intensificadores tecido-especificos), vetores
adenovirus—- associados (A- AV) de sorotipos multiplos (por
exemplo, AAV-2, AAV-5, AAV-7, e AAV-8) e vetores de AAV
hibrido, vetores de lentivirus e vetores de lentivirus de
pseudo-tipo [por exemplo, virus de Ebola, virus de
estomatite wvesicular (VSV), e virus de imunodeficiéncia
felina (FIV)], vetores de virus do herpes simples, vetores

de virus de vacinia, e vetores retrovirais.

Descrevem-se no presente documento métodos para a
administracdo de um vetor wviral que compreende as
sequéncias de 4cido nucleico que codificam uma variante de
zimogénio/protease, ou um fragmento funcional das mesmas,
sdo proporcionados. Vetores adenovirais de utilidade nos
métodos preferivelmente incluem pelo menos as partes
essenciais do ADN do vetor adenoviral. Como descrito no
presente documento, expressao de um polipéptido de variante
de zimogénio/protease seguindo administracdo de tal um
vetor adenoviral serve para modular hemdéstase. No contexto
da variante de Fator Xa descrito no presente documento, tal
administracdo intensifica a atividade de prdé-coagulacdo da

protease.
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Vetores adenovirais recombinantes encontraram
utilidade wvasta para uma variedade de aplicacdes de
terapéutica de gene. Sua utilidade para tais aplicacdes é
em grande parte devido a eficiéncia alta de transferéncia
de gene in vivo alcancada numa variedade de contextos de

6rgéo.

Particulas adenovirais podem ser usadas para tirar
vantagem como veiculos para libertacdo de gene adequada.
Tais virides possuem vArias caracteristicas desejaveis para
tais aplicacgdes, incluindo: caracteristicas estruturais
relacionadas em ser um virus ndo-envelopado de ADN de
cadeia dupla e caracteristicas bioldgicas tais como um
tropismo para o sistema respiratdério humano e trato
gastrintestinal. Além disso, adenovirus sdo conhecidos por
infetar uma ampla variedade de tipos de célula in vivo e in
vitro através de endocitose mediada por receptor. Atestando
a seguranca geral dos vetores adenovirais, infeccdo com
adenovirus leva a um estado de doenca minimo em humanos que

compreende sintomas moderados semelhantes a influenza.

Devido a seu tamanho grande (~36 quilobases), genomas
adenovirais sado bem adaptados para a utilizacdo como
veiculos de terapéutica de gene porque eles podem acomodar
a 1insercdo de ADN estranho seguindo a remocgcdo de genes
adenovirais essenciais para regides de replicagao e nao-
essenciais. Tais substituig¢des tornam o vetor wviral
prejudicado com respeito as fungdes replicativas e de
infecciosidade. De nota, os adenovirus foram usados como
vetores para terapéutica de gene e para expressdo de genes

heterdlogos.
Para um debate mais pormenorizado da utilizacdo de

vetores de adenovirus utilizado para terapéutica de gene,

veja—-se Berkner, 1988, Biotechniques 6:616- 629 e Trapnell,
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1993, Advanced Drug Delivery Reviews 12:185-199.

E desejavel introduzir um vetor que possa
proporcionar, por exemplo, cdépias multiplas de um gene
desejado e consequentemente maiores quantidades do produto
daquele gene. Vetores adenovirais melhorados e métodos para
produzir estes vetores foram descritos em pormenores em
vdrias referéncias, patentes, e pedidos de patente,
incluindo: Mitani e Kubo (2002, Curr Gene Ther. 2(2): 135-
44); Olmsted-Davis et al. (2002, Hum Gene Ther. 13(11):
1337-47); Reynolds et al. (2001, Nat Biotechnol. 19(9) :838-
42); patentes US N° 5.998.205 (em qgque sao proporcionados
vetores replicativos especificos a tumor que compreendem
cépias de ADN mualtiplas); documento US 6.228.646 (em que
sdo descritos vetores de adenovirus livres de auxiliares,
totalmente defeituosos); documento US 6.093.699 (em que séao
proporcionados vetores e métodos para terapéutica de gene);
documento US 6.100.242 (em que um vetor de adenovirus
defeituoso de replicacéo inserido em transgene foi
eficazmente usado em terapéutica de gene in vivo de doenca
vascular periférica e doenga cardiaca); e Pedidos de
Patente Internacionais N° WO 94/17810 e WO 94/23744.

Para algumas aplicagdes, uma construcdo de expressao
pode também compreender elementos reguladores gue servem
para dirigir a expressdo num tipo de célula ou de tecido
particular. Tais elementos reguladores sao conhecidos aos
peritos na especialidade e debatidos a fundo em Sambrook et
al. (1989) e Ausubel et al. (1992). A incorporacado de
elementos reguladores tecido-especificos nas construgdes de
expressao da presente invencao proporciona pelo menos
tropismo de tecido parcial a expressdo da variante de
zimogénio/proteases ou fragmentos funcionais da mesma. Por
exemplo, um vetor adenoviral do tipo 5 deletado em El1 que

compreende as sequéncias de acido nucleico que codificam a
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variante de zimogénio/protease sob o controlo de um
promotor de citomegalovirus (CMV) pode ser usado para tirar

vantagem dos métodos descritos no presente documento.

Métodos Exemplares para Produzir Vetores Adenovirais

Vetores adenovirais para expressao de gene
recombinante foram produzidos na linha celular de rim
embriondrio humano 293 (Graham et al., 1977, J. Gen. Virol.
36:59-72), esta linha celular ¢é permissiva para crescimento
de mutantes de adenovirus 2 (Ad2) e adenovirus 5
defeituosos nas funcdes de E1l porque compreende a
terminagdo esquerda do genoma de adenovirus 5 e, portanto,
expressa proteinas de El. Genes de El integrados no genoma
celular das células 293 =sao expressos em niveis que
facilitam a utilizacdo destas células como um sistema de
expressdo em que para amplificar os vetores virais destas,
oS genes foram deletados. As células 293 foram
extensivamente usadas para o 1solamento e propagacao de
mutantes de El, para clonagem independente de ajudante, e
para expressdo dos vetores de adenovirus. Sistemas de
expressdo tais como a linha de células 293, portanto,
fornecem fungbes virais essenciais em trans e assim
permitem propagacdo dos vetores virais nas quais as
sequéncias de &cido nucleico exdbgenas foram substituidas
por genes de El. Veja-se Young et al. em The Adenovirus,
Ginsberg, ed., Plenum Press, Nova Iorque e Londres (1984),
pags. 125-172.

Outros sistemas de expressao bem adaptados a
propagacgdo de vetores adenovirais sdo conhecidos aos
peritos na especialidade (por exemplo, células Hela) e

foram revisados em outro lugar.

Também se descreve no presente documento um método
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para modular hemdstase que compreende proporcionar células
de um individuo com um veiculo de 1libertacdo de A&cido
nucleico codificando um polipéptido de wvariante de
zimogénio/protease e permitindo as células crescerem sob
condigbes em que o polipéptido de =zimogénio/protease é

expressado.

Do debate anterior, pode ser visto que os polipéptidos
de zimogénio/protease, e o) polipéptido de
zimogénio/protease que expressa vetores de 4acido nucleico
podem ser usados no tratamento de disturbios associados a

coagulacdo sanguinea aberrante.

C. Composicdes Farmacéuticas

Os vetores de expressdo da presente invencdo podem ser
incorporados nas composicdes farmacéuticas que podem ser
libertadas a um individuo, para permitir a producdo de uma
proteina biologicamente ativa (por exemplo, um polipéptido
de variante de zimogénio/protease ou fragmento funcional ou
derivado do mesmo). Numa forma de realizacdo particular da
presente invencéao, as composicdes farmacéuticas que
compreendem material genético suficiente para permitir um
recipiente produzir uma quantidade terapeuticamente eficaz
de um polipéptido de variante de zimogénio/protease podem
influenciar hemdéstase no individuo. Alternativamente, como
debatido acima, uma quantidade eficaz do polipéptido de
variante de Fator X pode ser infundida diretamente num
paciente em necessidade do mesmo. As composig¢des podem ser
administradas sozinhas ou em combinagcdo com pelo menos um
outro agente, tal como um composto de estabilizacdo dque
pode ser administrado em qualquer veiculo farmacéutico
estéril, Dbiocompativel incluindo, mas ndo limitado a,
solucdo salina, solucdo salina tamponada, dextrose, e agua.

As composicbes podem ser administradas sozinhas a um
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paciente, ou em combinacdo com outros agentes (por exemplo,

co-fatores) que influenciem hemdstase.

As composicdes farmacéuticas podem também conter um
excipiente farmaceuticamente aceitédvel. Tails excipientes
incluem qualguer agente farmacéutico que ndo leve a induzir
uma resposta imune prejudicial ao individuo que recebe a
composigcdao, e que possam ser administrados sem toxicidade
improépria. Excipientes farmaceuticamente aceitaveis
incluem, mas ndo sdo limitados a, liquidos tais como &agua,
solucao salina, glicerol, acucares e etanol. Sais
farmaceuticamente aceitdveis podem também ser inclusos
neles, por exemplo, sais de &cido minerais tais como
cloridratos, bromidratos, fosfatos, sulfatos e similares; e
os sais de acidos organicos tais como acetatos,
propionatos, malonatos, benzoatos e similares.
Adicionalmente, substincias auxiliares, tais como agentes
intumescentes ou emulsificantes, substancias de tamponacéo
de pH, e outros, podem estar presentes em tais veiculos. Um
debate completo de excipientes farmaceuticamente aceitéveis
estd disponivel em Remington's Pharmaceutical Sciences
(Mack. Pub. Co., 182 Edicéao, Easton, Pa. [1990]).

As formulacdes farmacéuticas adequadas para
administragdo parentérica podem ser formuladas em solugdes
aquosas, preferivelmente em tampdes fisiologicamente
compativeis tais como solugdo de Hanks, solugdo de Ringer,
ou solugédo salina fisiologicamente tamponada. Suspensdes de
injecdo aquosas podem conter substidncias gque aumentam a
viscosidade da suspensao, tais como carboximetil celulose
de sédio, sorbitol, ou dextrano. Adicionalmente, as
suspensdbes dos compostos ativos podem ser preparadas como
suspensdes de 1injecdo oleosas apropriadas. Solventes ou
veiculos lipofilicos adequados incluem 6leos gordos tais

como 6leo de gergelim, ou ésteres de 4acido gordo sintético,
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tais como oleato de etilo ou triglicéridos, ou lipossomas.
Opcionalmente, a suspensao pode também conter
estabilizantes adequados ou agentes que aumentem a
solubilidade dos compostos para permitir a preparacdo de

solugdes altamente concentradas.

A composicdo farmacéutica pode ser proporcionada como
um sal e pode ser formada com muitos &cidos, incluindo mas
ndo limitado a, cloridrico, sulfdrico, acético, lactico,
tartdrico, malico, succinico, etc. 0Os sals tendem a ser
mais sollveis em solventes protdénicos agquosos ou outros que
as formas de base livres correspondentes. Em outros casos,
a preparacado preferida pode ser um pd liofilizado gque pode
conter qualguer um ou todos dos seguintes: 1 - 50 mM de
histidina, 0,1 %-2 % de sacarose, e 2-7 % de manitol, numa
faixa de pH de 4,5 a 5,5, que aquele é combinado com tampéo

antes da utilizacéo.

Apds as composicdes farmacéuticas serem preparadas,
elas podem ser colocadas num recipiente apropriado e
marcadas para tratamento. Para administracdo de vetores ou
polipéptidos contendo zimogénio/protease, tal marcacgéo
incluiria quantidade, frequéncia, e método de

administracéao.

As composicgdes farmacéuticas adequadas para a
utilizagdo nos métodos descritos no presente documento
incluem composigdes em gue 0s componentes ativos séao
contidos numa quantidade eficaz para alcancar o propdsito
terapéutico intencionado. Determinar uma dose
terapeuticamente eficaz estd bem dentro da capacidade de um
médico hédbil usando as técnicas e orientacdo proporcionadas
no presente documento. Doses terapéuticas dependerdo, entre
outros fatores, da idade e condicédo geral do individuo, da

severidade do fendtipo de coagulacdo sanguinea aberrante, e

33



EP1948690B1

da resisténcia das sequéncias de controlo gue regulam oS
niveis de expressdo do polipéptido de wvariante de
zimogénio/protease. Desse modo, uma quantidade
terapeuticamente eficaz em seres humanos caird numa faixa
relativamente vasta que pode ser determinada por um médico
com base na resposta de um paciente individual para

tratamento de zimogénio/protease com base em vetor.

D. Administracao

Os polipéptidos de variante de Fator X, sozinhos ou em
combinagcdo com outros agentes, podem ser infundidos
diretamente num paciente num veiculo bioldgico apropriado
como mais acima descrito. Vetores de expressao da presente
invengdo que compreendem as sequéncias de 4acido nucleico
que codificam a variante de zimogénio/protease, ou
fragmentos funcionais das mesmas, podem ser administrados a
um paciente por uma variedade de meios (veja-se a seguir)
para alcangar e manter um nivel profildtica e/ou
terapeuticamente eficaz do polipéptido de
zimogénio/protease. Alguém versado na técnica poderia
facilmente determinar os protocolos especificos para usar
oS vetores de expressao de codificacgao de
zimogénio/protease da presente invencdo para o tratamento
terapéutico de um paciente particular. Protocolos para a
geracgdo de vetores adenovirais e administracdo em pacientes
foram descritos nas patentes US N° 5.998.205; 6.228.646;
6.093.699; 6.100.242; e Pedidos de Patente Internacionais
N° WO 94/17810 e WO 94/23744.

Vetores adenovirais de codificacdo da wvariante de
zimogénio/protease podem ser administrados a um paciente
por qguaisquer meios conhecidos. A libertacadao direta das
composigcdes farmacéuticas in vivo pode, em geral, ser

realizada por meio de injecéo usando uma seringa
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convencional, embora outros métodos de libertacdo tais como
libertacdo de transmissdo intensificada sejam visados
(Veja—-se por exemplo, Patente US N° 5.720.720). Nesta
consideracéao, as composicdes podem ser libertadas
subcuténea, epidérmica, intradérmica, intratecal, intra-
orbital, intramucosal, intraperitoneal, intravenosa, intra-
arterial, oral, intra-hepatica ou intramuscularmente.
Outros modos de administracdo incluem administracdo oral e
pulmonar, supositdrios, e aplicagbes transdérmicas. Um
clinico especializado no tratamento de ©pacientes com
distirbios de coagulacdo sanguinea pode determinar a via
6tima para administracdo dos vetores adenovirais que
compreende sequéncias de acido nucleico de
zimogénio/protease com base em varios critérios, incluindo,
mas ndo limitados a: a condigcdo do paciente e o propdsito
do tratamento (por exemplo, coagulacao sanguinea

intensificada ou reduzida).

Também se descrevem no presente documento vetores de
AAV que compreendem uma sequéncia de &acido nucleico dque

codifica um polipéptido de variante de zimogénio/protease.

Também se descrevem lentivirus ou vetores de
lentivirus de pseudo-tipo que compreendem uma sequéncia de
acido nucleico que codifica um polipéptido de wvariante de

zimogénio/protease.

Também se descrevem plasmideo desprotegidos ou vetores
de expressdo gque compreende uma sequéncia de &cido nucleico
que codifica um polipéptido de variante de

zimogénio/protease.
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EXEMPLO 1

VARIANTE DE ZIMOGENIO/PROTEASE DE FATOR XA

Processamento proteolitico das proteinas de plasma de
precursor para afetar ativacdo ¢é uma conspicuidade de
coagulacdo sanguinea. O ©paradigma para este tipo de
mecanismo de ativacdo ¢é a transicdo de zimogénio para
protease na familia de serina ©protease semelhante a
gquimiotripsina. Clivagem de ligacdo num local altamente
conservado (Argl5-11el6; Ssistema de numeracao de
gquimiotripsina) desmascara um novo término N que atua como
um ligando intramolecular para Aspl94 (Figura 2). Esta
ponte de sal nova resulta ou estd associada a uma alteracéo
conformacional e ordenamento do assim chamado “dominio de
ativacédo”, alcgas de superficie que consistem em cavidade de
especificidade de 81, orificio de oxianiéao, alca de
autélise, e local de ligacdo de sdédio (Figura 3). Estd bem
documentado no sistema de tripsina que formacdo de ponte de
sal interna de 1Ilel6-Aspl94 ¢é alostericamente ligada ao
local de especificidade de S1; ou seja alteracdes num local

influencia o outro local e vice-versa.

Os principios bésicos da transicdo de zimogénio para
enzima ativa para serina proteases no nivel estrutural
estdo bem documentados, particularmente para guimiotripsina
e tripsina e estes exemplos servem como O paradigma para a
familia de serina protease. Aspetos gerais podem ser
resumidos como segue (veja-se Figura 2): 1) a estrutura (-
80-85 %) do zimogénio é relativamente similar a protease;
2) a transicdo é iniciada seguindo libertacdo de um término
N altamente conservado (por exemplo, Ilel6-Val- Gly-Glyl9);
3) o novo grupo o-amino (Ile 6) é enterrado num ambiente
hidrofdébico e seu nitrogénio de a-amino forma uma ponte de

sal interna com Aspl94; 4) a posicao de Aspl94
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significativamente altera sob rotacdo de ativacgao de
zimogénio a ~170°; e 5) esta ponte de sal interna resulta
ou estd associada a uma alteracdo conformacional no assim-—
chamado “dominio de ativacédo”, alcas expostas de superficie
que consistem em residuos 16-19, 142-153, 184-194, e 216-
223; e parcialmente que compreende 0 local de
especificidade de S1 (nomenclatura de Schechter e Berger
(1967) Bochem. Biophys. Res. Comm. 43:694-702) e orificio
de oxianido. VArios estudos indicam que o zimogénio e a
enzima madura existem num equilibrio, com Keg = ~10° a
favor do zimogénio. Bode e colaboradores demonstraram
elegantemente que tripsinogénio pode adotar uma estrutura
ativa semelhante a tripsina sob ligacdo de ligando forte a
cavidade de especificidade de S1 ou ligantes adequados com
afinidade alta pela fenda de 1Ilel6. Exemplos adicionais
desta inducgédo sem clivagem da ligacgdo de Arg/Lysl5-11lelé6
incluem a ligagcdo de estreptocinase a plasminogénio,
estafilocoagulase a protrombina, e um auto-anticorpo
recentemente descrito a protrombina (Madoiwa et al. (2001)
Blood 97:3783-3789). Coletivamente estes estudos indicam
que serinas proteases, até mesmo em sua forma de zimogénio,
pode adotar fungdes semelhantes a protease dependendo de
varias condigdes ambientais, isto ¢é, ligacdo de ligante

forte ao zimogénio.

E bem conhecido que a ativacdo de FX resulta em
alteracdes conformacionais principais no dominio de serina
protease que ¢é acompanhado pela habilidade da protease
ligar com maior afinidade as sondas S1- direcionadas e FVa
ligado a membrana (1-6). O0(s) mecanismo(s) moleculares)
geral (is) que governa(m) a transicdo das serina proteases
é/sdo em geral assumido(s) seguir ao do sistema de
tripsina. Porém, isto pode ndo ser uniformemente o caso.
TPA de cadeia simples emprega uma estratégia molecular

diferente para manter seu estado semelhante a zimogénio (8-
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11). Andlise de pares de zimogénio/protease envolvidos em
coagulacdo sanguinea, particularmente FVII/FVIIa, indica
que varias diferencas existem nesta transicdo em comparacgio
com o sistema de tripsina (12). Embora varios determinantes
estruturais em FXa sejam parte do assim chamado dominio de
ativacédo, estd correntemente incerto se a formacdo destes
locais estd ligada diretamente ao zimogénio para transicdo
de protease. Um modelo recentemente descrito do Fx de
zimogénio sugere porém que varios destes elementos podem
ser desordenados no zimogénio (13). Comparacdo do modelo de
zimogénio com a enzima ativa revela dque residuos que
compdem as alcas de Ca’’ (Asp70-Glu80), Na' (Alal83-Aspl94;
Gly219-Gly226) e de autdlise (Thr144-Argl50) sofrem
alteracdes principais em suas posigbes da cadeia principal
na transicdo de =zimogénio para protease. Uma vez dque Ja
estéa bem documentado, pelo menos para
tripsinogénio/tripsina, que o local de especificidade de S1
e a formacdo de Ilel6-Aspl94 sdo alostericamente ligados, é
razodvel levantar a hipdtese que outros elementos do
dominio de ativacédo estdo também ligados a transicdo de
zimogénio para protease. No exemplo presente, projetou-se
experiéncias para testar a hipdtese que desestabilizacdo da
ponte de sal interna de Ilel6-Aspl94 fazendo alteracgdes na
posicéo 16, 17, ou 194 altera o local ativo clivado fazendo
a variante resultante “semelhante a zimogénio”. Também foi
levantada a hipdétese gue estas alteragdes alostericamente

modulardo o FVa ligante.
Materiais e Métodos
Expressdo de Fator Xa
Embora haja varios relatdérios na literatura na

expressao de rFX, a maioria tem contado com versdes

truncadas ou nao tem proporcionado caracterizacao adequada
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(15-20) . Tentativas iniciais para expressar rFX em células
de HEK 293 resultaram em niveis de expressdo na faixa de 1-

2 mg de rFX/L de meios condicionados; porém, apenas foram

oe

encontrados 10-40 do material produzido serem
completamente y-carboxilados (21). O material restante néao
mostrou nenhuma y-carboxilacéao. Tirou-se ©proveito das
afinidades de ligacéo diferentes dos pré-péptidos
dependentes de vitamina K para a carboxilase e foi
levantada a hipdtese que uma vez dque o pré-péptido de
protrombina exibe a afinidade mais baixa para a
carboxilase, trocando o pré-péptido de FX (afinidade mais
alta) com que o da protrombina pode intensificar a vy-
carboxilacdo permitindo maior giro de substrato (22, 23).
Usando este vetor novo, os transfetantes estéaveis de
células HEK 293 foram selecionados, expandidos, e rFX foi
purificado através de cromatografia de imunoafinidade.
Eluicao de fosfato de hidroxiapatita foli usada para separar
o0 material carboxilado do material nado-carboxilado. Os
resultados, obtidos agora de mais de 30 linhagens celulares

Q

estdveis indicam que em ~80-90 % em média do rFX sao
completamente y-carboxilados comparados a 10-40 % usando o
pré-péptido de FX nativo. Estes resultados foram publicados
recentemente e esta estratégia tem subsequentemente sido
empregada por pelo menos um outro laboratdrio (24,25).
Desse modo, usando este sistema de expressao novo, Sao
agora produzidas quantidades em miligramas (15— 25 mg de
rFX completamente y-carboxilado de ~10 L de meios
condicionados) de proteina para estudos pormenorizados de

estrutura/funcéo.
Ensaios de Enzima
Concentragdes de enzima serdo determinadas através de

titulacédo de 1local ativo com p-guanidinobenzoato de p-

nitrofenilo (ITa) ou mono—-p—guanidinobenzoato de
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fluoresceina (FXa) (26, 27) . Atividade de substrato
cromogénico de FXa, na presenca ou auséncia de véarios
inibidores, serd medida das taxas iniciais de hidrdlise de
Spectrozyme FXa, S-2222, ou S- 2765 como previamente
descrito (14). Pardmetros cinéticos serd&o determinados por
ajuste de qguadrados minimos dos dados de taxa iniciais as

equacbes apropriadas.

Geracao de Variantes de FXa

Os mutantes de FX foram gerados usando o kit de
mutagénese dirigida ao local de alteracao-réapida
(Stratagene) e o ADNc de FX inteiro foil sequenciado para
verificar a identidade do produto. Os varios plasmideos
foram transientemente transfecionados em células HEK 293
usando Lipofectamina-2000. 48 h pdés-transfecdo, meios foram
colhidos e os niveis de antigénio de FX foram determinados
usando um ELISA FX-especifico e atividade de FXa foi
avaliada através de ensaio cromogénico antes da ativacéao

por RVV-X ou através de fator de tecido-FVIIa.

RESULTADOS

Geracdo de espécies de FXa distribuidas ao longo da
via de transicdo de zimogénio-protease é esbogcada no Quadro
1. Resultados da transfecdo transiente indicam que geram-se
uma série de variantes de FXa com quantidades varidveis de
atividade, wvariando de ~25 % a < 1 %. Levantou-se a
hipdtese que estas diferengas na atividade provavelmente
reflitam variantes de FX que sdao deslocadas em graus
variados ao longo do zimogénio para transicdo de protease.
Declarado diferentemente, a ponte de sal interna de Ilelé6-
Aspl94 ¢é estabilizada em graus variados dependendo do
aminocadcido nas posigdes 16, 17 ou 194. Foram selecionadas
trés destas variantes (rFXalleL, FXalleG e FXaV1l7A) para
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caracterizacao adicional.

Quadro 1l: Ativacdo de VArias Variantes de rFX com RVV-X e

TF-FVIIa

*[FX] % wt-— Ativagdo de FX com RW- Ativacdo de FX com TF-

(nM) Antigénio X: FVIIa:
Construcgdes PAtividade de °% wt “Atividade de € % wt

FXa (nM) FXa (nM)

rwt-FX 54,07 100, 00 10,95 100,00 18,905 100, 00
Ilelé-Leu 24,88 46,03 0,25 5,00 0,572 6,57
Ilel6-Phe 49,48 91,51 0,01 0,08 0,004 0,02
Ilelé-Asp 12,04 22,27 0,01 0,22 0,000 0,00
Ilelé6-Gly 27,88 51,56 0,00 0,05 0,037 0,38
Vall7-Leu 28,18 52,12 1,22 21,33 3,003 30,48
Vall7-Ala 55, 88 103, 36 0,34 3,02 1,029 5,27
Vall7-Gly 47,76 88,34 0,02 0,21 0,036 0,22
Aspl94-Asn 17,32 32,04 0,03 0,79 0,000 0,00
Aspl94-Glu 30,97 57,29 0,02 0,27 0,000 0,00

a

Niveis de antigénio sdo calculados de um ELISA FX-especifico e expressos como
nM de FX

P Niveis de atividade de FXa sdo com base na taxa de hidrélise de substrato de
peptidilo seguindo ativacdo por RVV-X ou TF-FVIIa de uma variante de FX dada e
taxas iniciais de hidrélise sdo em comparacgdo com a curva padrdo de FXa

< Q

valores de % em peso sdo com base na comparagdo aos niveis de atividade FXa
do tipo selvagem. Os valores foram ajustados para os niveis de antigénio.

As linhas celulares estaveis em células HEK293 foram
estabelecidas e cada um dos zimogénios foram purificados de
10 L de meios condicionados (14, 24). As variantes foram
ativadas com RVV-X e subsequentemente purificadas através
de cromatografia de filtracdo em gel (14,24). SDS-PAGE das
variantes antes e seguindo ativacdo (reduzindo e nao

reduzindo) ¢é mostrada na Figura 4.

Focalizou-se primeiro em avaliar alteracodes no
ambiente do local ativo de cada uma das variantes usando
sondas especificas que alvejam esta regido de FXa. Estudos
cinéticos usando substratos de peptidilo e sondas
direcionadas por local ativo revelaram dque FXallelL e
FXaVl7A tém uma habilidade prejudicada para ligar-se a
estas sondas (aumento de 15 a 25 vezes na Km ou Ki),

enquanto a taxa de catédlise (kcat) foi reduzida em 3 vezes,
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comparada ao FXa do tipo selvagem (derivado de plasma e
recombinante) (Quadros 2 e 3). O Fator XalléG nao foi
inibido por nenhuma das sondas examinadas e sua atividade
cromogénica foi prejudicada severamente (500 a 1000 vezes)
impedindo o célculo dos parémetros cinéticos. Estes dados
sdo consistentes com a ideia que desestabilizacdo de
formagdo da ponte de sal interna (Ilel6-Aspl94), influencia
ligar no local de especificidade de S1. Em contraste com
estes resultados, o conjunto de FXall6lL e FXaVl7A em pro-
trombinase completamente restabeleceu a Km guase para
substratos de peptidilo enquanto a kcat ainda era 3 vezes
reduzida, indicando que ligacdo de FVa pode resgatar
ligacgdo no local ativo (Quadros 2 e 3). Surpreendentemente
até mesmo o valor de Km para I16G quase foi restabelecido
completamente (aumento de 3 vezes comparado a FXa do tipo
selvagem) guando agrupado em protrombinase; porém uma

reducgdo de 60 vezes na kcat foi observada.

Quadro 2: Constantes de cinética para clivagem de substrato

cromogénico
Espécies de Kcat (sec-1) *
enzima K, (uM) # DP DP
Fator Xa
rwtFXa 88,8 + 11,4 215 + 13,5
rFxa’t’® 1377 + 332 71,6 + 13,5
rFxatter 15X 1149 + 244 3X 57,3 + 3,1
rFxatt®c 1608 + 423 0,28 + 0,05
Protombinase
rwtFXa 130 + 11 141 + 3,7
rFxa’t’? 362 + 42 3X 68,2 + 9,7
rFxatter 3X 296 + 54 32,5 + 3,1
rFxatt® 433 + 31 60X 1,92 + 0,05

Para experiéncias em que o fator Xa livre foi usado, 2,0
nM de fator Xa do tipo selvagem ou 6,0 nM de mutante
foram incubados com concentracdes crescentes de
Spectrozyme FXa e para experiéncias em que protrombinase
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Espécies de Kcat (sec-1) =+
enzima K, (uM) + DP DP

foi utilizada 5,0 nM de fator Xa do tipo selvagem ou
mutante foram incubados com 30 nM de fator Vva, 50 uM de
PCPS e concentracdes crescentes de substrato (10 a 500
pM) . Atividade cromogénica foi avaliada monitorando o
aumento na absorvédncia em 405 nm com o tempo. OS erros
nas constantes ajustadas representam limites de
confianca de 95 %.

Consistentes com estes dados, estudos cinéticos usando
protrombina revelaram que o0s valores de Km obtidos para
cada uma destas variantes agrupadas na protrombinase foram
essencialmente equivalentes a enzima do tipo selvagem,
enquanto os valores de kcat onde reduzidos a uma extensao
similar como para os substratos cromogénicos (Quadro 4).
Considerados juntos, os resultados indicam que a transicéao
de zimogénio para protease para FX né&o s¢ influencia a
formacdo do local de S1, mas também contribui de um modo
substancial para a formacgdo de um local de ligacdo de FVa.
Uma vez que ligacdao direta destas variantes de FXa para FVa
resgata ligacdo no local de S1, ligagcdo alostérica
provavelmente existe entre estes locais. Coletivamente
estes estudos ilustraram um Gnico modo para modificar a via
de transicdo de =zimogénio para protease e revelaram um
possivel modo para desenvolver formas semelhantes a
zimogénio das enzimas que sdo “ativadas” seguindo ligacéo

de ligante forte tal como proteinas de co-fator.
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Quadro 3: Constantes de cinética para inibigdo de FXa e

protrombinase

Espécies de K; (puM) + DP k, (M s71) + 8D x
enzima 10°

Pefabloc Para—amino Antitrombina
Fator Xa tPA/Xa benzamidinaIII
rwtFXa 0,070 + 0,002 78,1 + 1,5 1,37 £ 0,02
rFxa’’ 25X 1,695 + 0,072 11X 996 + 37 19X 0,09 + 0,003
rFxXalt®t 1,701 + 0,065 726 + 40 0,06 £ 0,001
Protrombinase
rwtFXa 0,050 + 0,002 48,6 + 0,6 0,28 £ 0,01
rFxa’’ 5% 0,295 + 0,013 3X 191 + 6,4 4X 0,05 + 0,001
rFxa’®t 0,209 + 0,005 143 + 9,0 0,09 * 0,003

Quadro 4: Constantes de cinética para clivagem de

protrombina
Espécies de K, + DP (pM) Vmax/E¢ £ DP (M Viax/E *Km (M~
enzima Ila/min/nM E) 1,571)
pdFXa 0,42 + 0,02 2424 + 54 96
rFXa 0,35 + 0,01 1937 + 26 92

3X 31

FXa"'™ 0,47 + 0,03 887 + 26
Fxaller 0,31 £ 0,02 619 + 14 33

Os resultados obtidos com o substrato cromogénico e os
inibidores direcionados ao local ativo indicam dque as
variantes de FXa semelhantes a zimogénio ligam as sondas de
local ativas com afinidade reduzida. Porém, o conjunto
destas variantes em protrombinase melhora
significativamente a afinidade para as sondas de local
ativo, sugerindo que ligante de FVa pode resgatar ligacéo
no local ativo. A seguir investigou-se se o contréario é
também verdadeiro, ou seja, ocupacao do local ativo
semelhante a zimogénio influencia ligacdo a FVa. Para
avaliar esta hipdtese mediu-se as constantes de ligacgédo

entre FVa e FXallélL e FXaV1l7A. Para realizar isto incubou-
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se FVa com um derivado fluorescente de FXa do tipo selvagem
inativo na presenca de vesiculas de fosfolipido sintéticas
e ides de ca’’. A formacao dos complexos resulta no aumento
do sinal fluorescente com relacdo a FXa fluorescente
sozinho. Depois adicionou-se concentragdes crescentes de um
FXa ndo-fluorescente que, se puder ligar a FVa, deslocard o
FXa fluorescente, que resulta numa diminuicdo do sinal
fluorescente. Como um controlo foi adicionado FXa de S195A
como um competidor. Este mutante é inativo porque esté
faltando o Ser da triade catalitica, mas tem uma afinidade
alta para o FVa (Quadro 5). Em contraste, quando adicionou-
se FXalleL ou FXaVl7A a afinidade destas variantes
semelhantes a zimogénio para FXa foi significativamente
reduzida comparada a FXaS195A (Quadro 5). A seguir
examinou-se se a ocupagcao covalente do 1local ativo de
FXall6lL poderia restabelecer ligacé&o a FVa. Para fazer isto
foram modificamos o local ativo de FXa do tipo selvagem e
FXallo6L com um inibidor irreversivel (EGR—-clorometil
cetona) e depois repetiu-se a experiéncia. Os dados mostram
que o local ativo blogqueou as membranas de FVa ligadas a
FXall6L, com a mesma afinidade que o local ativo do tipo
selvagem blogqueou FXa. Isto indica que ocupacédo do local
ativo de FXa semelhante a =zimogénio tem uma influéncia

direta na ligacdo a FVa.

Quadro 5: Constantes de ligagdo de equilibrio para o

conjunto de protrombinase

Espécies de enzima Ky + DP(nM)

rFxasi®? 1,34 + 0,17
rFxa''’? 7,25 + 0,65
rFxa™e" 13,81 + 1,07
EGR-FXa 1,80 = 0,42
EGR-FXa''®" 1,92 + 0,20

Com base na observacao que o0s derivados de FXa
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semelhantes a zimogénio tém reatividade fraca com sondas
local ativo-direcionadas e inibidores na auséncia de FVa,
mas aparentemente atividade quase normal quando as
variantes s&o agrupadas em protrombinase, a seguir avalia-
se a atividade de FXaM6L num ambiente de plasma. Plasma
hemofilico A (dados n&o mostrados) ou B teve picos com FXa
do tipo selvagem para corrigir o tempo de coagulacdo (aPTT)
destes plasmas; 0,1 nM de FXa do tipo selvagem deram um
tempo de coagulacdo de ~32 seg. A adicdo da mesma
concentracdo de FXall6L deu um tempo de codgulo de ~42 seg,
que & ~50 - 70 % da atividade relativa a FXa do tipo
selvagem, sugerindo que esta variante semelhante a
zimogénio tem atividade de coagulagcdo gquase normal no
plasma. A seguir fol monitorada a semivida de FXa do tipo
selvagem e FXall6L em plasma de hemofilia B. As proteinas
foram adicionadas ao plasma de HB e em pontos de tempo
diferentes, uma aliquota da mistura foi retirada e ensaiada
num ensaio baseado em aPTT. Os resultados com plasma de HB
mostram qgue a atividade residual relativa de FXa do tipo
selvagem foi inibida muito rapidamente (< 2-min) (Figura
6) . Em contraste, a atividade de FXall6lL persistiu por
muito mais tempo com uma semivida estimada de >2 horas.
Foram encontrados resultados similares com plasma de
hemofilia A. Estes resultados sugerem qgue ¢é possivel
modular as caracteristicas de uma enzima de forma que ela
tenha uma semivida longa no plasma e pode corrigir o tempo

de coagulacdo de um plasma hemofilico.

A seguir foi avaliada a habilidade de FXallé6L
semelhante a zimogénio modular hemdéstase num modelo murino
de hemofilia (Schlachterman et al., 2005, J. Thromb.
Haemost., 3, 2730-2737). O wvalor de aPTT de ratinhos com
hemofilia B (C57BL/6) & aproximadamente 50-55 seg. O Fator
XalleL (200 upg/kg; n = 7) ou PBS (n = 4) foi injetado por

meio da veia de cauda de ratinhos com hemofilia B. Em
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pontos de tempo selecionados (5 e 30 min) sangue foi
colhido e um aPTT foil executado em todas as amostras. Como
mostrado na Figura 7, 1nfusdo de FXallb6L resultou em
correcdo completa do aPTT para niveis vistos em animais
normais. Este efeito foi continuo por pelo menos 30 min
indicando que a molécula tem uma meia- vida relativamente
longa in vivo. Infusdo de PBS teve apenas um efeito
marginal. Estes dados s&o consistentes com as experiéncias
in vitro em plasma acima e indicam que de fato FXall6L e
possivelmente outras variantes de FXa semelhantes a

zimogénio podem modular hemdstase eficazmente in vivo.

Para também testar a eficdcia de FXall6L in vivo, foi
examinado se esta molécula poderia corrigir o tempo de
hemorragia de ratinhos com hemofilia B seguindo lesdo na
cauda (Schlachterman, et al., 2005, J. Thromb. Haemost., 3,
2730-2737). Perda de sangue foi medida durante um periodo
de 10 min seccionando a parte distai da cauda. Neste tipo
de ensaio, a perda de sangue é minima em ratinhos Balb-c
normais do tipo selvagem (n = 7) e bastante substancial em
ratinhos injetados com PBS (n = 6) com hemofilia B (Balb c)
seguindo a lesdo da cauda (Figura 8). Em contraste, injecéo
de 450 ng/kg de FXallel significativamente reduziu a
quantidade total de perda de sangue seguindo a lesao da
cauda (n = 7). Considerados juntos, estes dados fornecem
evidéncia que FXall6L tem a habilidade para melhorar

hemdéstase em pacientes com hemofilia A ou B.
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REIVINDICAGOES

1. Uma variante de Fator Xa que modula a hemdstase que
compreende aminocdcidos 41 a 179 e aminocdcidos 235 a 488 da
sequéncia de aminodcidos proporcionada na Figura 5, e que
compreende pelo menos uma mutacdo de substituicdo, em que a
dita pelo menos uma mutacdo de substituicdo inclui a
substituicdo de 1Ile na posicdo 235 com um aminodcido
selecionado a partir do grupo que consiste em Leu, Phe, Asp

ou Gly.

2. A variante de Fator Xa de acordo com a reivindicacéo

1, em que a Ile na posicdo 235 é substituida com Leu.

3. A variante de Fator Xa Ccomo reivindicado na
reivindicagdo 1, dque compreende ainda uma mutagdo de

substituic¢do na Val na posigdo 236 ou a Asp na posicgao 418.

4. A variante de Fator Xa de acordo com a reivindicacéo
3, em que
a) a Val na posicédo 236 & Leu, Ala, ou Gly; ou

b) a Asp na posicdo 418 é Asn ou Glu.

5. A variante de Fator Xa de acordo com a reivindicacéao

1, em que a sequéncia nas posigdes 235 a 237 é Leu-Val-Gly.

6. A variante de Fator Xa de acordo com a reivindicacgéao
1, em gque a dita pelo menos uma mutacdo de substituicao
consiste na substituicdo da Ile na posicdo 235 com um
aminodcido selecionado a partir do grupo que consiste em

Leu, Phe, Asp e Gly.

7. A variante de Fator Xa de acordo com a reivindicacgéao
1, em qgque a variante de Fator Xa tem uma semivida mais

longa no plasma qgue Fator Xa do tipo selvagem, em que O
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dito Fator Xa do tipo selvagem consiste em aminodcidos 41 a
179 e 235 a 488 da sequéncia de aminodcidos proporcionada

na Figura 5.

8. Uma variante de Fator Xa que modula a hemdstase que
consiste em aminodcidos 41-179 e aminodcidos 235-488 da
sequéncia de aminodcidos proporcionada na Figura 5 e que
compreende pelo menos uma mutacido de substituicdo, em que a
dita pelo menos uma mutacdo de substituicdo inclui a
substituicdo da Ile na posicdo 235 com um aminoéacido
selecionado a partir do grupo que consiste em Leu, Phe, Asp
e Gly.

9. Uma variante de Fator Xa que consiste em aminoé&cidos
41-179 e aminodcidos 235-488 da sequéncia de aminoé&cidos
proporcionada na Figura 5, em que a Ile na posicdo 235 da
sequéncia de aminodcidos proporcionada na Figura 5 (posicgédo

16 em numeracdo de quimotripsina) é alterada a Leu.

10. Uma composicdo farmacéutica que compreende a variante
de Fator Xa de qualgquer uma das reivindicacdes 1 a 9 num

portador biologicamente compativel.

11. Uma variante de Fator Xa de qualquer uma das
reivindicagcbes 1 a 9 em que a ligacdo de substrato pelo
local ativo de a dita variante de Fator Xa € mais baixa em
comparagdao com o Fator Xa do tipo selvagem e aumenta quando
a dita variante de Fator Xa ¢é 1ligada pelo Fator Va no
complexo de protrombinase, em que o dito Fator Xa do tipo
selvagem consiste em aminodcidos 41 a 179 e 235 a 488 da

sequéncia de aminoadcidos proporcionada na Figura 5.

12. A variante de Fator Xa de qualqgquer uma das
reivindicagdes 1-9 para utilizacdo no tratamento de um

disturbio relacionado com a hemdstase.
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13. A variante de Fator Xa para utilizacdo de acordo com a
reivindicagdo 12, em que o dito disturbio é selecionado a
partir do grupo que consiste em hemofilia A, hemofilia B,
deficiéncia de fator de coagulacdo, sangramento associado
com lesdo, traumatismo, trombose, trombocitopenia, acidente
vascular cerebral, coagulopatia, e coagulacao intravascular

disseminada (CID).

14. Uma molécula de &acido nucleico isolada que compreende
uma sequéncia de &cido nucleico que codifica a variante de
Fator Xa de qualquer uma das reivindicacdes 1 a 9, em que a
dita sequéncia de &cido nucleico também codifica um local
de clivagem proteolitico intracelular, em que o dito local
de clivagem ©proteolitico intracelular estd entre as
posicdes 234 e 235 da sequéncia de aminoacidos
proporcionada na Figura 5, ou substitui o péptido de

ativacéao.

15. Uma molécula de &cido nucleico isolada gque compreende
uma sequéncia de &dcido nucleico que codifica um polipéptido
de Fator X (FX) humano, em qgque o dito polipéptido de FX
compreende pelo menos uma mutagdo de substituicdo em
aminodcidos 41 a 179 e 235 a 488 da sequéncia de
aminocdcidos proporcionada na Figura 5, a dita pelo menos
uma mutacdo de substituicdo incluindo substituicdo de Ile
na posigdo 235 com um aminodcido selecionado a partir do
grupo que consiste em Leu, Phe, Asp, e Gly, e em que a dita
sequéncia de &cido nucleico codifica um local de clivagem
proteolitico intracelular, em que o dito local de clivagem
proteolitico intracelular estd entre as posicgdes 234 e 235
da sequéncia de aminoacidos proporcionada na Figura 5, ou

substitui o péptido de ativacéao.

16. A molécula de &cido nucleico de acordo com a

reivindicacdo 15, em que a Ile na posicdo 235 é substituida
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com Leu.

17. A molécula de 4&cido nucleico de acordo com a
reivindicacao 15, em que o dito polipéptido de FX
compreende ainda pelo menos uma mutacdo de substituicdo na
Val na posicdo 236 ou a Asp na posicdo 418 da sequéncia de

aminodcidos proporcionada na Figura 5

18. A molécula de 4acido nucleico de acordo com a
reivindicacao 17, em que o polipéptido de Fator X
compreende ainda pelo menos uma modificacdo selecionada a
partir do grupo que consiste em:

a) a Val na posicédo 236 é Leu, Ala ou Gly; e

b) a Asp na posicédo 418 & Asn ou Glu.

19. A molécula de 4acido nucleico de acordo com a
reivindicagcao 15, em que o dito polipéptido de FX

compreende uma sequéncia de pré-péptido.

20. A molécula de acido nucleico de acordo com a
reivindicacdo 14 ou 15, em que o dito local de clivagem
proteolitico intracelular ¢é um local de c¢livagem de
PACE/furina.

21. Um vetor de expressdo que compreende a molécula de
dcido nucleico de qualguer uma das reivindicagdes 14 a 20

operativamente ligada a uma sequéncia reguladora.

22. 0 vetor de expressdo de acordo com a reivindicacdo 21,
selecionado a partir do grupo gque consiste num vetor
adenoviral, um vetor associado a adenovirus, um vetor

retroviral, um plasmideo, e um vetor lentiviral.

23. Uma célula hospedeira que compreende a molécula de

dcido nucleico de qualguer uma das reivindicagdes 14 a 20
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operativamente ligada a uma sequéncia reguladora.

24. A célula hospedeira de acordo com a reivindicacgédo 23,

em que as ditas células hospedeiras sédo células CHO.

25. Um método de producgcdo de Fator X ativado (FXa) que
compreende incubar a célula hospedeira de acordo com a
reivindicagcdo 23 ou 24 e purificar o FXa produzido deste

modo.

26. 0O FXa produzido de acordo com o método de acordo com a

reivindicacdo 25.

27. Um Fator X ativado (FXa) obtido pela clivagem
proteolitica do polipéptido de Fator X codificado pela
sequéncia de &cido nucleico da molécula de &cido nucleico

de qualgquer uma das reivindicagdes 14 a 20.

Lisboa, 27 de Agosto de 2014
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