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RESUMO

“Polipéptidos terapéuticos e de diagnéstico contendo o
dominio 1 de P,GPI e métodos de utilizagdo dos mesmos”

O presente invento disponibiliza polipéptidos contendo o
dominio 1 de R:GPI, polinucledétidos que codificam estes
polipéptidos, espécies miméticas destes polipéptidos e
métodos de utilizacdo de polipéptidos contendo o dominio 1 de
R,GPI e das suas espécies miméticas. Demonstrou-se que o
dominio 1 de B,GPI se liga a anticorpos (antifosfolipidos
dependentes de BR,GPI) anti-cardiolipina, que estdao associados
a varias patologias, como a trombose e a perda fetal. Os
polipéptidos contendo o dominio 1 de (,GPI poderdo ser
utilizados para detectar anticorpos antifosfolipidos
dependentes de [B;GPI numa amostra. O invento disponibiliza
adicionalmente métodos de indugdo de tolerédncia que utilizam
estes polipéptidos contendo o dominio 1 de B,GPI.
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DESCRICAO

“Polipéptidos terapéuticos e de diagnéstico contendo o
dominio 1 de P.GPI e métodos de utilizagdo dos mesmos”

CAMPO DO INVENTO

O presente invento refere-se a conjugados e a
polipéptidos para diagnosticar e tratar patologias
associadas a anticorpos antifosfolipidos, particularmente as
patologias associadas a anticorpos antifosfolipidos
dependentes de B,GPI.

ANTECEDENTES DO INVENTO

O termo anticorpos antifosfolipidos (aFL) ¢é o termo
genericamente utilizado para descrever os auto—-anticorpos
que estao associados a trombose, a perda fetal recorrente e
a trombocitopenia na qualidade de sindrome antifosfolipidica
primadria (SAF), assim como a doencas auto-imunes como seja o
lupus eritematoso sistémico (LES). Harris et al. (1983)
Lancer 2:1211-1214; e Lockshin et al. (1985) N. Engl. J.
Med. 313:152-156. A SAF poderd ser primdria ou secundaria, o
que significa que estd associada a outras condigdes,
principalmente LES. PHOSPHOLIPID-BINDING ANTIBODIES (Harris
et al., eds., CRC Press, Boca Raton, FL, 1991: McNeil et al.
ADVANCES IN IMMUNOLOGY, Vol. 49, pp. 193-281 (Austen et al.,
eds., Academic Press, San Diego, CA, 1991). O0Os anticorpos
aFL (incluindo os anticorpos aCL) sdo detectados em muitas
doencas, mas apenas 0s anticorpos antifosfolipidos
dependentes de R,GPI encontrados em associacdao a doencas
auto-imunes requerem a presencgca da proteina sérica de
ligacao dos fosfolipidos, R,GPI. Vaarala et al. (1986) Clin.
Immunol. Immunopathol. 41:8-15.

Aproximadamente 30% dos doentes que possuem anticorpos
aFL persistentes sofreram um evento trombdético. A presenca
de anticorpos aFL define um grupo de doentes dentro do LES
que apresentam uma sindrome com caracteristicas clinicas
consistindo em uma ou mais das seguintes condicgbes:
trombose, trombocitopenia (TCP) e perda fetal. O risco desta
sindrome no LES, em geral, ¢é de cerca de 25%; este risco
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aumenta para 40% na presenca de anticorpos aFL e diminui
para 15% na sua auséncia. Dado que se pensava dgue o0sS
anticorpos aFL eram direccionados para os fosfolipidos nas
membranas plasmaticas, foi postulado que eles poderiam
exercer efeitos patogénicos directos in vivo, ao
interferirem com processos hemostdticos gque ocorrem nas
membranas fosfolipidicas de células como as plaquetas ou o
endotélio. Em doentes com SAF, o facto de os anticorpos aFL
(incluindo os anticorpos aCL) serem aparentemente o unico
factor de risco presente é uma prova adicional de que estes
anticorpos desempenham um papel patogénico directo. A
inducdo de SAF por transferéncia passiva de ratinhos com
anticorpos aFL humanos € a melhor prova até ao momento de
que o8 anticorpos aFL sao directamente patogénicos. Bakimer
et al. (1992) J. Clin. Invest. 89:1558-1563; Blank et al.
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. 88:3069-3073. Embora as
estimativas variem, acredita-se que os anticorpos aFL sao um
factor contributivo importante em cerca de 15% de todos os
doentes com AVC.

A correlacado nitida entre a presenca destes anticorpos e
vadrias disfuncgdes obriga a sua deteccdo e medicao. Contudo,
a medicdo dos anticorpos afFL no ambiente clinico ainda é uma
arte imperfeita e, desta forma, apresenta problemas
significativos. Um conjunto comercialmente disponivel de
anti-soros padrao (APL Diagnostics, Inc., Louisville, KY)
permite a criagdao de uma curva padrao para a comparagao de
andlises efectuadas em varios laboratdérios. No entanto,
existe um elevado grau de inconsisténcia entre os resultados
obtidos nestes laboratdérios relativamente as unidades GPL e
MPL exactas - a unidade de medicdo para os anticorpos
antifosfolipidos IgG e IgM, respectivamente - as
classificacdes para 08 soros e o0s niveis de GPL e MPL que
sdao classificados como elevados (80 ou superior), médios
(20-80), baixos (10-20) ou normais (0-10). Os kits
comercialmente disponiveis variam grandemente em termos dos
valores atribuidos aos padrdes disponiveis comercialmente.
Reber et al. (1995) Thrombosis and Haemostat. 73:444-452.

A natureza exacta da especificidade antigénica dos auto-
anticorpos arL  é controversa e estd reflectida nas
nomenclaturas em desenvolvimento utilizadas para estes
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anticorpos. Inicialmente, pensava-se que estes auto-
anticorpos eram direccionados contra fosfolipidos anidnicos,
dai o nome *“anticorpos anticardiolipina”. Gharavi et al.
(1987) Ann. Rheum. Dis. 46m:1-6. Depois tornou-se evidente
que B,GPI desempenhava um papel importante na especificidade
antigénica dos anticorpos aFL (incluindo os anticorpos aCL).
Vermylen et al (1992) J. Lab. Clin. Med. 120:10; McNeil et
al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:4120-4124. Estas
observacdes indicam que estes anticorpos sao mais
correctamente designados por “auto-anticorpos
antifosfolipidos dependentes de [B,GPI”, dque ¢é o termo
utilizado neste fasciculo.

Os relatos de que (;GPI desempenhava um papel, como
cofactor, na ligacdo de um anticorpo antifosfolipido
dependente de B,GPI, juntamente com alguns relatos de gque os
anticorpos antifosfolipidos dependentes de R:GPI podiam
ligar-se a prépria B,GPI, conduziram a interpretagdes
contraditérias quanto a natureza do sitio antigénico
reconhecido por estes anticorpos. Contudo, o papel que R,GPI
desempenhava permaneceu indistinto, e varias explicacgdes
foram sugeridas. Alguns grupos concluiram gque o0s anticorpos
antifosfolipidos dependentes de R;GPI reconhecem um antigénio
complexo que inclui tanto R,GPI como um fosfolipido anidnico,
enquanto outros observaram a ligacao de anticorpos
antifosfolipidos dependentes de (R,GPI a R,GPI na auséncia de
fosfolipidos. McNeil et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 87:4120-4124; Galli et al. (1990) Lancet 335:1544;
Roubey et al (1995) J. Immun. 154(2): 954-960; Arvieux et

al. (1991) J. Immunol. Methods 143:223. Foram oferecidas
vadrias explicacgbdes para estas diferencas. Galli et al.
postulam que, devido ao facto de os anticorpos

antifosfolipidos dependentes de R,;GPI serem anticorpos de
baixa afinidade para [(,GPI, eles requerem a ligacdo de ambos
os sitios do anticorpo numa dada molécula de IgG por um
antigénio plurivalente em fase sdlida. Galli et al. (1990).
Eles argumentam adicionalmente que, em determinadas
condicgdes, por exemplo, irradiacdo gama dos pogos de
microtitulacgao, é possivel imobilizar uma quantidade
suficiente de [,GPI para permitir a ligacdo destes anticorpos
de baixa afinidade. Outros autores defendem que é gerado um
epitopo criptico, o qual ¢é reconhecido pelos anticorpos
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antifosfolipidos dependentes de p,GPI, quando {,GPI se liga
quer a pogos irradiados com radiacdo gama quer a pPoOgos
revestidos com cardiolipina. Matsuura et al. (1994) J. Exp.
Med. 179:457.

A proteina R,GPI ¢é uma glicoproteina plasmatica de
50 gquilodalton gue apresenta varias propriedades que definem
um anticoagulante, tais como a 1inibicdo da activacao por
contacto da wvia dintrinseca da coagulacao, actividade de
protrombinase plaquetdria e a activacdo das plaqguetas
induzida por ADP. Roubey (1996) Arthritis Rheum. 39:1444;
Valesinit et al. (1992) Automimmunity 14:105. A sequéncia de
aminodcidos de (.GPI ja foi determinada. Lozier et al. (1984)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3640; Steinkasserer et al.
(1991) Biochem. J. 277:387. A proteina [(,GPI ¢é constituida
por cinco dominios homdélogos. Quatro deles sao constituidos
por aproximadamente 60 aminodcidos que compreendem cistinas,
prolinas e triptofanos extremamente conservados. Lozier et
al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3640; Steinkasserer
et al. (1991) Biochem. J. 277:387-391. Este motivo
estrutural proteico foi primeiramente descrito na proteina
R.GPI e é caracterizado pelo seu comprimento, pelo
enrolamento independente e por uma moldura com a localizacao
homéloga de guatro residuos de semi-cistina envolvidos na
formagdo de duas pontes de dissulfureto internas; duas
prolinas; dois residuos de fenilalanina, tirosina ou
histidina; duas glicinas; e uma leucina ou valina. Estes
motivos de repetigdo foram designados por estruturas sushi
devido a sua forma, sendo por vezes denominados sequéncias
consenso de repeticdo curtas. Reid et al. (1989) Immunol.
Today 10:177; Ichinose et al. (1990) J. Biol. Chem.
265:13411-14. O quinto dominio contém 82 residuos de
aminodcidos e 6 semi-cistinas.

Além da controvérsia acima discutida envolvendo a
natureza da especificidade antigénica dos anticorpos
antifosfolipidos dependentes de B,GPI, tem existido uma
controvérsia consideravel em relacéo a natureza e
localizacdo dos epitopos reconhecidos ©pelos anticorpos
antifosfolipidos dependentes de B,GPI em [,GPI. Foi sugerido
que o sitio de ligacdo aos fosfolipidos de B,GPI estd situado
no quinto dominio. Hunt et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci.
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USA 90:2141. Hunt et al. também referiram as diferencas
estruturais entre uma forma activa de B;GPI e uma forma
inactiva de B,GPI que nao possuia actividade de cofactor para
anticorpos antifosfolipidos dependente de B,GPI e concluiram
que a localizacdo mais provavel do epitopo putativo para os
anticorpos antifosfolipidos dependentes de B,GPI seria o
quinto dominio de R,GPI. Hunt et al. (1994) J. Immunol.
152:653-659. Outros grupos utilizaram proteinas R,GPI
recombinantes para tentar localizar o sitio antigénico dos
anticorpos antifosfolipidos dependentes de BR,GPI. Dois destes
grupos produziram proteinas (;GPI mutantes, nas quais varios
dominios haviam sofrido delecdo, num sistema de expressao em
baculovirus. Ambos o0s grupos concluiram gque o epitopo para
0s anticorpos antifosfolipidos dependentes de [(,GPI era
criptico e que o dominio 4 poderia estar envolvido de forma

dominante na exposicdo do epitopo. Igarashi et al. (1996)
Blood 87:3262-3270; George et al. (1998) J. Immunol.
160:3917-3923. Outro grupo expressou proteinas R.GPI

mutantes, nas quais varios dominios haviam sofrido delegéo,
em Escherichia coli e concluiu que o dominio 5 continha
epitopos reconhecidos por anticorpos antifosfolipidos
dependentes de (,GPI. Yang et al. (1997) APLAR J. Rheumatol.
1:96-100.

Existe uma necessidade séria de melhores sistemas de
deteccdao e de tolerogénios para as condigcdes mediadas por
anticorpos antifosfolipidos dependentes de R.GPI.

Todas as referéncias aqui citadas estdo incorporadas na
integra por meio de referéncia.

Del Papa et al. (1998) J. Immunol. 160:5572-5578 referem
que a P2-glicoproteina I humana se liga a células
endoteliais através de um conjunto de residuos de 1lisina,
que sao criticos para a ligacao a fosfolipidos anidnicos, e
oferece epitopos para anticorpos anti-f2-glicoproteina I.

Hagihara et al. (1995) J. Biochem. 118:129-136 referem
que o0s dominios N- e C-terminais da (2-glicoproteina I
bovina desempenham um papel na sua 1interaccao com a
cardiolipina.
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WO 97/46251 descreve andlogos de anticorpos aFL que se
ligam especificamente a células B as quais um epitopo para
aFL se liga. Os andlogos optimizados nao possuem epitopo(s)
de células T e sdao uUteis como conjugados para tratar doencas
mediadas por anticorpos aFL. Sao também descritos conjugados
compreendendo andlogos de aFL e moléculas de plataforma de

valéncia nao imunogénicas.

EP-A-0730155 descreve um método de andlise de um
anticorpo antifosfolipido contido numa amostra utilizando a
Ro.—glicoproteina I, em que € utilizado, em vez da mesma, um
polipéptido possuindo a mesma sequéncia de aminodcidos que ©
dominio IV da @y;-glicoproteina I ou um polipéptido que é
parcialmente diferente do polipéptido acima, mas é
equivalente em termos de funcgdo, permitindo assim uma
andlise féacil e rigorosa de um auto-anticorpo com origem

numa sindrome de anticorpos antifosfolipidos.

DESCRICAO DO INVENTO

O invento proporciona um conjugado gque compreende uma
molécula de plataforma de wvaléncia e um polipéptido qgue
compreende pelo menos sels aminodcidos contiguos da SEQ ID
NO: 4, que tem um comprimento inferior a 100 aminodcidos e
que se liga especificamente a um anticorpo antifosfolipido
dependente de B:GPI. O polipéptido ¢é aqui designado por
“volipéptido contendo o dominio 1 de (,;GPI” e liga-se
especificamente a um anticorpo antifosfolipido dependente de
R,GPI.

Em algumas concretizacgdes, o polipéptido compreende
fragmentos do dominio 1, tal como apresentados na Tabela 1.
Em outras concretizacdes, 0 polipéptido compreende um
epitopo conformacional. Ainda em outras concretizagdes, o
polipéptido consiste no dominio 1. O polipéptido poderd néao
possuir um epitopo de células T (detectdvel), em dque O
referido epitopo de células T é capaz de activar as células
T num individuo que ©possui anticorpos antifosfolipidos
dependentes de [(,GPI.

O invento também disponibiliza um polipéptido que se
liga especificamente a um anticorpo antifosfolipido
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dependente de By,GPI, gque tem um comprimento inferior a
75 aminodcidos e que compreende pelo menos 30 aminodcidos
contiguos da SEQ ID NO: 4 ou, caso tenha um comprimento
inferior a 30 aminodcidos, compreende pelo menos seis
aminodcidos contiguos seleccionados entre as SEQ ID NOS: 5,
9, 10, 11 e 12, e um polipéptido de fusdo compreendendo um
polipéptido deste tipo.

Em outro aspecto, o invento proporciona polinucleédtidos
(incluindo polinucledétidos isolados, naturais e nao
naturais) que codificam qualquer um dos polipéptidos deste
invento. Os ©polinucledétidos poderao estar isolados, em
vectores de clonagem ou de expressao, e/ou em células
hospedeiras apropriadas. Ainda adicionalmente, o invento
disponibiliza:

- um kit para detectar (a) polipéptidos (,GPI ou (b) uma
coagulacao, em que o referido kit compreende um conjugado
ou um polipéptido do invento numa embalagem adegquada;

- uma composicdo compreendendo uma quantidade eficaz de um
conjugado ou de um polipéptido do invento, em gque o
polipéptido nado possui um epitopo de células T capaz de
activar as células T num individuo que possui anticorpos
antifosfolipidos dependentes de B,GPI e em que uma
quantidade eficaz ¢ uma gquantidade suficiente para
induzir uma tolerancia;

- uma composicao compreendendo uma quantidade eficaz de um
conjugado ou de um polipéptido do invento, em qgque uma
quantidade eficaz ¢ uma gquantidade suficiente ©para
detectar um anticorpo antifosfolipido dependente de
R.GPI;

- um método de deteccdao de um anticorpo que se liga
especificamente a um polipéptido contendo o dominio 1 de
R.,GPI presente numa amostra, gque compreende (a) colocar ©
anticorpo presente na amostra em contacto com um
conjugado ou um polipéptido do invento, em condicdes qgue
permitem a formacdo de um complexo antigénio-anticorpo
estdvel; e (b) detectar o complexo estavel formado na
etapa (a), caso exista;
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- um polipéptido ou um conjugado do invento, em gque o0
polipéptido ndo possui um epitopo de células T capaz de
activar as células T num individuo que possui anticorpos
antifosfolipidos dependentes de B,GPI, para utilizar num
método destinado a induzir uma tolerédncia num individuo;

- um método para detectar a mediacdo da coagulagao por um
anticorpo antifosfolipido dependente de B,GPI, que
compreende as etapas de:

(a) efectuar uma primeira andlise de coagulacéao
utilizando uma amostra bioldgica adequada de um
individuo, em que um conjugado ou um polipéptido de
acordo com o i1nvento é adicionado a andlise;

(b) efectuar uma segunda analise de coagulacao,
utilizando uma amostra bioldégica adequada do individuo na
auséncia do polipéptido; e

(c) comparar os resultados das andlises das etapas (a) e
(b), em que uma diferenca nos resultados indica uma
mediacdo da coagulacdo por um anticorpo antifosfolipido
dependente de [,GPI.

- utilizagcdo de um polipéptido ou de um conjugado do
invento, em que o polipéptido nao possui um epitopo de
células T capaz de activar as células T num individuo que
possui anticorpos antifosfolipidos dependentes de R:GPI,
na producdao de um medicamento destinado a induzir uma

toleradncia num individuo.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 representa a sequéncia de nucledtidos (SEQ ID
NO. 1) e de aminodcidos (SEQ ID NO. 2) de B,GPI. Os numeros
acima das filas indicam as posic¢des dos aminodcidos.

A Figura 2 representa a sequéncia de nucledtidos (SEQ ID
NO. 3) e de aminodcidos (SEQ ID NO. 4) do dominio 1 de [.GPI.
Os numeros acima das filas indicam as ©posigdes dos
aminoacidos.
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A Figura 3 ¢é um modelo da estrutura tercidria do
dominio 1 de B,GPI, incluindo os aminodcidos-chave envolvidos
na ligacgao ao anticorpo antifosfolipido dependente de [,GPI.

A Figura 4 é um grafico que representa os resultados de
um ensaio ELISA de inibicdo competitiva efectuado em placas
de microtitulacdo NUNC. As placas foram revestidas com
proteina ByGPI selvagem. A ligacaoc do anticorpo (do doente
7104) sofreu competicdo por parte das varias proteinas R:GPI

mutantes. Os simbolos representam as proteinas R.GPI
recombinantes da forma gque se segue: '——E——y 12345; —e—,
1---; —4—, 12— ; —0—, 123--; —8—, 1234-; -——0O—-,
-2345; ——A—-, -—--345; —A—-, —-—-45; e ——WR—, -——-5.

Designacdes das proteinas recombinantes: os tracos indicam
os dominios em falta; 08 numeros indicam os dominios
presentes na proteina. Por exemplo, "---345" é uma proteina
R,GPI recombinante sem os dominios 1 e 2, mas gue conserva 0S8
dominios 3, 4 e 5.

A Figura 5 é um grafico que representa os resultados da
andlise de ELISA da ligacdo de um anticorpo anti-f;GPI de
coelho a varias proteinas [(;GPI recombinantes. Os pocgos da
placa de microtitulagdo revestidos com um gquelato de niquel
foram cobertos com as varias proteinas (;GPI recombinantes
nas concentracgdes apresentadas e, em seguida, foram testados
relativamente a capacidade do anticorpo anti-f,;GPI de coelho
para se ligar. Os simbolos representam as proteinas [(,GPI

recombinantes da forma que se segue: ——E——, --345; —e&—, ———
45, —o—, -2345; —O0—, 12345: —W—, 1234-; ——, 123--;
—A—, ———5 e ——A-——, GST-6his.

A Figura 6 é um grafico que representa os resultados da
andlise de ELISA da 1ligacdo de um anticorpo anti-p.GPI a
vdrias proteinas (3;GPI recombinantes. Os pocos da placa de
microtitulacdao revestidos com quelato de niquel foram
cobertos com as varias proteinas R:GPI recombinantes nas
concentracgdes apresentadas e, em seguida, foram testados
relativamente a capacidade do anticorpo anti-p,GPI humano
6701 (do doente 6701) para se ligar. Os simbolos para as
proteinas [(,GPI recombinantes sd&o como na Figura 5. Os

simbolos adicionais sd&o como se seque: ——-B-——, auséncia de



EP 1 092 027 /PT
10

R,GPI com anticorpo adicionado; ---+-—-—, auséncia de R.GPI,

auséncia de anticorpo.

A Figura 7 é um grafico que representa os resultados de
um ensaio ELISA gue mediu a capacidade de um anticorpo anti-
R.GPI de coelho para se ligar a varias proteinas (.GPI
recombinantes, as quais foram primeiro ligadas a pogos de
placas de microtitulacao revestidos com cardiolipina (CL).
As placas IMMULON® foram revestidas com CL e depois foram
carregadas com as concentrac¢des indicadas das proteinas [B,GPI
recombinantes. Os simbolos para as proteinas B,GPI
recombinantes sao como na Figura 5.

A Figura 8 & um grafico que representa os resultados de
um ensaio ELISA que mediu a capacidade da preparacdao de
anticorpo antifosfolipido dependente de [R.,GPI 6641 (do doente
6641) para se ligar a varias proteinas R,GPI recombinantes,
as quais foram primeiro 1ligadas a pocgos de placas de
microtitulagdo revestidos com CL. As placas IMMULON® foram
revestidas com CL e depois foram carregadas com as
concentracgdes indicadas das proteinas R;GPI recombinantes. Os
simbolos para as proteinas (;GPI recombinantes sao como na
Figura 6.

A Figura 9 é um grafico que representa os resultados de
um ensaio ELISA de inibicao competitiva, no qual foi testada
a capacidade de varios péptidos para competir com a proteina
R,GPI selvagem pela ligacdo a um anticorpo antifosfolipido
dependente de B,GPI. Os simbolos para os péptidos sao como se
segue: —[E—, pR,GPI; —e—, CIPRVC; —-@-, FSTVVP; —0—, KPDDLP;
-8, GRTCPK: -+, TLKCTP; —A—, ICPLTG; -A—, FICPLT: -H-,
ITYSCK, —+—, GRTCPK.

As Figuras 10A e 10B sdo graficos qgue representam os
valores da ligacdo aparente no equilibrio para varias
concentracdes de polipéptido contendo o dominio 1 (Figura
10A) e de conjugado tetramérico, composto 44 (Figura 10B) a
anticorpos antifosfolipidos dependentes de B,GPI purificados
por afinidade e provenientes do doente 6626. As constantes
de dissociacao aparente no equilibrio também sao
apresentadas.
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As Figuras 11A e 11B sdo graficos que representam oS
valores da ligacdo aparente no equilibrio ©para varias
concentracdes de polipéptido contendo o dominio 1 (Figura
11A) e de conjugado tetramérico, composto 44 (Figura 11B) a
anticorpos antifosfolipidos dependentes de R,GPI purificados
por afinidade e provenientes do doente 6701.

A Figura 12 é um grafico que representa 0s resultados de
experiéncias de ligacdo competitiva, nas quais uma proteina
R,GPI (aplicada como revestimento em placas de microtitulacgao
NUNC) reagiu com o plasma do doente 6501 e com quantidades

varidveis dos conjugados tetraméricos do dominio (-0-) 1,
composto 44 (—¥-) e composto 45 (=*-), bem como de
polipéptido contendo o dominio 1 de [B,GPI (—¢—) e de

polipéptido contendo o dominio 1 de B,GPI que havia sido
reduzido e alquilado ().

As Figuras 13A e 13B sao graficos que representam a
dose-resposta de células dos ndédulos linfaticos popliteos de
ratinhos imunizados com um conjugado de polipéptido contendo
dominio 1 de (,GPI-KLH em ACF (Fig. 13A) ou apenas com ACF
(Fig. 13B) . Simbolos: {1, conjugado com KLH; -v—,
polipéptido contendo dominio 1 de B,GPI naoc conjugado com
KLH; -, KLH; A, PPD.

A Figura 14 é um grafico de barras que representa a
relacdo dose-resposta (em termos de anticorpo anti-R,GPI) de
se efectuar uma sensibilizacgdo activa com um conjugado de
polipéptido contendo dominio 1 de R,GPI-KLH (10 ug, 50 nug e
100 ng).

A Figura 15 é um grafico gque representa a especificidade
de anticorpos policlonais de ratinho produzidos contra um
conjugado de polipéptido contendo dominio 1 de [R.GPI-KLH, tal
como foi determinada através de ensaios de competicao
utilizando mutantes de B,GPI ao nivel dos varios dominios
(—_—+—, 1-—; —&—, 1-——— reduzido e algquilado; —B—,
12-—; —0—, 1234-; --—-M-——, -2345; ---0O--—- --345; -—-A——,
-——45; —N—, 1---5; —X—, 12345).
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A Figura 16 € um grafico de Dbarras gue representa o
efeito de anticorpos antifosfolipidos dependentes de R.GPI,
purificados por afinidade, sobre a actividade do Factor Va
no sangue de varios doentes (6501, 6636, 6644, 7011, 7013,
6701, 7001, 6625, 6641), assim como na IgG e no plasma
normais.

FORMAS DE REALIZAQAO DO INVENTO

Noés constatdmos que o dominio 1 de BGPI se 1liga
egpecificamente a um anticorpo antifosfolipido dependente de
R.GPI (isto &, contém um epitopo(s) de um anticorpo
antifosfolipido dependente de (;GPI). Esta constatacao é
especialmente significativa tendo em vista a literatura
existente, que descrevia apenas os dominios 5 e 4 como sendo
importantes ©para esta ligacao. Consultar, por exemplo,
George et al. (1998) e Yang et al. (1997). No6és constatdmos
também que o dominio 1 de R:GPI se liga a anticorpos
antifosfolipidos dependentes de R,GPI de pelo menos 100
anticorpos antifosfolipidos dependentes de B,GPI diferentes,
o que ¢é especialmente significativo e importante no contexto
da deteccédo/diagndstico, assim como no contexto dos
tolerogénios, uma vez dque o(s) polipéptido(s) contendo o
dominio 1 de (B;GPI poderao, assim, ser Uteis para um
intervalo amplo da populacdo que transporta anticorpos
antifosfolipidos dependentes de R,GPI. Adicionalmente,
verificdmos que péptidos do dominio 1 particulares (aqui
descritos) parecem ligar-se especificamente a anticorpos
antifosfolipidos dependentes de [(,GPI.

Por consequéncia, o invento disponibiliza polipéptidos
compreendendo o dominio 1 de polipéptidos R;GPI (incluindo o
dominio 1 isolado), que se ligam especificamente a um
anticorpo antifosfolipido dependente de (,GPI. O invento
também disponibiliza polipéptidos consistindo essencialmente
no dominio 1 de polipéptidos R,GPI, que se ligam
especificamente a um anticorpo antifosfolipido dependente de
R,GPI. Os polipéptidos do invento sdo uteis para a deteccao
de um anticorpo antifosfolipido dependente de R,GPI (no
contexto do diagnéstico, do progndéstico e/ou da
monitorizacaoc) e também sao uUteis como tolerogénios. Em

algumas concretizagdes, particularmente no contexto dos
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tolerogénios, o(s) polipéptido(s) R,GPI nao possuem um
epitopo de células T e/ou estdo na forma plurivalente, por
exemplo, conjugados com uma molécula de plataforma. O
invento também proporciona polinucledétidos que codificam os
polipéptido(s) B,GPI. Estes polinucledétidos poderao ser
utilizados para produzir os polipéptido(s) R:GPI, gquer in
vitro quer in vivo. 0 invento também disponibiliza
composicdes que compreendem polipéptido(s) contendo o)
dominio 1 de B,GPI e polinucledétidos que codificam
polipéptido(s) contendo o dominio 1 de R,GPI. O invento
disponibiliza adicionalmente métodos de wutilizacdao do(s)
polipéptido(s) pR:GPI, por exemplo, para a detecgcdao ou a
inducdo de uma tolerédncia (isto é, a inducdo de toleréancia
das células B).

Técnicas gerais

Excepto indicacdao em contradrio, a pratica do presente
invento empregara técnicas convencionais de biologia
molecular (incluindo técnicas recombinantes), microbiologia,
biologia celular, bioquimica e imunologia, gue se encontram
dentro da pericia da arte. Estas técnicas estdo explicadas
detalhadamente na literatura, por exemplo em "Molecular
Cloning: A Laboratory Manual", second edition (Sambrook et
al., 1989); "Oligonucleotide Synthesis" (M.J. Gait, ed.,
1984); "Animal Cell Culture" (R.I. Freshney, ed., 1987);
"Methods in Enzymology" (Academic Press, Inc.); "Handbook of
Experimental Immunology" (D.M. Weir & C.C. Blackwell, eds.);
"Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells" (J.M. Miller &
M.P. Calos, eds., 1987); "Current Protocols in Molecular
Biology" (F.M. Ausubel et al., eds., 1987); "PCR: The
Polymerase Chain Reaction", (Mullis et al., eds., 1994); e
"Current Protocols in Immunology" (J.E. Coligan et al.,
eds., 1991).

Definigbes

Um “polipéptido contendo o dominio 1 de (,GPI” é um
polipéptido que se 1liga especificamente a um anticorpo
antifosfolipido dependente de B,GPI e que possui pelo menos
seis aminodcidos contiguos representados na Fig. 2 (SEQ ID
NO:4; dominio 1). E possivel demonstrar que um polipéptido
contendo o dominio 1 de {,GPI se liga especificamente a um
anticorpo antifosfolipido dependente de (,GPI, wutilizando
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ensaios standard conhecidos na arte, como sejam 0S8 ensaios
de inibicao competitiva, que estdo aqui descritos, assim
como na arte. O termo “polipéptido contendo o dominio 1 de
B,GPI” compreende vAarias concretizacgdes (muitas das quais
estdao aqui descritas), incluindo, entre outras, a SEQ 1ID
NO:4; fragmentos da SEQ ID NO: 4; extensdes, inserc¢des e/ou
delecdes da SEQ ID NO: 4; e variantes de sequéncia da SEQ ID
NO: 4. Assim, o termo “polipéptido contendo o dominio 1 de
R,GPI"” pretende descrever uma classe de moléculas baseadas no
dominio 1, qgue apresentam a funcionalidade exigida. Desta
forma, um polipéptido contendo o dominio 1 de B,GPI podera
ter pelo menos 10, pelo menos 12, pelo menos 15, pelo menos
20, pelo menos 25, pelo menos 30, pelo menos 40 e/ou pelo
menos 60 aminodcidos contiguos ilustrados na Fig. 2 (SEQ ID
NO:4). Um polipéptido contendo o dominio 1 de (.GPI podera
também compreender diferentes regides do dominio 1, de tal
forma que, colectivamente, estas regides sao capazes de se
ligarem especificamente a um anticorpo antifosfolipido
dependente de (,GPI (tal como na producdao de um epitopo
conformacional). Tal como discutido abaixo, em algumas
concretizacgdes, um “polipéptido contendo o dominio 1 de
R:GPI” também nao possul um (qualquer) epitopo de células T
detectdvel. Para os objectivos deste invento, o epitopo de
células T ¢é definido como sendo capaz de activar as
células T num individuo que possui anticorpos
antifosfolipidos dependentes de (3,GPI.

Um polipéptido que se “liga especificamente” a um
anticorpo é um termo bem compreendido na arte, e os métodos
para determinar esta ligacdao especifica também sdao bem
conhecidos na arte. Diz-se que uma molécula apresenta uma
“ligacgao especifica” se reage ou se associa mais
frequentemente, mais rapidamente, com maior duracdo e/ou com
maior afinidade a uma célula ou uma substdncia particular do
que a células ou substincias alternativas. Um anticorpo
“liga-se especificamente” a um alvo caso se ligue com maior
afinidade, avidez, mais facilmente e/ou com maior duracdo do
que se liga a outras substancias.

Um “anticorpo antifosfolipido dependente de B,GPI” é
qualguer anticorpo que se liga especificamente a R:GPI. Tal
como discutido acima, a nomenclatura utilizada nas artes
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clinicas e na literatura utiliza designacdes alternativas
para estes anticorpos, tais como anticorpos “afFL” e *“aCL”,
que estdao incluidas na definicdo do termo “anticorpo
antifosfolipido dependente de [(,GPI”, desde gque a propriedade
de ligacao exigida esteja presente (isto ¢é, o0s termos
anticorpos “arFL” e “acL” incluem 0s anticorpos
antifosfolipidos dependentes de R:GPI). Tal como claramente
indicado na definicao de “anticorpo” aqui disponibilizada,
um “anticorpo antifosfolipido dependente de R,GPI” engloba
fragmentos que contém a regido varidvel, como os fragmentos
Fab, desde que a capacidade para se ligar especificamente a
R.:GPI seja conservada. Como discutido abaixo, entende-se que
a ligacao especifica a qualquer anticorpo antifosfolipido
dependente de [B,GPI é suficiente, embora seja preferivel que
um polipéptido contendo o dominio 1 de [,GPI se ligue a mais
de um, de preferéncia pelo menos dois, preferencialmente
pelo menos c¢inco, mais preferencialmente pelo menos dez,
ainda mais preferencialmente pelo menos 20 anticorpos
antifosfolipidos dependentes de B,GPI diferentes.

Um “anticorpo” (termo utilizado indiferentemente no
plural e no singular) é uma molécula de imunoglobulina capaz
de efectuar uma ligacdo especifica a um alvo, como seja um
polipéptido, através de pelo menos um sitio de
reconhecimento do antigénio localizado na regido variavel da
molécula de imunoglobulina. Tal como agui utilizado, o termo
engloba nao sé anticorpos intactos, como também os seus
fragmentos (tais como Fab, Fab’, F(ab’),, Fv), cadeias
simples (ScFv), mutantes, proteinas de fusdo, anticorpos
humanizados e qualquer outra configuracdao modificada da
molécula de imunoglobulina gque compreenda um sitio de

reconhecimento do antigénio com a especificidade exigida.

O termo “R,GPI intacta” refere-se a sequéncia de
aminodacidos da molécula completa de R,GPI (representada na
Fig. 1 e na SEQ ID NO:2). As sequéncias polinucleotidica e
polipeptidica de B,GPI também estdo disponiveils ao publico na
literatura e no GeneBank (N.° de acesso X58100).

Um “polipéptido de fusdao” ¢é um polipéptido qgue
compreende regides numa posicao diferente daquela que ocorre
na natureza. As regides poderdao existir normalmente em
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proteinas separadas e serem combinadas no polipéptido de
fusdo, ou elas poderdao existir normalmente na mesma proteina
mas serem colocadas numa nova disposicao no polipéptido de
fusdo. Um polipéptido de fusdo poderd também surgir de
formas poliméricas, sejam elas lineares ou ramificadas, de
polipéptido(s) contendo o dominio 1 de [,GPI.

Um “epitopo de célula T” é um termo bem compreendido na
arte e designa um sitio de ligacdo para uma célula T, mais
especificamente, uma sequéncia polipeptidica ou uma
estrutura quimica que activa a(s) célula(s) T. Os métodos
para determinar a presencgca de epitopos de células T também
sdo bem conhecidos na arte e estdo aqui descritos. Esta
subentendido que, com o tempo, poderdo ser desenvolvidos
ensaios mais sensiveis para detectar a presenca de epitopos
de células T, e que a especificacdo da auséncia de epitopos
de células T estd dependente do tipo de sistema de deteccao
utilizado. Para os objectivos deste invento, “nao possuir”
um epitopo de células T significa que um epitopo de células
T nado ¢é detectdvel mediante a wutilizacdo dos ensaios
standard na arte, particularmente desde a data inicial de
apresentacao deste pedido. Considera-se também que, para o0s
objectivos deste invento, um “epitopo de células T” & um
epitopo que € capaz de estimular as células T num individuo
que possuil anticorpos antifosfolipidos dependentes de B,GPI.

Os termos “polinucledtido” e *“adcido nucleico”, aqui
utilizados indistintamente, referem-se a uma forma
polimérica de nucledétidos de gualquer comprimento, sejam
eles ribonucledtidos ou desoxirribonucledétidos. Estes termos
incluem um ADN de cadeia simples, dupla ou tripla, ADN
gendémico, ADNc, ARN, um hibrido ADN-ARN ou um polimero
compreendendo bases purinicas e pirimidinicas, ou outras
bases nucleotidicas naturais, guimica ou biogquimicamente
modificadas, nado naturais ou derivatizadas. O esqueleto do
polinucledétido pode compreender acucares e grupos fosfato
(como poderao ser normalmente encontrados no ARN ou ADN) ou
grupos acucar ou fosfato modificados ou substituidos. Em
alternativa, o esqueleto do polinucledétido pode compreender
um polimero de subunidades sintéticas, tais como
fosforamidatos, e pode assim ser um oligodesoxinucledsido
fosforamidato (P-NH2) ou um oligdémero misto fosforamidato-
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fosfodiéster. E possivel utilizar uma ligacdo fosforotiato
em vez de uma ligacdo fosfodiéster. Além disso, €& possivel
obter um polinucledétido de cadeia dupla a partir do produto
polinucleotidico de cadeia simples proveniente da sintese
quimica, quer sintetizando a cadeia complementar e
hibridando as cadeias em condicdes apropriadas quer
sintetizando a cadeia complementar de novo utilizando uma

ADN-polimerase juntamente com um iniciador apropriado.

0O exemplos que se seguem sao exemplos nao restritivos de
polinucledétidos: um gene ou fragmento de gene, exdes,
intrdées, ARNm, ARNt, ARNr, ribozimas, ADNc, polinucledtidos
recombinantes, polinucledtidos ramificados, plasmideos,
vectores, ADN isolado de qualguer sequéncia, ARN isolado de
qualguer sequéncia, sondas de &acido nucleico e iniciadores.
Preferencialmente, o polinucledétido €& ADN. Tal como aqui
utilizado, “ADN” inclui ndo sé as bases A, T, C e G, como
também qualquer um dos seus andlogos ou formas modificadas
destas bases, tais como nucledtidos metilados, modificacdes
internucledtidos como ligagdes nao carregadas e tioatos,
utilizacdo de analogos de aclUcares e estruturas de esqueleto
modificadas e/ou alternativas, tais como poliamidas.

0 termo “natural” refere-se a uma sequéncia
polinucleotidica ou polipeptidica enddgena, i1isto €, uma
sequéncia encontrada na natureza. O termo inclui os alelos e
as formas alélicas da proteina codificada, assim como o0s
polinucledétidos e os polipéptidos completos tal qual
processados. O processamento pode ocorrer em uma oOu mais
etapas, e estes termos englobam todas as etapas do
processamento. Reciprocamente, uma sequéncia “nao natural”
refere-se a todas as outras sequéncias, ou seja, aquelas que
nao ocorrem na natureza, como sejam  as sequéncias
recombinantes.

Uma “célula hospedeira” inclui uma célula individual ou
uma cultura de células, que pode ser ou tem sido um receptor
para vector(es) ou para a incorporacdao de polinucledtidos
e/ou proteinas. As células hospedeiras incluem a
descendéncia de uma unica célula hospedeira, e a
descendéncia poderd nédo ser necessaria e completamente

idéntica (em morfologia ou em termos gendmicos do
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complemento de ADN total) a célula parental original, devido
a mutacadao natural, acidental ou deliberada. Uma célula
hospedeira inclui células transfectadas in vivo com um
polinucledétido(s) deste invento.

“Transformacao” ou “transfeccdo” refere-se a insercao de
um polinucledétido exégeno numa célula hospedeira,
independentemente do método utilizado para a insercao, por
exemplo, a lipofeccdo, a transducdao, a infeccao ou a
electroporacdo. O polinucledétido exdgeno poderd ser mantido
como um vector nao integrado, por exemplo, um plasmideo, ou,
em alternativa, poderd ser integrado no genoma da célula
hospedeira.

Um “individuo” ¢é um vertebrado, preferencialmente um
mamifero, mais preferencialmente um ser humano. Os mamiferos
incluem, embora nao se encontrem limitados a estes exemplos,
animais de qguinta, animais desportivos, animais domésticos,
primatas, ratinhos e ratos.

A "anergia celular B” ¢é um termo bem compreendido na
arte e designa a auséncia de resposta dagquelas células B que
necessitam da ajuda das células T para produzir e segregar
anticorpos. O termo inclui, embora nao se encontre limitado
a estes exemplos, a delecdo clonal de células B imaturas
e/ou maduras e/ou a incapacidade das células B para produzir
anticorpos.

A “inducdo de uma tolerédncia” significa uma reducgdo e/ou
uma estabilizacdo da extensdao de uma resposta imunitdria a
um imunogénio. Uma *“resposta imunitdria” podera ser humoral
e/ou celular e poderd ser medida utilizando ensaios padrao
conhecidos na arte. Para os objectivos deste invento, a
resposta imunitdria é geralmente reflectida pela presenca de
anticorpos antifosfolipidos dependentes de B,GPI.
Quantitativamente, a reducdao (tal como medida por reducdo da
producao de anticorpo) ¢é pelo menos cerca de 25%, mais

preferencialmente pelo menos cerca de 50%, mais
preferencialmente pelo menos cerca de 75%, mais

preferencialmente pelo menos cerca de 90%, ainda mais
preferencialmente pelo menos cerca de 95% e mais

preferencialmente 100%. Considera-se que a toleradncia &
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egpecifica do antigénio e aplica-se, para os objectivos do
invento, aqueles individuos que possuem anticorpos
antifosfolipidos dependentes de R,GPI. O termo “indugao de
uma tolerédncia” também inclui abrandar e/ou atrasar a taxa
de aumento do nivel de anticorpos.

Uma “amostra bioldgica” engloba uma variedade de tipos
de amostras obtidos de um individuo e pode ser utilizada
numa andlise de diagndéstico ou de monitorizacdo. A definicéo
compreende sangue e outras amostras liquidas de origem
bioldégica, amostras sdlidas de tecidos tais como um espécime
para biopsia ou culturas de tecidos ou células derivadas
destas, e a sua descendéncia. A definicdo também inclui
amostras que foram manipuladas de uma qualquer forma apds a
sua obtencao, tal como por tratamento com reagentes,
solubilizacdo ou enriquecimento em determinados componentes,
por exemplo proteinas ou polinucledtidos. O termo *“amostra
bioldégica” compreende uma amostra clinica e também inclui
células em cultura, os sobrenadantes de células, os lisados
celulares, o soro, o plasma, o fluido bioldégico e amostras
de tecidos.

Um “complexo estavel” formado entre quaisquer dois ou
mais componentes, numa reaccao biogquimica, refere-se a um
diplex ou a um complexo que é suficientemente duradouro para
persistir entre a formacao do duplex ou do complexo e a sua
subsequente detecgao, incluindo gquaisquer etapas opcionais
de lavagem ou outra manipulacdo gue possa ter lugar no

interim.

Um polipéptido ou um polinucledétido “isolado” ou
“purificado” é um composto que estd praticamente isento dos
materialis aos quals estda associado na natureza. O termo
praticamente isento significa pelo menos 50%,
preferencialmente pelo menos 70%, mais preferencialmente
pelo menos 80%, ainda mais preferencialmente pelo menos 90%
isento dos materiais aos quais estd associado na natureza.

Diz-se que um polinucledétido “codifica” um polipéptido
se, no seu estado nativo ou quando é manipulado por métodos
bem conhecidos pelos peritos na arte, ele puder ser
transcrito e/ou traduzido para produzir o polipéptido ou um
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seu fragmento. Para os objectivos deste invento, e para
evitar referéncias incdémodas a cadeias complementares,
diz-se que a cadeia anti-sentido (ou complementar) deste
polinucledétido também codifica a sequéncia; isto €, uma
sequéncia polinucleotidica que “codifica” um polipéptido
inclui tanto a cadeia codificante convencional, como a

sequéncia (ou cadeia) complementar.

Uma “quantidade eficaz” (quando utilizada no contexto
tolerogénico) ¢é uma quantidade suficiente para originar os
resultados clinicos benéficos ou desejados. Uma quantidade
eficaz pode ser administrada em uma ou mais administracdes.
Para os objectivos deste invento, uma quantidade eficaz de
um polipéptido(s) contendo o dominio 1 de By,GPI ¢é uma
quantidade suficiente para induzir uma toleréncia,
particularmente em relacdo a anticorpos antifosfolipidos
dependentes de R.GPI. Em termos de tratamento, uma
“quantidade eficaz” de um polipéptido(s) contendo o dominio
1 de [(,GPI ¢é uma quantidade suficiente para aliviar,
melhorar, -estabilizar, reverter, abrandar ou atrasar a
progressao de um estado de doenca associado a anticorpos
antifosfolipidos dependentes de R,GPI (isto é, um estado em
que o0s anticorpos antifosfolipidos dependentes de [.GPI
indicam uma patologia potencial ou efectiva). A deteccédo e a
medicdo dos indicadores de eficdcia baseiam-se geralmente na
medicdo de um anticorpo antifosfolipido dependente de (,GPI
e/ou de sintomas clinicos associados ao estado de doenca,
por exemplo, trombose arterial ou venosa, perda fetal,

acidente isquémico transitdrio, acidentes vasculares
cerebrais; amaurose fugaz (visao monocular), anemia
hemolitica auto-imune, lesdes das valvulas cardiacas,

enfarte do miocéardio, trombocitopenia e condigdes de
enxaqueca.

Tal como aqui utilizado, o termo “molécula de plataforma
de valéncia” designa uma molécula nado imunogénica contendo
sitios que permitem a 1ligagdo de um numero discreto de
polipéptidos (neste invento, o0s polipéptidos contendo o
dominio 1 de [R,GPI) e/ou espécie(s) mimética(s).

O termo “nado imunogénico”, quando utilizado para
descrever a molécula de plataforma de valéncia, significa
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que a molécula de plataforma de valéncia € incapaz de
desencadear uma resposta 1munitdria e/ou € incapaz de
desencadear uma resposta imunitdria suficiente, quando &
administrada por si sé6 a um individuo. O grau de resposta
imunitdria aceitdvel depende do contexto em que a molécula
de plataforma de valéncia ¢é utilizada e podera ser

determinado empiricamente.

Tal como aqui utilizado, o termo “farmacédéforo” designa a
orientacdo tridimensional e as propriedades quimicas de
grupos—-chave envolvidos na ligacdo de um polipéptido
contendo o dominio 1 de (;GPI ao anticorpo-alvo.

Polipéptidos contendo o dominio 1 de B;GPI do invento

O invento disponibiliza polipéptido(s) contendo o
dominio 1 de B,;GPI. Tal como descrito acima, um polipéptido
contendo o dominio 1 de (,GPI (a) contém pelo menos seis
aminodcidos contiguos da Fig. 2 (SEQ ID NO:4), que
representa o dominio 1; e (b) liga-se especificamente a um
anticorpo antifosfolipido dependente de B.GPI (isto €, um ou
mais anticorpos antifosfolipidos dependentes de (,GPI). Um
modelo da estrutura tridimensional do dominio 1 de B,GPI esta
apresentado na Figura 3 (baseado na estrutura efectiva do
dominio sushi 16 do factor H1l, tal como determinado por RMN
(Norman et al. (1991) J. Mol. Biol. 219:717; Barlow et al.
(1991) Biochem. 30:997), e os residuos que poderao estar
envolvidos na integridade estrutural e/ou na ligacgdo ao
anticorpo, tal como determinados através de estudos de
mutagénese, incluindo aqueles aqui apresentados, estdo
indicados. No que diz respeito a todas as concretizacgdes
polipeptidicas do invento, considera-se que os polipéptidos
do invento nao incluem a proteina [(,GPI nativa e intacta ou
qualguer outra forma previamente isolada e caracterizada de
R,GPI, tal como mutantes de delecdo ao nivel dos dominios
(isto é, dominios 1,2,3; dominios 1,2,3,4).

Em uma concretizacdo, o invento inclui um polipéptido
que consiste (ou, em algumas concretizacdes, gque consiste
essencialmente) na sequéncia de aminodcidos ilustrada na
Fig. 2 (SEQ 1ID NO:4), qgue representa o dominio 1. Nés
demonstramos que apenas aqueles polipéptidos p2GPI com
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delecdo de dominios que contém o dominio 1 sao capazes de se
ligar especificamente a um anticorpo antifosfolipido
dependente de R,GPI, e que o dominio 1 sozinho é capaz de se
ligar a um anticorpo antifosfolipido dependente de B,GPI, tal
como descrito no Exemplo 1. Para os objectivos deste
invento, o dominio 1 de R.GPI abrange geralmente desde cerca
do aminodcido 1 até cerca do aminoadcido 64 de (,GPI (Fig. 1).
Em alternativa, e também para os objectivos deste invento, o
dominio 1 (e consequentemente um polipéptido contendo o
dominio 1 de (B:GPI do invento) podera abranger desde (a)
cerca da primeira cisteina até cerca da quarta cisteina
(quando determinadas a partir da extremidade N-terminal);
(b) cerca da extremidade N-terminal até cerca da quinta
cisteina (mais precisamente, o uUltimo aminocdcido antes da
quinta cisteina); (c) cerca da primeira cisteina até cerca
da quinta cisteina. Em algumas concretizacdes, ¢é possivel
adicionar uma cisteina adicional, em qualquer posicgéao
adequada, para servir de grupo reactivo para a conjugacao.
Consequentemente, uma cisteina adicional (que, em algumas
concretizacgdes, ¢é a quinta cisteina de (;GPI) poderd ser
incluida em qualquer ©posicao, particularmente Jjunto da
extremidade C-terminal ou N-terminal, ou mesmo nestas
extremidades. Um polipéptido contendo o dominio 1 de (.GPI
poderda também compreender (ou consistir em, ou consistir
egsencialmente em) qualquer uma das seguintes combinacdes:
(a) aminodcido 1 ao aminodcido 59 da SEQ ID NO:4; (b)
aminodcido 2 ao aminoacido 60 da SEQ ID NO:4; (c) aminoacido
2 ao aminodcido 63 da SEQ ID NO:4; (d) aminodcido 1 ao
aminodcido 66 da SEQ ID NO:1; (e) aminoacido 4 ao aminodcido
66 da SEQ ID NO:1; (f) cerca do aminocdcido 1 a cerca do
aminodcido 60 da SEQ ID NO:4; (g) cerca do aminocdacido 1 a
cerca do aminocdcido 66 da SEQ ID NO:1. Noés verificdmos que
o0s polipéptidos contendo o dominio 1 de B,GPI que compreendem
a gquinta cisteina s&o particularmente convenientes para a
conjugacao (discutida abaixo). Para aquelas concretizacdes
que contém (compreendem) as primeiras quatro cisteinas de
R,GPI, considera-se geralmente que a sequéncia de aminodcidos
entre as cisteinas deverd ser aguela necessdria para gue as
pontes de dissulfureto apropriadas sejam formadas, engquanto
as sequéncias de aminodcidos que flangqueiam as cisteinas
(isto &, 0s aminodcidos nas extremidades N-terminal e

C-terminal) poderdao ser qualquer sequéncia (desde que a
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estrutura necessdaria que permite a ligacdo ao anticorpo seja
conservada) .

Em outras concretizacdes, o) invento inclui um
polipéptido compreendendo qualguer um dos polipéptidos
apresentados na Tabela I (SEQ ID ©NOS:5-11). As nossas
experiéncias (descritas no Exemplo 3) demonstram que estes
polipéptidos sao capazes de se ligar especificamente a um
anticorpo antifosfolipido dependente de BR,GPI.

No que diz respeito a todas as concretizacgdes
polipeptidicas deste invento, o(s) polipéptido(s) liga(m)-se
especificamente a um anticorpo antifosfolipido dependente de
R,GPI. A ligacdo especifica a um anticorpo antifosfolipido
dependente de [(,GPI poderd ser determinada utilizando
técnicas padrao da arte, como sejam o0s ensaios de ligacao
competitiva. Por exemplo, as placas de microtitulacéao
poderdao ser revestidas com a proteina (.GPI (natural ou
recombinante, desde gque a molécula recombinante apresente as
propriedades de ligagao exigidas), e o polipéptido de teste
podera ser adicionado em concentracdes variaveis. 0
anticorpo antifosfolipido dependente de [(,GPI, purificado por
afinidade, ¢é depois adicionado, permitindo-se que a ligacao
ocorra. A quantidade de anticorpo ligado ¢é determinada
através de sistemas de deteccdao, por exemplo, um anticorpo
anti-IgG humana conjugado com fosfatase alcalina ou a
radicactividade. A ligacao especifica é indicada através da
capacidade do polipéptido de teste para competir com [B,GPI
pela ligagao. Os Exemplos 1 e 3 fornecem ensaios
exemplificativos para a deteccdo da ligacao competitiva. A
ligacao especifica também poderd ser determinada através de
ensaios de ligacao directa, que sdo conhecidos na arte e que
estdao exemplificados nos Exemplos 1 e 3.

Considera-se que, para o0s objectivos deste invento, o
polipéptido contendo o dominio 1 de (,GPI apenas precisa de
se ligar a um anticorpo antifosfolipido dependente de R.GPI,
embora possa ser desejavel (por exemplo, no contexto da
deteccao) que o polipéptido contendo o dominio 1 de R,GPI se
ligue a mais de um anticorpo antifosfolipido dependente de
R:GPI. A origem do anticorpo antifosfolipido dependente de
R:GPI é geralmente um individuo, e a sequéncia do anticorpo
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poderda variar de individuo para individuo. Considera-se
igualmente que a ligacao especifica a um anticorpo
antifosfolipido dependente de (,GPI poderd ser demonstrada
através de utilizacdo de um fragmento ou de outro produto
recombinante de um anticorpo antifosfolipido dependente de
R,GPI, como um fragmento Fab ou construgdes da regiao
varidvel de cadeia simples (scFv), o0s quais sdo conhecidos
na arte.

Por consequéncia, em algumas concretizacgdes, um
polipéptido contendo o dominio 1 de B,GPI liga-se a mais de
um anticorpo antifosfolipido dependente de R,GPI (isto &,
pelo menos 2, pelo menos 5, pelo menos 10, pelo menos 20,
pelo menos 50 ou mais) . Estas concretizacdes sao
especialmente Uteis para efeitos de deteccgdo, uma vez gue
este(s) polipéptido(s) poderdao ser utilizados para efectuar
a detecgao num espectro mais amplo de individuos, que
poderdao transportar um anticorpo antifosfolipido dependente
de R:GPI

Tabela 1. Fragmentos do dominio 1 que se ligam
especificamente a um anticorpo antifosfolipido dependente de
R,GPI

Sequéncia SEQ ID NO:
CTPRVC 5
FSTVVP 6
KPDDLP 7
GRTCPK 8
TLKCTP 9
ICPLTG 10
FICPLT 11
ITYSCK 12

Em algumas concretizacdes, um polipéptido contendo o
dominio 1 de R,GPI contém uma estrutura sushi. 0s peritos na
arte conhecem o) “dominio sushi”, que é geralmente

caracterizado por:

(a) conter determinados residuos (tais como prolina,

fenilalanina, tirosina, glicina, leucina, valina e/ou
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histidina), que enrolam a cadeia polipeptidica numa
estrutura circular;

(b) possuir geralmente um peso molecular de aproximadamente
6 kD; e

(c) conter uma estrutura R enrolada. Ichmose et al. (1990)
J. Biol. Chem. 265:13411.

Considera-se também que um polipéptido contendo o
dominio 1 de B,GPI poderd ligar-se a um anticorpo
antifosfolipido dependente de R,GPI via um epitopo(s)
conformacional (ais) . Consequentemente, em algumas
concretizacgdes, um polipéptido contendo o dominio 1 de [,GPI
compreende (a) os aminodcidos 55, 56 e 58 (Ile; Asn; Leu) da
Fig. 3 (aminodcidos 55, 56 e 58 da SEQ ID NO:4); (b) os
aminoadcidos 43-45 (Arg; Lys; Phe) da Fig. 3 (aminodcidos 43
a 45 da SEQ ID NO:4); (c) os aminocdcidos 40 a 45 da SEQ ID
NO:4 (Gly; Gly; Met; Arg; Lys; Phe), preferencialmente os
aminodcidos 38-44 da Figura 3 (aminocdcidos 38 a 44 da SEQ ID
NO:4); e/ou (d) o aminodcido 19 (Lys) da Fig. 3 (aminoacido
19 da SEQ ID NO:4), preferencialmente (a) e (b);
preferencialmente (a) e (c); preferencialmente (b) e (c);
preferencialmente (a) e (d); preferencialmente (b)) e (d);
preferencialmente (c) e (d); preferencialmente (a), (b) e
(d); preferencialmente (a), (c) e (d); preferencialmente
(b), (c) e (d); preferencialmente (a), (b) e (c);
preferencialmente (a), (b)), (¢c) e (d). Nbés verificamos,
através dos nossos estudos de mutagénese, que estes
aminodcidos poderdo ser criticos para a ligacdo, quer
colectiva quer individualmente.

O tamanho de um polipéptido contendo o dominio 1 de
R.GPI (ou de um polipéptido compreendendo um polipéptido
contendo o dominio 1 de B,GPI) poderda variar grandemente,
desde que a funcionalidade necessdria (baseada na ligacéo
especifica a um anticorpo antifosfolipido dependente de
R.GPI) seja satisfeita. O0Os nossos resultados mostraram gue
sequéncias de aminodcidos com apenas 6 unidades podem
ligar-se especificamente a um anticorpo antifosfolipido
dependente de B,GPI (Exemplo 3).
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Em algumas concretizacdes, o(s) polipéptido(s) contendo
o dominio 1 de PR,GPI (e o polipéptido compreendendo ou
consistindo essencialmente em um polipéptido(s) contendo o
dominio 1 de R,GPI) tem um comprimento inferior a cerca de
100 aminocdcidos, de preferéncia tem um comprimento inferior
a cerca de 75 aminodcidos, de preferéncia tem um comprimento
inferior a cerca de 60 aminodcidos, de preferéncia tem um
comprimento inferior a cerca de 50 aminodcidos, de
preferéncia tem um comprimento inferior a cerca de
25 aminodcidos, de preferéncia tem um comprimento inferior a
cerca de 15 aminoacidos, de preferéncia tem um comprimento

inferior a cerca de 10 aminoacidos.

Entende-se que um polipéptido(s) contendo o dominio 1 de
B.GPI poderd estar associado a, conjugado com e/ou ligado a
outro(s) polipéptido(s) contendo o dominio 1 de (,GPI (guer
este(s) polipéptido(s) contendo o dominio 1 de R;GPI sejam
iguais ou diferentes), bem como outros dominios de [(,GPI. Por
consequéncia, o invento compreende formas poliméricas de
polipéptido(s) contendo o dominio 1 de [(,GPI. Tal como aqui
utilizada, uma forma polimérica de um polipéptido contendo o
dominio 1 de B,GPI contém uma pluralidade (isto é, mais de 1)
de polipéptido(s) contendo o dominio 1 de R,GPI. Em uma
concretizacgao, sao disponibilizados polimeros lineares de
polipéptidos contendo o dominio 1 de RB;GPI. Em outra
concretizacdao, sé&o disponibilizados polimeros ramificados de
polipéptidos contendo o dominio 1 de ByGPI. Em outras
concretizacdes, o invento disponibiliza uma pluralidade de
polipéptido(s) contendo o dominio 1 de [,GPI.

Em outra concretizacao, sao fornecidos multiplos
péptidos antigénicos (Map) contendo o dominio 1 de R,GPI. Os
Map tém um pequeno nucleo imunologicamente inerte com
dendrites de lisina que se ramificam radialmente, sobre as
quais ¢é possivel ancorar (isto ¢é, 1ligar covalentemente)
varios polipéptidos contendo o dominio 1 de [(,GPI. Posnett et
al. (1988) J. Biol. Chem. 263:1719-1725; Tam (1989) Meth.
Enz. 168:7-15. O resultado ¢ uma macromolécula grande gue
apresenta uma razao molar elevada de polipéptidos contendo o
dominio 1 de [B,GPI para o nucleo. 0Os Map sao antigénios uteis
e eficazes para ensalios como o0s ensaios ELISA e também
poderdao ser Utels para uma apresentacdo plurivalente, por
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exemplo, no contexto tolerogénico. Os Map podem ser
preparados sinteticamente e podem ser obtidos comercialmente
(Quality Controlled Biochemicals, Inc. Hopkinton, MA). Num
sistema Map tipico, a matriz do nucleo € constituida por
trés niveis de 1lisina e oito aminodcidos para ancorar oS
polipéptidos contendo o dominio 1 de B;GPI. O Map podera ser
sintetizado por qualgquer método conhecido na arte, por
exemplo, um método em fase sdélida; por exemplo, R.B.
Merrifield (1963) J. Am. Chem. Soc. 85:2149.

Considera-se que qualquer estrutura ramificada, como
seja uma ciclodextrina, poderd ser utilizada. A estrutura
ramificada podera ser, embora ndo precise de o ser, pequena.
No contexto de inducdo de uma tolerédncia, a plataforma nao
deverd actuar como um antigénio independente das células T.

Considera-se também que determinadas variacdes de
sequéncia, que podem preservar ou melhorar a sua
reactividade, poderdo ser introduzidas num polipéptido(s)
contendo o dominio 1 de R:GPI. Consequentemente, o invento
inclui modificacdes do (s) polipéptido (s) contendo o)
dominio 1 de B3GPI que nao afectam significativamente as suas
propriedades, assim como variantes que possuem  uma
actividade melhorada. Estas sequéncias variantes e
modificadas <sdo colectivamente designadas por “variantes
funcionalmente equivalentes”, que poderao apresentar a
mesma, uma melhor ou uma menor capacidade de ligacdo gquando
comparadas com outro(s) polipéptido(s) contendo o dominio 1
de B,GPI, e sao denominadas *"equivalentes” porgque mantém a
capacidade de se ligarem especificamente a um anticorpo
antifosfolipido dependente de B,GPI. A modificacdao dos
polipéptidos é pratica de rotina na arte e nao precisa de
ser aqui descrita em detalhe. Os exemplos de polipéptidos
modificados incluem polipéptidos com substituicdes
conservativas de residuos de aminodcidos, uma ou mais
delecodes ou adicdes de aminodcidos que nao alteram
significativa e prejudicialmente a actividade funcional, ou
a utilizacdo de analogos quimicos, incluindo substituicgdes
por alfa-metilaminodcidos, aminodcidos nao proteicos
naturais (como a canavanina, o sulfdéxido de DL-metionina, o
cloridrato de delta-hidroxilisina e o) acido
aminoisobutirico) e aminodcidos ndo naturais. 0Os residuos de
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aminodcidos que podem ser substituidos conservativamente uns
pelos outros incluem, embora nao se encontrem limitados a
estes: glicina/alanina; valina/isoleucina/leucina;
asparagina /glutamina; dcido aspértico/dcido glutémico;
serina/treonina; lisina/arginina; e fenilalanina/tirosina.
Estes polipéptidos também incluem polipéptidos glicosilados
e nao glicosilados, assim como polipéptidos com outras
modificagdes pds-traducao como, por exemplo, a glicosilacgao
com diferentes acucares, a acetilacdo e a fosforilacdo. De
preferéncia, as substituicgdes de aminoacidos sao
conservativas, isto §&, o aminodcido substituido possuil
propriedades gquimicas similares as do aminodcido original.
Estas substituig¢des conservativas sao conhecidas na arte e
exemplos delas foram fornecidos acima.

Considera-se que determinadas variacgdes de aminoacidos
(como sejam as substituicgcdes) poderdo ou nao afectar a
ligacdo de um polipéptido contendo o dominio 1 de R,GPI a
anticorpos antifosfolipidos dependentes de R,GPI, da mesma
forma ou na mesma extensdo. Adicionalmente, a natureza do(s)
aminodcido(s) substituto(s) poderd afectar a forma e/ou a
extensao da ligacao. Por exemplo, constatdmos que a
substituicdo de um residuo de arginina por um residuo de
glicina na posicgcdo 43 (aminodcido 43 da SEQ ID NO:4) origina
uma perda da capacidade de ligacdo ao anticorpo nos soros de
alguns doentes, enquanto outros permanecem inalterados e
outros ainda apresentam uma capacidade alterada (ou seja,
intermédia) de ligagdo. Em outro exemplo, a substituicdo da
metionina na posig¢do 42 por uma lisina ou uma treonina nao
parece afectar a ligacao (nos doentes que testamos);
contudo, se a metionina na posicdao 42 for substituida por
uma valina, a ligacdo ¢é aparentemente abolida em todos os
doentes.

Além dos vinte aminodcidos naturais e dos seus homo- e
nor—-anadlogos, € possivel utilizar varias outras classes de
alfa-aminodcidos no presente invento. Os exemplos destas
outras classes incluem d-aminodcidos, N -alquilaminodcidos,
alfa-alquilaminoéacidos, aminodcidos ciclicos, aminodcidos
quiméricos e aminoadcidos diversos. Estes aminodcidos néo
naturais tém sido amplamente utilizados para modificar os

polipéptidos bioactivos, de forma a aumentar a sua
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resisténcia a degradacdao proteolitica e/ou a conferir
impedimentos conformacionais para melhorar a sua actividade
bioldgica. Hruby et al. (1990) Biochem. J. 268:249-262;
Hruby et al. (1995) Methods in Mol. Biol. 35:201-240.

Os N'-alquilaminodcidos mais comuns sao 0s
N'-metilaminodcidos, tais como a N-metilcisteina (nC), a
N*-metilglicina (nG), a N'-metil-leucina (nL), a N'-metil-
lisina (nK) e a N'-metilvalina (nV). Os exemplos de alfa-
alquilaminodcidos incluem a alfa-metilalanina (mA), o 4acido
alfa-aminoisobutirico (aiB), a alfa-metilprolina (mP), a
alfa-metil-leucina (mL), a alfa-metilvalina (mV), o 4acido
alfa-metil-alfa—-aminobutirico (tv), a dietilglicina (deG), a
difenilglicina (dpG) e a diciclo-hexilglicina (dcG). Balaram
(1992) Pure & Appl. Chem. 64:1061-1066; Toniolo et al.
(1993) Biopolymers 33:1061-1072; Hinds et al. (1991) Med.
Chem. 34:1777-1789.

Os exemplos de aminocdcidos ciclicos incluem o é&cido
l-amino—-l-ciclopropanocarboxilico (cG), o 4&cido 1l-amino-1-
ciclopentanocarboxilico (Achc), o 4acido 1l-amino-l-ciclo-
hexanocarboxilico (Acobc), 0 acido aminoindanocarboxilico
(ind), o 4&acido tetra-hidroisoquinolinocarboxilico (Tic) e o
acido pipecolinico (Pip). C. Toniolo (1990) Int'l. J.
Peptide Protein Res. 35:287-300: Burgess et al. (1995) J.
Am. Chem. Soc. 117:3808-3819. 0Os exemplos de aminodcidos
gquiméricos incluem a penicilamina (Pe), combinagdes de
cisteina com valina, 4R- e 4S-mercaptoprolinas (Mpt),
combinac¢bées de homocisteina e prolina e 4R- e 45—
hidroxiprolinas (hyP) e uma combinagdao de homosserina e
prolina. Os exemplos de alfa-aminodcidos diversos incluem
andlogos de aminodcidos Dbésicos como a ornitina (Or), a
N-metil-lisina (mK) , a 4-piridilalanina (pyA), a
4-piperidinoalanina (piA) e a 4-aminofenilalanina; andlogos
de aminodcidos Aacidos como a citrulina (Cit) e a
3-hidroxivalina; andlogos de aminodcidos aromdticos como a
l-naftilalanina (1-Nal), a 2-naftilalanina (2-Nal), a
fenilglicina (pG), a 3,3-difenilalanina (dpA), a 3-(2-
tienil)alanina (Thi) e halofenilalaninas (por exemplo,
2-fluorofenilalanina e 4-clorofenilalanina); andlogos de
aminodcidos hidrdéfobos como a t-butilglicina (isto &,
leucina terciaria (tlL)), o 4&cido 2-aminobutirico (Abu), a
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ciclo-hexilalanina (Cy), a 4—tetra-hidropiranilalanina
(tpd), a 3,3-diciclo-hexilalanina (dch) e a 3,4-

desidroprolina.

Além dos alfa—-aminoéacidos, é igualmente possivel
utilizar outros aminodcidos, como os beta-aminodcidos, no
presente invento. Os exemplos destes outros aminodcidos

incluem 0 acido 2—aminobenzdico (Abz), o) acido

B-aminopropandéico (B-Apr), o acido Yy-aminobutirico (y-Abu) e

0 4acido 6-amino-hexandico (e-Ahx). O0s 4&acidos carboxilicos
como o) acido 4-clorobutirico (By) e o) acido
3-cloropropidénico (Pp) também tém sido wutilizados como

primeiro residuo na extremidade N-terminal, na sintese de
péptidos ciclicos com ligagdes tioéter.

Outros métodos de modificacao compreendem a utilizacao
de técnicas de acoplamento conhecidas na arte, incluindo,
entre outras, meios enzimdticos, a substituicdo oxidativa e
a quelacdo. A modificacdo pode ser utilizada, por exemplo,
para a ligacdo de marcadores para imunoensaios, como a
ligacao de grupos radiocactivos para radioimunoensaios. O(s)
polipéptido(s) contendo o dominio 1 de ByGPI modificados séao
preparados utilizando procedimentos estabelecidos na arte e
podem ser rastreados utilizando ensaios padrao conhecidos na
arte, alguns dos quais estdao descritos agui e nos exemplos.

o) invento também engloba proteinas de fusao
compreendendo um ou mais polipéptidos contendo o dominio 1
de [(,GPI. Para os objectivos deste invento, uma proteina de
fusdo do dominio 1 de [,GPI contém um ou mais polipéptidos
R.GPI e outra sequéncia de aminodcidos a qual nado estda ligada
na molécula nativa, por exemplo, uma sequéncia heterdloga ou
uma sequéncia homdéloga de outra regido, tal como outro
dominio de [,GPI. As sequéncias heterdlogas uteis incluem,
embora nao se encontrem limitadas a estas, sequéncias que
permitem a secregdao a partir de uma célula hospedeira,
melhoram a reactividade imunoldgica ou facilitam o)
acoplamento do polipéptido a um suporte ou um veiculo do
imunoensaio. Por exemplo, um polipéptido R;GPI pode ser
fundido com uma sequéncia heterdloga que facilita a
purificacao. Os exemplos destas sequéncias sao conhecidos na
arte e incluem aquelas que codificam epitopos como Myc, HA



EP 1 092 027 /PT
31

(derivado da hemaglutinina do virus influenza), His-6 ou
FLAG. Outras sequéncias heterdlogas que facilitam a
purificacdo sadao derivadas de proteinas, tais como a
glutationa-S-transferase (GST), a proteina de 1ligacdo a
maltose (MBP) ou a porc¢ao Fc da imunoglobulina.

Um polipéptido contendo o dominio 1 de B,GPI poderada ou
nao conter um epitopo de células T. Para fins de deteccao,
um polipéptido contendo o dominio 1 de R,GPI poderd ou néo
conter um epitopo(s) de células T, uma vez que a utilizagao
principal do polipéptido neste contexto € a deteccdo de um
anticorpo antifosfolipido dependente de R.GPI, que é
independente da presenca de epitopos de células T. No
contexto dos tolerogénios, contudo, um polipéptido contendo
o dominio 1 de B;GPI nao possui um (quaisquer) epitopo(s) de
células T detectavel(eis) relativamente a um individuo que
possui anticorpos antifosfolipidos dependentes de R.GPI.
Assim, em algumas concretizacdes, um polipéptido contendo o
dominio 1 de [B,GPI ndo contém (isto é, nédo possui) um epitopo
de células T (e, consequentemente, um polipéptido
compreendendo um polipéptido contendo o dominio 1 de (,GPI
nao contém um epitopo de células T).

Os métodos para detectar a presenca de um epitopo de
células T sdo bem conhecidos na arte. Por exemplo, varios
ensaios que detectam a proliferacdao de células T (como a
incorporacao de timidina) poderadao ser utilizados. A presenca
de epitopos de células T também pode ser determinada através
da medicado da secrecédo de linfoquinas derivadas de células T
por meio de métodos bem conhecidos na arte. Geralmente
considera-se que os polipéptidos que nao conseguem induzir
uma incorporagao estatisticamente significativa de timidina
acima da linha de fundo (isto é, geralmente p menor que 0,05
utilizando métodos estatisticos standard) nado possuem
epitopos de células T, embora se compreenda que a quantidade
quantitativa de incorporacdao de timidina poderd variar,
dependendo do polipéptido que esta a ser testado.
Geralmente, um indice de estimulacadao inferior a cerca de
2-3, mais preferencialmente inferior a cerca de 1, indica a
auséncia de epitopos de células T. A localizacgcdao e o teor
dos epitopos de células T sao determinados empiricamente.



EP 1 092 027 /PT
32

No contexto de tolerogénios, um polipéptido contendo o
dominio 1 de (,GPI liga-se preferencial e especificamente a
um anticorpo antifosfolipido dependente de (,GPI presente na
superficie de uma célula B (isto é, liga-se a um anticorpo
de superficie numa célula B, em gque este anticorpo é capaz
de se ligar especificamente a um epitopo antifosfolipido
dependente de R.GPI) . Pensa-se que esta ligacao,
especialmente em conjunto com a reticulagdo, desencadeia a
anergia celular B. Como, por definicdo, um polipéptido
contendo o dominio 1 de Ry,GPI ¢é capaz de se ligar
egpecificamente a um anticorpo antifosfolipido dependente de
R.GPI, seria de esperar que qualquer polipéptido contendo o
dominio 1 de B,GPI fosse igualmente capaz de se ligar a um
anticorpo antifosfolipido dependente de R,GPI de superficie
presente numa célula B.

Tal como discutido abaixo (e acima ao discutir as formas
poliméricas), de preferéncia, no contexto de tolerogénios,
um polipéptido contendo o dominio 1 de B,GPI ¢é apresentado
sob uma forma plurivalente, seja via uma forma polimérica
e/ou conjugado com uma molécula de plataforma de valéncia
apropriada.

Preparagdo dos polipéptidos deste invento

Os polipéptidos deste invento podem ser preparados
através de procedimentos conhecidos na arte. Os polipéptidos
podem ser produzidos por métodos recombinantes (isto &,
polipéptidos simples ou de fusdo) ou por sintese quimica. Os
polipéptidos, especialmente os polipéptidos mais curtos com
um maximo de cerca de 50 aminodcidos, sdao convenientemente
preparados por sintese quimica. Os métodos de sintese
gquimica sao conhecidos na arte e estdaoc disponiveis
comercialmente. Por exemplo, um polipéptido poderia ser
produzido por um sintetizador automdtico de polipéptidos,
utilizando o método em fase sdlida. Os polipéptidos também
podem ser preparados  por sintese quimica, utilizando
técnicas conhecidas na arte.

Os polipéptidos também podem ser preparados através de
sistemas de expressao, utilizando métodos recombinantes. A
disponibilidade dos polinucledtidos que codificam os
polipéptidos permite a construcdao de vectores de expressao
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que codificam o polipéptido intacto (isto é, nativo), seus
fragmentos funcionalmente equivalentes ou formas
recombinantes. Um polinucledétido que codifica o polipéptido
desejado, seja na forma fundida ou madura e contendo ou nao
uma sequéncia sinal para permitir a secrecdo, poderd ser
ligado em vectores de expressao adequados para dJualqguer
hospedeiro conveniente. E possivel utilizar Sistemas
hospedeiros tanto eucaridéticos como procaridticos. 0
polipéptido é depois isolado a partir das células lisadas ou
a partir do meio de cultura e é purificado na extensao
necessaria para a sua utilizacdo pretendida. A purificacéao
ou 1isolamento dos ©polipéptidos expressos nos sistemas
hospedeiros pode ser obtido por meio de qualquer método
conhecido na arte. Por exemplo, o ADNc que codifica um
polipéptido intacto ou um seu fragmento pode ser ligado, de
forma operacional, a um promotor adequado, introduzido num
vector de expressao e transfectado para uma célula
hospedeira adequada. A célula hospedeira € depois cultivada
sob condigdes que permitem a ocorréncia de transcricdo e de
traducédo, e o polipéptido desejado ¢é recuperado. Outros
segmentos de transcricdo ou de traducgcao de controlo, como
sequéncias sinal que orientam o polipéptido para um
compartimento celular especifico (isto &, para secrecao)
também podem ser utilizados. Os exemplos de células
hospedeiras procaridticas sdo conhecidos na arte e incluem,
por exemplo, E. coli e B. subtilis. Os exemplos de células
hospedeiras eucaridticas sao conhecidos na arte e incluem
células de levedura, aves, insectos, plantas e animais, como
sejam as células CO0OS7, HelLa, CHO e outras células de
mamifero. Os sistemas de 1levedura incluem Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe e Pichia pastoris.

Por exemplo, para expressar um polipéptido contendo o
dominio 1 de B,GPI em Pichia pastoris (utilizando, por
exemplo, as estirpes SMD 1168 e SMDI 168H), utiliza-se um
ADNc completo de R,GPI como modelo de PCR para criar
fragmentos de genes do dominio 1, com um sitio de clivagem
do péptido sinal Kex2 reconstituido na extremidade amino-
terminal. Os fragmentos sao clonados no vector de expressao
pPICZalpha (Invitrogen Corp.), dque ¢é linearizado com as
enzimas de restricdo Xho I e Sal I. 0Os genes construidos
substituem o péptido sinal nativo do dominio 1 pelo péptido
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sinal do factor o de levedura e terminam em aminodcidos

seleccionados na extremidade carboxi-terminal.

Ao wutilizar um sistema de expressao para produzir
polipéptidos p,GPI, ¢ muitas vezes preferivel construir uma
proteina de fusdo que facilite a purificacao. Os exemplos de
componentes para estas proteinas de fusdo incluem, embora
ndo se encontrem limitados a estes, myc, HA, FLAG, His-6, a
glutationa-S-transferase, a proteina de ligacdo a maltose ou
a porcao Fc da imunoglobulina. Estes métodos sao conhecidos
na arte. Consultar, por exemplo, Redd et al. (1997) J. Biol.
Chem. 272:11193-11197. As técnicas conhecidas na arte
poderdo ser utilizadas para remover aminodcidos indesejados
das fusdes, tais como His-6. Por exemplo, a carboxipeptidase
A poderd ser utilizada para eliminar aminodcidos carboxi-
terminais. A carboxipeptidase A pdra nos aminodcidos prolina
ou arginina. Para conveniéncia da purificacdo, podera
utilizar—-se carboxipeptidase A em fase sélida (Sigma).

De preferéncia, especialmente se forem utilizados para
fins de diagndstico, os polipéptidos sdo pelo menos
parcialmente purificados ou isolados de outros constituintes
celulares. Preferencialmente, o0s polipéptidos possuem uma
pureza de pelo menos 50%. Neste contexto, a pureza &
calculada como uma percentagem em peso do teor total de
proteinas da preparacao. Mais preferencialmente, as
proteinas tém uma pureza de 50-75%. Poderdo também obter-se
polipéptidos mais purificados, e estes estdo incluidos no
presente invento. Para uma utilizacao clinica, os
polipéptidos sao de preferéncia extremamente purificados,
possuindo uma pureza de pelo menos cerca de 80%, e estao
isentos de pirogénios e de outros contaminantes. Os métodos
de purificagcdo de proteinas sao conhecidos na arte e néao
estdo aqui descritos em pormenor.

Em alguns sistemas, especialmente alguns sistemas
recombinantes, no caso das concretizacdes gque contém uma
cisteina adicional (quinta), ou uma cisteina que <sera
reduzida (para, por exemplo, conjugar o polipéptido com uma
molécula de plataforma), o) produto inicial podera
compreender dissulfuretos mistos de baixo peso molecular,
nos quais a quinta <cisteina (ou <cisteina adicional,
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reactiva) estd ligada covalentemente a outro(s) grupo(s) de
peso molecular relativamente baixo. Nestes casos, a reducgao
selectiva da cisteina adicional (enquanto se conservam
outras ligacgbes dissulfureto) € desejavel. Esta reducao
selectiva podera ser obtida utilizando um agente redutor em
fase sdé6lida, como DTT, num suporte sdlido, por exemplo
acrilamida (tal como REDUCTACRYL de CalBiochem, San Diego).

Adicionalmente, em sistemas que sdo concebidos e/ou
utilizados para produzir um polipéptido contendo o dominio 1
de (,GPI com uma cisteina adicional (ou seja, a cisteina
destina-se a servir de grupo reactivo), poderd ser desejavel
preparar o polipéptido de forma a que este possua um ou mais
aminodcidos adicionais a seguir a cisteina adicional na
sequéncia, para proteger a cisteina durante a sintese e/ou a
producgao.

De preferéncia, especialmente se o polipéptido for
conjugado com uma plataforma (discutido abaixo), utiliza-se
a sintese quimica. A sintese quimica permite a modificacao
da extremidade N- ou C-terminal, o que facilita a conjugacao
com uma molécula de plataforma.

Ao produzir um polipéptido contendo o dominio 1 de
R.GPI, como aqueles que possuem uma cisteina adicional além
das quatro cisteinas do dominio 1 (que formam ligagdes de
dissulfureto), as condig¢gdes deverdo ser seleccionadas para
promover a formagao das pontes de dissulfureto correctas.
Como exemplo, um polipéptido reduzido ¢é desnaturado por
dissolucdo em cloridrato de guanidinio 6 M (GnHCl) para
originar wuma concentracdo de 0,5 mg/ml. O enrolamento &
obtido por didlise a temperatura ambiente contra o seguinte
tampao de renaturacao: GnHCl1 0,1 M; Tris-HCl1 0,5 mM e EDTA
1 mM, pH 8,5. Para auxiliar na formagdo das pontes de
dissulfureto correctas, adiciona-se uma mistura de
glutationa oxidada 0,3 mM e glutationa reduzida 3 mM. A
mistura reaccional é monitorizada por HPLC, e os diferentes
produtos sdo analisados por espectrometria de massa. Nas
nossas experiéncias, apdés 5 horas de <ciclizacdo, a HPLC
analitica mostrou uma conversadao de aproximadamente 65%, em
que ~ 50% tinha a massa correcta (PM = 7260) e ~15% existia
como um aducto glutationa (PM = 7567). A proteina enrolada
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que nao possuil glutationina € depois purificada por HPLC de

fase reversa.

Conjugados de polipéptido(s) contendo o dominio 1 de B.GPI

o) invento também disponibiliza conjugados de
polipéptido(s) contendo o dominio 1 de R,GPI. Em algumas
concretizacgdes, o(s) polipéptido(s) contendo o dominio 1 de
R:GPI podem ser conjugados com um transportador ou um
marcador. VAarias técnicas para obter esta 1ligacdo sao
conhecidas na arte e nao necessitam de ser aqui descritas em
detalhe. Qualguer transportador que seja seguro e nao induza
ele mesmo a producao de anticorpos prejudiciais para o
hospedeiro pode ser utilizado. Os transportadores adequados
sdao normalmente macromoléculas grandes e metabolizadas de
forma lenta, como as proteinas; polissacdaridos como a
Sepharose funcionalizada com latex, a agarose, a celulose,
esferas de celulose e compostos idénticos; aminodcidos
poliméricos, como o poli(dcido glutdmico), a polilisina e
compostos similares; copolimeros de aminodcidos; e
particulas virais inactivas ou bactérias atenuadas, como
Salmonella. 0Os substratos proteicos especialmente uteis sao
as albuminas séricas, a hemocianina de lapa, as moléculas de
imunoglobulina, a tiroglobulina, a ovalbumina, o toxdide
tetdnico e outras proteinas bem conhecidas pelos peritos na
arte.

Os marcadores sao conhecidos na arte e nao precisam de
ser aqui descritos em detalhe. H& muitos marcadores e
métodos de marcacgdo diferentes que s&o conhecidos pelos
peritos na arte. Os exemplos dos tipos de marcadores gue
podem ser utilizados no presente invento incluem enzimas,
radioisdtopos, compostos fluorescentes, metais coloidais,
compostos gquimioluminescentes e compostos bioluminescentes.
Os peritos na arte conhecerdo outros marcadores adequados ou
serao capazes de 0s determinar, utilizando uma
experimentacao de rotina. Além disso, a ligacdo destes
marcadores aos polipéptidos do 1invento pode ser efectuada
utilizando técnicas padrado conhecidas pelos peritos na arte.

O(s) polipéptido(s) contendo o dominio 1 de [,GPI (mais
preferencialmente sem um epitopo de células T) poderdao ser
conjugados com uma molécula de plataforma de valéncia néao
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imunogénica (também designada por “plataforma’”), que melhora
a apresentacao do(s) polipéptido(s) contendo o dominio 1 de
B,GPI. Patente U.S. n.° 5,162,515; 5,276,013; 5,552,391. Uma
plataforma poderd ser proteica ou nédo proteica (isto ¢,
orgénica). Os exemplos de plataformas proteicas incluem,
embora nao se encontrem limitados a estes, a albumina, a
gama—-globulina, a imunoglobulina (IgG) e a ovalbumina. Borel
et al. (1990) Immunol. Methods 126:159-168; Dumas et al.
(1995) Arch. Dematol. Res. 287:123-128; Borel et al. (1995)
Int. Arch. Allergy Immunol. 107:264-267; Borel et al. (1996)
Ann. N.Y. Acad. Sci. 778:80-87. Mais preferencialmente, uma
plataforma é plurivalente (isto ¢é, contém mais de um sitio
de ligacdo ou uniao). Preferencialmente, uma plataforma
plurivalente contém pelo menos dois, mails preferencialmente
pelo menos 3, mais preferencialmente pelo menos 5, mais
preferencialmente pelo menos 7, mais preferencialmente pelo
menos 10, ainda mais preferencialmente pelo menos 12 e ainda
mais preferencialmente pelo menos 15 sitios de ligagao.
Considera-se, contudo, gque no contexto de inducdo de uma
tolerdncia (isto ¢, gquando uma plataforma € utilizada em
conjugacao com um polipéptido contendo o dominio 1 de (,GPI
apropriado para gerar a imunotolerancia), dependendo da
natureza do(s) polipéptido(s) contendo o dominio 1 de R.GPI
utilizados e da condicdo particular, qualquer um de varios
sitios de ligacgdo poderd ser suficiente. Considera-se também
que uma plataforma ndao ¢ um antigénio independente das
células T.

As moléculas de plataforma de valéncia preferidas estéo
biologicamente estabilizadas, isto é, apresentam uma
semivida de excrecgdo in vivo frequentemente de horas a dias
ou a meses, para conferir uma eficdcia terapéutica e sao
preferencialmente constituidas por uma cadeia simples e
sintética de composicdo definida. Elas possuem geralmente um
peso molecular no intervalo compreendido entre cerca de 200
e 200.000, preferencialmente entre cerca de 200 e 50.000 (ou
menos, tal como 30.000). Os exemplos de moléculas de
plataforma de wvaléncia, no ambito do presente invento, sao
polimeros (ou sdo constituidas por polimeros) tais como o
polietilenoglicol (PEG) , a poli-D-lisina, o poli(dlcool
vinilico), a polivinilpirrolidona, o &cido D-glutédmico e a

D-lisina (numa razao de 3:2). O0Os polimeros preferidos



EP 1 092 027 /PT
38

baseiam—-se em polietilenoglicdis (PEG) gue possuem um peso
molecular compreendido entre cerca de 200 e 8.000. Outras
moléculas que poderao ser conjugadas com o(s) polipéptido(s)
contendo o dominio 1 de (,GPI sdo a albumina e a IgG.

Outras moléculas de plataforma de valéncia preferidas,
que sao adequadas para utilizacdo no presente invento, sao
as moléculas de plataforma de valéncia nao poliméricas e
gquimicamente definidas, como aquelas descritas na Patente
U.S. 5,552,391 co-detida. Em contraste com as plataformas
mais tradicionais previamente descritas, estas plataformas
tém a vantagem de possuir um peso molecular homogéneo (isto
¢, uniforme) (em oposigao a um peso molecular polidisperso)
e sao, assim, *“quimicamente definidas”. Consequentemente,
considera-se que uma populacgao de conjugados gque utilizam
estas plataformas compreende uma plataforma de peso
molecular homogéneo ou é substancialmente monodispersa (isto
¢, possui uma distribuicdo estreita de pesos moleculares).
Uma medida da largura da distribuicdo de pesos moleculares
de uma amostra (tal como uma composicgdo e/ou uma populacgdo
de moléculas de plataforma) de uma molécula de plataforma é
a polidispersividade da amostra. A polidispersividade ¢é
utilizada como uma medida da homogeneidade ou nao
homogeneidade de peso molecular de uma amostra de polimero.
A polidispersividade é calculada dividindo o peso molecular
médio ponderal (Pp) pelo peso molecular médio numérico (Pn).
O valor de Pp/Pn é a unidade para um polimero perfeitamente
monodisperso. A polidispersividade (Pp/Pn) é medida através
de métodos disponiveis na arte, como a cromatografia de
filtracdo em gel. A polidispersividade (Pp/Pn) de uma
amostra de moléculas de plataforma ¢é ©preferencialmente
inferior a 2, mais preferencialmente inferior a 1,5 ou
inferior a 1,2; inferior a 1,07; inferior a 1,02 ou, por
exemplo, cerca de 1,05 a 1,5 ou cerca de 1,05 a 1,2. Os
polimeros tipicos possuem geralmente uma polidispersividade
de 2-5 ou, em alguns casos, de 20 ou mais. As vantagens da
propriedade de Dbaixa polidispersividade das moléculas de
plataforma de valéncia incluem uma biocompatibilidade e uma
biodisponibilidade melhoradas, uma vez gue as moléculas
possuem um tamanho substancialmente homogéneo, e as
variacdes da actividade bioldgica devido a variacdes amplas
de peso molecular sao minimizadas. As moléculas de baixa
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polidispersividade sao, assim, farmacéutica e optimamente
formuladas e fdaceis de analisar. Adicionalmente, ha uma
valéncia controlada da populagdao de moléculas na amostra.

Os exemplos de moléculas de plataforma de valéncia
quimicamente definidas e homogéneas preferidas, que sao
adequadas para utilizar no presente invento, incluem a 2,2'-
etilenodioxidietilamina (EDDA) derivatizada e o
trietilenoglicol (TEG) . Outros exemplos de plataformas
guimicamente definidas e homogéneas preferidas estao
descritos abaixo, assim como na arte. Em outras
concretizacgdes, um polipéptido(s) contendo o dominio 1 de
R.GPI é conjugado com albumina, IgG e/ou PEG.

As moléculas de plataforma de wvaléncia apropriadas
adicionais incluem, embora nao se encontrem limitadas a
estas, o tetra—-aminobenzeno, a heptaminobetaciclodextrina, o
tetra-aminopentaeritritol, o) 1,4,8,11-tetra-
azaciclotetradecano (Cyclam) e o) 1,4,7,10-tetra-
azaciclododecano (Cyclen).

Em geral, estas plataformas sado preparadas através de
técnicas standard de sintese qguimica. O PEG tem gue ser
derivatizado e tornado plurivalente, o gue €& conseguido
utilizando técnicas padrao. Algumas substéncias adequadas
para a sintese dos conjugados, como o PEG, a albumina e a
IgG, estao disponiveis comercialmente.

A conjugacao de um polipéptido(s) contendo o dominio 1
de B,GPI com uma molécula de plataforma de valéncia podera
ser realizada de véarias formas, que normalmente envolvem um
ou mails agentes de reticulacdo e grupos funcionais no
polipéptido e na molécula de plataforma de valéncia. As
plataformas e o(s) polipéptido(s) contendo o dominio 1 de
R.GPI deverao possuir os grupos de ligacdao apropriados. Os
grupos de ligacdo sdo adicionados as plataformas utilizando
técnicas padrao de sintese quimica. Os grupos de 1ligacao
poderdao ser adicionados a um polipéptido(s) contendo o
dominio 1 de R,GPI, mediante a utilizacdo quer de técnicas
standard de <sintese em fase s6délida quer de técnicas
recombinantes. As abordagens recombinantes poderao exigir
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uma modificacdo pds-traducado para unir um adaptador, e estes
métodos sao conhecidos na arte.

Como exemplo, 0s polipéptidos contém porgdes que
englobam as cadeias laterais dos aminodcidos e que
compreendem grupos funcionais, como sejam 0s Jgrupos amino,
carboxilo ou sulfidrilo, que servem de sitios para o
acoplamento do polipéptido a plataforma. Os residuos que
possuem estes grupos funcionais poderdo ser adicionados ao
polipéptido se este ja& nao os contiver. Estes residuos
poderdo ser incorporados por meio de técnicas de sintese em
fase sdélida ou por meio de técnicas recombinantes, sendo
ambas bem conhecidas nas artes da sintese peptidica. Quando
0 polipéptido possui cadeia(s) laterais do tipo hidrato de
carbono, é possivel integrar nelas grupos funcionais amino,
sulfidrilo e/ou aldeido através de uma quimica convencional.
Por exemplo, 0s grupos amino primérios poderao ser
incorporados por reacgdo com etilenodiamina na presenga de
cianoboro-hidreto de sdédio, e os sulfidrilos poderadao ser
introduzidos por reacgdao de dicloridrato de cisteamina,
seguida de redugcdo com um agente redutor padrdao de
dissulfureto, enquanto os grupos aldeido poderdo ser gerados
apdés a oxidacdo por periodato. De uma forma similar, a
molécula de plataforma de valéncia poderda também ser
derivatizada para conter grupos funcionais caso nado possua

jad os grupos funcionais apropriados.

Os polipéptidos também podem ser especificamente
modificados em locais das suas extremidades C-terminais,
através de um processo denominado protedlise inversa.
Essencialmente, a protedlise inversa utiliza enzimas
proteoliticas para catalisar a formacdao de ligacgdes amida,
utilizando condig¢des que orientam a reacgao nessa direccéao.
Os polipéptidos tém sido modificados wutilizando protedlise

inversa para unir adaptadores contendo hidrazida (Rose, K.

et al., Bioconjugate Chemistry 1991, 2, 154-159) ou
adaptadores contendo amino-oxi (Rose, K. et al.,
Bioconjugate Chemistry 1996, 7, 552-556) as suas
extremidades C-terminais, via ligacgdes amida. Estes

polipéptidos modificados podem reagir para formar ligagdes

hidrazona ou oxima com outras moléculas de interesse, as
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quais contém grupos aldeido ou cetona. Adicionalmente,
outros adaptadores, por exemplo, adaptadores contendo grupos
sulfidrilo, poderiam eventualmente ser ligados via

protedlise inversa.

Os adaptadores hidrdéfilos de comprimento varidvel sao
Gteis para ligar polipéptidos (ou outras moléculas
bicactivas) a moléculas de plataforma de valéncia. Os
adaptadores apropriados incluem oligbémeros ou polimeros
lineares de etilenoglicol. Estes adaptadores incluem
adaptadores com a fdérmula Rls(CHzCHzO)HCH2CH20(CH2)mCOZR2, em
que n = 0-200, m = 1 ou 2, R' = H ou um grupo protector como
tritilo, R? = H, alguilo ou arilo, por exemplo, um éster de
4-nitrofenilo. Estes adaptadores sao uUteis na ligacgdo de uma
molécula contendo um grupo reactivo tiol, por exemplo,
haloaceilo, maleiamida, etc., via um tioéter, a uma segunda
molécula gue contém um grupo amino, via uma ligacdo amida.
Estes adaptadores sao flexiveis relativamente a ordem de
ligacgao, 1isto é, o tiocéter pode ser formado em primeiro ou

em ultimo lugar.

Tal como discutido acima, o(s) polipéptido(s) contendo o
dominio 1 de B;GPI poderadao ser conjugados com qualquer uma de
uma variedade de plataformas adequadas, por uma de varias
formas. Em uma concretizacdo preferida, utiliza-se a
plataforma tetra-bromoacetilo-PIZ/IDA/TEG-dominio 1 de [,GPI.
Outras concretizacgdes preferidas sao tal como descritas nos

Exemplos.

Os derivados da plataforma PIZ/IDA/TEG (PITG) podem ser
preparados da forma ilustrada abaixo.
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Exemplos de grupos de reticulagdo compativeis na plataforma
PITG

\ , 0o — _
/—/
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\—/ 0
Plataforma (bromoacetilo-PITG)

O
RN N o /L
g 7,

[ _\H
R'N N
_/

O
Conjugado

Plataforma | Polipéptido contendo dominio 1 |Conjugado

R = XCHCO D1-SH R’ = D1-SCH,CO

Como exemplo de uma concretizacao de um conjugado,
prepara-se um polipéptido(s) contendo o dominio 1 de [,GPI
com um adaptador tiol na extremidade N-terminal, recorrendo
a sintese de ©péptidos em fase sdélida ou a métodos
recombinantes. O adaptador pode ser uma cisteina ou um grupo
contendo SH. O polipéptido modificado podera depois ser
alquilado por meio de uma plataforma adequadamente
derivatizada (por exemplo, bromoacetilo ou iodoacetilo).

Em algumas concretizagdes, um polipéptido contendo o
dominio 1 de R:GPI é conjugado via um grupo sulfidrilo (tiol
ou SH), por exemplo, presente numa cisteina, resultando numa
ligacao tioéter no conjugado. Em algumas concretizagdes,
esta cisteina reactiva é fornecida ao incluir-se a quinta
cisteina de B,GPI (Exemplo 5).

Em algumas concretizacgdes, o8 conjugados sao formados
via uma ligacdo oxima. Uma ligacdo oxima poderd ser formada
através da reaccao, por exemplo, de um grupo carbonilo, como
seja um aldeido ou uma cetona, presente num polipéptido
contendo o dominio 1 de B,GPI com uma plataforma que contém
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um grupo reactivo amino-oxi, tal como amino-oxi, amino-
oxiacetilo e amino-oxialquilo. Os grupos amino-oxi podem
encontrar-se no trietilenoglicol ou em cadeias hexilo.
Contudo, qualquer cadeia compreendendo A&atomos de carbono,
oxigénio, azoto ou enxofre é suficiente, desde gue termine
em —-ONH;.

Para preparar estes conjugados, um polipéptido contendo
o dominio 1 de B,GPI ¢ modificado de forma selectiva para
criar um grupo aldeido ou cetona numa posicgdo especifica do
polipéptido, por exemplo, na extremidade N-terminal. Em
seguida, efectua-se a reacgcao do polipéptido com uma
plataforma plurivalente gue contém grupos amino-oxi, para
formar ligacdes oxima entre a plataforma e o polipéptido.

A extremidade N-terminal do polipéptido contendo o
dominio 1 de B,;GPI pode ser convertida em um aldeido ou uma
cetona através de uma reaccdo de transaminacdo, que &
conhecida na arte. Geralmente, a reacgcao de transaminacao
converte a ligagdo simples carbono-azoto da extremidade
N-terminal numa ligacdo dupla carbono-oxigénio. Uma glicina
na extremidade N-terminal reage para formar um grupo
glioxilo, um aldeido. A maioria dos outros aminocdcidos reage
para formar uma cetona, devido & <cadeia lateral do

aminodcido.

Outra forma de gerar um grupo glioxilo na extremidade
N-terminal consiste em oxidar uma serina ou uma treonina
N-terminal com periodato de sdédio. Esta oxidacao gquebra a
ligacao carbono-carbono entre os grupos hidroxilo e amino da

serina ou da treonina N-terminal, originando um grupo
glioxilo.
Em algumas concretizacgdes, é possivel produzir

plataformas plurivalentes contendo grupos reactivos amino-
oxiacetilo (AOA) para ligar os polipéptidos selectivamente
modificados as plataformas. Os grupos amino-oxiacetilo (AOA)
podem ser 1ligados a plataformas plurivalentes que contém
grupos amina através de acilagcdo com um grupo amino-
oxiacetilo N-protegido, seguida de remocao do grupo
protector. Contudo, a reaccadao dos polipéptidos glioxilo com
plataformas derivatizadas com  AOA decorre lentamente,
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demorando véarios dias para se formarem ligacgdes oxima entre
o polipéptido e a plataforma. O Exemplo 5 descreve a sintese
de um conjugado, o composto 44, que compreendeu a unidao de
um polipéptido contendo o dominio 1 de (;GPI transaminado a
uma plataforma tetramérica aminocacetilada. O invento inclui
este conjugado.

Em outras concretizacdes, poderao utilizar-se
plataformas contendo grupos reactivos amino-oxialgquilo. Os
grupos amino-oxialgquilo sao definidos como sendo um grupo
amino-oxi presente num primeiro carbono, em que o primeiro
carbono nado estd de preferéncia directamente ligado a um
grupo sacador de electrdes, como seja um segundo carbono que
faz parte de um grupo carbonilo. Observdmos gue 0SS Jgrupos
amino-oxialquilo reagem mais facilmente com as cetonas e 0s
aldeidos para formar oximas que os grupos amino-oxiacetilo.
O grupo amino-oxiacetilo aparenta ser geralmente menos
reactivo que outros grupos amino-oxi (grupos amino-—
oxialquilo) que naoc estado adjacentes a um carbonilo. Pensa-
se que o carbonilo do grupo amino-oxiacetilo causa um
abaixamento da reactividade devido aos efeitos de remocao de
electrodes. Mais informacdes relativamente a estas
plataformas e conjugados podem ser encontrada nos Exemplos.
O conjugado, composto 45, descrito no Exemplo 5, foi
sintetizado por meio da unido de um polipéptido contendo o
dominio 1 de B,GPI transaminado a uma plataforma tetramérica
amino-oxi. O invento inclui este conjugado, assim como
aqueles conjugados oxima de polipéptidos contendo o dominio
1 de ByGPI gque resultam da sintese baseada em AO.

Polinucledétidos do invento

0 invento também disponibiliza polinucledtidos
(incluindo polinucledétidos isolados, naturais e nao
naturais) que codificam um polipéptido(s) contendo o dominio
1 de PB,GPI. Estes polinucledtidos sao uteis, por exemplo,
para produzir polipéptido(s) contendo o dominio 1 de B,GPI. A
producao de polipéptido(s) contendo o dominio 1 de R,GPI
poderda ser realizada wutilizando técnicas padrdao da arte,
tais como vectores de clonagem/expressdo recombinantes e
métodos de purificacdao de proteinas. Caso a producao decorra
in vivo, utiliza-se um sistema de expressao apropriado, como

aqueles referidos abaixo. Conhecendo a sequéncia de



EP 1 092 027 /PT
45

aminodcidos do(s) polipéptido(s) contendo o dominio 1 de
R.GPI (que é obtida wutilizando técnicas standard de
sequenciacgao de proteinas), é possivel conceber um
polinucledétido que codifica essa sequéncia de aminodcidos
particular. Os polinucledétidos poderao ser sintetizados ou
obtidos (guando apropriado) a partir de sequéncias de ADNc
ou de ADN gendmico.

O invento também inclui vectores de clonagem e vectores
de expressadao contendo quaisquer uns dos polinucledétidos
descritos acima. Estes vectores sdao bem conhecidos na arte
(por exemplo, aqgqueles para utilizar in vitro em sistemas de
expressao bacterianos, de mamifero, de levedura e de
insecto) e ndo necessitam de ser aqui descritos. Consultar,
por exemplo, Gacesa and Ramji, Vectors, John Wiley & Sons
(1994) .

O invento também inclui células hospedeiras que contém
(isto é, estao transformadas com, ou compreendem) quaisquer
uns dos polinucleétidos e/ou vectores aqui descritos. E
possivel wutilizar células hospedeiras tanto procaridticas
como eucaridticas. 0Os hospedeiros procaridéticos incluem
células bacterianas, por exemplo, E. coli, B. subtilis e
micobactérias. Entre os hospedeiros eucaridéticos encontram-—
se células de fungos (incluindo leveduras), insectos, aves,
plantas e mamiferos. Os sistemas de hospedeiros séao
conhecidos na arte e nado precisam de ser aquil descritos em
pormenor. As células hospedeiras deste invento podem ser
utilizadas, entre outras opcdes, como depdbdsitos dos
polinucledétidos descritos acima e/ou como veiculos para a
producao de polinucledétidos que codificam polipéptido(s)
contendo o dominio 1 de B,GPI e/ou de polipéptido(s) contendo
o dominio 1 de B,GPI. Elas também poderdo ser utilizadas como
veiculos para a distribuicdo in vivo de polipéptido(s)
contendo o dominio 1 de [,GPI.

Composig¢bes do invento

o) presente invento disponibiliza adicionalmente
composicdes que compreendem polipéptidos contendo o dominio
1 de B,GPI (incluindo todas as concretizacdes de polipéptidos
descritas acima, tais como fusdes, polipéptidos poliméricos
e conjugados), bem Ccomo composicdes que compreendem
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polinucledétidos que codificam o dominio 1 de R,GPI. Estas
composicdes sdao especialmente Uteis para administrar aqueles
individuos que poderao beneficiar de uma indugao de
tolerdncia. As composicdes também sdo Utels como reagentes
em sistemas de deteccgao.

Geralmente, as composicdes do 1invento destinadas a
inducdo de uma tolerdncia compreendem uma guantidade eficaz
de um polipéptido(s) contendo o dominio 1 de [.,GPI,
preferencialmente num excipiente farmaceuticamente
aceitavel, e poderdo encontrar-se sob varias formulacdes.
Como €& bem sabido na arte, um excipiente farmaceuticamente
aceitdvel é uma substincia relativamente inerte que facilita
a administragdo de uma substéncia farmacologicamente eficaz.
Por exemplo, um excipiente pode dar forma ou consisténcia,
ou pode actuar como um diluente. 0Os excipientes apropriados
incluem, embora nao se encontrem limitados a estes, agentes
estabilizadores, agentes molhantes e emulsionantes, sais
para variar a osmolaridade, agentes encapsulantes, tampdes e
agentes promotores da penetracao através pele. Os
excipientes, assim como as formulacgdes para administracao
parentérica e nao parentérica de drogas estao descritos em
Remington’s Pharmaceutical Sciences 19th Ed. Mack Publishing
(1995).

Em geral, estas composicdes sao formuladas para

administracao através de injeccao (por exemplo,
intraperitonealmente, intravenosamente, subcutaneamente,
intramuscularmente, etc.). Por consequéncia, estas

composicdes sao preferencialmente combinadas com veiculos
farmaceuticamente aceitaveis, tais como solugao salina,
solugcao de Ringer, solucado de dextrose e similares. Devido a
consideracdes de ordem pratica e empirica, como a
solubilidade e a osmolaridade, o conjugado constituira
normalmente cerca de 0,01% a 10% em peso da formulacao. O
regime posoldgico particular, isto é, a dose, as horas e as
repeticdes, dependerd do individuo particular e da histéria
clinica desse individuo. Geralmente, serda administrada
semanalmente uma dose compreendida entre cerca de 1 pg e 100
mg de conjugado/kg de peso corporal, preferencialmente entre
cerca de 100 ng e 10 mg/kg de peso corporal. As
consideracgdes empiricas, como seja a semivida, contribuirao
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geralmente para a determinacdo da posologia. Outros regimes
posoldgicos apropriados poderao implicar administracdes
frequentes, como uma dose didria ou 3 doses por semana, ou
uma dose por semana, ou uma dose a cada duas a quatro
semanas, ou uma dose num regime mensal ou menos frequente,
dependendo do individuo ou da condigdo da doenca. Podera ser
necessario efectuar administracdes repetidas, normalmente
agendadas de acordo com as velocidades de renovagao das
células B, para obter e/ou manter um estado de anergia
humoral. Estas administracdes repetidas geralmente envolvem
tratamentos de cerca de 1 pg a 10 mg/kg peso corporal, ou
mais, a cada 30 a 60 dias, ou mais frequentemente, caso seja
detectado um aumento do nivel GPL de anticorpo. Em
alternativa, as formulacdes de libertacdo continua e
prolongada das composigcdes poderdao ser indicadas para
algumas patologias. Varias formulacdes e dispositivos para
obter uma libertacadao prolongada sao conhecidos na arte.

Outras formulagdes incluem formas de distribuigao
adequadas conhecidas na arte, incluindo, entre outras,
moléculas de transporte como os lipossomas. Mahato et al.
(1997) Pharm. Res. 14:853-859. As preparacdes de lipossomas
incluem, entre outras, citofectinas, vesiculas
multilamelares e vesiculas unilamelares.

Em algumas concretizacdes, poderd estar presente numa
composicao mais de um polipéptido contendo o dominio 1 de
R,GPI. Estas composicdes poderdo conter pelo menos um, pelo
menos dois, pelo menos trés, pelo menos quatro, pelo menos
cinco polipéptido (s) contendo o) dominio 1 de R,GPI
diferentes. Estes “cocktails", como sao frequentemente
designados na arte, poderdao ser particularmente Uuteis no
tratamento de um intervalo mais amplo da populacao de
individuos. Eles também poderdo ser uUteis ao serem mais
eficazes que a utilizacdo de apenas um (ou menos do qgue ©O
numero contido no cocktail) polipéptido contendo o dominio 1
de [B,GPI.

As composigdes poderdao ser administradas isoladamente ou
em combinacdo com outras formas de agentes que servem para
melhorar e/ou complementar a eficdcia de um polipéptido(s)
contendo o dominio 1 de {;GPI, incluindo, entre outros, os
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tratamentos anti-células T auxiliares (helper) . Estes
tratamentos utilizam geralmente agentes gue suprimem as

células T, tals como os esterdides ou a ciclosporina.

Os individuos apropriados para receber estas composicdes
poderdao ser iddentificados wutilizando paré@metros clinicos
conhecidos na arte, tais como a determinacdao dos niveis GPL
de anticorpos antifosfolipidos dependentes de R,GPI, a
determinacdo da ©presenca de anticorpos antifosfolipidos
dependentes de R,GPI, particularmente associados a estados de
doenca(s) e/ou sintomas de patologias associadas a
anticorpos antifosfolipidos dependentes de R.GPI. De
preferéncia, o individuo é um ser humano. Relativamente ao
anticorpo antifosfolipido dependente de B,GPI, um nivel GPL
de pelo menos cerca de 10, preferencialmente pelo menos
cerca de 20, mais preferencialmente pelo menos cerca de 40,
poderd indicar a administracdao de qualquer uma destas
composicdes. Este nivel baseia-se no ensaio comercialmente
disponivel de momento, gque €& um ensaio ELISA para um
anticorpo antifosfolipido dependente de [(,GPI em fase sdlida
(por exemplo, Inova (San Diego); Theratest (Chicago); APL
Diagnostics (Louisville)). Aqueles individuos que apresentam
uma histdéria familiar de uma qualquer disfuncado associada a
anticorpos antifosfolipidos dependentes de pR,GPI (isto é&,
doenca) ou aqueles individuos que se considera terem um
nivel GPL “normal”, mas que apresentaram um nivel GPL
crescente ao longo de um determinado periodo de tempo,
também sao indicados para administracdo destas composicgdes.

Geralmente, a eficdcia da administracdo de qualgquer uma
destas composicdes € avaliada através da medicado de qualqguer
alteracao dos parédmetros clinicos descritos acima,
particularmente o nivel GPL de anticorpo antifosfolipido
dependente de B,GPI. Contudo, a medicdo de qualquer paradmetro
que se pensa estar associado a condicdo em tratamento, ou
que foi demonstrado estar associado a esta condicéao, é
adequada.

No que diz respeito aquelas composicdes que poderdo ser
utilizadas como reagentes (por exemplo, em ensaios de
deteccao), estas composicdes compreendem geralmente uma
quantidade de um polipéptido(s) contendo o dominio 1 de [,;GPI
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(isto €, um ou mais polipéptidos) suficiente para realizar a
deteccao. Estas quantidades sdao facilmente determinadas de
forma empirica. Estas composigdes poderdao compreender ainda
uma substéncia, como um tampdo, para efectuar a deteccéo.
Estas composicgdes poderao também estar opcionalmente
complexadas com uma matriz de detecgdo, tal como uma fase

s6lida (por exemplo, numa coluna de imunoafinidade).

Kits compreendendo polipéptido(s) contendo o dominio 1 de
B2GPI

O invento também disponibiliza kits que contém (isto &,
compreendem) um ou mais polipéptido(s) contendo o dominio 1
de [B,GPI e, opcionalmente, anticorpos para polipéptido(s)
contendo o dominio 1 de B,GPI como padrao, preferencialmente
kits de diagnéstico para a deteccdo de um anticorpo
antifosfolipido dependente de (,GPI. Os procedimentos de
diagnéstico e de monitorizacéao que utilizam o(s)
polipéptido(s) contendo o dominio 1 de (,GPI deste invento
podem ser realizados por laboratérios de diagnédstico,
laboratérios experimentais, médicos ou individuos
particulares. Os kits incorporados neste invento incluem
aqueles que permitem a um individuo realizar um ensaio
direccionado para a presenca de anticorpos para
polipéptido(s) contendo o dominio 1 de R,GPI, como seja
qualguer um daqueles aqui descritos, detectando e/ou
quantificando, assim, aqueles anticorpos. Os kits
incorporados neste invento também incluem kits que permitem
a deteccdo de anticorpos para polipéptido(s) contendo o
dominio 1 de R,;GPI em, por exemplo, células transfectadas ex
vivo ou 1in vivo. Por consequéncia, o invento inclui um kit
que compreende polipéptido(s) contendo o dominio 1 de B,GPI
para a deteccdo e/ou a quantificacdo de um anticorpo anti-
polipéptido(s) contendo o dominio 1 de B,GPI, de preferéncia
um anticorpo antifosfolipido dependente de [B,GPI, numa
amostra bioldégica. Os kits deste invento encontram-se numa
embalagem adequada e poderao opcionalmente disponibilizar
componentes adicionais que sao Uteis no procedimento. Estes
componentes opcionais incluem, entre outros, tampdes,
reagentes de captura, reagentes de desenvolvimento,
marcadores, superficies reactivas, meios para a deteccao,
amostras de controlo, instrucgdes e informacdes para

interpretacao.
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Quando se esta a testar a presenca de anticorpos
antifosfolipidos dependentes de [(,GPI humana, gualquer meio
apropriado para detectar a ligacdao dos anticorpos poderd ser
utilizado (e fornecidos nos kits), por exemplo, um anticorpo
anti-humano marcado, onde o marcador poderd ser uma enzima,
um fluordforo, um material quimioluminescente, um
radioisdétopo ou uma coenzima. Geralmente, o marcador

utilizado serd uma enzima.

Além de detectar anticorpos antifosfolipidos dependentes
de B;GPI, um polipéptido(s) R.GPI poderd ser um componente de
um kit para detectar uma coagulacdo. Este kit permitiria a
deteccao de um papel (caso existisse) dos anticorpos
antifosfolipidos dependentes de B;GPI na mediacdo da via
trombética. Por exemplo, o0s anticorpos antifosfolipidos
dependentes de [(,;GPI atrasam a inactivacdo do Factor Va
activado pela proteina C activada, ou activam a via de
coagulacéo do factor tecidular. Verificamos que 0s
anticorpos anti-pB,GPI especificos para o dominio 1 atrasam a
inactivacdao do Factor Va, tal como discutido no Exemplo 11.
Um polipéptido(s) contendo o dominio 1 de B,GPI podera ser
util na diferenciacdao dos efeitos mediados por anticorpos
antifosfolipidos dependentes de p,GPI de outros mecanismos
que influenciam a inactivacdao do Factor Va ou a activacdo da
via do factor tecidular. Além disso, o(s) polipéptido(s)
contendo o dominio 1 de B;GPI poderao ser uUteis em outros
ensaios de coagulacao funcionais (por exemplo, trombose), em
que os anticorpos antifosfolipidos dependentes de BR,GPI ou o
soro ou o plasma dos individuos influencia o resultado do
ensaio de coagulacadao especifica. Por exemplo, se a presencga
de um polipéptido(s) contendo o dominio 1 de R,GPI alterar o
resultado de um ensaio de coagulacgao (gquando comparado com O
resultado deste ensaio na auséncia de um polipéptido(s)
contendo 0 dominio 1 de R.GPI), 0s anticorpos
antifosfolipidos dependentes de [B,GPI estdo implicados na via
de coagulacdao. Esta informacdo poderia ser especialmente
valiosa na avaliacao de potenciais tratamentos especificos.
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Métodos de utilizacdo de polipéptidos contendo o dominio 1
de B:GPI

O invento também disponibiliza métodos de utilizacao de
um polipéptido(s) contendo o dominio 1 de B,GPI, gue séao
aplicdveis num contexto de detecgdo e/ou terapéutico. Por
consequéncia, o invento compreende métodos que utilizam o (s)
polipéptido(s) B2GPI do invento para detectar alvos adequados
numa amostra Dbioldgica. O0Os procedimentos para realizar
testes de diagnéstico (isto é, deteccéo) utilizando
polipéptidos s&o amplamente conhecidos na arte e sao uma
questdao de rotina para um perito na arte. Geralmente, para
realizar um método de diagndstico (isto é, deteccado) deste
invento, um dos polipéptidos deste invento (geralmente sob a
forma de uma composicdo) ¢é fornecido como reagente para
detectar um alvo com o gual reage numa amostra bioldgica. O
alvo €& fornecido mediante obtencdo de uma amostra bioldgica
adequada de um individuo, para o gqual o parédmetro de
diagnéstico deve ser medido. Se desejado, o alvo poderd ser
parcialmente purificado a partir da amostra ou amplificado
antes da realizacadao do ensaio. O invento também fornece
métodos de purificacdo de um anticorpo antifosfolipido
dependente de R,GPI, utilizando um polipéptido(s) do invento.
O invento também disponibiliza métodos que utilizam os
polipéptidos e o0s polinucledtidos do invento para induzir
uma tolerédncia.

Detecgdo de um anticorpo antifosfolipido dependente de B,GPI
Em uma concretizacao, o invento disponibiliza métodos de
deteccdo de um anticorpo que se liga especificamente a um
polipéptido(s) contendo o dominio 1 de B,GPI, de preferéncia
um anticorpo antifosfolipido dependente de R,GPI, numa
amostra bioldgica. Estes métodos sdao geralmente aplicaveis
no ambiente clinico, por exemplo, para diagnosticar e/ou
monitorizar os niveis de um anticorpo antifosfolipido
dependente de R,GPI num individuo. Estes métodos compreendem
o contacto do anticorpo (antifosfolipido dependente de R.GPI)
presente na amostra com um polipéptido(s) contendo o
dominio 1 de R:GPI (isto ¢é, qualquer polipéptido deste
invento), em condicgdes adequadas para permitir a formacao de
um complexo estdvel entre o anticorpo especifico anti-
dominio 1 de B2GPI (tal como um anticorpo antifosfolipido
dependente de B,;GPI) e um polipéptido(s) contendo o dominio 1
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de B,GPI, e a deteccdo do complexo estavel formado, caso este
exista. 0O(s) polipéptido(s) contendo o dominio 1 de B,GPI do
invento tornam estes métodos particularmente uUteis, uma vez
que ainda nao foi desenvolvido nenhum ensaio conveniente ou
adequado para estes anticorpos. Varios métodos de
imunoensaio sao conhecidos na arte e ndo precisam de ser
descritos em detalhe. As amostras apropriadas para medir o
anticorpo antifosfolipido dependente de R,GPI sao amostras
bioldégicas, incluindo o soro ou o plasma (preferencialmente,
0 soro) e o eluato contendo o tecido-alvo. O facto de a
deteccao de um complexo formado poder ser directa (por
exemplo, através de medicdao da quantidade de marcador
associado a um complexo) ou indirecta (por exemplo, medindo
a quantidade de ligando marcado que ¢é deslocado durante o
ensaio) € bem conhecido na arte.

Para utilizar o(s) polipéptido(s) deste invento na
deteccdo destes anticorpos num individuo, realiza-se um
imunoensaio. O(s) polipéptido(s) ¢ fornecido como um
reagente, e o anticorpo € o alvo na amostra bioldgica. Por
exemplo, as moléculas de anticorpo IgG humano presentes numa
amostra de soro poderao ser capturadas com proteina A em
fase sélida e, em seguida, cobertas com O reagente
polipeptidico marcado. A quantidade de anticorpo seria entao
proporcional ao marcador ligado a fase s6lida. Em
alternativa, as células ou as secgdes de tecido que
expressam o polipéptido poderdo ser primeiro cobertas com a
amostra de teste contendo o anticorpo e, em seguida, com um
reagente de deteccéo, como seja uma espécie anti-
imunoglobulina marcada. A quantidade de anticorpo seria
entdo proporcional ao marcador ligado as células. A
quantidade de anticorpo detectado na amostra seria comparada
com a quantidade detectada numa amostra de controlo.

Nos métodos do invento, o polipéptido contendo o
dominio 1 de R:GPI ¢ habitualmente imobilizado, utilizando
técnicas conhecidas, numa fase sélida adequada, como seja um
material de empacotamento de uma coluna de afinidade, ou
numa superficie de ©pléstico, tal como uma placa de
microtitulagdo ou uma banda reactiva. 0Os materiais de
empacotamento adequados para colunas de afinidade incluem,
por exemplo, uma matriz de esferas de agarose,
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poliacrilamida, vidro, celulose ou dextrano reticulado. As
superficies de plédstico apropriadas incluem polimetacrilato,
poliestireno, ©polietileno, politereftalato, etilenoglicol,
poliéster, polipropileno e compostos similares. Geralmente,
é possivel utilizar qualgquer placa de microtitulacao
standard. Em alternativa, a fase sdélida poderd encontrar-se
sob a forma de um gel ou de uma matriz na qual o polipéptido
contendo o dominio 1 de R;GPI é incorporado.

Para uma ilustracdo adicional, uma amostra de teste
contendo um potencial anticorpo que se liga especificamente
a um polipéptido(s) contendo o dominio 1 de R,GPI (como seja
um anticorpo antifosfolipido dependente de B,GPI) pode ser
misturada com uma quantidade predeterminada e nao limitante
do polipéptido(s) contendo o dominio 1 de R;GPI, que
geralmente estd marcado de forma detectavel (por exemplo,
com um radioisdétopo ou uma enzima). Num ensaio em fase
liquida, o0s reagentes que nao reagiram sao removidos através
de uma técnica de separacao, como filtracéao ou
cromatografia. Nestas técnicas de imunoensaio, a quantidade
de marcador associado ao complexo estd correlacionada de
forma positiva com a quantidade de anticorpo antifosfolipido
dependente de B,GPI presente na amostra. E possivel conceber
ensaios similares, nos quais o anticorpo antifosfolipido
dependente de [R;GPI presente na amostra de teste compete com
um anticorpo marcado pela ligacdo a uma quantidade limitante
do(s) polipéptido(s) contendo o dominio 1 de R,GPI. Aqui, a
quantidade de marcador estéd correlacionada de forma negativa
com a quantidade de anticorpo antifosfolipido dependente de
R,GPI presente na amostra.

Em algumas concretizagdes, a amostra bioldgica ¢é uma
amostra de tecido, ou um eluato de tecido, e a quantidade de
anticorpo antifosfolipido dependente de {,GPI associado a
amostra de tecido ¢é medida, por exemplo, por meio de um
ensaio de 1ligacao competitiva. Estes métodos poderdao ser
especialmente Uteis naqueles contextos em que um tecido
particular deve ser testado e/ou monitorizado quanto a
presenca e/ou quantidade de anticorpo antifosfolipido
dependente de [(,GPI. Este tipo de ensaio podera indicar, por
exemplo, uma doenca particular (ou risco de doenca) (tal
como uma forma particular de trombose ou de disfuncao da
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coagulacdo). Um ensaio deste tipo também poderd ser util
para proporcionar uma determinacdo mais precisa e sensivel
da localizacado do anticorpo antifosfolipido dependente de
B,GPI, para efeitos de diagndstico e/ou monitorizacdo. Além
disso, as informacdes sobre a localizacdo do anticorpo
antifosfolipido dependente de B,GPI também poderdo fornecer
ao médico uma indicacdao sobre as opg¢gdes de tratamento
adequadas.

Considera-se que estes métodos de deteccao sao
aplicaveis numa variedade de contextos clinicos. Por
exemplo, a deteccdo poderad ser utilizada para identificar
individuos que apresentam um risco de desenvolver doengas ou
disfuncdes associadas a anticorpos antifosfolipidos
dependentes de [R:GPI (o que podera acontecer, pelo seu lado,
pelo facto de ser ©possivel distinguir os anticorpos
associados a patologia daqueles nao associados a patologia).
A deteccdo também poderda ser utilizada para monitorizar o
tratamento (por exemplo, a administracdo de qualguer uma das
composicgdes descritas acima). A deteccdo também podera
ajudar na distincao entre anticorpos patogénicos e
anticorpos nado patogénicos. A deteccdo também poderada ajudar
o0 médico a decidir sobre as melhores opc¢des de tratamento
e/ou de progndstico.

Tal como discutido acima, um polipéptido(s) contendo o
dominio 1 de R,GPI também poderd ser utilizado como um
componente de diagnéstico num ensaio de coagulacéao,
especificamente um ensaio em que os anticorpos
antifosfolipidos dependentes de B,GPI podem modificar o
resultado de um ensaio de <coagulacao especifica. Por
exemplo, se a presenga de um polipéptido(s) contendo o
dominio 1 de B,GPI alterar o resultado de um ensaio de
coagulacado (quando comparado com os resultados deste ensaio
na auséncia de um polipéptido(s) contendo o dominio 1 de
R:GPI), os anticorpos antifosfolipidos dependentes de R:GPI
estao implicados na via de coagulacao. Como o(s)
polipéptido(s) contendo o dominio 1 de RB,GPI poderao ser
Uteis na diferenciacdao dos efeitos mediados por anticorpos
antifosfolipidos dependentes de [B,GPI de outros mecanismos da
coagulacao (como a trombose), o invento inclui métodos para

detectar a participacao (mediacao) de um anticorpo
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antifosfolipido dependente de B,GPI na coagulacao (como a
trombose), que compreende (a) efectuar uma andlise de
coagulacgcao numa amostra bioldgica adequada de um individuo,
utilizando um polipéptido(s) contendo o dominio 1 de R.GPI;
(b) efectuar uma andlise de coagulacao numa amostra
biolégica adequada de um individuo, sem utilizar um
polipéptido(s) contendo o dominio 1 de B,GPI; (c) comparar oOs
resultados de (a) e (b), em que a diferenca de resultados
indica a participagdao de um anticorpo antifosfolipido
dependente de B,GPI na coagulacdo. Estes métodos também podem
ser utilizados para monitorizar a condicdo de um doente em
termos da mediacdo da coagulacao por parte de anticorpos
antifosfolipidos dependentes de [R,GPI, bem como da deteccao
inicial. Estes métodos também indicam, ou detectam, uma
anomalia de coagulacdo envolvendo (isto ¢é, mediada por)
anticorpos antifosfolipidos dependentes de R.GPI.

Para estes métodos, € possivel utilizar plasma ou soro.
Em alternativa, utiliza-se a fraccdo IgG, isolada utilizando
métodos standard da arte. Um exemplo de um sistema de
deteccao da coagulacado ¢ fornecido no Exemplo 11. Em algumas
concretizagdes, os niveis de factor V activado (Va) sao
determinados, geralmente medindo o tempo de coagulacdo. Os
ensaios, o equipamento e os kits para detectar a coagulacao
sdo conhecidos na arte e estdo disponiveis comercialmente.

Purificacdo de anticorpos antifosfolipidos dependentes de
B2GPI

0O invento também inclui métodos de purificacdo de um
anticorpo que se liga especificamente a um polipéptido(s)
contendo o dominio 1 de B,GPI (como seja um anticorpo
antifosfolipido dependente de R.GPI), que compreendem
efectuar o contacto de uma amostra bioldgica contendo um
anticorpo antifosfolipido dependente de R,GPI com um
polipéptido(s) contendo o dominio 1 de R,GPI, em condicgdes
que permitem a formacdo de um complexo antigénio—-anticorpo
estavel, e obter o} complexo formado, caso exista.
Tipicamente, o(s) polipéptido(s) contendo o dominio 1 de
B,GPI estd acoplado a uma matriz de afinidade ©para
purificacdo em coluna por afinidade. Estes métodos sao uma
questao de rotina na arte e nao precisam de ser aqui

descritos em pormenor. O Exemplo 1 também descreve a



EP 1 092 027 /PT
56

purificacdo por afinidade de wum anticorpo antifosfolipido
dependente de [,GPI.

Métodos de indugcdo de uma toleréncia

Os métodos de inducdo de uma tolerédncia (isto &, de um
estado tolerogénico), que compreendem administrar a um
individuo uma quantidade eficaz de um polipéptido(s)
contendo o dominio 1 de R:GPI (ou de um polipéptido que
compreende um polipéptido(s) contendo o dominio 1 de [B,GPI),
o qual também ndo possui um epitopo de células T detectavel,
estdo igualmente incluidos neste invento. Preferencialmente,
o(s) polipéptido(s) contendo o dominio 1 de B:GPI (ou
qualguer polipéptido compreendendo um polipéptido (s)
contendo o dominio 1 de B,;GPI) estd também conjugado com uma
molécula de plataforma adequada, tal como descrito acima.
Para efeitos deste invento, considera-se gque a resposta
imunitdria a reduzir (e/ou eliminar, estabilizar e/ou a taxa
de aumento a reduzir), através da inducdo de uma toleréncia,
¢ uma resposta imunitdria a (:GPI. Por consequéncia, a
tolerédncia induzida € especifica para o antigénio, onde o
antigénio é [(.,GPI, e a toleradncia é obtida num individuo que
se determinou possuir (pelo menos antes da administracao
do(s) polipéptido(s) deste invento) anticorpos
antifosfolipidos dependentes de [(,GPI.

Os polipéptidos apropriados deste invento (isto €, o0s
polipéptidos compreendendo um polipéptido(s) contendo ©
dominio 1 de B,GPI, gue nao possuil um epitopo de células T)
poderdao ser utilizados sozinhos ou em conjungdo com outros
agentes que promovem a actividade/objectivo desejados. Tal
como discutido acima, varios polipéptidos poderdao também ser
utilizados em diversas combinagcdes uns com o0s outros.
Diferentes formulagles e meios de administracgdao foram
discutidos acima.

A determinacdo da inducdo ou ndo de tolerédncia pode ser
efectuada através de qualquer meio conhecido da arte. Em
geral, a tolerdncia ¢é determinada através de medigdo da
resposta imunitdria a um polipéptido(s) contendo o dominio 1
de R,GPI. Uma resposta imunitdria a um polipéptido(s)
contendo o dominio 1 de B,GPI pode ser medida wutilizando
ensaios standard, que incluem, por exemplo, a medigcao dos
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niveis de um anticorpo que se liga a polipéptido(s) contendo
o dominio 1 de R,GPI; a medicadao da producgdo de citocinas apds
imunizacdo com um polipéptido(s) contendo o dominio 1 de
B,GPI; a realizacdo de andlises 1in vitro da resposta das
células T a um polipéptido(s) contendo o dominio 1 de B,GPI,
apds a administracgdo de um polipéptido(s) B2GPI do invento,
utilizando células T do individuo que estd a receber esta
administracao (isto é, um individuo com anticorpos
antifosfolipidos dependentes de R:GPI), incluindo, por
exemplo, ensaios standard de captacdo de °H-timidina para
medir a proliferacdo de células T quando apresentadas a um
polipéptido(s) contendo o dominio 1 de R,GPI, no contexto de
uma célula apresentadora de antigénio; ensaios standard de
libertacdo de °'Cr para medir a morte, levada a cabo por
células T citotdxicas, de uma célula apresentadora de um
polipéptido(s) contendo o dominio 1 de {,GPI, e ensaios

similares.

Os exemplos dque se seguem sao fornecidos para fins
ilustrativos, e ndo limitativos, do presente invento.

EXEMPLOS

Exemplo 1l: O dominio 1 de Pp,GPI ¢é imunorreactivo com
anticorpos antifosfolipidos dependentes de B,GPI

Materiais e Métodos

Construgdo de mutantes de delegdo ao nivel dos dominios

O polipéptido B,GPI ¢é constituido por 5 dominios
"sushi". Para determinar a(s) regido(des) antigénica(s) de
R,GPI, removemos selectivamente um ou mais dominios de [,GPI.
Esta abordagem foi wutilizada por Igarashi et al ((1996)
Blood 87:3262-3270, que efectuaram delecgdes do polipéptido
f.GPI humano que continham os dominios 4 e 5, os dominios 3 a
5, os dominios 2 a 5, os dominios 1 a 4 e os dominios 1 a 3.
Além dos mutantes de delecao ao nivel dos dominios descritos
por Igarashi et al., construimos mutantes do polipéptido
R2,GPI humano contendo apenas os dominios 1 e 2.

O ponto de partida para a construcdao destes mutantes de
delecdo foi o ADNc completo do polipéptido (,GPI humano
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(Steinkasserer et al (1991) Biochem. J. 277:387-391) clonado
em pBacPAK9 (Clontech), uma oferta de S. Krilis. O passo
inicial consistiu em introduzir uma marca GlyHisg na
extremidade C-terminal. No processo, foi criado um sitio de
restricdo unico MscI (TGGCCA), através de alteracado do codao
da Cys C-terminal de TGC para TGT, seguido de Gly (GGC) e
His (CAC). O objectivo da marca Hises foi permitir uma
purificacao facil das proteinas mutantes através de
cromatografia de quelacdo de Ni.

A marca GlyHise foi introduzida por mutagénese dirigida
de ADN de cadeia simples. O método utilizado seguiu de perto
0s procedimentos publicados por Kunkel et al. Methods 1in
Enzymology (1987) 154:367-382. Quando as células contendo o
fagemideo pBacPAK9, no qual foi inserido o ADNc que codifica
o polipéptido B2GPI humano, foram infectadas por um fago
auxiliar, MI13K07, as particulas fagicas recolhidas do meio
de crescimento continham predominantemente uma versdao de ADN
de cadeia simples de pBacPAK9. Além disso, caso as células
utilizadas tivessem o gendtipo dut 1, ung 1, como CJ236,
alguma timidina no ADN foi substituida por uridina. O ADN de
cadeia simples foi purificado a partir do fago por extraccao
com fenol e precipitacdo com etanol.

O oligonucledétido, ApoH-G6H, com a sequéncia

5" -AAACCACCTTAATGGTGATGGTGATGGTGGCCACATGGCTTTACA-3” (SEQ 1ID
NO:13), que ¢é complementar de regides em qualgquer um dos
lados da Cys C-terminal e que codifica GlyHisg, foi hibridado
com o ADN de cadeia simples de pBacPAK9 contendo o gene do
polipéptido (,GPI humano, que havia sido crescido em E. coli,
CJ236. O método de Kunkel foi wutilizado para alongar o
oligonucledétido complementar, resultando em ADN de cadeia
dupla. A estirpe E. coli K91 foi transformada com a reacgao.
A estirpe K91 nao contém o gendtipo dut 1, ung 1, pelo que o
ADN contendo uridina serd degradado. A cadeia acabada de
sintetizar, que codifica a marca GlyHisg, deverd ser
enriquecida. Os clones foram analisados por sequenciacao de
ADN, utilizando o kit de sequenase de T7 ou o kit de termo-—
sequenase (Amersham Life Sciences).
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Os oligonucledtidos seguintes foram utilizados da forma
acima descrita para gerar mutantes de delecdao do polipéptido
R,GPI humano ao nivel dos dominios:

B2del3-60
5" GAC ATA CTIC TGG GTIG TCC GIC CTG CAA TAG C 3' (SEQ ID NO:14)

B2del3-120
5" TGG AGG GCA GAT GAT CCG TCC TGC AAT AGC 3' (SEQ ID NO:15)

B2del3-182
5" GAA TGG GCA TTT TAC TTC CCG TCC TGC AAT AGC 3' (SEQ ID NO:16)

B2del3-242
5" AGG TAA TTT ACA AGA TGC CCG TCC TGC AAT AGC 3' (SEQ ID NO:17)

B2del242-326
5' ATG GTG ATG GTG GCC ACA ACT TGG CAT GGC 3' (SEQ ID NO:18)

B2dell82-326
5" ATG GTG ATG GTG GCC GCA TTC TGG TAA TTT AG 3' (SEQ ID NO:19)

Os numeros nos oligonucledtidos referem-se aos
aminodcidos do [(:GPI humano. Por exemplo, B2del3-60 refere-se
a delecdo dos aminoacidos 3-60 de B,GPI. A proteina

resultante contém os dominios 2-5.

Segue-se um resumo das construcgdes.

Dominio(s) Construcgao Sequéncia esperada SEQ ID NO:

da proteina

2,3,4,5 B2del3-60 GRTPR 20
3,4,5 B2del3-120 GRIIC 21
4,5 B2del3-182 GREVK 22
5 B2del3-242 GRASC 23
1,2,3,4 B2del242-326 GRTICP 24
1,2,3 B2dell182-326 GRICP 24

Utilizou-se a técnica de PCR para gerar outros mutantes.
0O modelo para a reaccao foi o fagemideo pBacPAKY9 contendo o
ADNC que codifica o) polipéptido R.GPI humano. 0
oligonucledétido  pBacPac?9 PCR 1270,1297, que possui a
sequéncia 5’-CTA TAA ATA CGG ATC CCG GGA ATT CG-3’ (SEQ 1ID
NO:25) e 1dnicia a sintese a montante da regidao de
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multiclonagem em pBacPAK9, foi utilizado como iniciador 5'.
Para construir clones somente com o dominio 1, o)
oligonucledétido Domain 1 PCR(64) MscI, com a sequéncia 5'-
GCA GCT GGC CAA CTC TGG GTIG TAC ATT TCA GAG TG-3’ (SEQ 1ID
NO:26), foi utilizado como iniciador 3’. De forma idéntica,
para gerar um mutante contendo os dominios 1 e 2, o
oligonucledétido Domain 1, 2 PCR(122) MscI, com a sequéncia
5"-GCA GCT GGC CAA TGA TGG GAG CAC AGA GAG GAA G-3’' (SEQ 1ID
NO:27), foi utilizado como iniciador 3’. Efectuaram—-se vinte
e cinco ciclos de PCR. O produto foi extraido com fenol e
precipitado com etanol. Os fragmentos foram digeridos na
extremidade 5’ com BamHI e com Mscl na extremidade 3’. Os
fragmentos de ADN digeridos foram purificados em gel e
ligados em pBacPAK9, do qual o polipéptido R:GPI completo
havia sido excisado com as mesmas enzimas de restrigdo. As
ligagdes foram transformadas em E. coli XLl-blue, e os
clones foram caracterizados através de sequenciacdao de ADN.
Os resultados foram os seguintes:

Dominio(s) Construgao Sequéncia esperada SEQ ID NO:
da proteina
B2dell65-326 GRTCP 24
1,2 B2dell23-326 GRTCP 24

Todos os mutantes de delecdo de R.GPI foram purificados
a partir do meio de células de insecto infectadas. De uma
forma geral, as células foram removidas por centrifugacdo, e
o meio foi dialisado contra pelo menos 10 volumes de solucgao
salina tamponada com fosfato (PBS; NaCl 137 mM; KC1 2,7 mM;
Na,HPO,-7H20 4,3 mM; KH,PO, 1,4 mM) durante 18 horas, a 4°C.
No dia seguinte, qualgquer precipitado foi removido por
centrifugacao. O meio dialisado foi tornado NaPO, 50 mM, pH
7,5; NaCl 0,5 M, e adicionou-se resina Ni-NTA com agitacao
suave. Apdés 1 hora a 4°C, a resina foi recolhida com um
funil de Buchner e empacotada numa coluna equipada com uma
camisa de &dgua mantida a 4°C. A coluna foil extensamente
lavada com NaPO, 50 mM, pH 7,5; NaCl 0,5 M, até nao ser
detectavel qualquer proteina. A coluna foi eluida
sequencialmente com o0 mesmo tampao contendo imidazole 20 mM,
35 mM ou 100 mM. A andlise foil realizada por electroforese
em gel de poliacrilamida-dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE).
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As fracgdes apropriadas foram reunidas, e a proteina foi
concentrada e dialisada contra solugdo salina tamponada com
Tris (TBS; TrisCl 50 mM, pH 7,5; NaCl 150 mM).

Anticorpos antifosfolipidos dependentes de B.GPI purificados
por afinidade

Para 1isolar os anticorpos antifosfolipidos dependentes
de [Ry,GPI, dispersdes multilamelares de lipidos contendo
cardiolipina (e contendo também colesterol e fosfato de

dicetilo) sdo incubadas com plasma (ou soro) contendo
anticorpo antifosfolipido dependente de R.GPI. Estes
lipossomas sao depositados a partir do SOro por

centrifugacao. Apds lavagem, a mistura de lipossomas &
sujeita a ruptura pelo detergente octilglucdsido a 2% e é
aplicada numa coluna de proteina A-agarose. Apds extensas
lavagens para remover primeiro os lipidos e depois os
componentes diferentes de IgG, o anticorpo antifosfolipido
dependente de B,GPI IgG ¢é eluido da proteina A com acido
fraco, neutralizado, submetido a uma troca de tampdo e
testado no ensaio ELISA ACA. Este procedimento origina o
anticorpo aFL enriquecido até 10.000X, que se encontra
isento de gqualquer {,GPI contaminante, tal como demonstrado
por transferéncia de Western com anti-soros IgG de coelho
anti-B,GPI humano. Segue-se um exemplo especifico deste

procedimento.

Purificacdo de anticorpos antifosfolipidos dependentes de
B2GPI a partir de soro

Os anticorpos de varios doentes foram purificados a
partir do soro de doentes de diversas idades que
apresentavam diferentes sintomas, incluindo: LES, SAF
(incluindo varias manifestacdes de SAF, entre as quais,
trombose venosa, aborto, trombocitopenia, AVC (acidente
vascular cerebral), AIT (acidente isquémico transitdrio)) e
oclusao arterial.

Num baldo de fundo redondo de 25 ml (Kontes Scientific
Co., Vineland, N.J.), secou-se uma mistura de 1,2 ml de
cardiolipina (Sigma Chemical, St. Louis, MO, #C-1649);
0,464 ml de colesterol (Sigma Diag., St. Louis, MO., #965-
25); e 0,088 ml de 5 mg de fosfato de dicetilo (Sigma
Chemical, St. Louis, MO, D-263 1) por ml de clorofdrmio
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durante aproximadamente 5 minutos, num Rotavap (Buchi,
Suica). Apds a remocao do solvente, adicionaram-se 2 ml de
NaCl a 0,96% (p/v) (J.T. Baker, 1Inc., Phillipsburg, NJ) e
misturou-se num misturador Vortex Genie (Scientific
Industries, Inc., Bohemia, NY) durante 11 minutos. A
suspensdo de lipossomas foil incubada durante 1 hora a 37°C.
Entretanto, o soro 6501 foi centrifugado a 600xg numa
centrifuga Sorvall RT 6000 (Dupont Co. Wilmington, DE),
durante 10 minutos a 8°C. Colocaram-se qguatro ml do
sobrenadante num baldao de fundo redondo de 25 ml contendo
1 ml da suspensdo de lipossomas preparada, e a mistura foi
incubada com agitacdo, a uma velocidade média, num agitador
orbital Tektator V (Scientific Products, McGraw Park, 1IL),
durante 48 horas a 4°C e durante 2 horas adicionais a 37°C.
Adicionaram-se vinte ml de TBS fria, e a mistura foi
transferida para um tubo de centrifugacdo de policarbonato
de 50 ml (Nalge Co., Rochester, NY) e centrifugada a 27000xg
durante 15 minutos a 4°C, numa centrifuga RC3 com um rotor
SS-34 (Sorvall-Dupont, Wilmington, DE). O precipitado foi
lavado 3 vezes com 25 ml de NaCl a 0,96% frio, utilizando a
centrifuga RC3. O residuo foi dissolvido em 1 ml de solugéao
n-octil-B-D-glucopirandésido a 2% (p/Vv) (Calbiochem, La
Jolla, CA) em TBS e aplicado numa coluna de agarose
reticulada/proteina A de 0,6 ml (Repligen Corporation,
Cambridge, MA), gque havia sido previamente lavada com
15 vezes o volume do leito de &acido acético 1M e equilibrada
com 15 vezes o volume do leito de TBS. A coluna de
agarose/proteina A-anticorpo foi lavada com 40 vezes O
volume do leito de octilglucopirandésido a 2% para remover oS
lipidos, seguida de lavagens extensas com TBS até a
densidade ¢ptica do eluato a 280,, se aproximar da linha de
base. O anticorpo ligado foi eluido com &cido acético 1M.
Recolheram-se fraccdes de um ml, que foram imediatamente
neutralizadas com 0,34 ml de Tris 3M (Bio-Rad, gualidade
electroforética) por fraccdo e mantidas num banho de gelo. A
densidade éptica de cada fraccao foi determinada a 280 nm
num espectrofotémetro (Hewlett-Packard, 8452A Diode Array
Spectrophotometer, Palo Alto, CA). As fracgdes contendo o
anticorpo foram combinadas, concentradas e lavadas 4 vezes
com TBS em concentradores Centricon-30 (Amicon Division,
W.R. Grace & Co., Beverly, MA), de acordo com o protocolo do
fabricante. O rendimento final de anticorpo purificado a
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partir de 4 ml de soro 6501 foi determinado por leitura da
densidade o6ptica a 280 nm de uma aliquota da concentracgao,
em que 1 mg = 1,34 Az O rendimento médio obtido foi de

750 wWg de anticorpo a partir de 4 ml de soro 6501. O
anticorpo purificado foi testado quanto a actividade ACA e
analisado em termos de pureza por meio de electroforese SDS-—
PAGE de Laemmli.

Ensaio ELISA baseado em cardiolipina

Placas de microtitulacdo (Immulon 1 #3350 de Dynex
Technologies) foram revestidas com 30 pl de uma solugao de
cardiolipina em etanol 50 ug/ml, secas durante a noite a
4°C, lavadas trés vezes com PBS, pH 7,2; e bloqueadas
durante uma hora a temperatura ambiente com 75 pul de
gelatina de peixe a 5% (p/v) (Hipure Ligquid Gelatin, Norland
Products 1Inc. 695 Joyce Kilmer Ave., New Brunswick N.J.,
EUA). As placas foram lavadas trés vezes com PBS, carregadas
com 50 pl de ByGPI recombinante completo, numa concentragao
de 10 pg/ml em gelatina de peixe a 5%, e incubadas a 37°C
durante uma hora. As placas foram lavadas trés vezes com
PBS, adicionaram-se 50 ul de anticorpos antifosfolipidos
dependentes de R.GPT, purificados por afinidade (a
concentracdo de cada anticorpo utilizado estd ilustrada na
Tabela 2), ou de anticorpo de coelho anti-B;GPI a cada pogo e
incubou-se a 37°C durante uma hora. As placas foram lavadas
trés vezes com PBS, adicionaram-se 50 pl de anticorpo anti-
imunoglobulina conjugado com fosfatase alcalina (anti-IgG
humana, especifico para a cadeia gama, Zymed #62-8422) ou de
anticorpo anti-IgG de coelho conjugado com fosfatase
alcalina (Zymed #62-6122), diluidos apropriadamente em
gelatina de peixe a 5%, e incubou-se a 37°C durante uma
hora. As placas foram lavadas trés vezes com PBS,
adicionaram-se 50 pl de substrato cromogénico da fosfatase
alcalina (solucao PPMP; 7,8 g de monofosfato de
fenolftaleina mais 69,5 g de 2-amino-2-metil-l-propancl em
100 ml de 4&gua; solucdo-stock diluida de 1:26 com &gua
imediatamente antes da utilizacao) e incubou-se durante 30
minutos, a temperatura ambiente. A densidade o6ptica, a 550
nm, foil determinada através de leitura das placas num leitor
automatico de microplacas (Rio—-Teck Instruments, modelo
EL311).
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ELISA de inibig¢do competitiva

Placas de microtitulacao (MaxiSorpm™, Nalge Nunc
International, Dinamarca) foram revestidas com 50 pl de [.,GPI
recombinante completo, numa concentragdo de 10 pug/ml em
bicarbonato 0,1 M, pH 9,5; incubadas durante a noite a 4°C,
lavadas trés vezes com PBS 0,15 M, pH 7,2; e blogueadas
durante uma hora a temperatura ambiente com 75 ul de leite
magro em pd a 2% (Carnation, LMP a 2%). Os inibidores de
teste foram diluidos em LMP a 2% e adicionaram-se 25 pl de
cada diluicéao aos pogos revestidos. 0 anticorpo
antifosfolipido dependente de B,GPI purificado por afinidade
foi diluido em LMP a 2%, e adicionaram-se 25 ul de uma
concentracao constante aos pogos, incluindo um grupo de
pocos nao contendo qualquer inibidor gque actuou como
controlo positivo. O conteudo dos pogos foi misturado, e as
placas foram incubadas a 37°C durante uma hora. As placas
foram lavadas trés vezes com PBS, adicionaram-se 50 pl de
anticorpo anti-IgG humana conjugado com fosfatase alcalina,
especifico para a cadeia gama (Zymed #62-8422), diluido
apropriadamente em LMP a 2% e incubou-se a 37°C durante uma
hora. As placas foram lavadas trés vezes com PBS,
adicionaram-se 50 pl de solugdo do substrato cromogénico
PPMP da fosfatase alcalina e incubou-se durante 30 minutos,
a temperatura ambiente. A densidade ¢éptica, a 550 nm, foi
determinada por leitura das placas num leitor automatico de
microplacas (Bio-Teck Instruments, modelo EL311). A inibicéao
percentual foi determinada por divisao da DOsspy obtida na
presenca de inibidor pela DOsso média obtida a partir dos
pocos sem inibidor e depois multiplicando por 100 (mais
particularmente, [Ass59 média obtida a partir dos pocos de
controlo sem inibidor menos Assy do fundo] menos [As;y obtida
em presenca de 1inibidor menos Assg do fundo] dividido por
[Assp média obtida a partir dos pocgos de controlo sem
inibidor menos Assy do fundo] vezes 100).

Ligacdo directa de B.GPI recombinante e de mutantes, avaliada
através de ELISA

Placas de micropocos revestidas com quelato de niquel
(NCP 010 00 Xenopore Corp. 374 Midland Ave. Saddle Brook, NJ
EUA) foram cobertas com 50 pl de diluigdes em série dos
varios polipéptidos R.GPI recombinantes, em PBS, a
temperatura ambiente durante 2 Thoras. As placas foram
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lavadas trés vezes com PBS e Dblogqueadas com 75 upl de uma
gelatina a 1% (Sigma #G-2500) em PBS, durante uma hora a
temperatura ambiente. As placas foram lavadas trés vezes com
PBS, adicionaram-se 50 pl de anticorpo antifosfolipido
dependente de R.GPI, purificado por afinidade (numa
concentragcdao que havia sido previamente demonstrado fornecer
cerca de 80% da ligacdo maxima), ou de anticorpo de coelho
anti-3,GPI e incubou-se a 37°C durante uma hora. As placas
foram lavadas trés vezes com PBS, adicionaram-se 50 pl de
anticorpo anti-imunoglobulina conjugado com fosfatase
alcalina (anti-IgG humana, especifico para a cadeia gama,
Zymed #62-8422) ou de anticorpo anti-IgG de coelho conjugado
com fosfatase alcalina (Zymed #62-6122), diluidos
apropriadamente em gelatina a %, e incubou-se a 37°C
durante uma hora. As placas foram lavadas trés vezes com
PBS, adicionaram-se 50 nl de solugao do substrato
cromogénico PPMP para a fosfatase alcalina e incubou-se
durante 30 minutos a temperatura ambiente. A densidade
6ptica, a 550 nm, foi determinada através de leitura das
placas num leitor automdtico de microplacas (Bio-Teck
Instruments, modelo EL311).

Resultados dos estudos de inibigdo

Utilizaram—-se sete a nove proteinas p;GPI mutantes
recombinantes diferentes para determinar a especificidade
antigénica de ©preparacgcdes de anticorpos antifosfolipidos
dependentes de [B,GPI, purificados por afinidade, provenientes
de 13 doentes distintos. Cada proteina B;GPI mutante
recombinante foi testada, de uma forma dependente da dose,
quanto a capacidade para inibir um anticorpo antifosfolipido
dependente de (,GPI, purificado por afinidade, de se ligar a
proteina (.GPI completa recombinante. Os resultados de um
ensaio tipico estdo apresentados na Figura 4. 0Os resultados
dos ensaios de todos os 13 anticorpos antifosfolipidos
dependentes de [B,GPI, purificados por afinidade, estao
resumidos na Tabela 2. 0Os valores que se seguem foram também
observados para a proteina recombinante contendo apenas o
dominio 1 (1-——-; consultar a Tabela 2 ©para ver as
designacgdes) :
Ac 6203, Max 20, 50% > 10; Ac 7008, Max 40, 50% > 10; Ac
6501, Max 30, 50% > 10; Ac 6626, Max 50, 50% > 10; Ac 6632,
Max 70, 50% 3; Ac 6644, Max 45, 50% > 10; Ac 7015, Max 30,
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50% > 10; Ac 7101, Max 20, 50% > 10; Ac 6701, Max 80, 50% 4;
Ac 6641, Max 98, 50% > 10.

Apenas o0s mutantes que continham o dominio 1 inibiram os
anticorpos antifosfolipidos dependentes de (,GPI de se
ligarem a proteina B.;GPI completa recombinante (Fig. 4). Este
resultado foi verdadeiro para todas as 13 preparacgdes de
anticorpos antifosfolipidos dependentes de (,GPI (Tabela 2).
O facto de todas as proteinas [(;GPI mutantes recombinantes
que contém o dominio 1 terem inibido a ligagdo em mais de
90% indica que toda a actividade anti-B,GPI detectavel destes

anticorpos é dirigida contra o dominio 1.

Tabela 2

Resumo dos resultados de ensaios de inibigdo competitiva utilizando 13 preparagdes
diferentes de anticorpos antifosfolipidos dependentes de B,GPI versus nove
proteinas P,GPI recombinantes.

Max = Inibicdo maxima observada nas concentrac¢des testadas. 50% = concentracgdo

(UM) para obter uma inibigdo de 50%.

12345 l——- 12———. 123—— 1234- -2345 --345 —-—-45 -—-—=5
RAb# Max 50%  Max 50%  Max 50% Max 50% Max 50% Max 50% Max 50% Max 50% Max 50%
7104 90 0,8 90 0 0,8 90 1 98 1 90 0,7 10 >57 20 >50 5 >40 0 >47
6203 75 0,8 60 (20) >10 20 >10 75 1 30 >8 10 >57 10 >50 10 >40 5 >47
7008 90 0,2 70 (40) >10 40 >10 80 0,4 50 >8 20 >57 20 >50 20 >40 20 >47

6501 80 0,2 70 (30) 30 (»10) 30 >»10 85 0,8 30 >8 20 >57 15 >50 15 >40 10 >47

6626 80 0,3 85 (50) 8 (»10) 50 >10 90 0,8 40 >8 18 >57 20 >50 15 >40 10 >47
6632 90 0,8 90 (70) 8 (3) 70 3 90 0,2 60 2 20 >57 20 >50 20 >40 10 >47
6644 90 0,2 90 (45) 8 (»10) 45 >10 %0 0,7 50 8 10 >57 10 >50 10 >40 10 >47
7015 90 0,2 90 (30) 8 (»10) 30 >»10 90 0,7 50 8 10 >57 10 >50 10 >40 10 >47
7101 80 0,8 70 (20) 8 (»10) 20 »10 70 3 20 >»8 5 >»57 5 >50 5 >40 5 >47
6652 95 0,8 ND ND ND ND 95 0,3 100 0,5 40 >16 30 >15 20 >5 15 >47
6509 70 0,1 ND ND ND ND 90 0,3 80 3 20 >1l6 20 >15 20 >5 10 >47

6701 100 0,1 ND (80) ND (4) ND ND 95 0,3 30 >8 10 >16 20 »>15 15 >5 10 >47
6641 96 0,1 ND (98) ND (>10) ND ND 60 4 60 2 20 >16 10 >15 20 >5 10 >47

Resultados do teste de ligacdo directa de proteinas pB,GPI
mutantes recombinantes por anticorpos antifosfolipidos
dependentes de B.GPI, na auséncia de cardiolipina
Examinaram-se sete a nove proteinas (,;GPI mutantes
recombinantes diferentes para determinar se elas poderiam
suportar a ligacdo directa de preparagdes de anticorpos
antifosfolipidos dependentes de  [R.GPI, purificados por
afinidade, na auséncia de um fosfolipido anidénico. Todas as
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proteinas (,GPI mutantes recombinantes foram analisadas com
as preparacgdes de anticorpos antifosfolipidos dependentes de
R,GPI, purificados por afinidade, provenientes de 11 doentes
diferentes. Cada proteina R:GPI mutante recombinante foi
testada de uma forma dependente da dose, e incluiu-se
GST-6his como controlo negativo. As proteinas [(,GPI mutantes
recombinantes foram 1ligadas a placas de microtitulacao
revestidas com nigquel por meio da sua cauda 6-his. Todas as
proteinas (,GPI mutantes recombinantes testadas se ligaram a
anticorpo de coelho anti-,GPI, mostrando que eram
analisaveis por anticorpo (Fig. 5). Os resultados de uma
experiéncia de ligacdo tipica indicam que apenas aquelas
proteinas que contém o dominio 1 se ligam ao anticorpo
antifosfolipido dependente de [(,GPI, purificado por afinidade
(Fig. 6). 0Os resultados dos ensaios de todos os 11
anticorpos antifosfolipidos dependentes de BR,GPI, purificados
por afinidade, estdao resumidos na Tabela 3. 0Os resultados
mostram que os anticorpos de todos os doentes se ligam de
forma significativa as proteinas recombinantes B;GPI que
contém o dominio 1, ao passo que a ligacdo especifica as
proteinas recombinantes sem o dominio 1 foi fraca ou

inexistente.

Tabela 3

Ensaios de ligag¢do directa utilizando pogos com quelato de niquel carregados com
a proteina (,GPI recombinante, mutante de delegd3o, indicada versus 8 preparagdes

diferentes de anticorpos antifosfolipidos dependentes de [(,GPI

D.0O. maxima para cada combinacdo de mutante de delecdo:anticorpo

12345 1-——- 12—— 123—- 1234- -2345 --345 -——45 -——5
Ab#
6501 1,772 0,911 1 0,028 0,909 0,628 0,018 0,030 0,086 0,004
6626 1,527 0,560 0,073 1,250 0,563 0,008 0,022 0,086 0,028
6652 0,640 0,262 ND 0,320 0,135 0,008 0,016 0,013 0,012
6632 1,419 0,351 0,016 0,121 0,003 0,031 0,004 0,000 0,013
7008 1,380 0,195 0,008 0,360 0,149 0,019 0,018 0,030 0,007
6701 0,948 0,388 ND 0,841 0,715 0,002 0,002 0,000 0,000
6203 1,270 1,029 0,119 0,938 0,668 0,074 0,072 0,142 0,044
7015 1,864 1,102 0,063 1,160 0,454 0,114 0,042 0,167 0,078
6641 2,555 0,252 —— 0,530 0,145 0,045 0,019 0,112 0,018
6644 1,848 0,493 - 1,020 0,768 0,041 0,048 0,151 0,017
7101 1,257 0,804 - 0,951 0,843 0,056 0,042 0,167 0,078

Coelho 2,065 1,9737 —- 1,971 1,708 1,873 1,993 1,941 1,663
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Ligagcdo directa de proteinas B,GPI mutantes recombinantes por
anticorpos antifosfolipidos dependentes de B.GPI, na presenga
de cardiolipina

Examinaram-se sete proteinas mutantes B,GPI
recombinantes diferentes para determinar se elas poderiam
suportar a ligacdo directa de preparacgdes de anticorpos
antifosfolipidos dependentes de B.GPI, purificados por
afinidade, na presenca de fosfolipido anidénico. Todas as
sete proteinas [(;GPI mutantes recombinantes foram analisadas
com anticorpo de coelho anti-B;GPI e com uma preparacao de
anticorpo antifosfolipido dependente de [(,GPI, purificado por
afinidade. Cada proteina (,GPI mutante recombinante foi
testada de uma forma dependente da dose, e incluiu-se
GST-6his como controlo negativo. As proteinas [(,GPI mutantes
recombinantes foram ligadas a placas de microtitulacdo que
haviam sido previamente revestidas com cardiolipina. Todas
as sete proteinas BR;GPI mutantes recombinantes se ligaram ao
anticorpo de coelho anti-f,GPI, indicando que se ligaram a
cardiolipina e que sdo analisdvels por anticorpo (Fig. 7).
Os resultados de uma experiéncia tipica com anticorpos de
doentes mostram gue apenas aquelas proteinas gque contém
ambos 0s dominios 1 e 5 se ligaram ao anticorpo
antifosfolipido dependente de R,GPI, purificado por afinidade
(Fig. 8).

Com Dbase nos resultados deste exemplo apresentados
acima, nds acreditamos que, em determinadas condig¢des, a
proteina B,GPI estd ligada a suportes em fase sdélida (tais
como placas irradiadas, placas revestidas com cardiolipina,
placas de microtitulagdo da marca Nunc e placas com quelato
de niquel no caso das proteinas B,GPI recombinantes gue
contém uma cauda 6-his) de uma forma gque permite que o(s)
epitopo(s) antigénico(s) no dominio 1 sejam facilmente
acessiveis aos anticorpos antifosfolipidos dependentes de
B.GPI, mas que tal ndo acontece quando a proteina estd ligada
a outras superficies, como placas nao irradiadas ou muitas
outras marcas de placas de microtitulacdo. Estes estudos de
inibicdo confirmam os relatos de outros autores de gque um
anticorpo antifosfolipido dependente de R.,GPI pode ligar-se a
R,GPI na auséncia de fosfolipido. Galli et al. (1990) Lancet
335:1544; Rouby et al (1995); Arvieux et al. (1991) J.
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Immunol. Methods 143:223. As cinco proteinas B,GPI mutantes
recombinantes que promovem uma 1nibigdo no ensaio de
inibigcdo competitiva - aquelas que contém o dominio 1 - séo
as mesmas que sSe ligam ao anticorpo antifosfolipido
dependente de B,;GPI nas placas com quelato de niquel. As
proteinas B,GPI mutantes recombinantes ligadas as placas com
quelato de niquel foram confirmadas por meio da capacidade
do anticorpo de coelho anti-B,GPI para se ligar a todas as
nove proteinas recombinantes. Em contraste, apenas a
proteina [(,GPI recombinante completa (isto ¢é, a Unica
proteina recombinante testada que contém ambos os dominios 1
e 5) pbde ser facilmente detectada em placas revestidas com
cardiolipina. As proteinas [(;GPI mutantes recombinantes
ligadas as placas revestidas com cardiolipina foram
confirmadas por meio da capacidade do anticorpo de coelho
anti-B,GPI para se ligar a todas as nove proteinas

recombinantes.

Tanto os resultados da inibicdao (Fig. 4) como da ligacéo
directa (Fig. 6), via placas revestidas com niquel, mostram
claramente que a especificidade antigénica das 13
preparacgdes de anticorpos antifosfolipidos dependentes de
B,GPI estudadas ¢é dirigida para um epitopo que estd no
dominio 1 de R,GPI.

Exemplo 2: Especificidade dos anticorpos de doentes com SAF

A localizacao da regido de ligacédo epitdpica nos estudos
descritos nos Exemplos anteriores baseou-se na utilizacdo de
anticorpos purificados por afinidade provenientes de doentes
com SAF com titulo elevado. A purificacdao de anticorpos SAF
por afinidade necessita de doentes com um titulo elevado e
ndao se presta facilmente ao estudo de doentes com um titulo
mais baixo ou de grandes populacgdes de doentes. Desta forma,
desenvolvemos uma abordagem alternativa para avaliar o(s)
dominio(s) de ligacdo aos anticorpos em amostras de doentes
com SAF, que se baseia na utilizacao de soro e que € mais
propensa a permitir a avaliagdo de um numero superior de
doentes.

A ressonancia plasménica de superficie (SPR) fornece uma

medida quantitativa da interacgao entre uma proteina
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imobilizada e um analito soluvel. Os presentes estudos
aplicaram o SPR para medir a interacgcdo entre a proteina
R.,GPI 1imobilizada e mutantes de delecdao de R,GPI, ao nivel
dos dominios, igualmente imobilizados com o plasma humano
proveniente de um grupo de doentes normais e de doentes com
SAF. Os estudos foram concebidos para determinar se a
imunodomindncia do dominio 1 de R.GPI poderia ser

generalizada para a maior populacao de doentes com SAF.

Materiais e métodos

Reagentes. Os chips CM5 e os tampdes NHS, EDC e HBS-EP
foram obtidos de BIAcore. A haptoglobina humana (fendétipo 1-
1), uma proteina que contém o motivo consenso de repeticgéao
curto encontrado em (,GPI, foi dimobilizada numa célula de
fluxo separada no chip e utilizada como controlo negativo. A
proteina R,GPI recombinante e os mutantes de delecgao de [,GPI
ao nivel dos dominios foram expressos em células Tnb,
utilizando o) sistema de expressao de proteinas de
baculovirus, e purificados a partir dos sobrenadantes por
coluna de afinidade com quelacdo de nigquel. Iverson et al.
(1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:15542-15546. As
amostras de plasma humano normal foram compradas (George
King Biomedical) ou obtidas internamente. As amostras de
plasma de doentes provenientes de individuos diagnosticados
com sindrome de anticorpos antifosfolipidos primdria ou
secundaria (para lupus) foram obtidas a partir de varias
fontes clinicas.

Os 55 controlos utilizados neste estudo foram obtidos de
uma amostra heterogénea. Incluiram-se na andlise trinta
amostras de controlo (15 homens; 15 mulheres; idade média:
34 anos; gama de 1dades: 19-45 anos) compradas de George
King Bio-Medical (Overland Park, KS), 5 voluntdrios locais
(3 homens, 2 mulheres), 2 fontes comerciais combinadas e
18 dadores do banco de sangue de origem desconhecida. As
amostras dos doentes foram recolhidas de varias fontes e
incluiram doentes com histérias de trombose venosa, oclusdes
arteriais, oclusdes vasculares cerebrais, abortos multiplos
e trombocitopenia. Todos os doentes incluidos no estudo
possuiam niveis de anticorpo antifosfolipido IgG (GPL) =2 20,

tal como determinados por ensaio interno.
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A fraccdo de IgG total foi isolada a partir do plasma,
utilizando esferas de agarose e proteina G Immunopure Plus e
tampdes de eluicao e de ligacdao de IgG Immunopure, de acordo
com a recomendacao dos fabricantes (Pierce).

Ressondncia plasmdédnica de superficie. Todas as

experiéncias foram efectuadas utilizando um instrumento
BIAcore™ 2000 a 25°C, com um caudal de 10 uL/minute. O
equilibrio do chip e o0s estudos de ligacdao foram efectuados
com tampdo HBS-EP desgaseificado, que consiste em HEPES
0,01 M pH 7,4; NaCl 0,15 M; EDTA 3mM e tensioactivo P20 a
0,005% (v/v). O acoplamento covalente dos ligandos
proteicos, através dos seus grupos amino livres, ao chip CMb5
foi obtido fazendo fluir 40 pl de NHS 0,05M/EDC 0,2M sobre o
chip para activa-lo, seguido de exposicdo ao ligando
proteico apropriado. A proteina R,;GPI(His)s recombinante, os
mutantes de delecdo de B;GPI ao nivel de dominios e a
haptoglobina foram imobilizados sobre o chip CM5 activado
com NHS, fazendo fluir 50 pl de uma solucdo 25 upg/ml em
acetato 10 mM (pH 4,8). O0Os grupos reactivos em excesso
presentes na superficie do chip sdo depois blogueados com
40 nl de etanolamina 1 M (pH 8,5). As amostras de plasma
humano (130 pl) foram diluidas de 1:1 com HBS-EP, forcgadas a
fluir sobre o chip com [(,GPI, e os valores de resposta foram
recolhidos durante 780 segundos. Os chips foram regenerados
entre as exposigdes as amostras com 80 ul de glicina-HC1
0,1 M (pH 2,1); NaCl 0,1 M. Uma vez dgque a abordagem ao
equilibrio da 1ligagdo encontrava-se incompleta durante o
periodo de medigdo, o valor da ligacao no equilibrio (Reg)
foi determinado adaptando as curvas de associlacdo a equacao
seguinte, utilizando o software dos fabricantes
(RiaEvaluation versao 2.2, Uppsala, Suécia)

Ri=Req(1-6“P) + Ry

em que Ry é a resposta BIAcore medida no tempo t, Reg € a
resposta de patamar no equilibrio, t é o tempo, to é o tempo
inicial, ks é uma constante de associacdo aparente (ks = kiC
+ kgis, em que k, €& a constante de associacado, C é a
concentracao do analito e kgis € a constante de dissociacgao)
e Rop é um desvio da resposta. Em algumas experiéncias, as
fraccdes de IgG total das amostras de plasma humano foram
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obtidas através de 1ligacdao a proteina G e de eluicao a
partir desta com acido. O plasma remanescente apds a ligacéo
a proteina G foi remisturado com esferas de proteina G novas
e isolado como plasma desprovido de IgG. As preparacdes de
IgG neutralizadas e o plasma desprovido de IgG, diluidos de
1:1 com tampéao, foram forcados a fluir sobre o chip com [,GPI

tal como descrito acima.

Resultados e Discusséao

As proteinas B,GPI recombinantes humanas contendo os
dominios 1-5, 2-5 e apenas o dominio 1 foram clonadas em
vectores de expressao de baculovirus e expressas em células
TIN5. Aligquotas das proteinas purificadas foram analisadas e
quantificadas através de andlise de aminodcidos. Cada
proteina continha um Unico amino-terminal, e os padrdes
internos permitiram uma guantificacdo rigorosa com base na

andlise de aminodcidos.

O grupo de doentes com SAF foi obtido de varios centros
e consistiu em 106 doentes com GPL 220, que haviam sido
diagnosticados com sintomas da sindrome de anticorpos
antifosfolipidos (SAF). As histérias dos doentes nao estavam
completas, mas as histdérias disponiveis incluiam trombose
venosa, trombose arterial, acidentes vasculares cerebrais,
abortos multiplos, partos prematuros e trombocitopenia. Os
valores GPL variaram entre 20 - 807 (413 + 161, média + DP),
com um valor de mediana de 77. A populacao de controlo
normal consistiu em 55 amostras obtidas de dadores internos,
fontes comerciais ou do banco de sangue de San Diego.

O soro dos doentes com SAF e dos controlos foi diluido
de 1:1 em tampdo e avaliado quanto a ligacdao a {;-GPI(D1-5)
imobilizada. A magnitude da interaccdo com B,-GPI(D1-5) esta
apresentada na Tabela 4. A Req média para [R,-GPI(D1-5) foi de
730 e de 328, com um valor de mediana de 635 e de 201, para
os 106 doentes com SAF e para os 55 doentes de controlo,
respectivamente. A diferenca entre os doentes e o grupo de
controlo foi estatisticamente significativa (p < 0,01; teste
t de Student). A magnitude da interaccdao do soro de doentes
com SAF e do soro de controlo com R;-GPI(D2-5) nao foi
diferente entre estes grupos (Tabela 4).
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Tabela 4: Ligagdo do soro de doentes

Doentes Controlos
(GPL 2 20)

Numero de sujeitos 106 55
RegD1-5 (média = epm) 730 £ 42 328 £ 52
RegD2-5 (média * epm) 158 + 36 160 + 26
Mediana RegD1-5 635 201
Mediana RegD2-5 24 103
% selectivo para D1 88% 12%

Calculou-se uma razao de selectividade para descrever a
ligacao relativa das amostras de soro aos mutantes de
delecdo de [(,-GPI ao nivel dos dominios, que diferem apenas
na presencga do dominio 1. Esta razao de selectividade foi
calculada dividindo a 1ligacdo (Req) a B,-GPI(D1-5) pela
ligagao a R,-GPI(D2-5). Seleccionou-se arbitrariamente um
factor de 3 ou superior para definir aqueles doentes dque
apresentam uma interaccao preferencial com a proteina nativa
contendo o dominio 1. A magnitude da interaccdo com ambas as
proteinas (,-GPI(D1-5) e (.,-GPI(D2-5) foi baixa no grupo de
controlo, e a maioria dos doentes de controlo ndao apresentou
nenhuma selectividade para qualgquer uma das proteinas
imobilizadas (Tabela 4). Em contraste, 88% dos doentes com
SAF apresentaram uma selectividade 2 3x para a proteina
B,-GPI contendo o dominio 1. Quarenta e um porcento (43/106)
dos doentes com SAF tiveram uma interacgdo desprezavel com
B,—GPI(D2-5) (Rey <9), resultando em razdes de selectividade
muito elevadas.

Os soros de 10 doentes com razdes de selectividade
iguais a 3 foram adicionalmente caracterizados para
determinar se as interaccgdes observadas no soro podiam ser
atribuidas a fraccado IgG. As interaccgdes do plasma completo,
do plasma desprovido de IgG e da IgG total com [R,-GPI(D1-5)
estdo ilustradas na Tabela 5. A remogao da IgG do soro,
através da utilizacdo de proteina G, removeu praticamente
todas as interaccgdes de ligacado especificas com as proteinas
imobilizadas. A fraccdo IgG foi eluida com acido a partir da
proteina G e foi testada gquanto a interaccgdo com as
proteinas (denominada “IgG total” na Tabela 5; a
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neutralizacdao subsequente diluiu a fraccdo IgG em 50%
relativamente ao plasma completo e ao plasma desprovido de
IgG). A fraccao IgG apenas mostrou interaccao com [,-GPI(D1-
5) e produziu respostas que foram semelhantes em magnitude a
interaccg¢do do soro original com [(,-GPI(D1-5) (salienta-se a
diferenca de diluigao). Assim, a ligacdao dos soros de
doentes, que sao selectivos para o dominio 1, a proteina f;-
GPI pode ser atribuida a fraccdo IgG neste sistema de
ensaios.

Tabela 5: Valores Req BIAcore para amostras de plasma
"selectivo para D1" provenientes de doentes com SAF

Doente Plasma completo Plasma desprovido de IgG IgG total
(1:2) (1:2) (1:4)
(d2-5) (d1-5) (d2-5) (d1-5) (d2-5) (d1-5)
6501 333 1526 0 0 0 732
6701 199 952 0 0 0 460
6626 37 1622 0 49 0 1132
6515 259 1024 0 0 0 440
6207 19 1450 0 0 0 480
6642 8 811 0 48 0 480
7015 158 2092 0 0 0 864
6703 65 1001 0 0 0 556
6601 84 792 0 0 0 266
7201 0 603 0 0 0 292

Um subgrupo dos doentes SAF nao selectivos (razao de
selectividade <3) foi adicionalmente avaliado para
determinar se a sua ligacdo poderia ser atribuida a fraccao
IgG. Os resultados estado apresentados na Tabela 6. Tal como
no caso dos doentes selectivos para o dominio 1, todas as
interacgdes com qualquer uma das proteinas imobilizadas pdde
ser removida através de tratamento do soro com proteina G,
para esgotar a fraccao IgG. A fraccao 1IgG dos doentes
aparentou reflectir a ligacao observada na amostra de soro
original (Tabela 6).
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Tabela 6: Valores R.q BIAcore para amostras de plasma "ndo
selectivo" provenientes de doentes com SAF
Doente |Plasma completo Plasma IgG total
(1:2) desprovido de (1:4)
IgG (1:2)
(d2-5) (d1-5) (d2-5) (d1-5) (d2-5) (d1-5)
6117 386 324 0 0 79 120
6194 3197 2046 0 0 688 470
6649 553 758 0 0 127 253
6627 549 324 0 0 182 132
7013 167 241 0 0 75 115
6611 1002 892 0 0 177 251
O presente estudo utilizou a técnica de ressonancia

plasménica de superficie para localizar o dominio de ligacéo

aos anticorpos, numa populagdo grande e transversal de
106; GPL 220).
SAF apresentou uma ligacao significativamente maior a R,-GPI
sem SAF.

ligou-se a proteina

doentes com SAF (n = O soro de doentes com

controlos Adicionalmente, a maioria dos
B,—GPI(D1-5)

extensdo maior que a um mutante de delecdo de [B,-GPI ao

que 0s

soros dos doentes nativa
numa
nivel dos dominios, que continha todos os dominios excepto o
dominio 1. Oitenta e oito porcento dos doentes apresentaram
R.—GPI

em relacdo a um mutante de delecao ao

uma especificidade 3x ou superior para a proteina
contendo o dominio 1,
A actividade
com SAF foi

completamente removida por esgotamento do componente IgG, e

nivel dos dominios que nao possuia o dominio 1.

de ligacdo ao dominio 1 no soro dos doentes
a actividade de ligacdo pdde ser totalmente reconstituida na
IgG.

imunodominantes,

fraccao Estes resultados indicam que os epitopos de

com SAF,
estdao localizados no dominio amino-terminal de [,-GPI.

ligagao na maioria dos doentes

Exemplo 3: Andlise de fragmentos do dominio 1 quanto a sua
imunorreactividade

dependentes de P.GPI

para os anticorpos antifosfolipidos

Sintese de hexapéptidos

O aminodcido N-0-Fmoc protegido, preso a resina Wang,

foi sSuspenso duas vezes em piperidina a 20% em
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dimetilformamida (DMF), durante um tempo total de reaccdo de
30 minutos, para desproteger a amina. 0s hexapéptidos com
prolina C-terminal foram preparados com prolina nao
protegida 1ligada a resina clorotritilo, em vez de resina
Wang, para prevenir a formagao de dicetopiperazina.

A resina foi enxaguada duas vezes com DMF e 4&alcool

metilico. Adicionou-se a resina uma solucgéao de
N-hidroxibenzotriazole (6 equiv.), 1,3-diisopropilcarbodi-
imida (6 equiv.) e o segundo aminodcido (6 equiv.) mais

indicador, em DMF. A mistura reaccional foi agitada durante
um minimo de 1,5 horas a temperatura ambiente. A resina foi
depois enxaguada duas vezes com DMF e &lcool metilico.
Efectuou-se o teste de Kaiser (2 gotas de ninidrina a 5% em
dlcool etilico + 1 gota de piridina + 1 gota de fenol a 80%
em alcool etilico) numa pequena porcdo da resina enxaguada,

para verificar a auséncia da amina livre.

Os passos de desproteccdo e de adicdo de aminoacido
foram repetidos para terminar a sequéncia. O aminodcido
final foi desprotegido da forma descrita acima para originar

a amina livre.

Os péptidos foram clivados da resina com uma solucdo de
fenol a 7,5% (em peso), etanoditiol a 2,5% (em volume), agua
a 5,0% (em volume) e tiocanisole a 5,0% (em volume) em &acido
trifluorocacético (TFA). A mistura foi agitada durante um
minimo de trés horas. O TFA foli removido utilizando vacuo, e
o péptido foi precipitado e lavado duas vezes com éter. O
s6lido foi dissolvido em acetonitrilo/dgua 1:1 para andlise.
Os péptidos foram caracterizados por LC-MS numa coluna C18
(51, 1508) de 1,0 x 150 mm (A: TFA a 0,1%; acetonitrilo a 2%
em &gua; B: TFA a 0,08%; agua a 2% em acetonitrilo).

O acetonitrilo e a agua foram removidos sob vacuo ou por
liofilizacdo, e os péptidos foram armazenados a 0°C.

Os péptidos que apresentaram actividade foram novamente
preparados em maior escala e purificados wutilizando uma
coluna Cl18 (A: TFA a 0,1% em &gua; B: TFA a 0,08% em
acetonitrilo).
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ELISA de inibig¢do competitiva

Placas de microtitulacao (MaxiSorpm™, Nalge Nunc
International, Dinamarca) foram revestidas com 50 pl de
proteina (,GPI completa recombinante, numa concentracgao de
10 ng/ml em bicarbonato 0,1 M; pH 9,5; incubadas durante a
noite a 4°C, lavadas trés vezes com PBS 0,15 M, pH 7,2 e
blogueadas durante uma hora a temperatura ambiente com 75 nl
de leite magro em pd a 2% (Carnation, LMP a 2%). Os
inibidores de teste foram diluidos em LMP a 2% e
adicionaram-se 25 ul de cada diluigado aos pogos revestidos.
O anticorpo antifosfolipido dependente de R,GPI, purificado
por afinidade, foi diluido em LMP a 2% e adicionaram-se 25
1l de uma concentracao constante aos pogos, 1incluindo a um
grupo de 11 pogos nao contendo qualquer inibidor gque actuou
como controlo positivo. O contetdo dos pocgos foi misturado,
e as placas foram incubadas a 37°C durante uma hora. As
placas foram lavadas trés vezes com PBS, adicionaram-se 50
nl de anticorpo anti-IgG humana, especifico para a cadeia
gama, conjugado com fosfatase alcalina (Zymed #62-8422),
diluido apropriadamente em LMP a 2%, e incubou-se a 37°C
durante uma hora. As placas foram lavadas trés vezes com
PBS, adicionaram-se 50 nl de solugao do substrato
cromogénico PPMP da fosfatase alcalina e incubou-se durante
30 minutos, a temperatura ambiente. A densidade o6ptica, a
550 nm, foi determinada por leitura das placas num leitor
automatico de microplacas (Rio-Teck Instruments, modelo
EL311). A inibicao percentual foi determinada por divisao da
DOssp obtida na presenca de inibidor pela DOssg média obtida a
partir dos 11 pogos sem inibidor e depois multiplicando por
100.

Estudos de inibigdo

Sintetizaram-se setenta e quatro péptidos, que foram
rastreados no ensaio ELISA de inibicgéao competitiva.
Resumidamente, 0s péptidos “brutos”, isto é, nao
purificados, foram rastreados, utilizando uma diluicdo de
1:2, <contra trés anticorpos anti-cardiolipina diferentes
purificados por afinidade. O0Os péptidos gque se mostraram
positivos, a uma diluicao de 1:2, foram depois novamente
rastreados utilizando uma nova diluicdo dupla. Vinte e oito
péptidos, que mostraram inibicdo a diluicdo elevada, foram
novamente sintetizados e purificados. Estes péptidos
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purificados foram depois analisados no ensaio de inibicéao
competitiva. A  proteina RyGPI recombinante foi também
analisada como controlo positivo.

Os resultados, que estdo apresentados na Figura 9,
mostram gue alguns dos péptidos podem inibir a ligacgédo dos
anticorpos anti-cardiolipina a B;GPI. A maioria dos péptidos
testados nao inibiu esta ligacgado, conferindo, assim, um grau
de especificidade aqueles que efectivamente inibem a
ligacao. Com excepcgdo de dois, todos os péptidos positivos
estdao agrupados a volta dos dois conjuntos de cisteinas
ligadas por meio de pontes de dissulfureto presentes no
dominio 1. Os dois péptidos gque nao estdo agrupados desta
forma sdao também os que apresentam uma inibicdo mais fraca.
Estas cisteinas ligadas por meio de pontes de dissulfureto
poderao criar estruturas que sao reconhecidas pelos
anticorpos antifosfolipidos dependentes de R.GPI.

Exemplo 4: Resultados de mutagénese e de “micropanning” para
determinar os residuos de aminodcidos presentes no dominio 1
que sdo criticos para a ligacgéao a um anticorpo
antifosfolipido dependente de B, GPI

PCR propenso a erros

O PCR propenso a erros foi efectuado da forma que se
segue. O dominio 1 da proteina ,GPI humana foi amplificado
por PCR em condigdes gue aumentam a taxa de erro da Tag-
polimerase. Os iniciadores utilizados permitiram a
amplificacdo dos aminodcidos 1-64. Um sitio de restricgao
SfcI foi incorporado como parte do aminodcido 1. Na
extremidade 3’, incorporou-se um gsitio de restricao Sall
apés o aminodcido 64. A reacgdo de PCR foi efectuada da
forma descrita por Leung et al. (1989) Technique 1:11,
utilizando MnCl, 0,25 mM. O produto de PCR foi digerido com
SfcI e Sall e clonado em fd-tet-DOG2, que havia sido
digerido com Apall e Sall. Isto posiciona o dominio 1 na
extremidade N-terminal de pIII, imediatamente apds a
sequéncia sinal de pIII. A reacgao de ligacao foi submetida
a electroporagdo em E. coli K91. Os fagos foram colhidos e
titulados por métodos standard. Os clones fagicos
resultantes foram analisados wutilizando wuma técnica de
"micropanning” (procedimento de microsseleccgao).
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“Micropanning”

Revestiram-se placas Immulon de tipo 2 com proteina G. A
proteina G foi preparada numa concentragdo de 5 ug/ml em
NaHCO; 0,1 M, adicionaram-se 100 pl por pogo aos pogos das
placas de microtitulagdo e incubou-se durante a noite a 4°C.
Apds eliminar o excesso de solugao de proteina G das placas,
cada pog¢o foi blogqueado com 200 pl de 2YT durante 1 hora a
temperatura ambiente, com agitacéao numa plataforma
oscilante. Utilizou-se solucdao salina tamponada com Tris,
PH 7,4/Tween 20 a 0,5% (TBS/Tween), com um lavador
automatico de placas, para lavar os pocos 4 vezes com 200
Bnl. Adicionaram-se cem pl dos anticorpos antifosfolipidos
dependentes de [;GPI humana 6626, 6501, 6701, de anticorpo
antifosfolipido dependente de (:GPI de coelho ou de 1IgG
normal de controlo, diluidos para uma concentracao de 2,5
ng/ml com 2YT, aos pogos lavados. A placa foi incubada
durante 1 hora a temperatura ambiente numa plataforma
rotativa.

Os fagos a testar por "micropanning” foram obtidos a
partir das placas de 4&gar geradas por “biopanning”. Cada
clone a testar foi transferido, utilizando palitos estéreis,
para um pogo separado de uma placa de microtitulacao de
96 pocos de fundo redondo (Coming, Corning, NY), contendo
200 pl de 2YT/Tet por pogo, e cultivado durante a noite a
30°C. Apds a incubacao durante a noite, as culturas de fagos
foram centrifugadas a 1300 xg, durante 10 minutos a
temperatura ambiente, utilizando um suporte de placas de
microtitulacdo. Os sobrenadantes constituiram a fonte de
fagos “puros”. 0Os fagos puros foram diluidos de 1:100-1:1000
e adicionaram-se 100 pl a placa contendo o anticorpo
antifosfolipido dependente de B,GPI 6501 ligado a proteina G
e contendo IgG normal, preparada da forma descrita acima. A
incubacdo dos fagos diluidos com anticorpo aFL ou com IgG de
controlo foi realizada durante 2 horas a temperatura
ambiente, num dispositivo rotativo plano. Apds 9 lavagens
com TBS/Tween num lavador automdtico de placas, os fagos
ligados a IgG foram eluidos com 20 pl de HCl-glicina
0,2 N/BSA a 0,1%, pH 2,2. A incubacdo de eluicdo continuou
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Durante este
periodo, preparou-se uma nova placa de microtitulacéao
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Corning contendo 20 pl por pogo de E. coli mantida sem
alimento, que se conservou gelada. Adicionaram-se centro e
quarenta pl de Tris 29 mM a placa contendo os eluatos
fadgicos, de forma a neutralizar o ©pH, apds o qgue se
transferiram 20 pl da suspensao féagica de cada pogo para o
poco correspondente na placa contendo E. coli mantida sem
alimento. Apds uma incubacdo de 10 minutos a 37°C,
adicionaram-se 200 pnl de 2YT e prosseguiu-se a incubacgao
durante mais 30 minutos a 37°cC. Utilizando pipetas
multicanal, aplicaram-se 8 pl de cada pogo em pontos numa
placa grande de &gar 2YT/Tet, conservando a orientagdo e o
padrao de 8 x 12 pocgos original da ultima placa de
microtitulagao. Apds permitir a secagem dos pontos durante
30 minutos, a placa foi incubada durante a noite a 30°C. No
dia seguinte, as coldnias foram classificadas
semiquantitativamente de 0 a 4+, com O simbolizando
<10 coldénias; 1+= 10-30; 2+= 30 coldnias até uma confluéncia
de 70%; 3+= confluéncia de 70%-90%; 4+= confluéncia.

Os resultados estao apresentados nas Tabelas 7A e 7B. No
caso da Tabela 7A, o anticorpo de coelho anti-B,GPI humana
foi executado em duas ocasides separadas. As mutacdes sao
identificadas pelo aminodcido original, o numero da posicéo
e a i1dentidade do aminodcido nessa posicdo no mutante. Por
exemplo, S31F indica gue a Ser na posicdo 31 foi mutada para
uma Phe. O dominio 1 ndo mutado possui uma classificacao 3+,
enquanto o fago contendo o dominio 5 originou uma
classificacao —-. As mutacgdes silenciosas nao sao
apresentadas. Os clones comecam na extremidade N-terminal e
progridem na direccao da extremidade C-terminal.

A Tabela B representa uma expansao da anadlise
mutacional e ilustra mutantes adicionais que foram testados
contra anticorpos adicionais. Os quatro clones fagicos
finais possuem mutacdes designadas por um asterisco,
indicando que o fago possui mutagdes multiplas (3A4: D8A,
S13T; 3F123: ©L10I, P17Q, Y22C; 3Gl:R2W, S38T; 4D1:Nb6T,
R63G) .

Os resultados indicam, entre outros aspectos (ver
abaixo), que (a) o ensaio & consistente; (b) nem todos os
anticorpos reagem da mesma forma; (c) mutagdes diferentes na
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mesma posicado podem ter efeitos muito diferentes (ver Met
42, por exemplo).

Os resultados globais estadao representados no modelo da
estrutura tercidria do dominio 1 apresentado na Fig. 3.
Aparentemente, o0s aminoacidos 55-58 (Ile, Asn, Leu), o0s
aminoacidos 40-45 (incluindo 0s aminodacidos 43-45,
nomeadamente, Arg, Lys, Phe) e o aminodcido 19 (Lys) sao
importantes para a ligacado a um anticorpo aCL.

Tabela 7A
“Micropans” de fagos contendo um dominio 1 mutante

Classificagdo dos “ppan”

Clone Mutagéao 6626 6501 6701 Coelho
2D9 T3P 2 3 3 2
A4 D8A 2 3 2 ,
Al0 D8G 2 2 2 2,2
H9 F12L 2 2 2 3
D1 T14A 2 2 3 3,3
B6 K19E ND 1 1 2,3
C4 K19L - ND ND 1
E3 T20L 2 ND ND 4
2A1 T208 3 3 3 3
H1 K33E 3 ND ND 4
2B2 V3TE 3 3
Bl1l M42K 3 3 3, 4
2D4 M42T 1 3
Ab M42Vv ND 2 2 3, 3
Cl R43G 1 ND ND 3
Al R43T 3 2 - 2, 3

2D12 F45L 2 3 2
C3 F458S - ND ND
A7 L520Q 3 3 3 3,3
2C3 P54S
D11 N56D - ND - 2,3
Bl N56T 4 3 - 2,3

B2 L58N 1 ND ND
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Tabela 7

“Micropans” de fagos contendo um dominio 1 mutante

Coelho |Coelho |Coelho | Coelho|Coelho|6226 6501167016644 (7008663216515 ]6203 (7101

T3P

D8G

D8A

P11L

Fl2L

T14A

K19E

K191

T20I

T20S

S31P

K33E

V3TE

S38T

G40E

M42K

M42T

M42v

R43G

R43T

K44E

F45L

F458

T50A

T50P

L52Q

L52P

P54S

N56D

N56T

N56—

L58N

*

WT

WT

Clone |Mutagio

2D9

476

Al

4G8

H9

D1

B6

c4

SE3

2A1

4G1

SH1

2B2

3B4

3E11

B11

2D4

A6

Cl

Al

3F6

2D12

SC3

3F8

4B12

A7

3C3

2C3

SC10

B1

3C4

B2

3A4

3F12

3G1

4D1

Doml

Domb
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Exemplo 5: Polipéptido(s) contendo o dominio 1 de P.GPI
conjugados com plataformas

Sintese da plataforma tetravalente BA/PIZ/IDA/TEG (BA/PITG)

Composto 1: A uma solucdo de 1,02 g (4,37 mmol) de &acido
N-(t-butoxicarbonil)iminodiacético (composto 5 da Patente
U.S. 5,552,391, Moléculas de plataforma de valéncia nao
poliméricas e qguimicamente definidas e seus conjugados) e
1,01 g (8,75 mmol) de N-hidroxissuccinimida em 50 ml de THF
seco, arrefecido a 0°C, adicionaram-se 2,26 g (10,94 mmol)
de diciclo-hexilcarbodiimida. A mistura foi agitada durante
16 horas, permitindo-se que aquecesse lentamente até a
temperatura ambiente, e adicionou-se a mistura uma solucao
de 2,22 g (10,1 mmol) de mono-CBZ-piperazina em 25 ml de
THF, seguida de 1,22 ml (887 mg; 8,75 mmol) de EtsN. A
mistura foi agitada durante 7 horas a temperatura ambiente e
filtrada. O filtrado foi concentrado, e o residuo foi
dissolvido em 125 ml de EtOAc, agitado com 2 x 125 ml de HC1
1 N, 125 ml de solucao saturada de NaHCO;, seco (MgSOa4),
filtrado e concentrado para fornecer 2,39 g de um sdélido
pegajoso. A purificacdo por cromatografia em gel de silica
(95/5 CHyC1l,;/MeOH) originou 1,85 g (66%) de 1.

Composto 2: A uma solucao de 1,74 g (2,74 mmol) de

composto 1 em 10 ml de CH,Cl, adicionaram-se 10 ml de Aacido
trifluoroacético, e a mistura foi agitada durante 3 horas a
temperatura ambiente. A mistura foi concentrada, e o residuo
foi dissolvido em 5 ml de CHy;Cl,. A mistura foi arrefecida
até 0°C e adicionaram-se 100 ml de solucdo saturada de
NaHCO;. A mistura foi depois extraida com quatro porcgdes de
100 ml de CHyCl,. As camadas de CHy;Cl, foram combinadas, secas
(MgS0,), filtradas e concentradas para originar 1,46 g (99%)
de 2 sob a forma de um sélido higroscdédpico pegajoso, que foi
utilizado directamente no passo seguinte.

Composto 3: A uma solucdao de 0,7 g (1,3 mmol) de

composto 2 e 226 U1 (168 mg; 1,30 mmol) de
diisopropiletilamina, a 0°C, adicionou-se uma solucao de
127 ul de Dbis(cloroformato) de trietilenoglicol em 4 ml de
CH,Cl,, e a mistura foil agitada durante 3 horas a temperatura
ambiente. A mistura foi submetida a particdo entre 80 ml de

CH,Cl, e 80 ml de HC1 1 N. A camada de CH,Cl, foi lavada com
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duas porcdes de 80 ml de 4&agua, seca (MgS0QO,), filtrada e
concentrada para originar 736 mg (93%) de composto 3 sob a
forma de um sélido cristalino.

Composto 5: O composto 3 (61 mg; 0,48 mmol) foi

dissolvido em 3 ml de HBr a 30%/HOAc, e a mistura resultante
foi agitada a temperatura ambiente durante 1 hora, altura em
que se adicionaram 5 ml de Et;0. A mistura foi colocada no
congelador durante 1 hora e centrifugada. O residuo
resultante foi lavado com Et;0 e seco para fornecer o sal
tetrabromidrato 4, que foi dissolvido em 1 ml de H;0.
Adicionaram-se a mistura 49 mg (0,58 mmol) de NaHCO; e 3 ml
de dioxano. Adiciona-se mais NaHCOs, se necessario, para
tornar a mistura bdsica. A mistura foil arrefecida até 0°C e
adicionaram-se 748 mg (2,89 mmol) de anidrido bromoacético.
A mistura foil agitada durante 2 horas e sujeita a particéao
entre 20 ml de H;SO, 1 N e 20 ml de CH,Cl,/MeOH 80/20. A
camada orgédnica foi seca (NayS0,), filtrada e concentrada
para fornecer o composto 5 bruto, que foi purificado por
cromatografia em gel de silica (CHy;Cl,/MeOH) para fornecer 5.

N, \NCBZ zzixclg—BOC—iminodiacético 'Bz;q/_\‘N Q
Hi THF
\—/ : . N~/ NBOC
mono—-CBZ-piperazina S 1 e !
voLl N
/ O” 1
lTFA/CH:’C‘z
(©) (0]
CBZN/ \N O bis (cloroformato)/ de CBZN/ \N
—trietil. licol
\_/ Nl L 7, omeea cmcn, __/ 1
2 I\ NH
CBZN NA"—' CBZN N
/L3 (VAR G

HBr
4cido acético

HBr.HN N—u—l ‘
" —/ ___[O]_o/ \0/_/: anidrido bromoacético

N NaHCO,

HBr.HN N—”—| dioxano/H,0
— o ¢ \

~— O
BrCH,CON NJ—, 0 — /_..
N/ N—II—O \0/_ 2

BrCH,CON N~"—J
/" | 5®APZIDATEG)
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Sintese do conjugado do polipéptido contendo o dominio 1 de
B2GPI com a plataforma tetramérica AOA/PITG — composto 44

Transaminacdo do dominio 1 (TA/Dl1): A dgua e o tampéao

acetato de sddio foram lavados com hélio antes de serem
utilizados. O dominio 1 (10,55 mg; 1,49 pmol) foi dissolvido
em 0,5 ml de H;0, num tubo de polipropileno, e adicionaram-se
4,0 ml de tampdo NaOAc 2 M, pH 5,5. Adicionou-se a mistura
uma solucgao de 3,73 mg (14,9 pmol) de CuSO. em 0,5 ml de H,0,
seguida de uma solugdo de 2,75 mg (29,9 umol) de acido
glioxilico em 0,5 ml de tampdao NaOAc 2 M, pH 5,5. A mistura
foi mantida sob atmosfera de azoto e suavemente agitada
durante 18 horas, altura em gque a reacgao pareceu estar
completa via HPLC analitica, utilizando uma coluna de
bifenilo (Vydac), 300 A, 5um, de 4,6 mm X 250 mm, com
deteccdo a 280 nm (1 ml/min; gradiente 25%-45% B, 0-20 min,

A = TFA a 0,1%/H;0, B = TFA a 0,1%/CHsCN). Os tempos de
retencdo aproximados sdo como se segue - D: 13,2 min; TA/Dl:

13,7 min; TA/D1 oxidado: 13,4 min. A mistura foi diluida
para um volume de 20 ml com H,0, filtrada e purificada por

<]

HPLC (coluna de bifenilo, 22,4 mm X 250 mm, 300 A, 10 pm

(Vydac, Hesperia, CA) (12 ml/min; gradiente 25%-40% B, 0-
40 min, A = TFA a 0,1%/H,0, B = TFA a 0,1%/CHsCN). As

fracgdes contendo TA/D1 puro, tal como evidenciadas por HPLC
analitica, foram combinadas e liofilizadas para proporcionar
5,0 mg (48%) de TA/D1.

wn M
r;l-R ..... PR-co,H
H Dominio 1 de B,GPI (D1)
D1 = H,N-GRTCPKPDDL PFSTVVPLKT FYEPGEEITY SCKPGYVSRG
GMRKFICPLT GLWPINTLKC TPR-co,H (SEQ ID NO: 28)

pH 5,5
NaOAc 1-2 M
cuso,

dcido glioxilico

0
0
\}/H\I;J—R ..... PR-COH

H
H Dominio 1 transaminado (TA/D1)

TA/D1 = glioxil-HN-RTCPKPDDL PFSTVVPLKT FYEPGEEITY SCKPGYVSRG
' GMRKFICPLT GLWPINTLKC TPR-co,x  (SEQ ID NO: 29)
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Sintese da plataforma amino-oxiacetilo (AOA)/PITG

4-Nitrofenil-N-(terc-butiloxicarbonil)amino-oxi-

acetato,2’: A uma solucado agitada de 1,5 g (7,85 mmol) de

acido N- (terc-butiloxicarbonil)amino-oxiacético (Aldrich
Chemical Co., St. Louis, MO), composto 1’, em 35 ml de THF
anidro, a 0°c, adicionaram-se 1,09 g (7,85 mmol) de

4-nitrofenol, seguidos de 1,62 g (7,85 mmol) de DCC. A
mistura foi agitada sob uma atmosfera de azoto durante
0,5 horas a 0°C, e a temperatura ambiente durante 18 horas.
A mistura foi filtrada para remover a diciclo-hexilureia, e
o filtrado foil concentrado e purificado por cromatografia em
gel de silica (CHCl;/&lcool isopropilico 95/5) para fornecer
2,30 g (94%) de composto 2’, sob a forma de um sdlido
branco. 'H-RMN (CDCls) & 1,51 (s, 9H); 4,73 (s, 2H); 7,36 (d,
2H); 7,73 (s, 1H); 8,32 (d, 2H).

Sintese da plataforma AOA/PITG protegida com BOC, 4’: O
composto 3 (300 mg; 0,235 mmol) foi tratado com 1,5 ml de

uma solucdo de HBr a 30% em &cido acético, durante 30
minutos. O sal HBr da tetra—-amina resultante foli precipitado
por adicgdo de éter dietilico. A mistura foi centrifugada, e
o) sobrenadante foi removido e eliminado. 0 sélido
remanescente foi lavado com éter, seco sob  vacuo e
dissolvido em 9 ml de DMF. A mistura resultante adicionaram-
se 294 pl (1,69 mmol) de diisopropiletilamina, seguidos de
uma solugao de 410 mg (1,31 mmol) de composto 2 em 3 ml de
DMF. A mistura foli agitada sob atmosfera de azoto durante 4
horas e sujeita a particdo entre CHCl;/MeOH 15/1 e salmoura.
A camada aquosa foli lavada duas vezes com CHCls;/MeOH 15/1, e
as camadas organicas combinadas foram secas (Na,S04) e
concentradas para fornecer 680 mg de um &éleo. A purificacéao
por cromatografia em gel de silica (gradiente em degrau de
95/5 até 75/25 de CHCl;/MeOH) originou 215 mg (65%) de
composto 4’ como um sélido branco. 'H-RMN (CDCls;) & 1,49 (s,
36H); 3,40-3,73 (m, 40H); 4,24 (m, 12H); 4,59 (singuletos
sobrepostos, 8H); 8,21 (s, 2H); 8,32 (s, 2H).

Plataforma AOA/PITG, composto 5’: Fez-se borbulhar HC1
gasoso através de uma solucao agitada de 67 mg (0,047 mmol)
de composto 4’ em EtOAc/CHCl:/MeOH 10/1/1 durante 15 minutos,
e a mistura foil agitada durante 15 minutos adicionais. A
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mistura foi concentrada sob vadcuo e mantida sob vacuo
durante 16 horas, para fornecer 43 mg (78%) de composto 57
como um sdélido branco. 'H-RMN (DMSO) & 3,33-3,67 (m, 40H);
4,08 (m, 4H); 4,18 (s, 8H); 4,90 (s, 8H). Espectro de massa
(EM) m/z calculado para CsoHeoN1.0:5: 1033. Obtido: 1033.

o 4-nitrofenol ) v '/\\/
DCC o\)k )§)
JN

s
OH CH.Cl, BocNH

/9 2 M
CBZNH N N NCBZ
_/ /

0 0
N—Io(cH,cH 0N

CBZNH N 3 N NCBZ
" O - o

1) HBr/HOAC
2) 2, DIPEA/DMF

(o) O
o} o —
BocNH-O\)L N/ N N N J\/ O—NBoc
- \S o] (o] —
N—Lo(cH,cH,0) LN

/T N\ /TN
N N

N N
BocNH—O/\[r — & oz AN rO—NBuc
o 0

l HCVEtOAc
o
~ O O ,—
HQN-O\)LN N N NJK,O_NHZ
o] o] —/
N—ll—o(cH,cHz0) -

N N O—NH,
H2N-o/\|( — 8 o \n/_
© 5, AOAPITG o

«4HCI

Sintese do conjugado D1 tetravalente - Composto 44: A

espécie TA/D1 (0,90 mg; 1,28 x 10’ mol) foi dissolvida em
250 pl de tampado acetato de sdédio 0,1 M, pH 4,60, num tubo
de polipropileno. Adicionaram-se a mistura 16,6 pl (18,9 ng;
1,60 x 10 mol) de uma solucdo 0,97 pmol/ml de plataforma
AOA/PITG, composto 5’, em tampao acetato de sédio 0,1 M,
PH 4,60. A mistura foi suavemente agitada sob azoto durante
6 dias, altura em que a reaccdo pareceu estar completa via
HPLC analitica, utilizando uma coluna de bifenilo (Vydac),
300 A, Sum, de 4,6 mm X 250 mm, com detecgcdo a 280 nm
(1 ml/min; gradiente 25%-45% B, 0-20 min, A = TFA a 0,1%/H;0,
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B = TFA a 0,1%/CHsCN). Os tempos de retencado aproximados sao
como se segue - TA/Dl: 13,7 min; composto 44: 17,2 min. A

mistura foi diluida com &gua/acetonitrilo 95/5 para um
volume de 1 ml e purificada por HPLC (coluna de bifenilo
(Vydac), 300 A, 5 pm, 10 mm X 250 mm) (3 ml/min; gradiente

25%-45% B, 0-40 min, A = TFA a 0,1%/H,0, B = TFA a
0,1%/CHaCN). As fraccgdes contendo o conjugado puro, composto

44, tal Como evidenciadas por HPLC analitica, foram
combinadas e liofilizadas para fornecer 0,4 mg (25%) de
composto 44. Espectro de massa (EM, m/z média) calculado
para Ci3z0H2032N3350570520: 29198; Obtido: 29218.

O 7\ o] (o] (o]
7\
HaN-O-*N N _J(l)_ o MN  NHACo-NH,
7, N—1-0(CH,CHyO)3 LN “4HCI
HaN—-0™y , N N O-NH,
A T \‘h,g"
TA/D1-coH

Acetato de sédio 100 mM, pH 4,6

HO Oy
D1_NHN-0 Q0 —~ 9 o —~ 0 o-N/’_u-l\l—D‘I
\—-n—N‘_’N o N-ll—"

N NALO(CHCHO) N
i NI
H N-G o Y™ O 0O~ 0 ON H
D1-Rp” 44 SrN—D1

Sintese do conjugado do polipéptido contendo o dominio 1 de
B.GPI com a plataforma tetramérica AOTEG/DEA/DEG

2-[2-(2-1odoetoxi)etoxi]letanol, 7: Dissolveu-se 2-[2-(2-
cloroetoxi)etoxiletanol (12,66 g; 75,1 mmol) e iodeto de
sédio (33,77 g; 225,3 mmol) em 250 ml de acetona. Acoplou-se
um condensador de refluxo ao baldo, e a mistura foi aquecida
ao refluxo durante 18 horas. Uma vez arrefecida, a mistura

foi concentrada, e o residuo foil agitado juntamente com
400 ml de CH,Cl, e uma mistura de 300 ml de agua e 100 ml de
solucao aquosa saturada de Dbissulfito de sdédio. A camada
aquosa foi lavada duas vezes com porc¢des de 400 ml de CH,Cl,,
e as camadas de CH,Cl, combinadas foram secas (MgSOQOy4) ,
filtradas e concentradas para proporcionar 18,3 g (94%) do
composto 7 sob a forma de um Oleo amarelo claro, que foi
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utilizado no passo seguinte sem qualquer purificacéo
adicional. 'H-RMN (CDCls;) & 2,43 (s 1lg, 1H); 3,28 (t, 2H);
3,61 (m, 2H),; 3,68 (s, 4H); 3,78 (m, 4H),; espectro de massa
(EM) m/z calculado para CeHi303INa (M+Na)': 283,0; Obtido:
283,0.

2-[2-(2-N-(terc-butiloxicarbonil)amino-oxietoxi)etoxi]-
etanol, 8: A 5,85 g (1,50 mmol) de 2-[2-(2-1odoetoxi)etoxi]-
etanol, composto 7, adicionaram-se 2,00 g (1,00 mmol) de N-

(terc-butiloxicarbonil)hidroxiamina (Aldrich Chemical Co.) e
3,36 ml (3,42 g; 1,50 mmol) de DBU. A mistura foi agitada
para fornecer um liquido wviscoso, que ficou quente ao toqgque,
e foi colocada num banho de 6leo a 55°C durante 18 horas,
resultando na formacdo de um ©precipitado branco que
solidificou a mistura. A mistura foi dissolvida em 20 ml de
CH.Cl,; e adicionada a 500 ml de EtOAc agitado, resultando na
formacdo de um precipitado que foi removido por filtracdo. O
filtrado foi concentrado para fornecer um &leo amarelo
acastanhado. A purificacdo por cromatografia flash (acetona
a 50%/hexano) proporcionou 2,61 g (67%) de 8 como um Oleo.
'H-RMN (CDCls) & 1,50 (s, 9H); 3,65 (t, 2H); 3,70 (s lg, 4H);
3,76 (m, 4H); 4,06 (t, 2H); 7,83 (s lg, 1H); C-RMN (CDCls)
& 28,0; 61,3; 68,9; 70,1; 70,3; 72,5; 72,6; 75,1; 81,2;
157, 1.

Brometo de 2-[2-(2-N-(terc-butiloxicarbonil)amino-oxi-

etoxi)etoxiletilo, composto 9: Adicionou-se bromo (cerca de
0,283 mmol), gota a gota, a uma solugao de 50 mg (0,188
mmol) de composto 8, 74 mg (0,283 mmol) de trifenilfosfina e
31 pl (30 mg; 0,377 mmol) de piridina em 2 ml de CH,Cl,, até
a obtencdo de uma cor laranja persistente. A mistura foi

agitada a temperatura ambiente durante 0,5 horas e
adicionou-se 1 ml de uma solucdo saturada de bissulfito de
sédio para neutralizar o excesso de bromo. A mistura foi
depois submetida a particdo entre 10 ml de H,O e 2 x 15 ml de
EtOAc. As camadas orgédnicas combinadas foram lavadas com
salmoura, secas (Na»S04), filtradas e concentradas. A
purificacdo do residuo por cromatografia em gel de silica
(acetona/hexano 35/65) forneceu 54 mg de composto 9 sob a
forma de um éleo. 'H-RMN (CDCls) & 1,49 (s, 9H); 3,48 (t,
2H); 3,68 (s, 4H); 3,73 (m, 2H); 3,84 (t, 2H); 4,03 (t, 2H);
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7,50 (s, 1H); '*C-RMN (CDCl,) & 28,3; 30,4; 69,4; 70,6 (dois
sinais); 71,3; 75,5; 81,7; 156,09.

2-[2-(2-N- (terc-butiloxicarbonil) amino-oxietoxi)etoxi] -
etilazida, 10:

Sintese a partir do composto 9: Uma solucdo de 100 mg

(0,305 mmol) de composto 9 em 0,25 ml de DMF anidra foi
adicionada a uma solucdo de 159 mg (2,44 mmol) de azida de
sédio em 0,5 ml de DMF anidra. Utilizaram-se mais 0,25 ml de
DMF para arrastar o composto 9 residual para a mistura
reaccional, e a mistura foi aguecida a 115°C durante 3
horas. Uma vez arrefecida, a mistura foi submetida a
particdao entre 3 ml de H,O0 e 4 x 3 ml de CHy;Cl,. As camadas
orgdnicas combinadas foram lavadas com 10 ml de H;O, secas
(Na,S0,), filtradas e concentradas para fornecer um 6leo
amarelo. A purificagdo por cromatografia em gel de silica
(acetona/hexano 35/65) forneceu 67 mg (76%) de 10 sob a
forma de um &éleo. 'H-RMN (CDCls) & 1,47 (s, 9H); 3,41 (t,
2H); 3,69 (s lg, 4H); 3,73 (m, 4H); 4,03 (t, 2H); 7,50 (s,
1H). C-RMN (CDCl;) & 28,1; 50,5; 69,1; 70,1; 70,4 (dois
sinais); 75,2; 81,3; 156,7.

Sintese de 10 a partir do composto 13: A uma solucgdao de
258 mg (0,69 mmol) de composto 13 em 5 ml de DMF, sob
atmosfera de azoto, adicionaram-se 358 mg (5,50 mmol) de

azida de sdédio. A mistura foili agitada durante 18 horas a
temperatura ambiente, adicionaram-se 100 ml de &gua, e a
mistura foili extraida com 3 x 50 ml de EtOAc. As camadas de
EtOAc foram combinadas e lavadas com 50 ml de &gua, secas
(Na,S0,), filtradas e concentradas para fornecer 294 mg de um
6leo idincolor. A purificacdo por cromatografia em gel de
silica (acetona/hexanos 30/70) originou o composto 10 sob a
forma de um 6leo incolor.

Composto 11: (MR-508-128) O composto 10 (1,36 g;
4,70 mmol) e trifenilfosfina (1,48 g; 5,64 mmol) foram

dissolvidos em 24 ml de THF e 8 ml de H;0, e a solucao
resultante foi agitada a temperatura ambiente durante
2 horas. Adicionaram-se cerca de 160 pl (oito gotas) de
NaOH 1 N, e a mistura foi agitada durante 18 horas. A
mistura fol concentrada sob vacuo, e o concentrado foi
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purificado por cromatografia em gel de silica
(CH5CN/H,O0/NH,OH concentrado, 80/8/2) para fornecer 1,16 g
(94%) de 11 sob a forma de um Oleo amarelo. 'H-RMN (CDCls) &
1,50 (s, 9H); 1,90 (br d, 2H); 2,88 (t, 2H); 3,56 (t, 2H);
3,65 (m, 4H); 3,71 (m, 2H); 4,01 (m, 2H).

1,2-Bis(2-iodoetoxi)etano, composto 12: Uma solucdo de
10,0 g (5,3 mmol) de 1,2-bis(2-cloroetoxi)etano (Aldrich
Chemical Co.) e 16,0 g (107 mmol) de iodeto de sdédio em

110 ml de acetona foi agquecida ao refluxo durante 18 horas.
A mistura fol concentrada, e o residuo foi triturado com
CHC1l; para dissolver o produto, enquanto os sails permaneceram
nao dissolvidos. A mistura foi filtrada, e o filtrado foi
concentrado para fornecer um ¢leo cor de laranja. A
purificagdao por cromatografia em gel de silica (gradiente em
degrau, EtOAc/hexanos 10/90 até EtOAc/hexanos 15/85)
originou 17,8 g (90%) de um &éleo cor-de-laranja. ‘H-RMN
(CDC13) & 3,28 (t, 4H); 3,67 (s, 4H); 3,78 (t, 4H). C-RMN
(CDC1ls) © 3,6; 70,5; 72,2.

Composto 13: Adicionou-se DBU (284 pl; 290 mg; 1,90 mol)
a uma mistura de 266 mg (2,0 mmo1l) de N-(terc—-

butiloxicarbonil)hidroxilamina (Aldrich Chemical Co.) e
2,96 g (8,0 mmol) de composto 12, e a mistura fol tapada e
agitada até & homogeneidade. Apds 15 minutos, a mistura
solidificou e foi deixada em repouso durante 45 minutos.
Adicionaram-se 5 ml de CH:;Cl,, e a mistura fol novamente
agitada para dissolver os sdlidos. A solucdo resultante foi
adicionada a 200 ml de EtOAc. Adicionaram-se mais 50 ml de
EtOAc, e a mistura foi filtrada para remover os sdélidos. O
filtrado foi concentrado para fornecer um 6leo, que foi
sujeito a particdo entre 100 ml de EtOAc e 3 x 50 ml de
solucdo de HC1 1 N. A camada de EtOAc foi lavada com 2 x
50 ml de NaOH 1 N, seguidos de 2 x 50 ml de solugao de
bissulfito de sédio a 5%, e foi concentrada para
proporcionar 2,6 g de um &leo amarelo. A purificacgdo por
cromatografia em gel de silica (gradiente em degrau,
EtOAc/hexanos 20/80 até 45/55) forneceu 515 mg (69%) de
composto 13 como um O6leo amarelo. 'H-RMN (CDCls;) & 1,50 (s,
9H); 3,28 (t, 2H); 3,68 (s, 4H); 3,72 (m, 4H); 4,02 (t, 2H);
7,72 (s, 1H). BC-RMN (CDCls) O 2,9; 28,3; 68,9; 69,4; 70,2;
70,6; 72,0; 75,4; 81,6; 156,09.
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Bis(4-nitrofenilcarbonato) de dietilenoglicol,

Composto 60: Adicionou-se 1lentamente piridina (30,5 ml;

377 mmol) a uma solucao, a 0°C, de 5,0 g (47,11 mmol) de
dietilenoglicol e 23,74 g (118 mmol) de cloroformato de
4-nitrofenilo em 500 ml de THF. Retirou-se o banho de
arrefecimento, e a mistura foil agitada durante 18 horas a
temperatura ambiente. A mistura foili novamente arrefecida
para 0°C, acidificada com HCl1 6 N e sujeita a particado entre
400 ml de HC1 1 N e 2 x 400 ml de CHyCl,. As camadas
orgdnicas combinadas foram secas (MgS04), filtradas e
concentradas para fornecer 24,3 g de um sélido branco. A
cristalizacdao a partir de hexanos/EtOAc originou 16,0 g
(78%) do composto 37 sob a forma de um pd branco. P.f. =
110°C. 'H-RMN (CDCls) & 3,89 (t, 4H); 4,50 (t, 4H); 7,40 (d,
4H); 8,26 (d, 4H).

Composto 61: Uma solucao de 2,5 g (5,73 mmol) de

composto 37 em 17 ml de piridina foi adicionada a uma
solucao a 0°C de 1,8 g (17,2 mmol) de dietanolamina em 3 ml
de piridina. Retirou-se o Dbanho de arrefecimento, e a
mistura foli agitada durante 5 horas a temperatura ambiente
para originar o composto 38, que nao foi isolado e foi
utilizado tal qual no passo seguinte.

Composto 14: A mistura do passo anterior foi novamente

arrefecida para 0°C, adicionaram-se 40 ml de CH,;Cl, seguidos
de uma solucgao de 11,55 g (57,3 mmol) de cloroformato de
4-nitrofenilo em 60 ml de CH,Cl,, e a mistura foi agitada
durante 20 horas a temperatura ambiente. A mistura foi
novamente arrefecida para 0°C, acidificada com HCl1 1 N e
sujeita a particao entre 300 ml de HCl1 1 N e 2 x 200 ml de
CH,Cl,. As camadas orgédnicas combinadas foram secas (MgSQO4),
filtradas e concentradas para fornecer 13,6 g de um sdélido
amarelo. A purificacdo por cromatografia em gel de silica
(CH,Cl1,/MeOH e EtOAc/hexanos) proporcionou 4,91 g (83%) do
composto 39 sob a forma de um sélido amorfo pegajoso. '"H-RMN
(ChCl3) © 3,72 (m, 12H); 4,31 (t, 4H); 4,48 (m, 8H); 7,40 (m,
8H); 8,29 (m, 8H).
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Plataforma AOTEG/DEA/DEG protegida com BOC, Composto 15:
Adicionou-se trietilamina (157 pl; 114 mg; 1,13 mmol) a uma
solucdao agitada de 193 mg (0,188 mmol) de composto 14
(preparado da forma descrita acima e na Patente U.S. com o

n.° de série 60/111,641, apresentada em 9 de Dezembro de
1998), seguido de 298 mg (1,13 mmol) de composto 11.
Permitiu-se que a mistura atingisse a temperatura ambiente e
agitou-se durante a noite. A mistura foi arrefecida até 0°C,
acidificada com HCl1 1 N e submetida a partigdo entre 20 ml
de HCl 1 N e 4 x 20 ml de CHyCl,. As camadas organicas
combinadas foram lavadas com solugao saturada de NaHCOs,
secas (MgSO4), filtradas e concentradas para fornecer 279 mg
de d6leo amarelo. A purificacado por cromatografia em gel de
silica (CH,;Cl,/MeOH 97/3) forneceu 138 mg (48%) de composto



EP 1 092 027 /PT
94

15 como um 6leo. 'H-RMN(CDCls) & 1,49 (s, 36H); 3,35 (m, 8H);
3,46-3,78 (m, 44H),; 4,04 (t, 8H); 4,21 (m, 12H); 5,80 (m,
4H); 7,91 (s, 4H). Espectro de massa (EM) m/z calculado para
CezH117N19033 (M+H) ': 1528,8. Obtido: 1528,5.

Composto 16: O composto 15 (60 mg; 39,2 pmol) foi

dissolvido em 10 ml de acido trifluorocacético/CH,Cl, 1/9, e a
mistura foi mantida a temperatura ambiente durante 3 horas.
Utilizou—-se uma corrente suave de azoto para evaporar O
solvente, e o residuo foi dissolvido numa quantidade minima
de solvente de cromatografia (NH,OH conc./H;0/CHsCN
5/7,5/87,5), gque foi utilizada para carregar a mistura numa
coluna de gel de silica. A purificagao por cromatografia em
gel de silica (gradiente em degrau, NH,OH conc./H;0/CH5;CN
5/7,5/87,5 até 5/10/85) forneceu 36 mg (82%) de 16 sob a
forma de um 6leo incolor. 'H-RMN (CDCls;) & 3,37 (m, 8H); 3,58
(m, 1le6H); 3,67 (s, 1leH); 3,71 (m, 12H); 3,86 (m, 8H); 4,17-
4,29 (m, 12H); 4,93 (br d, 8H); 5,91 (m, 4H). C-RMN (CDC13)
& 40,9; 47,7; 48,2; 62,9; 64,7; 69,4; 069,6; 70,2; 70,3;
70,5; 74,8; 156,1; 156,6. Espectro de massa (EM) m/z
calculado para CyHgsN1gOzs (M+H): 1129. Obtido: 1129.

Com o objectivo de wverificar a pureza por HPLC
analitica, a tetracetona-oxima foi preparada da forma que se
segue. O composto 16 (0,38 mg; 0,34 pmol) foi dissolvido em
240 pl de tampao NaOAc 0,1 M, num frasco de amostra para
HPLC. Adicionaram-se 10 pl de uma solugac de 49 pl de
acetona em 2,0 ml de tampdo NaOAc 0,1 M. Deixou-se a mistura
repousar durante 1 hora e analisou-se uma aliquota por HPLC
(coluna Cig de 4,6 mm, 1 ml/min, deteccdo a 210 nm,
gradiente, 10-60% B ao longo de 20 min, A = TFA a 0,1%/H;0, B
= TFA a 0,1%/CHsCN, tg = 19 min); Espectro de massa do
eluente recolhido (EM) m/z calculado para Cs;H191N19Oz5 (M+H) :
1289. Obtido: 1289.
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Sintese do conjugado D1 tetravalente, Composto 45: A
espécie TA/D1 (5,20 mg; 7,37 x 1077 mol) foi dissolvida em
2,0 ml de tampdo acetato de sdédio 0,1 M, pH 4,60, aspergido

com He, num tubo de polipropileno. Adicionaram-se a mistura
15,07 ml (139 mnug; 1,23 x 107 mol) de wuma solucdo
8,147 pmol/ml da plataforma AOTEG/DEA/DEG, composto 16, em
tampao acetato de sédio 0,1 M, pH 4,60. A mistura foi
suavemente agitada sob azoto durante 23 horas, altura em qgue
a reacgao pareceu estar completa via HPLC analitica,
utilizando uma coluna de bifenilo (Vydac), 300 A, 5 um,
4,6 mm X 250 mm, com deteccdo a 280 nm (1 ml/min; gradiente

25%-45% B, 0-20 min, A = TFA a 0,1%/H,0, B = TFA a
0,1%/CH-CN). Os tempos de retencdo aproximados sao oS

seguintes: TA/D1, 13,7 min; composto conjugado 45, 17,2 min.
A mistura foil diluida com &gua para um volume de 5 ml e
purificada por HPLC (coluna de bifenilo (vydac), 300 A, 5
pm, 10 mm X 250 mm) (3 ml/min; gradiente 25%-45% B, 0-40
min, A = TFA a 0,1%/H;0, B = TFA a 0,1%/CHsCN). As fraccdes
contendo o composto conjugado 45 puro, tal como evidenciado
por HPLC analitica, foram combinadas e liofilizadas para

fornecer 1,73 mg (48%) de composto conjugado 45. Espectro de
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massa (EM, m/z média) calculado para Ci3z3H2048N3340377S50:
29.294. Obtido: 29.294.
[o] ) [o]
HaNO(CHzCH;0),CHCHNHAS 0™ 0 0 0L NHICH,CH,01,CH,CH,ONH;
N--0(CH,CH,0), 11N
H2NO(CH;CH;O):CH;CHzNHWOJ k,oTNH(CHzCHzO)zCHzCHzONHz
(o] 0o

Composto 16, Plataforma AOTEG/DEA/DEG

TA/D1-CO,H
acetato de sédio 100 mM, pH 4,6

prefi-i R ? At
T ON-0(CHCH,0),CH,CHNH= S 0™ © 0 ~0~NH(CH,CH0)2CH,CHO-N” !
N CHaNH \,ﬂJmemcwokJL*\, NH(CH,CHZ0),CH;CH;0
H - H. ‘N, H
01‘N“|'|',l O(C"hCHzO)zC 2%12 ~(|.)ro 070r (CH;CHR0)2CH2CH; %‘N‘D‘]
0 )

45

Preparacao do conjugado D1 tetravalente via algquilacao

da qguinta Cys com uma plataforma de halogeneto de alquilo,

Composto 65: O dominio 1 possui quatro cisteinas qgue estao

na forma oxidada, e o dominio 1 correctamente enrolado
possui duas ligacdes dissulfureto. E possivel incluir uma
gquinta cisteina em qualgquer posicdo da extremidade N-
terminal ou C-terminal, fora das cisteinas nativas. Neste
exemplo, € incluida uma quinta cisteina gque é nativa do
segundo dominio de (,;GPI. Devido ao seu grupo sulfidrilo
livre, é possivel wutilizar uma quinta cisteina para reagir
com uma plataforma concebida para reagir com grupos
sulfidrilo. Uma destas plataformas ¢é uma plataforma de
haloacetilo, como seja o composto 23.

O dominio D1 contendo a quinta Cys (quatro equivalentes)
é dissolvido em tampdao borato de sdédio 100 mM, pH 8,0,
aspergido com hélio. A solucdo é mantida sob atmosfera de
azoto e adiciona-se uma solugao da plataforma
bromoacetilada, composto 23 (um equivalente). A mistura &
agitada até a reaccao estar completa, e a purificacao da
mistura por HPLC preparativa proporciona o conjugado
tetravalente, composto §§.
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Sintese da plataforma AOTEG/PIZ/DEA/DEG, Composto 17:
Adicionou-se lentamente piridina (610 pl; 596 mg; 7,54 mmol)

a uma solugédo agitada de 500 mg (1,88 mmol) de composto 8 e
760 mg (3,77 mmol) de cloroformato de p-nitrofenilo em 14 ml
de CH;Cl,, e a mistura foi agitada a temperatura ambiente
durante 18 horas. A mistura foi arrefecida até 0°C e
acidificada com HC1l aquoso 1 N. A mistura resultante foi
submetida a particdao entre 100 ml de HC1l aquoso 1 N e 3 x
100 ml de CH:Cl,. As camadas orgénicas combinadas foram secas
(MgS0,), filtradas e concentradas para fornecer 1,05 g de um
s6lido pegajoso. A purificacao por cromatografia em gel de
silica (hexanos/EtOAc 6/4) forneceu 505 mg (62%) de
composto 17 sob a forma de um 6leo ligeiramente amarelo. 'H-
RMN (CDCls) & 1,47 (s, 9H); 3,67-3,78 (m, 6H); 3,80 (m, 2H);
4,02 (m, 2H); 4,48 (m, 2H); 7,40 (d, 2H); 7,50 (s, 1H); 8,29
(da, 2H) . Espectro de massa (EM) m/z calculado para
C1gH26N2010Na (M+Na) : 453,1. Obtido: 453,0.

Plataforma AQOTEG/PIZ/DEA/DEG protegida com BOC,
composto 19: A uma solugao de composto 18 (preparado da

forma descrita na Patente U.S. com o n.° de série
60/111,641, apresentada em 9 de Dezembro de 1998) numa
mistura de bicarbonato de sdédio aquoso e dioxano, adiciona-
se uma solucgcdo de quatro equivalentes de composto 17 em
dioxano. Apds a reacgcao terminar, a mistura ¢é sujeita a
particdo entre 4dgua e CHpCl,. A camada de CHyCl, ¢
concentrada, seca e purificada por cromatografia em gel de
silica para fornecer o composto 19.

Plataforma AOTEG/PIZ/DEA/DEG, composto 20: Os grupos
protectores BOC sao removidos do composto 19 de uma forma

essencialmente semelhante aquela descrita para a preparagao
do composto 16, para proporcionar o composto 20.
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Sintese da plataforma AOTEG/SA/AHAB/TEG, S-acetil-2-[2-

(2-N-terc-butiloxicarbonilamino-oxietiloxi)etoxi]etil-

mercaptano, Composto 2la: A uma solucao de 500 mg (1,52

mmol) de composto 9a em 30 ml de acetona adicionaram-se 191
mg (1,68 mmol) de tiocacetato de potdssio (Aldrich Chemical
Co.). A mistura foi agitada a temperatura ambiente durante
18 horas, e o precipitado resultante foi removido por
filtracdo. O filtrado foi concentrado e sujeito a particao
entre 300 ml de EtOAc e 2 x 80 ml de salmoura. A camada de
EtOAc foi seca (NaSO,), filtrada e concentrada para fornecer
460 mg (93%) de composto 2la, sob a forma de um Oleo
castanho claro. 'H-RMN (CDCls) & 1,48 (s, 9H); 2,35 (s, 3H);
3,12 (t, 2H); 3,61 (t, 2H); 3,64 (m, 4H); 3,73 (m, 2H); 4,02
(m, 2H); 5,52 (s, 1H). "C-RMN (CDCls) & 28,3; 28,8; 30,6;
69,3; 69,8; 70,2; 70,5; 75,3; 81,5; 156,8; 195,3.
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2-[2-(2-N-terc-butiloxicarbonilamino-oxietiloxi)etoxi]-

etilmercaptano, Composto 22a: O composto 2la é tratado com

uma solucdo aspergida com azoto de NH,OH 6N/CH;CN 4/1, numa
atmosfera de azoto, durante 1 hora a temperatura ambiente. A
mistura € concentrada sob vacuo para fornecer o composto
22a, que pode ser utilizado sem qualquer ©purificacéao

adicional.

Plataforma AOTEG/SA/AHAB/TEG protegida com BOC, 24a: O
composto 23 (preparado da forma descrita; Jones et al. J.
Med. Chem. 1995, 38, 2138-2144) ¢é adicionado a uma solucgao
de quatro equivalentes de composto 22a em H;O0/CH:CN 10/90

aspergida com azoto. Adicionam-se quatro equivalentes de
diisopropiletilamina a solucdo resultante. Apds a reaccao
terminar, a mistura ¢é submetida a particdo entre 4&gua e
CH.,Cl,. A camada de CHy;Cl, & concentrada, seca e purificada
por cromatografia em gel de silica para fornecer o
composto Z2Z4a.

Plataforma AOTEG/SA/AHAB/TEG, 25a: Os grupos protectores
BOC sao removidos do composto 24a de uma forma

essencialmente semelhante aquela descrita para a preparacgao
do composto 16, para proporcionar o composto 25a.



EP 1 092 027 /PT

101

\F &5t
ZHNOZZHIZHOOIZHIZHISEHIOIHNS(BHD) S(oTHOTHONO

|=| .:.
CHNOCHIH: ungowxoww_,_ooozzﬁfe/_1 ,/\z SCHDIHNODIZHOSTHIZHIHOZHIHIIONZH
o

m\Fnm:o.zzooN:omfofoxofofuvozux

49%HO
V31 %01
o)

L B2
208HNOUZHOZHOO)ZHIZHOSTHOOIHNS CHD) = ~ N\

Fmn:ovxzoofomfofogofo«xeozxsm
w Zlﬂin AONIUNIOVOI__l
oomzzo%zowxuomzufomfooozz%:ov

%:uv:zoomzomfofoxofofovo.ézsm

o
37
bmfuoozzxfo,\__’z) \\/m\__,xfexzoofem
. oz ) zJﬂﬁofuN:eo«zl n oz .
NOEHOIOH 6/t 18%HO00HNS( IofﬂZ/\ @HOMHNODZHOIE
v3dia
e e %
HSTHIZHIUOZHOMHAIONKH08 1 37" 1100 sTHOHOTOMHOMHOIONHI0E €2 1G2HIZHOR(OPHIZHO)ONH0R
osonbe HO'HN oTssejod Sp ©03B3SDROTI



EP 1 092 027 /PT
102

Sintese da plataforma AOHEX/SA/AHAB/TEG, 1l-iodo-6-(N-

terc-butiloxicarbonil)amino-oxi-hexano, composto 9b: A uma

mistura heterogénea de 140 mg (1,05 mmol) de N-(terc-
butiloxicarbonil)hidroxilamina (Aldrich Chemical Co.) e
658 pl (1,35 mg; 4,0 mmol) de composto 12 adicionaram-se
149 pl (152 mg; 1,0 mmol) de DBU. A mistura foi agitada a
temperatura ambiente durante 30 segundos, altura em que a
mistura reaccional solidificou. Deixou-se a massa s6lida em
repouso durante a noite e dissolveu-se em 50 ml de CHyCl,. A
solucao foi lavada com 2 x 25 ml de NaOH 1 N e 3 x 25 ml de
HCl1 1 ©N. As camadas aquosas Dbasicas combinadas foram
extraidas com 25 ml de CH;Cl,, e as camadas aquosas acidas
combinadas foram extraidas com 25 ml de CH;Cl,. As camadas de
CH,C1, combinadas foram secas (Na;S04) , filtradas e
concentradas para fornecer um 6leo amarelo. A purificacao
por cromatografia em gel de silica (gradiente em degrau;
EtOAc/hexanos/MeOH 1/99/0,1 até 15/85/0,1) forneceu 216 mg
(68%) de 9b sob a forma de um 6leo amarelo. 'H-RMN (CDCls) &
1,40 (m, 4H); 1,48 (s, 9H); 1,62 (m, 2H); 1,83 (m, 2H); 3,20
(t, 2H); 3,84 (t, 2H); 7,10 (s, 1H).

S—acetil-6—(N-terc-butiloxicarbonil)amino-oxi-hexan-1-

tiol, Composto 21b: O composto 9b (209 mg; 0,61 mmol) foi

adicionado a uma solucdo de tioacetato de potdssio em 15 ml
de acetona, e a mistura fol agitada a temperatura ambiente
durante 18 horas. A acetona foli removida sob vacuo, e o
residuo foi sujeito a particdao entre 50 ml de CHyCl, e 3 x
25 ml de NaOH 1 N. A camada de CH;Cl, foi seca (NaySQO.),
filtrada e concentrada para fornecer um 6leo castanho. A
purificacéo por cromatografia em gel de silica
(EtOAc/hexanos 15/85) forneceu 166 mg (94%) de composto 21b
sob a forma de um &éleo incolor. 'H-RMN (CDCls) & 1,39 (m,
4H); 1,48 (s, 9H); 1,59 (m, 4H); 2,32 (s, 3H); 2,86 (t, 2H);
3,82 (t, 2H); 7,10 (s, 1H).

6-(N-terc-butiloxicarbonil)amino-oxi-hexan-1-tiol,

Composto 22b: Uma amostra purificada de 22b foi preparada da

forma que se segue. O composto 21b (50 mg; 172 pmol) e 22 ul
(17,4 mg; 85,8 mumol) de tri-n-butilfosfina foram colocados
sob azoto, e adicionaram-se 2 ml de uma solugdo de NaOH 1 M
em MeOH aspergida com azoto. A mistura foi agitada durante
18 horas a temperatura ambiente e adicionaram-se 172 pl
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(180 mg; 3 mmol) de &cido trifluoroacético. A mistura foi
sujeita a particdao entre 25 ml de EtOAc e 3 x 25 ml de HC1
1 N. As camadas aquosas combinadas foram extraidas com 25 ml
de EtOAc, secas (NapS04), filtradas e concentradas para
fornecer um 6leo. A purificacdo por cromatografia em gel de
silica (EtOAc/ hexanos/MeOH 15/85/0,1) forneceu 28 mg de 22b
sob a forma de um 6leo incolor. 'H-RMN (CDCls) & 1,32 (t,
1H); 1,40 (m, 4H); 1,49 (s, 9H); 1,62 (m, 4H); 2,53 (d de t,
2H); 3,84 (t, 2H); 7,09 (s, 1H).

Plataforma AOHEX/SA/AHAB/TEG protegida com BOC, 24b: O
composto 21b (13 mg; 45 pmol) e 6 pl (4,5 mg; 22,3 pmol) de

tri-n-butilfosfina foram colocados sob azoto e adicionaram-—
se a mistura 3 ml de uma solucdo de NHOH 6 N/CHsCN 4/1
aspergida com azoto. A mistura foli agitada durante 1 hora a
temperatura ambiente e concentrada sob vadcuo. O residuo foi
dissolvido em 3 ml de uma solucdo de &gua/CHsCN 10/90
aspergida com azoto. A solucdo resultante, que foi mantida
sob atmosfera de azoto, adicionaram-se 10 mg (7,44 pumol) de
composto 23, seguidos de 8 wul (5,77 mg; 44,6 pmol) de
diisopropiletilamina. A mistura foi agitada durante 18 horas
e concentrada sob vacuo. O vresiduo foi purificado por
cromatografia em gel de silica (gradiente em multiplos
degraus, MeOH/CH,Cl, 1/99 até 5/95 até 7,5/92,5 até 10/90 até
15/85) para fornecer 14 mg (93%) de 24b sob a forma de um
6leo incolor. CCF (MeOH/CH,Cl, 10/90) Ref = 0,3; espectro de
massa (EM) m/z calculado para CozH173N1402¢S, (M+H): 2018.
Obtido: 2018.

Plataforma AOHEX/SA/AHAB/TEG, 25b: Os grupos protectores
BOC sao removidos do composto 24b de uma forma

essencialmente semelhante aquela descrita para a preparacgao
do composto 16.
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Sintese da plataforma AOHOC/DT/TEG, 6-(terc-butiloxi-
carbonilamino-oxi)hexan-1-0l, 27: A uma solugdo de 179 ul

(183 mg; 1,2 mmol) de DBU em 1 ml de CH,Cl, adicionaram-se
133 mg (1,0 mmol) de N-(terc-butiloxicarbonil)hidroxilamina
(Aldrich Chemical Co.) e 157 pl (217 mg; 1,2 mmol) de
6-bromo-hexan-1-o0l (Aldrich Chemical Co.), e a mistura foi
agitada durante 18 horas a temperatura ambiente. A mistura
foi concentrada para fornecer um &leo amarelo. A purificacéao
por cromatografia em gel de silica (EtOAc/MeOH/hexanos
35/5/65) forneceu 180 mg (77%) de composto 27 sob a forma de
um 6leo incolor. 'H-RMN (CDCls) & 1,39 (m, 4H); 1,48 (s, 9H);
1,59 (m, 4H); 3,63 (t, 2H); 3,85 (t, 2H); 7,42 (s, 1H).
C-RMN (CDCls) & 25,6; 25,8; 28,1; 28,4; 62,8; 176,8; 81,7;
157, 2.

Composto 28: A uma solucao de 100 mg (0,428 mmol) de

composto 27 em 2 ml de CHzCl;, a 0°C, adicionaram-se 90 pl
(88,1 mg; 1,11 mmol) de piridina, seguidos de 113 mg
(0,557 mg) de cloroformato de p-nitrofenilo (Aldrich
Chemical Co.). A mistura fol agitada a temperatura ambiente
durante 4 horas, arrefecida para 0°C, acidificada com HC1l 1
N e sujeita a particdao entre 20 ml de HC1 1 N e 3 x 20 ml de
CH,Cl,. As camadas de CH,;Cl, combinadas foram lavadas com uma
solucao saturada de NaHCOs, secas (MgSQO4) , filtradas e
concentradas. A purificacdo por cromatografia em gel de
silica forneceu o composto 28.

Composto 29: A uma solucdo de dietilenotriamina em EtOAc

adicionaram-se dois equivalentes de diisopropiletilamina,
seguidos de dois equivalentes de composto 28. A mistura foi
agitada até a reaccdao estar terminada. Os solventes foram
removidos, e o produto, o composto 29, foi purificado por
cromatografia em gel de silica.

Plataforma AOHOC/DT/TEG protegida com BOC, 30: A uma
solugcao de Dbis(cloroformato) de trietilenoglicol (Aldrich

Chemical Co.) em piridina adicionaram-se doils equivalentes
de composto 29. A mistura fol agitada até a reaccdo estar
completa e foi sujeita a particdo entre HCl1 1 N e CH,Cl,. A
camada de CH,;Cl, foi seca e concentrada, e o produto foi
purificado por cromatografia em gel de silica para originar
o composto 30.
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Plataforma AOHOC/DT/TEG, 31: Os grupos protectores BOC
foram removidos do composto 30 de uma forma essencialmente

semelhante aquela descrita para a preparagao do composto 16.

cloroformato de
p-nitrofenilo

BocHNOH o
BrCHgOH ~ ———> BOCHNO(CH 0N —————- awrmo(cn,;,-,o—il—o—<}—~o2
2 z » :

dietilenctriamina
e

o} o bis (cloroformato) de o
L N trietilenoglicol A
BocHNO(CH3)0™ “N"™ O O N~ ~O[CH;)sONHBoc N~ ~O[CH)6ONHBoc
N-locHcHop-lN H ~——— HN H
BocHNO(CHz)soTN-/ \\,Phn,O(CHg)eONHBoc N TO(CHQ)BONHBOC
] 30 o [¢]

= 29
10% TFA
CHChy
o]

o)
H,NQ(CH,)SOJLN’\ o) 0 /‘NJLO(CHz)EONHz
H  NLO(CH,CH0)-LN
HzNO(CszOWN\/ \\,NTO(CHg)s()NH;
o 31 0

T

Sintese da plataforma AOTEG/IDA/TEG, Composto 32: A uma
solucao de Dbis(cloroformato) de trietilenoglicol (Aldrich

Chemical Co.) em piridina adicionaram-se doils equivalentes
de &dcido iminodiacético (Aldrich Chemical Co.). A mistura
foi agitada até a reaccdo estar completa e foi sujeita a
partigdo entre HC1 1 N e CHyCl,. A camada de CHy;Cl, foi seca e
concentrada, e o produto foil purificado por cromatografia em
gel de silica para originar o composto 32.

Composto 33: Uma solucao de composto 32 em THF foi

tratada com 6 equivalentes de NHS e 6 equivalentes de DCC
durante 1 hora. Adicionaram-se a mistura 4 equivalentes de
composto 11, e a mistura foi agitada até a reacgado estar
completa. Adicionou-se 4&dcido acético para neutralizar a DCC
em excesso, e o0s sdélidos resultantes foram removidos por
filtracdo. O filtrado foi concentrado e purificado por
cromatografia em gel de silica para fornecer o composto 33.

Composto 34: 0Os grupos protectores BOC foram removidos

do composto 33 de uma forma essencialmente semelhante aquela
descrita para a preparacao do composto 16.
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dcido iminodiacético L N " O(CH,CH,0) " N
el 213
o w . Yo
(o] - o
1) DCC/NHS
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BocNHO(CH,CH,0), CH,CHoNH 33 NH({CH,CH,0),CH,CH;0ONHBoc
- O
10% TFA
CH,Cl>
(¢]
HaNO{CH,CH0),CH2CHaNH (o) 0 )—NH(CHZCHZO)ZCHZCHzoNHZ
n—Lo(cH,cH,0i—l-N
HoNO(CH,CH,0),CH,;CHoNH 24 m—NH(CHzCHZObCHzCHZONHz
- o
Sintese de AOTEGO/LEV/PITG
Plataforma, levulinato de p-nitrofenilo, 35: A uma

solucdao de 800 mg (6,89 mmol) de 4acido levulinico (Aldrich
Chemical Co.) em 4,25 ml de piridina adicionaram-se 1,78 g
(7,58 mmol) de trifluorocacetato de 4-nitrofenilo (Aldrich
Chemical Co.). A solucdao resultante foi agitada durante
15 minutos e sujeita a particdo entre 28 ml de &dgua e 2 x
28 ml de CHyCl,. As camadas de CHyCl, combinadas foram secas
(MgSQ0y4), filtradas e concentradas. A purificacao do
concentrado por cromatografia em gel de silica (gradiente em
degrau, EtOAc/hexanos 25/75 até 30/70) forneceu 1,06 g (74%)
de composto 35. 'H-RMN (CDCl:) & 2,28 (s, 3H); 2,87 (m, 4H);
7,29 (d, 2H); 8,28 (d, 2H).

1,2-Bis(2-(terc-butiloxicarbonil)amino-oxietoxi)etano,

composto 36: A 243 mg (0,66  mmol) de composto 12
adicionaram-se 219 mg (1,64 mmol) de N-(terc-
butiloxicarbonil)-hidroxilamina (Aldrich Chemical Co.),

seguidos de 246 ul (250 mg; 1,64 mmol) de DBU. A mistura foi
agitada a temperatura ambiente até solidificar (cerca de
1 hora). Apds repouso durante mais uma hora, a mistura foi
dissolvida em 2 ml de CH:;Cl,, e a solucdao resultante foi
adicionada a 100 ml de EtOAc para precipitar o sal HI de
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DRU. Adicionaram-se mais 50 ml de EtOAc, e a mistura foi
filtrada. O filtrado foi lavado com 2 x 50 ml de HCl1 1 N, 2
x 50 ml de solucgadao de bissulfito de sdédio a 5% e 25 ml de
salmoura. A camada de EtOAc foi seca (NayS0O,), filtrada e
concentrada para fornecer um ¢leo. A purificagdao por
cromatografia em gel de silica (gradiente em degrau,
EtOAc/hexanos 40/60 até 50/50 até 80/20) forneceu 164 mg
(65%) de composto 36 sob a forma de um 6leo incolor. '"H-RMN
(CDC13) & 1,48 (s, 18H); 3,65 (s, 4H); 3,72 (t, 4H); 4,02 (t,
4H); 7,80 (s, 2H). '"'C-RMN (CDCls) & 28,2; 69,0; 70,3; 75,2;
81,3; 156,8.

1,2-Bis(2-amino-oxietoxi)etano, composto 37: O composto 36
(559 mg; 1,47 mmol) foi dissolvido em 15 ml de EtOAc e fez-
se borbulhar HC1 gasoso através da solugao durante 30

minutos. A mistura foil concentrada sob vacuo para fornecer
72 mg (90%) de composto 37 como sal HCI1l, sob a forma de um
residuo pegajoso. '‘H-RMN (D,0) & 3,75 (s, 4H); 3,87 (m, 4H);
4,27 (m, 4H). Espectro de massa (EM) m/z calculado para
CeH1/N,04 (M+H): 181,1. Obtido: 181,1.

Composto 38: O composto 3 foi tratado com uma soluc¢do de

HBr a 30% em 4&acido acético para remover 0S Jgrupos
protectores CBZ e fornecer um sal HBr da tetra—-amina. A
tetra-amina foi dissolvida numa solucadao de bicarbonato de
sédio em &gua e dioxano, e adicionaram-se a solucédo
resultante quatro equivalentes de composto 35. Uma vez a
reacgao terminada, a mistura foi sujeita a particdo entre
dgua e CHyCl,. A camada de CH,Cl, foi concentrada, seca e
purificada por cromatografia em gel de silica para fornecer
o composto 38.

Plataforma AOTEGO/LEV/PITG, composto 39: A uma solucdo
de composto 38 em tampdo acetato de sdédio 0,1 M, pH 4,6,

adicionaram-se vinte equivalentes de composto 37. Uma vez a
reacgao terminada, a mistura foli sujeita a particdo entre
dgua e CH;Cl,. A camada de CHy;Cl, foi concentrada, seca e
purificada por cromatografia em gel de silica para fornecer
o composto 39.
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Sintese da plataforma AO/DEGA/DEG, Composto 41 :
Adiciona-se, gota a gota, bromo (aproximadamente seis

equivalentes) a uma solucao de composto 40, seis
equivalentes de trifenilfosfina e 8 equivalentes de piridina
em CH;Cl,, até a obtencdo de uma cor laranja persistente. A
mistura foil agitada a temperatura ambiente durante 0,5 horas
ou até a reacgao estar terminada, e adicionou-se uma solucao
saturada de bissulfito de sédio para destruir o bromo em
excesso. A mistura foili depois submetida a particdo entre H,0
e EtOAc. As camadas orgénicas combinadas foram lavadas com
salmoura, secas (NazS04) , filtradas, concentradas e
purificadas por cromatografia em gel de silica para fornecer
o0 composto 41.

Composto 42: Ao composto 41 adicionaram-se seis
equivalentes de N-(terc-butiloxicarbonil)hidroxilamina
(Aldrich Chemical Co.) e seis equivalentes de DBRU. A mistura

foi aquecida durante o tempo necessdario para a reacgao ser
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concluida. Uma vez arrefecida, a mistura foi dissolvida em
CH,C1,. A solucdo resultante foi adicionada a EtOAc,
resultando na formagcdao de um precipitado que foi removido
por filtragao, sendo o filtrado concentrado. A purificacgao
por cromatografia flash forneceu §.

Composto 43: 0Os grupos protectores BOC foram removidos

do composto 42 de uma forma essencialmente semelhante aquela
descrita para a preparacao do composto 16.

HOCHCHO~ O o0 ~OCHaCH,OH
N—L0(CH,CHy0)5lN

HOCH,CH20 0 OCH,CH,0H

Pphs/piridina
Br,/CH,C1,

BrCHZCHZO\ [o) o OCHCH2Br
N—L o(crycH 05N

BrCH2CH20O OCH2CHaBr

4

BocHNOH
DBU

BocHNOCH,CHZ0~ @ o0 ~OCH;CH,ONHBoc
N—L o (cH,CH0)5-LN
BocHNOCH,CH20 2 OCH,CH,ONHBoc

10%TFA
CH,Clp

HzNOCHgCHzO\ o) o OCH2CH0ONH;
N—LL o (cHycH,0) N
HzNOCHZCHzo"/ OCH,CH,ONH;p

Método alternativo de preparagdo de um conjugado
tetravalente, utilizando o composto 37 como um adaptador
bifuncional: Como alternativa a reaccdo directa de um

dominio 1 transaminado do polipéptido R.GPI com uma
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plataforma amino-oxi tetravalente, o dominio 1 transaminado
pode reagir com um excesso de composto 37 em tampdo acetato
de sédio 100 mM, pH 4,6, para fornecer o composto 53, no
qual um adaptador amino-oxi estd ligado ao dominio 1 do
polipéptido B:GPI através de uma ligac¢do oxima. O composto 53
é separado do adaptador em excesso, e fazem-se reagir quatro
equivalentes de composto 53 com a plataforma 38, em tampéao
acetato de sdédio 100 mM, pH 4,6, para formar um segundo
conjunto de ligagdes oxima, proporcionando um conjugado
tetravalente, composto 54.

TADY 2 H o
gl
HaNO(CH,CHORCHoCHONH,  —————s H3NO(CH;CH0),CH,CH0N”
37 pH 4.6 100 mM sodium acetate s3
acetato de sédio
100 mM, pH 4,6 38
38
H [s) acetato de sédio
Oy \ 7 . 100 mM, pH 4,6 3
N'O(CHICHZO)ZCHZ%ONH ° 0 — (leu(urqvmunbnz\.nzv‘" !
—
N Ny o oM N
' N—LO(CHyCHOp— — ©
o o
N N YN N
=<~/v — 5 6« K}
H , N-O(CHCHy0),CHaCHaON: NO(C ORCH,CH,O-N
D'-N-g’, O(CHCH, 0L CH,CH, O \\_gn,D'

54

Método alternativo de preparacdo de um conjugado

tetravalente, utilizando o composto 2la como precursor de um

adaptador bifuncional: O tratamento do composto 2la com

hidréxido de ambénio, para remover o Jgrupo protector acetil-
enxofre, e depois com &dcido trifluoroacético, para remover o
grupo protector BOC, origina o adaptador 55. Efectua-se a
reacgdao de um polipéptido contendo glioxilo, neste caso
TA/D1, com o composto 55 para fornecer o composto 56 - o
dominio 1 do polipéptido R:GPI com um adaptador sulfidrilo
ligado via uma ligagadao oxima. Quatro equivalentes de
composto 56 podem reagir com a plataforma 23 para
proporcionar um conjugado tetravalente do dominio 1 do
polipéptido R,GPI, composto 57.
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Exemplo 6: Propriedades de ligagdo do conjugado tetramérico
de polipéptido contendo o dominio 1 de P.GPI, composto 44

A ligacdo do conjugado tetramérico, composto 44, a dois
anticorpos humanos anti-R.,GPI, purificados por afinidade, foi
analisada utilizando ressondncia plasmdénica de superficie.

Materiais e métodos para as determinag¢bes de Kd do conjugado
tetramérico, composto 44

Reagentes. Os chips CM5 e os tampdes NHS, EDC e HBS-EP
foram obtidos de BIAcore. A IgG humana, normal e combinada
(Zymed) foi imobilizada numa célula de fluxo separada, no
chip, e utilizada como controlo negativo. Os anticorpos
especificos para o dominio 1 de (,-GPI, purificados por
afinidade, de 2 doentes (6701 e 6626) foram imobilizados em
células de fluxo separadas.

Ressonédncia plasmdénica de superficie. Todas as

experiéncias foram efectuadas utilizando um instrumento
BIAcore™ 2000 a 25°C, com um caudal de 10 pl/minuto. O
equilibrio dos chips e o0s estudos de ligacao foram
efectuados com tampdo HBS-EP desgaseificado, gue consiste em
HEPES 0,01 M pH 7,4; NaCl 0,15 M; EDTA 3mM e tensioactivo
P20 a 0,005% (v/v). O acoplamento covalente dos ligandos
proteicos, através dos seus grupos amino livres, ao chip CM5
foi obtido fazendo fluir 40 pl de NHS 0,05M/EDC 0,2M sobre o
chip para activa-lo, seguido de exposicdo ao ligando
proteico apropriado. Os anticorpos purificados por afinidade
e a IgG normal foram imobilizados fazendo fluir 100 ul de
uma solucédo 100 pg/ml em acetato 10 mM (pH 4,8) sobre o chip
CM5 activado com NHS. Os grupos reactivos em excesso na
superficie do chip sao depois blogqueados com 40 pl de
etanolamina 1 M (pH 8,5).

Titulacgdes. O dominio 1 de R.—GPI expresso em
baculovirus e o composto 44 tetramérico foram diluidos com
HBS-EP, forcados a fluir sobre o chip, e o0s valores de
resposta foram recolhidos durante 780 segundos. Os chips
foram regenerados entre as exposicgdes as amostras com 80 pul
de glicina-HC1 0,1 M (pH 2,1); NaCl 0,1 M. Foi efectuada uma
série de cinco titulacgdes para cada amostra. Uma vez que a
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abordagem ao equilibrio da ligacdo encontrava-se incompleta
durante o periodo de medigdo, o valor da ligagado no
equilibrio (Rey) fol determinado adaptando as curvas de
associacdo a equacdo seguinte, utilizando o software do
fabricante (BiaEvaluation versao 2.2, Uppsala, Suécia)

Ry = Reg(1- M) + Ry

em que R. é a resposta BIAcore medida no tempo t, Reyg € a
resposta de patamar no equilibrio, t é o tempo, to é o tempo
inicial, ks é uma constante de associacao aparente (kg = k,C
+ kgis, em que k., €& a constante de associacadao, C é a
concentracdao do analito e kgis € a constante de dissociacéo)
e Rgp €& um desvio da resposta (algoritmo de Marquart-
Levenberqg) .

A cada curva de associacao/titulacado foi-lhe subtraido o
valor do fundo da célula de controlo negativo (IgG normal)
para essa titulagdo. Os valores de Req calculados foram
representados em funcao da concentracao, utilizando o
software GraphPad Prism, versao 2.01. O0Os resultados séao
ajustados para uma ligacao a um sitio (hipérbole
rectangular: Y=Bmax* X/[Kd + X]) e os valores de Kd sao
calculados em unidades molares. As concentracgdes molares do
dominio 1 e do composto 44 foram determinadas através da
absorvéncia a 280 nm e um coeficiente de extincao de 1,85.

Resultados e discusséo

Os anticorpos purificados por afinidade dos doentes 6701
e 6626 foram imobilizados em céamaras microfluidicas
separadas e expostos a concentracdes varidveis do dominio 1
de (;GPI humano ou de composto 44. O valor da 1ligagdo no
equilibrio foi determinado para cada concentracao e
representado graficamente, para se determinar a constante de
dissociagdao aparente no equilibrio. As isotérmicas de
ligagdao sao apresentadas nas Figuras 10 e 11 (coeficiente de
extingdo = 1,85; anticorpo imobilizado 100 ug/ml), e as
constantes de dissociacdo estdo indicadas na Tabela 8.

Estas experiéncias demonstram que 0s anticorpos
antifosfolipidos ©purificados por afinidade se ligam ao
dominio 1 de (,GPI. Além disso, elas demonstram gue 08
conjugados tetraméricos de um polipéptido contendo o)
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dominio 1 de [(,GPI ligado a uma plataforma também sdo capazes
de se ligarem a estes anticorpos, com afinidades que sao
equivalentes ou superiores a concentracdo molar de dominio 1
presente no tetramero.

Tabela 8: Constantes de dissociagdo aparentes no equilibrio
para a ligagdo do dominio 1 e do composto 44 a anticorpos
antifosfolipidos purificados por afinidade

Doente Dominio 1 Composto 44
6626 333 £+ 18 nM 66 + 23 nM
6701 417 + 36 nM 24 + 9

Exemplo 7: Andlise de conjugados de polipéptidos contendo o
dominio 1 de B.GPI quanto a ligagdo competitiva de anticorpos
in vitro

Microplacas Nunc Maxisorp (Nalge Nunc International,
Dinamarca) foram revestidas com 100 ul/poco de (:GPI numa
concentracao de 2,5 ng/ml em PBS, incubadas durante 2 horas
a temperatura ambiente e Dblogueadas durante 2 horas, a
temperatura ambiente, com 250 pl/pogco de leite magro a 2%
contendo 0,4% de Tween-80 (Sigma Chemical Co.). Apds cinco

lavagens com TBS, adicionaram-se a cada pog¢o 100 Ul de uma
solugcao preparada menos de uma hora antes e concebida para
distribuir, por pog¢o, uma diluicdo final de 1:200 de plasma
do doente 6501 e quantidades variaveis de conjugados
tetraméricos do dominio 1, composto 44 e composto 45, ou de
mondémeros de dominio 1 de controlo, todos em leite magro a
2% contendo 0,4% de Tween-80. Apds i1ncubacao durante uma
hora a temperatura ambiente, as placas foram lavadas 5x com
TBS. Adicionaram-se a cada pogo 100 pl de anticorpo anti-IgG
humana conjugado com fosfatase alcalina, especifico para a
cadeia gama (Zymed), diluido de 1:1000 em leite magro a 2%
contendo 0,4% de Tween-80. Apds uma hora a temperatura
ambiente, as placas foram lavadas 5x com TBS. Adicionaram-se
a cada pogo 100 pl de solugao do substrato cromogénico PPMP
para desenvolvimento da cor a temperatura ambiente. A
absorvédncia Oéptica por pocgo foi determinada a Asson, num
leitor de microplacas comercial (Bio-Tek Instruments
EL311). Os resultados apresentados na Figura 12 indicam gue



EP 1 092 027 /PT
116

ambos o0s compostos 44 e 45 competem efectivamente pelo
anticorpo antifosfolipido presente no soro (doente 6501). O
dominio 1 reduzido e algquilado néao apresenta dqualqgquer
competicdo deste tipo e é um controlo negativo. Uma ligacao
competitiva também é apresentada pelo dominio 1 monomérico
regular e encontra-se incluida como controlo positivo.

Exemplo 8: Modelo de ratinho imunizado para testar
conjugados de polipéptidos contendo o dominio 1 de P2GPI

Os requisitos de um modelo imunizado para testar a
tolerédncia a polipéptidos contendo o dominio 1 de B2GPI séao:
(1) a imunizacgcdo tem que produzir anticorpos que reconhecem
o dominio 1 e (2) a imunizacg¢do nao pode produzir células T
que reconhecam o dominio 1. A imunizag¢do com o conjugado de
polipéptidos contendo o dominio 1-KLH produz células T que
reconhecem KLH, mas ndo uma reactividade detectdvel perante
o dominio 1. Com este intuito, preparamos, no sistema de
células de insecto, um polipéptido contendo o dominio 1 de
R,GPI gue contém uma quinta cisteina na extremidade carboxilo
(aminodcido 1 ao aminodcido 66 da SEQ ID NO:1). Esta
molécula foi ligada covalentemente a KLH através da quinta
cisteina. Este conjugado foi utilizado para imunizar
ratinhos. A dimunizacao com o conjugado de dominio 1-KLH
produz células T que reconhecem KLH, mas nao uma
reactividade detectdvel perante o dominio 1. Por outro lado,
a 1imunizacdao com o conjugado de dominio 1-KLH resulta
efectivamente na producdo de anticorpos especificos para o
dominio 1.

Materiais e métodos

Ensaio ELISA para detectar um anticorpo anti-dominio 1

Os pocgos de placas de microtitulacdo NUNC foram
revestidos com 50 pl de B2GPI numa concentracdao de 5 ug/ml
em bicarbonato 0,1 M (pH 9,5), durante a noite. 0Os pocos
foram lavados com PBS e depois foram bloqueados durante uma
hora com leite magro em pd a 2% (LMP). Os pocos foram
lavados, adicionou-se 50 pl de diluicgbes em série, em LMP a
2%, de soro de ratinho individual, incubou-se a temperatura
ambiente durante uma hora, lavou-se, adicionou-se 50 pl de
anticorpo anti-IgG de ratinho conjugado com fosfatase
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alcalina, incubou-se durante uma hora a temperatura
ambiente, lavou-se e adicionou-se 50 pl de substrato. A DO a
550 nm foi lida apds 30 minutos. Preparou-se um conjunto de
soros dos ratinhos que haviam sido sensibilizados de forma
activa com 50 pg do conjugado. Este conjunto foi testado em
todos 0s ensaios, e 0Ss resultados SA0 exXpressos em
percentagem deste conjunto padrao.

Ensaio ELISA de inibicdo competitiva

As placas de microtitulacao NUNC foram revestidas com
50 pl de R2GPI recombinante, numa concentracdo de 5 pug/ml em
bicarbonato 0,1 M, pH 9,5, incubadas durante a noite a 4°C,
lavadas trés vezes com PBS 0,15 M (pH 7,2) e blogueadas
durante uma hora a temperatura ambiente com 75 pl de leite
magro em pdé a 2% em PBS (LMP a 2%). Os inibidores de teste
foram diluidos em LMP a 2%, e adicionaram-se 25 ul de cada
diluicado ou de LMP sozinho aos pogos revestidos. O anticorpo
monoclonal foi diluido em LMP a 2% e adicionaram-se 25 pl de
uma concentracdo constante aos pogos. O conteudo dos pogos
foi misturado, e as placas foram incubadas a temperatura
ambiente durante uma hora. Apds as placas terem sido lavadas
trés vezes com PBS, adicionaram-se 50 pl de anticorpo anti-
IgG de ratinho conjugado com fosfatase alcalina, especifico
para a cadeia gama, diluido de forma apropriada em LMP a 2%,
e incubou-se a 37°C durante uma hora. Apds as placas terem
sido lavadas trés vezes com PBS, adicionaram-se 50 ul de
substrato cromogénico da fosfatase alcalina, e as placas
foram incubadas durante 30 minutos a 20°C. A Ass, foli medida
num leitor automdtico de placas de microtitulacgdo. A
inibicado percentual foi determinada da seguinte forma: [ (Assg
média obtida a partir dos pogos de controlo sem inibidor
menos Assg do fundo) - (Assp obtida em presencga de inibidor
menos Asso do fundo)/ (Asso média obtida a partir dos pocos de
controlo sem inibidor menos Assy, do fundo)] vezes 100).

Modelo de ratinho imunizado dirigido para anticorpos anti-

dominio 1

Grupos de 5 ratinhos C57B1/6 foram sensibilizados de
forma activa com 10, 50 ou 100 pg do conjugado de KLH-
dominio 1 adsorvido em alumen, mais 2 x 10° organismos da
tosse convulsa como adjuvante. Trés semanas mais tarde,

todos os ratinhos receberam um reforgco com 10 npg do
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conjugado em solucdo salina. Sete dias apdés o reforco, os
ratinhos foram sangrados, e o soro foi colhido e testado
gquanto a actividade anti-dominio 1. Os resultados estéao
apresentados na Figura 14. A imunizacdo com o conjugado de
dominio 1-KLH né&o produziu uma resposta de anticorpos
especificos para o dominio 1.

Imunizacdo de ratinhos e ensaio de ©proliferagcdo das
células T

Os ratinhos C57B1/6 foram injectados na almofada da pata
traseira com 25 ug de conjugado de dominio 1 (D1)-KLH
emulsionado em adjuvante completo de Freund (ACF). Outro
grupo de ratinhos foi injectado na almofada da pata traseira
com ACF emulsionado (sem antigénio). Sete dias mais tarde,
os noédulos linfaticos popliteos foram colhidos de 5 ratinhos
de cada grupos. O0s nédulos provenientes de imunizacdes
semelhantes foram combinados e prepararam-se suspensdes de
célula unica. As células foram cultivadas da forma descrita
acima para as células humanas, tirando o facto dos
antigénios de teste serem DI1-KLH, KLH e o dominio 1 (néo
conjugados). Utilizou-se PPD como controlo positivo. No dia
4, adicionaram-se 25 pl de “H-timidina contendo 1 uCi a cada
poco. No dia 5, o contetudo dos pocos foi recolhido, e a
quantidade de radiocactividade em cada um deles foi
determinada. Calculou-se um indice de estimulacado (IE) para
cada poc¢o, dividindo as CPM do poc¢o pelas CPM médias dos
controlos negativos. Determinou-se o IE médio (e o desvio
padrédo) para cada um dos duplicados.

Resultados e discusséo

A especificidade do anticorpo policlonal de ratinho
anti-conjugado KLH-dominio 1 foi determinada através de um
ensaio ELISA de inibicgao competitiva. Varias formas
recombinantes de [(,GPI foram misturadas com quantidades
limitantes de anticorpo, em pog¢os que haviam sido revestidos
com R,GPI. A gquantidade de anticorpo gque permaneceu ligada
aos pocgos foil depois detectada com um segundo anticorpo
conjugado com fosfatase alcalina. A inibig¢do percentual foi
determinada da forma descrita na secgdo dos métodos e
representada graficamente em funcdo da concentragdo umolar
do inibidor. Os resultados estdo apresentados na Figura 15.
A imunizacgcdao com o mesmo conjugado produz efectivamente uma
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resposta de anticorpos que ¢é especifica para o dominio 1
(Figura 15).

No que diz respeito a proliferacdo de células T, os
resultados apresentados na Figura 13 demonstram que as
células de ratinhos sensibilizados de forma activa com
dominio 1-KLH proliferaram em resposta ao conjugado de
dominio 1-KLH e a KLH, assim como ao controlo positivo PPD.
Elas néao responderam ao dominio 1 (ndao conjugado). Por outro
lado, as células de ACF sé sensibilizaram ratinhos que néao
responderam aos antigénios de teste, mas responderam ao
controlo positivo PPD.

Para um modelo de ratinho imunizado, nomeadamente, em
que a sensibilizagdo activa nado pode sensibilizar células T
qgque reconhecem um dado tolerogénio, mas tem gue gerar
células B de memdéria qgue reconhecerao o tolerogénio, ambos
0s requisitos bédsicos para um modelo de ratinho imunizado
foram alcancados no modelo de ratinho imunizado aqui
apresentado.

Exemplo 9: Teste de um polipéptido contendo o dominio 1 de
p.GPI como tolerogénio in vivo

Os ratinhos sao sensibilizados de forma activa com um
polipéptido contendo o dominio 1 de R,GPI conjugado com
hemocianina de lapa (KLH) em alumen, mais organismos da
tosse convulsa como adjuvante, tal como descrito acima. Trés
semanas mais tarde, os ratinhos sao tratados com uma gama de
doses de tolerogénio, que podera ou nao estar conjugado com
uma plataforma. Um grupo nao é tratado e actua como grupo de
controlo. Cinco dias mais tarde, todos 0S8 ratinhos,
incluindo o grupo de controlo, sao reforgados com 10 pg de
polipéptido contendo o dominio 1 de R,GPI conjugado com KLH
e, sete dias mais tarde, os ratinhos sdo sangrados. 0Os soros
sdao analisados quanto a anticorpos anti-dominio 1 de (,GP2
por qualquer método conhecido, incluindo, por exemplo, um
ensaio ELISA como descrito nos exemplos anteriores. Estes
valores sao depois utilizados para determinar uma média e um
desvio padrao para todos os individuos de um grupo.
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Exemplo 10: Teste da reactividade das células T

O estabelecimento da auséncia de reactividade das
células T face a um polipéptido contendo o dominio 1 de [,GPI
indicaria que, como tolerogénio, ele nao fornece quaisquer
epitopos para um segundo sinal das células T para as
células B. Reciprocamente, caso o tolerogénio proporcione um

sinal de proliferacado (activacgao) para as células T, &
possivel que ele exacerbe a resposta das células B.

Para determinar a activacao das células T, os linfdcitos
circulantes sao recolhidos e colocados em cultura de
tecidos. 0O(s) polipéptido(s) contendo o dominio 1 de R:GPI
que se pretende testar sdo adicionados a cultura durante
aproximadamente uma semana. No final da semana, as células T
sdo pulsadas com “H-timidina para determinar se existiu
proliferacado celular. Opcionalmente, a presenca de citocinas
no sobrenadante da cultura de tecido é também determinada.

Exemplo 11: Os anticorpos anti-p,GPI contribuem para a
hipercoagulagdo ao atrasarem a inactivagdo do factor Va

Métodos

Os niveis de factor V activado (factor Va) foram
determinados no plasma humano normal, apds 1iniciacao da
coagulacao na presenca e na auséncia de anticorpos
purificados por afinidade ou de preparacdes de IgG total de
doentes diagnosticados com sindrome antifosfolipidica (SAF).
Os anticorpos purificados por afinidade foram caracterizados
como sendo anticorpos anti-dominio 1 de B,GPI. A IgG total
foi preparada a partir do soro dos doentes da forma descrita
abaixo.

A medicdo dos niveis de factor Va foi determinada num
ensaio de coagulacdo modificado em duas etapas, utilizando
um microcoaguldémetro Amelung KC4A da forma gue se segue.
Cinquenta ul de plasma humano deficiente em factor V
(Chromogenix) foram pré-incubados durante 1 minuto a 37°C
numa microcuvete giratdria. As amostras foram diluidas de
1:10 com tampao de Owren (Sigma) pré-aquecido (37°C).
Cingquenta pl da amostra diluida foram adicionados aos 50 ul
do plasma deficiente em factor V. Adicionaram-se cem ul de
ThromboMAX mais cdlcio (Sigma) a 37°C para iniciar a
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coagulacao. O tempo de coagulacadao foi registado. Uma unidade
de actividade de factor Va é definida como sendo o tempo de
coagulacao do plasma deficiente em factor V com uma diluicao
de 1:10 em relacdo ao plasma humano normal de referéncia
(Accuclot, Sigma). Uma unidade de actividade de factor Va
neste sistema experimental <corresponde a um tempo de
coagulacao de aproximadamente 30 segundos.

Para determinar a quantidade de factor Va que &
produzida ao longo do tempo, na presengca ou na auséncia de
anticorpo antifosfolipido ou de IgG, utilizou-se o sistema
que Sse segue para produzir as amostras testadas no ensaio
standard descrito acima. 0Os seguintes reagentes foram
misturados e incubados a 37°C: uma parte de plasma humano
normal de referéncia (Accuclot, Sigma), uma parte de CaCl,
25 mM e uma parte gue consiste em reagente de fosfatidil-
serina (125 pg/ml), solugdo salina tamponada com Tris (TBS)
e anticorpo ou IgG (se aplicéadvel, na concentracdo desejada).
A TBS foi wutilizada para efectuar a correccao devido aos
volumes varidveis de anticorpo ou de IgG. O plasma normal, a
fosfatidilserina, o anticorpo ou a IgG (se presente) e a TBS
foram misturados e incubados a 37°C durante 2 minutos, antes
da adicdao de CaCl, a 37°C para iniciar a coagulacao. O
codgulo foi removido manualmente a medida que se formou. O
volume total da mistura da amostra dependeu do numero de
pontos analisados. Para cada ponto, retiraram-se 12,5 ul da
amostra em incubacdo, diluiu-se de 1:10 em tampao de Owren e
analisou-se no ensaio standard para o factor Va descrito
acima. Os niveis de factor Va gerados na amostra ao longo do
tempo estao reflectidos numa Correccgao do tempo de
coagulacao do plasma deficiente em factor V. O pico dos
niveis Va ocorre aos 4-5 minutos apds o inicio da
coagulagao, e o0s niveis encontram-se no intervalo de 4-7
unidades de actividade de factor Va. Isto corresponde a um
tempo de coagulacdo de aproximadamente 5-6 segundos no
ensaio standard para este sistema experimental.

Nos casos em que a I1gG de doentes com SAF foi adicionada
ao ensaio, a IgG total foil preparada a partir de amostras de
soro humano, através da combinagcdo de 100 pl de soro
(diluido de 1:1 com tampao de ligacdo de IgG de Pierce
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Immunopure) com 100 pl de esferas de proteina G imobilizadas

em agarose (Pierce Immunopure Plus).

A mistura foil agitada lentamente a temperatura ambiente
durante 10 minutos. A proteina G liga—-se a regido F. de todas
as subclasses da imunoglobulina G humana. Apds 10 minutos, a
mistura foi Dbrevemente centrifugada para depositar as
esferas. O sobrenadante da mistura de soros foi eliminado.

As esferas com IgG ligada foram depois lavadas trés
vezes com 200 pl de tampao de ligacgao de IgG para remover as
proteinas adsorvidas. A IgG ligada foi seguidamente eluida
das esferas de proteina G com 3 x 100 pl de tampao de
eluicao de IgG (Pierce, tampao de eluicao de IgG
Immunopure). A IgG eluida foi imediatamente neutralizada com
100 pl de NaPOs 1M, pH 7,5, para um volume final total de 400
1l da preparacgao de IgG a partir da amostra de plasma de 100
nl. As preparacgdes de IgG neutralizadas sao armazenadas a
4°C até serem analisadas.

A concentracdo de proteina das preparacdes de IgG foi
determinada pelo método standard de microtitulacgao de
Bradford (reagente Bio-Rad). Analisaram-se cinco pl de cada
amostra em triplicado, com uma curva-padrdao de albumina
sérica bovina em cada placa. As concentracgdes de proteina
foram calculadas pelo software KC4.

Para a andlise no ensaio de coagulacdo com factor Va,
100 pl da preparacgao de IgG foram concentrados para 25 ul
com um dispositivo de filtracdo centrifuga Microcon (Amicon,
limite de exclusao de pesos moleculares de 30000) .
Utilizam-se os 25 pl totais para o ponto unico no ensaio do
factor Va.

Resultados
O efeito da IgG total de doentes com sindrome

antifosfolipidica e de anticorpos purificados por afinidade
de controlos normais foi comparado quanto a capacidade para
atrasar a inactivacadao do factor Va, num ensaio de coagulacao
in vitro. Os resultados para a IgG total e para os
anticorpos purificados por afinidade estdo apresentados na
Tabela 9 e na Figura 16, respectivamente. A IgG e o0s
anticorpos purificados por afinidade de sujeitos de controlo
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normais nao alteraram a inactivacdo do factor Va observada
aos 20 minutos apds o inicio da coagulacdao. Em contraste, a
fracgdo IgG de doentes com sindrome antifosfolipidica
atrasou a inactivacdo do factor Va (p < 0,05 pelo teste t de
Student). Observaram-se efeitos semelhantes na inactivacéao
do factor Va para os anticorpos purificados por afinidade.
Estes resultados sugerem que os anticorpos anti-$;GPI humano
podem criar um estado de hipercoagulacgao, em parte através
de um atraso da inactivacao do factor Va.

Tabela 9
IgG de doentes com SAF
I.D. vVa 20" IgG actividade
(Unidades) (mg) (Unidades/mg)
7308 0,98 0,08 12,25
7309 0,85 0,06 14,17
7310 0,85 0,06 14,17
7311 0,84 0,07 12,00
7312 0,92 0,06 15,33
7313 0,82 0,06 13,67
7314 1,13 0,06 18,83
7315 0,99 0,07 14,14
7316 0,87 0,06 14,50
7317 0,92 0,08 11,50
7318 0,81 0,08 10,13
7319 0,95 0,10 9,50
7320 0,83 0,05 16,60
7321 0,84 0,07 12,00
7322 0,81 0,006 13,50
7323 0,83 0,09 9,76
7301 0,83 0,05 16,60
7302 0,87 0,05 17,40
7303 1,05 0,08 13,13
7304 1,44 0,07 20,57
7305 0,79 0,08 9,88
7306 0,90 0,07 12,86
7307 1,10 0,07 15,71
6501 1,16 0,06 19,33
6636 1,21 0,05 24,20
6625 0,86 0,10 8,60
6646 0,72 0,05 14,40
6623 1,17 0,07 16,71
6510 0,70 0,05 14,00
média 0,93 0,07 14,33

DP 0,17 0,01 3,55
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IgG Normal
I.D. vVa 20" IgG actividade
(Unidades) (mg) (Unidades/mg)
N260F 0,77 0,006 12,83
N712M 0,69 0,07 9,86
N266F 0,78 0,09 8,067
N199F 0,79 0,08 9,88
N280M 0,76 0,07 10, 86
média 0,76 0,07 10,42
DP 0,039623 0,011402 1,557503

Embora o invento precedente tenha sido descrito em algum
detalhe por meio de ilustragbes e de exemplos, com O
objectivo de proporcionar uma melhor compreensao, 0S8 peritos
na arte compreenderao que determinadas alteracdes e
modificagdes serdao realizadas. Assim, a descricdo e o0s
exemplos nao deverdao ser interpretados como uma limitacdo ao
ambito do invento, que ¢ delineado pelas reivindicacgdes
anexas.
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110>M. David Marquis
M. Gilbert Iverson
J. Edward Victoria
S. David Jones
Matthew Linnik

<120> POLIPEPTIDOS TERAPEUTICOS E DE DIAGNOSTICO CONTENDO O
DOMINIO 1 DE B,GPI E METODOS DE UTILIZAGCAO DOS MESMOS

<130> 252312006900

<140> nao atribuido
<141> 1999-06-08

<150> 60/088,656
<151> 1998-06-09

<150> 60/103,088
<151> 1998-10-05

<160> 30
<170> FastSEQ for Windows Versao 3.0

<210> 1

<211> 978

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)...(978)

<400> 1.

gga Ccgg acc tgt ccc aag cce gat gat tta cca ttt tcc aca gtg gtc 48
Gly Arg Thr Cys Pro Lys Pro Asp Asp Leu Pro Phe Ser Thr Val Val

ccg tta aaa aca ttc tat gag cca gga gaa gag att acg tat tcc tgce 96
Pro Led Lys Thr Phe Tyr Glu Pro Gly Glu Glu Ile Thr Tyr Ser Cys
20 25 30

aag ccg ggc tat gtg tcc cga ¢ga ggg atg aga aag ttt atc tgce cct 144
Lys Pro Gly Tyr Val Ser Arg Gly Gly Met Arg Lys Phe Ile Cys FPro
35 40 45

ctc aca gga ctg tgg ccc atc aac act ctg aaa tgt aca ccc ags gta 192
Leu Thr Gly Leu Trp Prc Ite Asn Thr Leu Lys Cys Thr Pro Arg Val
50 5 60

tgt cct ttt gct gga atc tta gaa aat gga gcc gta cgc tat acg act 240
Cys Pro Phe Ala Gly Ile Leu Glu Asn Gly Ala Val Arg Tyr Thr Thr
65 70 75 80

ttt gaa tat ccc aac acg atc agt ttt tet tgt aac act ggg ttt tat 285
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Phe

ctg
Leu

ccg
Pro

cct
Pro

tce
Ser
145

atg
Met

aaa
Lys

gac
Asp

gat
Bsp

gaa
Glu
225

tgt
Cys

caa
Gln

cat
His

age
Ser

aaa
Lys
305

tecc
Ser

<210>

092

Glu

aat
Asn

gag
Glu

acg
Thr
130

ctc
Leu

ttt
Phe

tta
Leu

aat
Asn

aaa
Lys
210

gaa

Glu

aaa
Lys

gga
Gly

ggt
Gly

tat
Tyr
290

tgc
Cys

gat
Asp

2
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Tyr Pro Asn Thr Ile Ser Phe Ser Cys
85 90

ggc gct gat tct gocc aag tge act gag
Gly Ala Asp Ser Ala Lys Cys Thr Glu
100 105

ctt cct gtc tgt gct cce atc atc tgce
Leu Pro Val Cys Ala Pro Ile Ile Cys
115 120

ttt gca aca ctt cgt gtt tat aag cca
Phe Ala Thr Leu Arg Val Tyr Lys Pro
135

tat cgg gac aca gca gtt ttt gaa tgt
Tyr Arg Asp Thr Ala Val Phe Glu Cys
150 155

gga aat gat aca att acc tgc acg aca
Gly Asn Asp Thr Ile Thr Cys Thr Thr
165 170

cce gaa tgc agg gaa gta aaa tgc cca
Pro Glu Cys Arg Glu Val Lys Cys Pro
180 185

gga ttt gtg aac tat cct gca aaa cca
Gly Phe val Asn Tyr Pro Ala Lys Pro
195 200

gce aca ttt gge tge cat gat gga tat
Ala Thr Phe Gly Cys His Asp Gly Tyr
215

ata gaa tgt acc aaa ctg gga aac tgg
Ile Glu Cys Thr Lys Leu Gly Asn Trp
230 235

gca tct tgt aaa tta cct gtg aaa aaa
Ala Ser Cys Lys Leu Pro Val Lys Lys
245 250

gag aga gta aag att cag gaa aaa ttt
Glu Arg Val Lys Ile Gln Glu Lys Phe
260 265

gat aaa gtt tct ttc ttc tgc aaa aat
Asp Lys Val Ser Phe Phe Cys Lys Asn
275 280

[t

aca gag gat gct cag tgt ata gat ggc
Thr Glu Asp Ala Gln Cys Ile Asp Gly
295

ttc aaq gaa cac agt tct ctg gct ttt
Phe Lys Glu His Ser Ser Leu Ala Phe
310 315

gta aag cca tgc
Val Lys Pro Cys
325

<211> 326
<212> PRT
<213> Homo sapiens

Asn

gaa
Glu

cct
Pro

teca
Ser
140

ttg
Leu

cat
His

ttc
Phe

aca
Thr

tct
Ser
220

tct
Ser

gcc
Ala

aag
Lys

aaq
Lys

act
Thr
300

tgg
Trp

Thr

gga
Gly

cCa
Pro
125

gct
Ala

cca
Pro

gga
Gly

cca
Pro

ctt
Leu
205

ctyg
Leu

gcc
Ala

act
Thr

aat
Asn

gaa
Glu
285

atc
Ile

aaa
Lys

Gly

aaa
Lys
iio

CCa
Pro

gga
Gly

caa
Gln

aat
Asn

tca
Ser
190

tat
Tyr

gat
Asp

atg
Met

gtg
Val

gga
Gly
270

aag

Lys

gaa
Glu

act
Thr

Phe
95

tgg
Trp

tce
Ser

aac
Asn

cat
His

tgg
Trp
175

aga
Arg

tac
Tyr

ggc
Gly

cca
Pro

gtg
val
255

atg
Met

aag
Lys

gte
Val

gat
Asp

Tyr

agce
Ser

ata
Ile

aat
Asn

gcg
Ala
160

act
Thr

cca
Pro

aag
Lys

ccg
Pro

agt
Ser
240

tac
Tyr

cta
Leu

tgt
Cys

ccc
Pro

gca
Ala
320

432

528

fox]
~
(A1

720

864

960

978
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Pro
Pro
Ser
145
Met

Lys

Asp

Glu
225
Cys

Gln

His G

Ser

Lys
305
Ser

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

<220>
<221>
<222>

<400>

Arg
Leu
Pro
Thr
50

Pro
Glu
Asn
Glu
Thr
130
Leu
Phe
Leu
Asn
Lys
210
Glu
Lys

Gly

Tyr
290
Cys

Asp

3

192

Tvr
Gly
Leu
115
Phe
Tyr
Gly
Pro

Gly

Glu
Asp
275
Thr
Phe

vVal

ADN
Homo sapiens

CDS

/PT

Cys
Thr
20

Tyxr
Leu
Rla
Pro
Ala
100
Pro
Ala
Arg
Asn
Glu
180
Phe
Thr
Glu
Ser
Arg
260

Lys

Glu

Pro
Phe
val
Trp
Gly
Asn
85

Asp
Val
Thr
Asp
Asp
165
Cys
val
Phe
Cys
Cys
245
Val
val
Asp

Glu

Pro
325

(1)...(192)

3

Lys
Tyr
Ser
Pro
Ile
70

Thr
Ser
Cys
Leu
Thr
150
Thr
Arg
Asn
Gly
Thr
230
Lys
Lys
Ser
Ala
His

310
Cys

Pro
Glu
Arg
Ile
55

Leu
Ile
&la
Ala
Arg
135
Ala
Ile
Glu
Tyx
215
Lys
Leu
Ile
Phe
Gln

295
Ser

Asp
Pro
Gly

40
Asn

Pro
120
Val
Val
Thr
Val
Pro
200
His
Leu
Pro
Gln
Phe
280

Cys

Ser

Asp

Phe
Cys
Lys
185
Ala
Asp
Gly
Val
Glu
265
Cys

Ile

Leu

127

Leu
10
Glu

Met

Glu

Thr
170

Lys
Lys
Lys
Asp

Ala

Pro
Glu
Arg

Lys

; Ala

75
Cys

Glu
Cys
Pro
Cys
155

Thr

Pro

s Pro

Tyr
Trp
235
Lys
Phe
Asn
Gly

Phe
315

Phe
Ile
Lys
Cys
60

Val
Asn
Glu
Pro
Ser
140
Leu
His
Phe
Thr
Ser
220
Ser
Ala
Lys
Lys
Thr

300
Trp

Ser
Thr
Phe
45

Thr
Arg
Thr
Gly
Pro

125
Ala

Thr
Asn
Glu
285
Ile

Lys

Thr
Tyr
30

Ile
Pro
Tyr
Gly
Lys
110
Pro
Gly
Gln
Asn
Ser
190
Tyr
Asp
Met
val
Gly
270
Lys
Glu

Thr

Val
15

Ser
Cys
Arg
Thr
Phe
95

Trp
Ser
Asn
His
Trp
175
Arg
Tyr
Gly
Pro
Val
255
Met
Lys
Val

Asp

Val
Cys
Pro
val
Thr
80

Tyxr
Ser
Ile
Asn
Ala
160
Thr

Pro

Ser
240
Tyr

Leu
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gga cgg acc
Gly Arg Thr

ccg tta aaa
Pro Leu Lys

aag ccg ggc
Lys Pro Gly
35

ctc aca gga
Leu Thr Gly
50

<210> 4
<211> 64
<212> PRT
<213> Homo

<400> 4
Gly Arg Thr
1
Pro Leu Lys

Lys Pro Gly
35
Leu Thr Gly
50

<210> 5
<211> 6
<212> PRT
<213> Homo

<400> 5

tgt
Cys

aca
Thr
20

tat

Tyr

ctg
Leu

cce
Pro

ttc
Phe

gtg
Val

tag
Trp

aag
Lys

tat
Tyr

tcc
Ser

ccc
Pro

sapiens

Cys

Thr
20
Tyr

Leu

Pro
5
Phe

Val

Lys
Tyr

Ser

Trp Pro

sapiens

Cys Thr Pro Arg Val Cys

1

<210> 6
<211> 6
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<400> 6

Phe Ser Thr Val Val Pro

1

<210> 7
<211> 7
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<400> 7

1

cca
Pro

gag
Glu

cga
Ar

Glu
Arg

Ile
55

Lys Pro Asp Asp Leu Pro
5

gat gat
Asp Asp

cca gga
Pro Gly
25

d9a 999
Gly Gly
40

¢ aac act

Asn Thr

Asp Asp
Pro Gly
Gly Gly

40
Asn Thr

128

tta
Leu
10

gaa

Glu

atg
Met

ctg
Leu

Leu
10

Glu
Met

Leu

cca
Pro

gag
Glu

aga
Arg

aaa
Lys

Pro
Glu
Arg

Lys

Lttt
Phe

att
Ile

tgt
Cys
60

Phe
Ile
Lys

Cys
60

tec
Ser

acg
Thr

ttt
Phe
45

aca
Thr

Ser
Thr
Phe

45
Thr

aca
Thr

tat
Tyr
30

atc
Ile

ccc
Pro

Thr
Tyr
30

Ile

Pro

gtg gtc
Val Val

15

tcec tgce
Ser Cys

tgc cct
Cys Pro

aga gta
Arg Val

vVal Val
Ser Cys
Cys Pro

Arg Val

48

96

192
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<210> 8

<211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
Gly Arg Thr Cys Pro Lys
1 5

<210> 9

<211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9
Thr Leu Lys Cys Thr Pro
1 5

<210> 10

<211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10
Ile Cys Pro Leu Thr Gly
1 5

<210> 11

<211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

Phe Ile Cys Pro Leu Thr
1 5

<210> 12

<211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12
Ile Thr Tyr Ser Cys Lys
1 5

<210> 13
<211> 45
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> construcao sintética.

129
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<400> 13

aaaccacctt aatggtgatg gtgatggtgg ccacatggct ttaca

<210> 14

<211> 31

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> construcado sintética

<400> 14
gacatactct gggtgtccgt cctgcaatag c

<210> 15

<211> 30

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> construcao sintética

<400> 15
tggagggcag atgatccgtc ctgcaatagc

<210> 16

<211> 33

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> construcao sintética

<400> 16
gaatgggcat tttacttccc gtcctgcaat agc

<210> 17

<211> 33

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> construcao sintética

<400> 17
aggtaattta caagatgccc gtcctgcaat agc

<210> 18

<211> 30

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> construcao sintética

31

30

33

33

45
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<400>

131

18

atggtgatgg tggccacaac ttggcatggce 30

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

<220>
<223>

<400>

19

32

ADN

Sequéncia Artificial

construcdo sintética

19

atggtgatgg tggccgcatt ctggtaattt ag 32

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

<220>
<223>

<400>

Gly
1

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

<220>
<223>

<400>

20

5

PRT

Sequéncia Artificial

Os aminodcidos 3-60 foram eliminados de B,GPI (SEQ ID NO:2)

20

Arg Thr Pro Arg
5

21

5

PRT

Sequéncia Artificial

Os aminoacidos 3-120 foram eliminados de B,GPI (SEQ ID NO:2)
21

Gly Arg Ile Ile Cys

1

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

<220>
<223>

<400>

5

22

5

PRT

Sequéncia Artificial

Os aminodcidos 3-182 foram eliminados de B,;GPI (SEQ ID NO:2)
22

Gly Arg Glu Vval Lys

1

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

5

23

5

PRT

Sequéncia Artificial
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<220>
<223> Os aminodcidos 3-242 foram eliminados de B,;GPI (SEQ ID NO:2)

<400> 23
Gly Arg Ala Ser Cys
1 5

<210> 24

<211> 5

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> 0Os aminodcidos 242-326 foram eliminados ou os aminodcidos
182-326 foram eliminados ou 0s aminodacidos 165-326 foram
eliminados ou os aminodcidos 123-326 foram eliminados de pB,GPI
(SEQ ID NO:2)

<400> 24

Gly Arg Thr Cys Pro
1 5

<210> 25

<211> 26

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> construcao sintética

<400> 25
ctataaatac ggatcccggg aattcg 26

<210> 26

<211> 35

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> construcao sintética

<400> 26
gcagctggcc aactctgggt gtacatttca gagtg 35

<210> 27

<211> 34

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> construcao sintética

<400> 27
gcagctggcc aatgatggga gcacagagag gaag 34
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133
<210> 28
<211> 63
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 28
Gly Arg Thr Cys Pro Lys Pro Asp Asp Leu Pro Phe Ser Thr Val Val
1 5 10 15
Pro Leu Lys Thr Phe Tyr Glu Pro Gly Glu Glu Ile Thr Tyr Ser Cys
20 25 30
Lys Pro Gly Tyr Val Ser Arg Gly Gly Met Arg Lys Phe Ile Cys Pro
35 40 45
Leu Thr Gly Leu Trp Pro Ile Asn Thr Leu Lys Cys Thr Pro Arg
50 35 60
<210> 29
<211> 62
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 29
Arg Thr Cys Pro Lys Pro Asp Asp Leu Pro Phe Ser Thr Val Val Pro
1 5 10 15
Leu Lys Thr Phe Tyr Glu Pro Gly Glu Glu Ile Thr Tyr Ser Cys Lys
20 25 30
Pro Gly Tyr Val Ser Arg Gly Gly Met Arg Lys Phe Ile Cys Pro Leu
35 40 45
Thr Gly Leu Trp Pro Ile Asn Thr Leu Lys Cys Thr Pro Arg
50 55 60
<210> 30
<211> 65
<212> PRT
<213> Sequéncia Artificial
<220>
<223> construcao sintética
<400> 30
Gly Arg Thr Cys Pro Lys Pro Asp Asp Leu Pro Phe Ser Thr Val Val
1 5 10 15
Pro Leu Lys Thr Phe Tyr Glu Pro Gly Giu Glu Ile Thr Tyr Ser Cys
20 25 30
Lys Pro Gly Tyr Val Ser Arg Gly Gly Met Arg Lys Phe Ile Cys Pro
35 40 45
Leu Thr Gly Leu Trp Pro Ile Asn Thr Leu Lys Cys Thr Pro Arg Val
50 55 60
Cys
65

Lisboa,
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REIVINDICACOES

1. Conjugado gque compreende uma molécula de plataforma
de valéncia e um polipéptido que compreende pelo menos seis
aminodcidos contiguos da SEQ ID NO: 4, gue possui um
comprimento inferior a 100 aminodcidos e que se liga
especificamente a um anticorpo antifosfolipido dependente de
R,GPI

2. Conjugado de acordo com a reivindicagao 1, em que o
polipéptido compreende o dominio 1 do polipéptido (,GPI de
SEQ ID NO: 4.

3. Conjugado de acordo com a reivindicacdao 1, em que
os referidos seis aminodcidos contiguos sdo seleccionados
entre as SEQ ID NOS: 5 a 12.

4. Conjugado de acordo com a reivindicagdo 1, em que 0
polipéptido compreende do aminodcido 4 ao aminodcido 60 da
SEQ ID NO: 4.

5. Conjugado de acordo com a reivindicacao 1, em que o
polipéptido compreende pelo menos quinze aminoacidos
contiguos da SEQ ID NO: 4.

6. Conjugado de acordo com a reivindicacao 5, em que o
polipéptido compreende pelo menos trinta aminodcidos
contiguos da SEQ ID NO: 4.

7. Conjugado de acordo com a reivindicacao 1, em que o

polipéptido possuil um comprimento inferior a 75 aminodcidos.

8. Conjugado de acordo com a reivindicacdo 7, em que o
polipéptido possui um comprimento inferior a 50 aminoacidos.

9. Conjugado de acordo com qualqgquer uma das
reivindicagdes anteriores, em que o polipéptido faz parte de
uma proteina de fusdao contendo um ou mais dos referidos
polipéptidos e uma outra sequéncia de aminodcidos gque néao
esta ligada ao(s) referido(s) polipéptido(s) na molécula

nativa.



EP 1 092 027 /PT

10. Conjugado de acordo com qualqgquer uma das
reivindicagdes anteriores, em que o polipéptido nao possui um
epitopo de células T, o referido epitopo de células T sendo
capaz de activar as células T num individuo gque possui
anticorpos antifosfolipidos dependentes de [(,GPI.

11. Conjugado de acordo com qualqgquer uma das
reivindicagdes anteriores, em que a molécula de plataforma é
proteica.

12. Conjugado de acordo com qualqgquer uma das
reivindicacgdes 1 a 10, em que a molécula de plataforma nao é
proteica.

13. Conjugado de acordo com a reivindicagado 12, em que
a molécula de plataforma é o polietilenoglicol.

14. Conjugado de acordo com a reivindicagado 13, em que
o0 polietilenoglicol possui um peso molecular de 200 a 8000.

15. Conjugado de acordo com qualqgquer uma das
reivindicagbdes 1 a 10, em qgque o peso molecular de uma
populacao de moléculas de plataforma de valéncia é homogéneo.

16. Conjugado de acordo com a reivindicacdo 15, em gue
a molécula de plataforma ¢é 2,2’-etilenodioxidietilamina
derivatizada ou trietilenoglicol.

17. Conjugado de acordo com qualguer uma das
reivindicacgdes 1 a 10, em que a molécula de plataforma esta
ligada ao polipéptido através de uma ligagao tioéter.

18. Conjugado de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 10, em que a molécula de plataforma esta
ligada ao polipéptido através de uma ligacgdo oxima.

19. Conjugado de acordo com a reivindicacédo 18, que foi
formado por reaccdo de um referido polipéptido possuindo um
grupo carbonilo com uma referida molécula de plataforma gque
contém um grupo reactivo amino-oxi.
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20. Conjugado de acordo com a reivindicagao 19, em que
0 grupo reactivo amino-oxi ¢é um grupo amino-oxi, amino-

oxiacetilo ou amino-oxialquilo.

21. Conjugado de acordo com a reivindicagao 20, em gque

a molécula de plataforma é

HzN—O\)L / \ AH H; / \}kl O —NH;
—LL-‘-O(CH:CH;O);IL edHCI
—NH,
H,N —0 \_/ u
/\“D/ JL Y_

ou
;g 1
H;NO(CH,CH,0),CH,CH,NH o C 0),CH,CH,ONH,
N—U—O(CH2CH20)ZJLN NH(CH,CH,0),CH,CH,ONH,

\n/o\/ \__o \(I)rNH(CHZCHZO)zcmcnzom
o

H,NO(CH,CH,0),CH,CH,NH.

22. Conjugado de acordo com a reivindicacdo 1, em gue

o conjugado é:

0
H

D—N _IR 2 o-Nr‘LN—D'

N-
o\_.”_]q NJ.I_I ‘__u_N N
\-/:\/ N—"—O(CH;CH;O);
/—"—N N—n—l N er_\

ok ZN-07 § Y/ & o~ N\__"_g
N

0

(o)

onde D1 é um referido polipéptido, ou

(o]
o
PTTIN- O(MWNI)LO/\ _”_ JL f\o)Lm-(cwmp),atmp-N’
o ﬂ N-O(cnzawmm\(o\) O\Ir NHCHOHO),CHOH0- N\."_ﬂ_

onde D1 & um referido polipéptido.

23. Polipéptido que se liga especificamente a um
anticorpo antifosfolipido dependente de [(,GPI, que possui um
comprimento inferior a 75 aminocdcidos e que compreende pelo
menos 30 aminodcidos contiguos da SEQ ID NO: 4 ou, se possuir
um comprimento inferior a 30 aminocdcidos, compreende pelo
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menos seis aminodcidos contiguos seleccionados entre as SEQ
ID NOS: 5, 9, 10, 11 e 12.

24, Polipéptido de acordo com a reivindicacédo 23, gue
compreende o dominio 1 do polipéptido B,GPI de SEQ ID NO: 4.

25. Polipéptido de acordo com a reivindicacao 23, que
compreende pelo menos seis aminodcidos contiguos
seleccionados entre as SEQ ID NOS: 5 a 12.

26. Polipéptido de acordo com a reivindicacdao 23, gue
compreende do aminodcido 4 ao aminodcido 60 de SEQ ID NO: 4.

27. Polipéptido de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 23 a 26, que nao possui um epitopo de
células T, o referido epitopo de células T sendo capaz de
activar as células T num individuo qgue possul anticorpos

antifosfolipidos dependentes de [(,GPI.

28. Polipéptido de fusao compreendendo um polipéptido
definido de acordo com qualguer uma das reivindicacgdes 23 a
27.

29. Polinucledétido 1solado, de ocorréncia natural ou
ndao natural, que codifica um polipéptido definido de acordo
com qualguer uma das reivindicacgdes 1 a 10 ou 23 a 28.

30. Vector de expressao ou de clonagem compreendendo um
polinucledétido definido de acordo com a reivindicagao 29.

31. Célula hospedeira transformada com um
polinucledétido definido de acordo com a reivindicacéao 29.

32. Kit para detectar
(a) um anticorpo que se liga especificamente a um dominio 1
do polipéptido R:GPI ou
(b) coagulacao,
em que o referido kit compreende um conjugado definido de
acordo com qualguer uma das reivindicagdes 1 a 22 ou um

polipéptido definido de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes 1 a 10 e 23 a 28, numa embalagem apropriada.



EP 1 092 027 /PT

33. Composicao compreendendo uma quantidade eficaz de
um conjugado definido de acordo com a reivindicacado 10 ou de
um polipéptido definido de acordo com a reivindicagdo 10 ou
27, em que uma quantidade eficaz é uma quantidade suficiente
para induzir toleréncia.

34. Composicdo de acordo com a reivindicacao 33, em que
a toleradncia é indicada por uma estabilizacdo ou uma reducdo
da produgdo de um anticorpo antifosfolipido dependente de
R,GPI.

35. Composicao de acordo com a reivindicacgcao 33 ou 34,

compreendendo ainda um excipiente farmaceuticamente
aceitavel.
36. Composicao compreendendo uma quantidade eficaz de

um conjugado definido de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes 1 a 22 ou de um polipéptido definido de acordo
com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 10 e 23 a 28, em gue
uma quantidade eficaz € uma quantidade suficiente para
detectar um anticorpo antifosfolipido dependente de (,GPI.

37. Método de deteccdao de um anticorpo gque se liga
egpecificamente a um polipéptido definido de acordo com
qualguer uma das reivindicagdes 1 a 10 e 23 a 28, numa
amostra, que compreende (a) colocar o anticorpo da amostra em
contacto com um conjugado definido de acordo com qualgquer uma
das reivindicagdes 1 a 22 ou com um referido polipéptido, em
condigdes que permitem a formacdo de um complexo antigénio-
anticorpo estéavel; e (b) detectar o complexo estavel formado
na etapa (a), caso exista.

38. Método de acordo com a reivindicacdo 37, em que o
anticorpo € um anticorpo antifosfolipido dependente de B,GPI.

39. Método de purificacao de um anticorpo
antifosfolipido dependente de B,GPI, que compreende colocar
uma amostra bioldgica em contacto com um conjugado definido
de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 1 a 22 ou com
um polipéptido definido de acordo com gqualquer uma das
reivindicagcdes 1 a 10 e 23 a 28, em condicdes que permitem a
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formacdo de um complexo antigénio-anticorpo estavel, e obter

o complexo formado, caso exista.

40. Polipéptido definido de acordo com a
reivindicacgdo 10 ou 27 ou conjugado definido de acordo com a
reivindicagdo 10, para utilizar num método de indugdo de
tolerédncia num individuo.

41, Polipéptido ou conjugado de acordo com a
reivindicacdo 40, em que a tolerdncia ¢ indicada por uma
estabilizacdo ou uma reducdo da producdo de um anticorpo
antifosfolipido dependente de R,GPI.

42. Polipéptido ou conjugado de acordo com a
reivindicacgdo 40 ou 41, em que o individuo € um ser humano.

43. Conjugado de acordo com a reivindicagao 10, em que
o polipéptido consiste na sequéncia do aminodcido 1 ao
aminodcido 60 de SEQ ID NO:4, para utilizar num método
descrito de acordo com a reivindicacéao 40.

44, Método de deteccao da mediacao da coagulacao por um
anticorpo antifosfolipido dependente de B,GPI, que compreende
as etapas de:

(a) efectuar uma primeira andlise de coagulacdo utilizando
uma amostra bioldgica adequada de um individuo, em que
um conjugado definido de acordo com gqualquer uma das
reivindicacdes 1 a 22 ou um polipéptido de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 10 e 23 a 28 &
adicionado a andlise;

(b) efectuar uma segunda andlise de coagulacdo utilizando
uma amostra bioldgica adequada do individuo, na auséncia
do polipéptido; e

(c) comparar os resultados das andlises das etapas (a) e
(b), em que uma diferenca nos resultados indica uma
mediacao da coagulacao por um anticorpo antifosfolipido
dependente de [(,GPI.

45, Utilizacdo de um polipéptido de acordo com a
reivindicacdao 10 ou 27 ou de um conjugado definido de acordo
com a reivindicacao 10, para o fabrico de um medicamento
destinado a induzir tolerédncia num individuo.
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46. Utilizacado de acordo com a reivindicacao 45, em qgue
a tolerédncia é indicada por uma estabilizacdo ou uma reducao
da producdo de um anticorpo antifosfolipido dependente de
R,GPI.

47, Utilizacao de acordo com a reivindicacao 45 ou 46,
em que o individuo € um ser humano.

Lisboa,
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