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"Processo de preparacgdo de imunctoxinas
e de preparados farmac&uticos para o
tratamento ou profilaxia de doengas ay

to-imunes"
para que

AKZO N.V., pretende obter privilégio de

invengdo em Portugal.

RESUMDE G

0 presente invento refere-se ao processo de preparag3o de
imunotoxinas para o tratamento ou profilaxia de uma doenga auto-
-imune, compreendendo a imunotoxina um epl{topo, reconhecido pelos
linfécitos T, sendo caracteristico para a doenga auto-imune espe-

cifica ou um seu andlogo reactivo cruzadamente.

0 processo compreende acoplar o epitopo ou o seu andlogo
reactivo cruzademente, a uma subst@ncia citotdéxica, gquer directa-

mente guer por meio de um ligante.

0 invento refere-se ainda ac processao de preparacido de

preparados farmacButicos contendo uma ou mais imunotoxinas.
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MEMORIA DESCRITIVA

0 presente invento refere-se ao processoc de preparagdo de
imunotoxinas para o tratamento ou profilaxia de uma doenga auto-
-imune e ao processo de preparacdo de preparados farmacluticos

contendo uma ou mais imunotoxinas.

0 sistema imune exibe uma complexidade, gue inclui um re-
quisito para o auto-reconhecimento. A regulag3o do sistema imune
ocarre através deste auto-reconhecimento e pode envolver células,
anticorpos, sistemas de amplificacgdo (p.e. complemento) e combina
¢O0es destes slementos. Em individuos saudéveis o sistema imune
responderd 2 exposicg¥o a2 uma substlncia estranha por activag3o da
resposta imune celular e/ou por produg3doc de anticorpos especifi-
cos contra esta subst@ncia. Por outro lado, o sistema imune & ge
ralmente tolerante aos constituintes do préprioc corpo, & assim de
nominado auto-tolerfncia. A auto-imunidade pode ser definida co-

mo um engano desta auto-toler@ncia.

Entre as doengas auto-imunes podem ser megncionadas: es-
clerose mdltipla, em que o tecido atacado & a mielina; miastenia
grave, em que o alvo & uma molécula receptora para o importante
neurotransmissor da acetilcolina; artrite reumatdide, em que
inter alia sdo alvejadas as articulag®es periféricas, diabetes
mellitus do tipo I, caracterizada por as células produtoras de in
sulina serem destrufdas e lupus eritematoso sistémico em gue s3o

atacados os vasos sanguineos, pele e rim.

As doengas auto-imunes podem ser iniciadas sem o requisi-
to para um agente externo especifico. A perda de tolerfincia aos
auto-antigénios pode ser causada pelo préprio auto-antigénio, por
uma resposta imune anormal ao auto-antigénio ou por uma combinagdo
de ambos. Algumas vezes os agentes exdgenos provocam uma respos-
ta imune, gque inclui a sensibilidade a certos auto-antigénios (iml
tag3o de epitopo). Uma resposta imune elevada pelo hospedeira con
tra um determinante especifico de um agente infectante pode rea-
gir cruzadamente com a sequBncia de hospedeiro imitada, conduzin-
do 3 auto-imunidade e a possivel les3o e doenga do tecido. Muitos

epitopos compartilham proteinas bacterianas e virais com protef-
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nas da cé8lula hospedeira que sdo suficientemente similares para
reagirem cruzadamente, contudo suficientemente diferentes pare

quebrarem a toler8ncia imunolégice.

0 reconhecimento dos auto-antigénios e/ou antigénios exd-
gencs e do dano gue ocorre subsequentemente do auto-antigénio ccn
tendo tecido pelo sistema imune & mediado pelos linfécitos T e

linfécitos B.

Na patente US 4 634 590 & descrita a cultura de linféci-
tos T especificos, responsédveis por causarem doengas auto-imunes
em animais de laboratério, como linhas de células a longo prazo.
Verificou-se que apds atenuagdo destes linfécitos T especificos,
as células ou o seu material de membrana podem ser utilizadas co-
mo agentes efectivos para a vacinagdo contra uma doenga auto-imu-

ne especifica.

0 W0 85/05034 descreve a utilizag3do duma Micobacterium ou

duma sua fracg¢do numa composigdo ou vacina para alfivio dos sinto-
mas ou para o tratamento ou diagnéstico das doengas artriticas.
S3o0 identificadas as fracg®es especificas de Micobacterium que
mostram reactividade cruzada imunoldgica com proteoglicanos da
cartilagem da articulag3so normal. A protecgdo contra a artrite
adjuvante (ARA) e a supress3io da doenca auto-imune podem ser asso-

ciadas com uma fracgdo especi{fica de Micobacterium, enguanto que

a outra fracgdo induz a2 resposta auto-imune nociva.

Além disso foram identificados dois clones de linfécitos

T respondendo as duas fracgBes de Micobacterium respectivamente,

podendo assim ser associados com a artritogenicidade ou com a su-

pressdo da artrite.

Foram também utilizados clones de linfdécitos T da artrite

adjuvante para identificar o antigénio presente na Micobacterium

reconhecida por estes clones de células T. Foil identificada uma

proteina de 65 KD como o antigénio da Micobacterium que extrai a

resposta proliferativa dos clones de células T in vitro. O epito
po reconhecido pelos clones de células T reside na sequfncia de
aminodcidos 180-1B8 do antigénio de 65 KD. Esta sequBncia mostra

uma semelhanga com uma parte da protefna de ligag3o do proteogli-
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cano de ratazana (ver van Eden et al., Nature 331, 171, (1988).

0 tratamento terapButico corrente das doengas auto-imu-
nes inclui a administragdoc de drogas n3do especificas que supri-
mem a resposta auto-imune mas também produzem vadrias camplicacg¥es
indese jédveis assocliadas com a depress3do total do sistema imune ou
causam outros efeitos laterais téxicos ndo desejdveis nos teci-
dos ndo linfdéides. Exemplos de drogas correntemente utilizadas
gue combatem as doengas auto-imunes s3do o naproxeno, auranofina,
penicilamina, cloroquina e corticosterdides. Assim numa aproxima
G380 preferfvel para o tratamento ou profilaxia de uma doenga autp
-imune, as drogas t&m de ser preparadas duma forma que afecte es-
pecificamente a reactividade imunolégica conduzindo aos sintomas

da doenga.

é conhecido da literatura gque o receptor da acetilcolina,
sendo o auto-antigénio sob atagque na doenga auto-imune miastenia
grave, pode ser utilizado para a supress3do da resposta imuns espe
cifico contra o antigénio. O receptor da acetilcolina ligado as
toxinas ricina ou gelonina é capaz de eliminar uma fracg®o dos
linfécitos reactivos ac antigénio (Killen, J.A. & Lindstrom, J.M.,
Journal of Immunology 133 (1984), 2549-2553; Olsberg, C.A. 2t al.,
Journal of Immunology 135 (1985), 3062-3067; Brust, S. et al.,
Biol. Chem. Hoppe-Seyler 368 (1987), 991-999).

é além disso conhecido que um antigénio na maioria dos ca
sos s6 pode ser reconhecido pelos linfécitos T apbs processamento
do referido antigénio pelas células que apresentam antigénio (CAA)
em combinagdc com moléculas do complexo de maior histocompatibili
dade (CMH). Consequentemente, a aproximac®o antigénio-toxina da
arte anterior notada acima tem a desvantagem de durante o proces-
samento das CAA do conjugado antigénio-toxina as CAA se tornarem
inactivas por acgdo da toxina, privando o sistema imune de célu-

las valiosas.,

0 presente invento reside no facto de que os epitopos au-
to especificos ou epitopos ex6genos est3o a ser conjugados com
uma substéncia citotéxica em vez do auto-antigénio inteiro ou an-
tigénio exf8geno, enganando a necessidade de processahento pelas
CAA.
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ARlém disso, na presente situag3o a subst@ncia citotédxica
& agora ligada ao fragmento do antigénio que & dirsctamente reco-
nhecido pelo linfécito T: o epitopo. Isto resulta nume acg®o t6-
xica mais eficiente do conjugado de subst@ncia citotéxica-epitopo
para os linfdcitos que permite a utilizagdo de concentrag3do redu-
zida do referido conjugado de substfncia citotdxica-epitopo de
forma a alcangar a completa eliminag®o dos linfécitos T auvto-imu-

nogénicos.

Além dissa, no caso dos antigénios exdgenos, no presente
invento,s6 os linfécitos T responsédveis pela rasposta auto-imune
sd@o0 eliminados permitindo aoc sistema imune evocar uma resposta
imune contra o antigénio exégeno.

n

A imunotoxina preparada de acordo com o presente invento
é assim caracterizada por compreender um epitopo, reconhecido pe-
los linfé6citos T sendo caracteristico para a doenga auto-imune es
peci{fica ou um seu andlogo reactivo cruzadamente sendo, o referi-
do epitopo ou seu andlogo reactivo cruzadamente acoplado a uma

substancia citotbdxica.

Muitas protefnas e/ou epitopos que sdo reconhecidos pelos
linfécitos T sendo caracteri{sticas para a doenga auto-imune espe-

cifica s3o conhecidas e descritas na literatura.

A artrite adjuvante (AA) & uma doenca auto-imune crénica
jue causa a degeneragdo da cartilagem nas articulacgB®es. A artri-
te adjuvante pode ser induzida em ratazanas por imunizac®o com um

antigénio de Micobacterium tuberculosis (Mt). O dano no tecido

observado na AA & caracteristico dos linfécitos T. 0Os linfécitos

T s3o estimulados por um antigénio pertencente a Micobacterium

tuberculosis que imita os auto-antigénios que est3do sob ataque

nas ratazanas artriticas.

Tem sido verificado que os clones de linfécitos T especi

ficos s3o capazes de reconhecer quer o antigénio da Micobacterium

tuberculosis estranho quer o auto-antigénio. O auto-antigénio re

side provavelmente numa parte de uma molécula de proteoglicano da
cartilagem, denominada a protefna de ligag@o. Estes clones de lin

fécitos T especificos reagem especificamente com uma protefna de
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65 KD, uma proteina Mt expressada pela £. coli transfectada com
ADN Mt. Esta protefna de 65 KD representa um papel importante na

resposta imune as estirpes de Micobacterium.

Um péptido consistindo em 21 aminocdcidos residindo na se-
quéncia de aminodcidos 65-85 da protefna de 65 KD assim como um
péptido consistindo em nove aminoé&cidos, Thr-Phe-GCly-Leu-Cln-Leu-
-Glu-teu-Thr, residindo na sequé@ncia de amincdcidos 180-188 da
protefna de 65 KD s3o identificados como os epitopos que s3oc reco
nhecidos pelos linfécitos T. O referido nonapéptido mostra uma
semelhanga com uma parte da protefna de liga¢3oc da molécula de
proteoglicano que liga a proteina do ndclec ao suporte principal
do agldcar desta molécula e tem a sequBncia de aminodcidos Thr-Ala-
Val-Val-Ala-Leu-Glu-Leu-Gln. A protefina de 65 KD da Micobuscterium

bovis gque tem uma regido de codificag¥®o iddntica a da protefna de

65 KD da Mt contém também védrios epitopos que s3o reconhecides pe

los linf@citos.

Estes epitopos dos linfécitos T coincidem ou residem nas
sequéncias de amino&cidos 1-16, 17-61, 85-108, 112-132, 235-279
e 437-459 (para as saquéncias de aminodcidos da proteina de 65 KD
da Micobacterium ver Thole et al., Infect. Immun. 55, 1466-1475,
1987; Husson et al., PNAS B4, 1679-1683, 1987; Shinnick et 3l.,
J. Bact. 169, 1080-1088, 1987).

A protefna b4sica de mielina (PB) & um auto-antigénio em
espécies diferentes. A imunizag3o com PB ou a transferBncia passi
va de linfécitos dos animais imunizados com PB induz a doenga au-
to-imune encefalomielite auto-imune experimental (EAE) em espéci-
es variadas. A EAE causa a paralisia inflamatéria e a desmielina
¢do, sintomas que também ocorrem com a esclerose mdltipla. A EAE
¢ mediada por uma classe especifica de linfé6citos T. A imuniza-
¢d30 com PB ou alguns dos seus fragmentos induz a EAE em espécies
susceptiveis, contudo nem todo o fragmento é encefalogénico. Os
linfécitos T s6 sdo activados pela protefina intacta ou por fra-
gmentos contendo um epitopo especi{fico. S3&o j4 bem conhecidos
na arte epftopos variados na PB. As sequBncias de amino&cidos
1-16, 1-37, 59-74, 68-88, B89-169 e 114-122 da PB tem' j& sido iden



70 096 - 549‘
CA/2587-511 ]

-7

tificadas como epitopos ou sequBncias contendo epitopo, mostrando
afinidade para os linfécitos T encefalogénicos e por isso para os
linfécitos T caracterf{sticos da esclerose miltipla (para as se-
quéncias de aminodcidos da protefina bédsica de mielinz ver Eylar
et al., J. Biol. Chem. 246, 5770, 1971; Gibson et al., J. Biol.
Chem. 259, 5028, 1984; Stoner, G.L. J. Neurochem. 43, 433-447,
1984; Scoble et al., J. Neurochem. 47, 6l14-616, 1986).

A miastenia grave (MC), uma outra doenga auto-imune, §é
iniciada pela apresentag3o de um factor imunogénico do receptor
da acetilcolina resultando na estimulag3o dos linfécitos auto-imu
nes. A MG & caracterizada pelos auto-anticorpos e linfécitos T
dirigidos contra o receptor da acetilcolina resultando na degrada
30 aumentada do receptor e manifesta-se a si mesma clinicamente
por fragueza e fadiga dos mdsculos voluntdrios. O receptor da

acetilcolina consiste em 5 subunidades (x2f3cd).

A maior parte da resposta auto-imune celular dos pacien-
tes sofrendo de MG estd dirigida para uma drea na subunidade-o do
receptor: a regido imunogénica principal. Nesta regiZio t&m sido
identificados ezitopos ou sequlncias de aminodcidos contendo epi-
topo variadas tals como as sequBncias de aminoécidos 1-30, 73-90,
luc-116, 111-126, 146-162, 169-181, 182-198, 257-271, 351-368
(para as sequBncias de amino4cidos do receptor da acetilcolina
ver Noda et al., Nature 299, 793-797, 1982 e Nature 302, 528-532,
1983 e Nature 305, 818-823, 1983; Sumikawa et al., Nucleic Acid
Res. 10, 5809-5822, 1982; Devillers-Thiery et al., PNAS 80,
2067-2071, 19835 Hohlfeld et al., J. Clin. Invest. 81, 657-660,
1988).

0 termo epftopo como aqui utilizado indica um determinan-
te imunogénico de uma molécula imunogénica, sendo o determinante

imunogénico reconhecido por um componente do sistema imune.

Us epitopos notados acima s%o condidatos para acoplamento
a uma substdncia citotéxica resultando num conjugado de substan-

cia citotdéxica-epfitopo de acordo com o presente invento.

E 6bvio para um pessoa perita na arte que o péptido con-

tendo s uma parte de um epitopo mostrard tambédm uma afinidade de
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ligagdo para os linfécitos T como serd o caso com um péptido con-
tendo adicionalmente ao epfitopo, aminoécidos de flangqueamento ou
outros grupos. O comprimernto destes grupos de flangqueamento estd limi-
tada pelo requisito de que o péptido ndc &€ necessariamente proces
sado pelo CAA, é certo que uma 1munotoxina compreendendo esses

péptidos estd também dentro do 2mbito deste invento.

Além disso, & possivel gque os polipéptidos tendo uma se-
quéncia de aminoécidos similar mas n3o idéntica mostrem correspon
dentes caracteristicas imunolégicas. Os polipéptidos relaciona-
dos com um epitopo da forma notada acima s3o também incluidos no

presente invento.

As substancias citot6xicas a serem utilizadas na estrutu-
ra do presente invento s3o seleccionadas a partir de um grupo de
substancias que sdo capazes de parar a proliferag@o de células e

causar eventualmente a morte da célula.

De preferBncia as substlncias citotdxicas s3To selecciona-
das a partir de um grupo de protefnas originédrias de plantas, fun
gos ou bactérias, tendo a propriedade de exibirem a sintese de
proteinas em células eucarifticas. Estas toxinas actuam especifi
camente no processo de traducdo pela inactivagdo cataliticamente
dos ribossomas. As toxinas das plantas s#o classificadas em dois
grupos iL.e. toxinas compostas quer de duas quer de quatro subuni-
dades contendo proteina e toxinas consistindo numa molécula de
proteina de cadeia Unica 3 gqual & normalmente ligado um grupo car

bo-hidrato.

As toxinas de duas subunidades t&m uma massa molecular de
60~65 KD, sendo a subunidade A ligeiramente mais pequena que a
subunidade B (30 KD vs 32 KD). As subunidades est3o covalentemen
te ligadas por uma ligag3do dissulfureto simples, mas s3o também
importantes as interacgBes hidrofébicas para manterem A e B jun-
tas. A subunidade B consiste numa cadeia de polipéptido e numa
cadelia de carbo-hidrato que contém menose e N-Ac-glucosamina. Es-
ta subunidade parece estar envolvida na interacg3o da toxina com
as glicoprotefnas e lipidos contendo galactose da membrana de cé-

lulas alvo. Esta subunidade permite a subunidade A entrar na cé-
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lula A subunidade A inactiva os ribossomas sucaridticos duma forma
catalftica, com consequente inibig3do da sintese de proteines e
morte da célula. Incluidos neste grupo de toxinas estZo a ricina,

abrina, modecina, volquesina e viscumina.

As toxinas de plantas de cadeia Unica t8m propriedades si
milares as das subunidades A descritas acima. Elas s3o inactivas
sobre 2s células intactas embora sejam inibidores muito potentes
em sistemas livres de células. Por causa da ausncia de uma sub-
unidade B estas toxinas entram com dificuldade nas células alvo,
sendoc assim muito menos téxicas para as células do que as toxinas
contendo subunidade B. Contudo, elas podem-se tornar téxicas se
forem ligadas a velculos capazes de ligagZ@o ou entrada nas célu-
las tais como lecetinas e anticorpos. As protefnas seguintes per
tencem a esta classe de toxinas, p.e. gelonina, protefnas antivi-

rais erva-dos-cancros, dodecandrina, diantinas, lufina, saparinas

-

inibidor da Momardica carantia, inibidores de cereais.

As toxinas de protefnas fdngicas, p.e.: d-Sarcina, res-
trictocina e mitogilina s3@o proteinas b&sicas intimamente relacio
nadas. Etstas toxinas contBm uma cadeia de polipéptido dGnica e ao
contrdrio da maioria das toxinas de plantas nZo contém um grupo

carbo-hidrato.

A toxina da difeteria e a exotoxina daPseudomonas s3o
dois exemplos de toxinas bacterianas que mostram similaridades
funcionais com as toxinas de plantas de duas subunidades descri-

tas acima.

Outras subst@ncias citotdxicas preferidas s%o selecciona-
das a partir do grupo de réddio-isotopos. Estes rddio-isotopos po
dem ser alvejados para as células especificas. As células alvo
sdo danificadas ou mortas pela utilizag®o de isotopos que emitem
partfculas-« ou partfculas-2 energéticas. Os is6topos adequados

90 4
v 153 3 67 lBBRh, lBBRh, 21281, 211 103

s3o ’ Sm, Sc, Cu, At, Pd.

Ha um ndmero bem conhecido de formas para conjugar um epi

topo 2 uma toxina de proteina.

U acoplamento ao acaso entre o epitopo e uma toxina de
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proteina pode por exemplo ser alcangado pela utilizag3o de um com
posto de carbodiimida (p.e. EDC) que activa o grupo carboxiloc du-
ma toxina de proteina de forma a que este seja acoplado ao grupo

amino do epitopo.

Aparte deste acoplamento directo podem ser utilizados li-
gantes para proporcionar uma ponte entre o epitopo e uma toxina
de protefna. Um agente de ligagdo cruzada homobifuncional bem co
nhecido é o glutar(di)aldeido. Ele reage de prefer&ncia com ami-

nas.

Outros ligantes homobifuncionals podem ser seleccionados
a partir do grupo de imido-&steres (p.e. adipimidato de dimetilo,
suberimidato de dimetilo) ou é&steres de N-hidroxisuccinimida (p.
e. suborato de dtsuccinimidilo, ditiobis (succinimidivaropionato),

tendo ambos especificidade para grupos amina.

Sdoc preferidos os reagentes heterofuncionais uma vez gue
eles contém dois grupos funcionais diferentes que permitem o con-
trolo da reacg3o de conjugag3o quer selectivamente quer sequenci-
almente. Um exemplo de um ligante heterobifuncional é o N-succi-
nimidil—3(2-piridilditio)propionato (spPDP). Primeiro é introduzi
do um grupo 2-piridil-dissulfureto no epitopo por reacg3o de uma
amina primdria com SPDP, O epitopo derivado pode agora ser conju
gado com uma toxina de protefna contendo um grupo tiol, formando
uma ligag3o dissulfureto entre o epitopo e a toxina de proteina.
Se n3do estiver j& presente este grupo tiol pode ser introduzido
na toxina de proteina pelos agentes de tiolag3o tais como 2-iminp

tiolano, SPDP ou N-succinimidil-S-acetilticacetatao.

O0s grupos maleimida assim como os grupos bromo- ou iodo-
acetilo reagem sob condigBes suaves razoavelmente rapidamente com
grupos tiol para darem uma ligagZo do tipo tio-éter. O grupo ma-
leimida pode, por exemplo, ser introduzido no epitopo por reacgdo
de um grupo amino do epftopo com 4-(N-maleimidometil)ciclo-hexang
-l-carboxilato de succinimidilo. No segundo passo é ligado um
grupo sulfidrilo contendo toxina de proteina com um epitopo acti-

vado com maleimida.

0 grupo carbo-hidrato de uma toxina de proteina pode tam-
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bém ser utilizado para ligag®o ao epftopo. O periodato & utiliza
do para gerar grupos aldefido no grupo carbo-hidrato. Subseguente
mente o0os grupos aldefdo s3do deixados reagir com grupos amino de
epitopo para formarem uma base de Schiff gue pode ser estabiliza-

da por redug3o para dar uma amina secundaria.

0 acoplamento de rddio-is6topos aos epitopos é alcangado
pela utilizag®o dum gquelante. 0Os quelantes s3o construfdos duma
forma tal que & assegurada a boa estabilidade in vivo do complexo

isotopo-gquelante.

Uma outra forma para a construgdo de imunotoxinas de acaor
do com o presente invento & a preparagdo através de técnicas de
ADN recombinante. As sequncizs de &cido nucleico importantes de
rivadas do AON gendémico ou ARNm que codificam para os polipépti-
dos da toxinea ou seus dominios téxicos sstdo ligadas com sequén-
cias de nuclebtidos trensportadores de informagdo genética para a
sequlncia de amino4cidos do epitopo. OUpcicnalmente pode ser in-
corporada uma sequBncia de ligagdo que codifica uma segquéncia de
aminodcidos gue & adequada como o separador entre a toxina e o
epitcpo. A produg3o destzs imunotoxinas pode ser alcangzda quer

em sistemas de express3o procaridticos quer eucaribticos.

As imunotoxinas do presente invento podem ser administra-
das entericamente ou de preferncia parentericamente. Para este
fim elas s3o misturadas com um ou mals vefculos usuais e/ou exci-
pientes usuais n3o tdéxicos farmaceuticamente aceitdveis, resultan

do numz composigdo farmactutica.

A referida composigdo farmacéutice inclui comprimidos, pi
lulas e comprimicos revestidos para administrag3o entéricz e soly
¢Bes, suspensfes e emuls®es para administragdo oral ou perentéri-

ca‘

A dosagem dos compostos no preparado de acordoc ccm O pre-
sente invento depende muito do requisito individual do paciente.
Contudo, para injecg®o intravenosa os compostos s3@o de prefer&ncia
administrados numa dosagem inicial entre D,l/ug e 1 mg por kg ge
peso corporal, segquida se necessédrio, por uma ou mais dosagens

suplementares por dia., Para infus3o os compostos sdo administra-



70 0%6

0A/2587-511 M A/i.,,

P

~12-

dos durante um periocodo de tempo prolongado a uma dosagem gue é bz

seada na administrec¢do intravenosa notada acima.

0 presente invento é posteriormente ilustrzdo por meilo

dos exemplos seguintes.

Exemplo 1
Sintese do nonapéptido Thr-ARla-Val-Val-Ala-Leu-Glu-Leu-Cln-0H (I)

A sintese do nonapéptido com a férmula I & realizade pelo
processo de sintese de péptido de fase sélida, como originalmente
descritc por Marrifield (J. Amer. Chem. Soc. B85, 2149, 1963).

A sintese & realizada num aparelho Vega Coupler 250 C,
utilizando uma resina de 4lcool p-benziloxibenzf{lico (0,6-0,7 mrol/

/9, Bachem A.G., Suiga).

0s amino&cidos s3do acoplados a resina duma maneira a pas-
so e passo como os seus N -Fmoc-(Fmoc=9-fluorenilmetiloxicarbonil-)
derivados, enquanto que as fungBes da cadeia lateral de Clu e Thr
sdo protegidas com um t-butiléster e um t-butiléter, respectiva-

mente.

A sintese comega pelo acoplamentoc de fFmoc-Cln-CH 3 resina,
utilizando OCC (diciclo-hexilcarbodiimida) e DMAP (N,N—dimetilami
nopiridina) a baixa temperatura e na presenca de HOBt (N-hidroxi-
benzotriazol), como descrito por Van Nispen et al. (Recl. Trav.
Chim. Pays-Bas 104, 99-100, 1985). Os grupos &lcool livres de re
siduos na Fmoc-Gln-resina resultante (0,3-0,4 mmol/g) s3o bloquea

dos por meio de acetilag3o.

0 Fmoc-grupo protector € removido por tratemento da resi-
na com piperidina a 25/ em DMF (dimetilformamida) durante 10 minu

tos, seguido por 3 lavagens (de um minuto cada) com DMF e CH2C12.

S3d0 sucessivamente acoplados Fmoc-Leu-0OH, Fmoc-Clu(0tBu)-
-0H, Fmoc-Leu-0H, Fmoc-Ala-0H, Fmoc-Val-0H (2 vezes), Fmoc-Ala-0OH
e Fmoc-Thr(tBu)-0H utilizando 3 equivalentes cada do amino&cido
protegido, DCC e HOBt em 6-7 ml de DMF por grama de resina duran-
te 2 horas. Depois s3o realizadas 3 lavagens de um minuto cada

com etancl, DMF e CH2C12. A perfeig3o de cada acilag3o & contro-
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lada por monitor pelo teste da minidrina de Kaiser et al. (Anal.
Biochem. 34, 595-598, 1970). No caso de um teste positivo o pas-
so de acoplamento pertinente é repetido com um equivalente cada
do Fmoc-amino&cidao, DCC e HOBt durante uma hora. Se o teste de
Kaiser é ent3o aindz positivo, os grupos amino livres restantes
sdo acetilados por um tratamento da resina com anidrido acético-
-piridina (2:1; v/v; 6-7 ml/g) durante 10 minutos, seguido por
3 lavagens com DMF e CH2C12 durante um minuto cada. A seguir 3
remog3o da Fmoc-grupo protector por tratamento com piperidina 25%

em DMF, como descrito acima, & acoplado o aminoicido seguinte.

A sintese resulta ap6s remogBo do Fmoc-grupo protector na

nonapéptido-resina 11

TBU OtBu

H-Thr-Ala-Val-Val-Ala-Leu-Glu-Leu-Cln-|resina

11

U péptido livre I & obtido a partir do nonapéptido-resina
Il a seqguir a um tratamento em &cido trifluorcacético-diclorometa

no (1:1; v/v) durante trts horas.

Este tratamento &cido efectua-se simultaneamente 3 remo-
¢do dos grupos protectores & base de t-butilo e ao corte do péptli
do da resina. A resina é removida por filtrag@o. O filtrado &
subsequentemente evaporado in vacuo. O resfduo & dissolvido em
t-butanol-dgua (1:1; v/v). O TFA restante & ent3o permutado por
dcido acético por adigdo de resina permutadora iénica (OAc) Dowex
2 x B.

A liofilizag3o da solugZo resultante proporcionaz o nona-

péptido I (como o sal de acetato).

Exemplo 2

Sintese de derivedos do nonapéptido

A. Derivado S-acetiltioacetilo

0 péptido I é dissolvido em DMF-HZU (2:13 vfv). 0O pH da
solugdo & aumentado para 7,5-8,0 por adigZo de N-gtil-N,N-diiso-



70 09
° n &
0A/2587-511 A

~14-

propilamina. E entZdoc adicionada uma solug3o de 1,2 equivalentes
de N-succinimidil-S-acetiltioacetato (SATA) em DMF. O pH da mis-
tura reaccional é mantidoc a 7,5-8,0 por adig3o da base tercidria
referida. Ap6s 30 minutos 3 temperatura ambiente o pH da soclugZo
¢ baixado para 5,0 por adig¢3do de &cido acético. A seqguir 3 remo-
¢do dos solventes por evaporag?@oc in vacuo, o resfiduc é triturado

com acetato de etilo-éter. 0 derivado do péptido III 6 subsequen

temente dissolvido em t-butanol-&gua (1:1; v/v) e isolado por
liofilizag3ao.
0 0
o
CH;-C~S~CH,-C-Thr-Ala-Val-Val-Ala-Leu-Glu-Leu-Gln-0H

3 2
II1I

B. Derivado maleimida

A acilagZo do grupo N“_aming em I, utilizando o procedi-
mento descrito no exemploc 2R, com N-succinimidil-4-(N-maleimidome
til)ciclo-hexano-l-carboxilato (SMCC, "Pierce") proporciona o de-

rivado maleimida IV,
C. Derivado bromoacetilo

. ol . . .
R acilag3o do grupo N -amino em I, utilizando o prccedi-
mento descrito no exemplo 2A, com N-succinimidilbromoacetato, pro

porciona o derivado bromoacetilo V.
D. Derivado dissulfureto de piridilo

A acilag@o do grupo N*-amino em I, utilizando o procedi-
mento descrito no exemplo 2R, com N-succinimidil-3-(2-piridildi-
tio)propionato (SPDP, "Pierce"), proporciona o dsrivado dissul fu-

reto de piridilo VI.

Exemplo 3

Sintese de derivados da gelonina

A. Derivado iminotiolano

Os grupos SH livres s3o introduzidos na gelonina por deri

vatizag3o da toxina com 2-iminotiolano (reagente de Trauts).
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é adicionado um excesso molar 50 vezes maior de 2-imino-
tiolano (2-iminotiolano a 0,4 M em tampdo de fosfato a 0,1 M pH
8,0, contendo EDTA a 1 mM; concentrag3o final do 2-iminotiolano
& de 5 mmol/l) a 4 ml de solug3o de gelonina (3 mg/ml; lOO/“mol/
/1) no tamp3@o notado acima. A mistura reaccional é incubada du-
rante 30 minutos a 309C. Subsequentemente a mistura é aplicada a
uma coluna de Sephadex G25, equilibrada com tamp3o de fosfato a
6,1 ™M, pH 7,5, NaCl a 0,1 M, EDTA a 1 mM, para remover o excesso
de reagente e produtos reaccionais de baixo peso molecular. 0 ren
dimento deste passo de derivatizacZo foi de 92/6 e a toxina conti-

nha uma média de 1-2 grupos SH por molécula de gelonina.
B. Derivado dissulfureto de piridilo

Os grupos dissulfureto de piridilo (PDP) sZo introduzidos
na gelonina por dissolug3o da gelonina num tamp3o de fosfato a
0,1 M pH 7,5, NaCl a 0,1 M, EDTA a 1 mM (3 g de geloﬁina/l). é
adiclionado um excesso molar 5 vezes maior de succinimidilpiridil-
ditiopropionato (SPOP a 40 mM em etanol; a concentragdo final de
SPDP & de 500/*mol/l) a 4 ml de solug3do de gelonina (3 g de gelo-
nina/l) em tamp#o de fosfato a 0,1 M pH 7,5, NaCl a 0,1 M, EDTA a
1 mM e incubados 30 minutos & temperatura ambiente. Subsequente-
mente a mistura € aplicada a uma coluna de Sephadex G25, equili-
brada no tampdo notado acima para remover o excesso de reagente e
0s produtos reaccionais de baixo peso molecular. 0 rendimento da
toxina foi de 95/ e as moléculas de toxina continham uma média de

1-2 grupos dissulfureto de piridilo por molécula de gelonina.

Exemplo 4

Ligac®o do derivado do nonapéptido ao derivado da gelonina

A. Ligagdo do nohapéptido IV ao derivado iminotiolano da gelonina

8 ml de solug3o de derivado de gelonina (1,4 mg/ml) sZo
incubados a temperatura ambiente com um excesso molar 2,5 vezes
maior de nonapéptido IV (concentracZo final 115/4mol/l) durante 2
horas. 0 tampZo de incubag3o é um tampZo de fosfato pH 7,5, NaCl
a 0,1 M, EDTA a 1 mM., Subsequentemente a mistura reaccional €

aplicada a uma coluna de Sephadex G50, equilibrada com tampZo de
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incubagdo para remover o0 excesso de reagente e produtos reaccio-
nais de baixo peso molecular. O derivado da gelonina a 724 &
convertido no conjugado como testado por SDS-PAGE, contendo o

componente principal uma molécula de gelaonina por péptido.

A gelonina livre é removida por cromatografia de permuta
16nica em Mono Q (tampéo—Tris a 0,05 M, pH 8,0). O conjugado &
elufdo com NaCl a 0,5 M.

B. Ligag3do do nonapéptido VI ao derivado iminotiolano da gelonina

A preparag3o do conjugado notado acima é realizada utili-

zando o procedimento descrito sob A.

C. Ligag3o do nonapéptido V ao derivado dissulfureto de piridila

da gelonina

A preparagdo do conjugado notado acima & realizada utili-

zando o procedimento descrito sob A.

Exemplo 5

Ligagdo do nonapéptido IIl ao derivado dissulfureto de piridilo

da gelonina

C,5 ml de derivado da gelonina (1,4 mg/ml) s#o incubados
durante a noite a temperatura ambiente com um excesso molar 2,5
vezes maior de nonapéptido III (concentragzo final de lls/umol/l)
no tamp3o de fosfato notado acima ao qual & adicionada hidroxil-
amina (10 mM).

Ap6s estar completa a reacg@o a mistura & aplicada a uma
coluna de Sephadex G50, equilibrada em tamp3o de incubagd@o para
remover o excesso de reagente e produtos reaccionais de baixo pe-
so molecular. O derivado da gelonina a 67,5 é convertido no conju
gado como testado por SDS-PAGE. A gelonina livre é removida por
cromatografia de permuta iédnica em Mono Q (tamp3o-Tris a 0,05 M,
pH 8,0). O conjugado é elufdo com NaCl a 0,5 M.

Exemplo 6

Ligag3o de um epitapo (Rdvl) consistindo em 20 aminoécidos da se-

guBncia de aminp&cidos 65-85 da protefna de 65 kD da Micobacterium
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tuberculosis (MT) & Ricina-A

0 péptido com a sequBncia Lys-Thr-Ile-Ala-Tyr-Asp-Glu-Glu-
-Ala-Arg-Arg-Gly-Leu-Glu-Arg-Gly-Ala-Val-Arg-Asn-Ala-Lys & diluf-
do em DMF/HZD (1:2). é adicionado SPDP a 0,4 M em DOMF (relagéo
molar 1:1) e a mistura é incubada durante 30 minutos 3 temperatu-

ra ambiente.

Apds incubagdo sdo adicionados dois volumes de acetato de
etilo e a mistura é centrifugada durante 5 min numa centrifuga
"eppendorf" a velocidade méxima. O precipitado é lavado com é&ter
e centrifugado outra vez durante 5 min a velocidade méxima. O pre

cipitado € ent3@o seco sob géds de azoto.

0O precipitado seco & dissolvido em NaP a 0,1 M (pH = 7,3)

num volume t3o pegueno guanto possivel.

A ricina-A (em NaP a 0,1 M pH =7,3) é reduzida por adig3o
de DTT a 1 M para uma concentragdo de 10 mM e incubagZo da mistu-
raz durante 30 min a temperatura ambiente. A solug3do & ent3o des-

salinizada sobre PD 10 em NaP a 0,1 M (pH = 7,3).

R ricina-A reduzida & adicionada ao péptido tratado com
SPOP numa relagZo molar de 1:5. A mistura & incubada 3 temperatu

ra ambiente durante 1 hr.

A solug3o conjugada resultante pode ser armazenada a 49C.
Se necessério, as impurezas com elevado peso molecular podem ser

removidas cromatograficamente (Fractogel HW 55 (s) em PBS).

Exemplo 68

Um clone de células T humaznas de um pzciente AR & estimu-
lado com o antigénio especifico da protefina de 65 kD na presenga
de Células Apresentando Antigénio (CAA). S%o adicionadas concen-
tragBes variadas de ricira-A, Ricina-A de 65 kD ou RdUl-ricina-A.
Passados tr&s dias a proliferag3o das células & medidz atrszvés da
incorpecregdc de H3-timidina., 0Os resultados s3o representzacos
abaixo como percentagens da incorporagd@o nas culturazs estimuladas

sem adig3o de toxina (conjugados).

a e b sdo uma primeira e uma segunda experi&ncia respecti

vamente.
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/Mg/ ml de % de incorpora | de incorpora | /o de incorpora
toxina ¢330 de Ricina A | ¢3c de Ricina G3o de Ricina-A-
A de 65 kD —Rd\/l
a b a b a b a
0 (0) 100 (100) 100 (100) 100
0,1 (0,02) 71 (96) 45 (86) 30
0,3 (C,2) 90 (64) 32 (78) 26
1,0 (2,0) 80 (22) 47 (76) 24
3,0 (20,0) 24 (6) 31 (59) 17
10,0 11 44 18
30,0 7 19 7

Os valaores de LD50 para as experi®ncias acima mostrzdas

s3do

Ricina-A Ricina-A de 65 kD RdUl—Ricina-A

LDSD 1,1 33 <0,1

Por ccnsequ@ncia pocemos concluir que o conjugado de epf-
topo-Ricina-A é mais téxico pars estas células que a toxina sozi-

nha cu gue o conjugado de toxina de 65 kD.

Exemplo 6C

S¥o0 repetidas as mesmas experifncias como no exemplo 6B
com a condig3o de que n3o estdo presentes células zapresentando an
tigénio e que as células T s3o estimuladas com IL-2 (antigénio

ndo especifico). Os resultados s3o mostrados abaixo.
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/wg/ml de toxina | Ricina-A Ricina-A de 65 kD | Ricina-A-RdV,
a b a b a b a
0 (0) 100 (100) 100 (100) 100
0,1 (0,02) 105 (100) 96 (107) 93
0,3 (c,2) 92 (93) 89 (90C) 50
1,0 (2,0) 85 (80) 73 (81) 75
3,0 (20,0) 82 (1) 31 (17) 27
10,0 47 17 25
30,0 4 1 2
A média dos valores de LDSD s3o:
toxina toxina de 65 kD toxina-QdVl
LDSG médio 6,8 3,9 1,7

Pode ser conclufdo que os conjugados de Rdvl—Ricina-A sdo
os mais efectivos na inibig#o da proliferag3do deste clone de célu

las T.

Exemplo 7

Em ratazanas de Lewis machos € induzida a artrite adjuvan

te pela Micobacterium butiricum (100 mg/ml em querosene).

Cada 6 grupos de 5 ratazanas s3o tratados aos dias 0-5 e

aos dias B8-12 com injecg®es do seguinte:

grupo 1 placebo

grupo 2 conjugado de Ricina-A de 65 kDO (ver exemplo 6)
(1 mg/kg)

grupo 3 conjugado de péptido I-Ricina-A (ver exemplo 5)
(0,25 mg/kg)

grupo 4 Ricina-A (0,25 mg/kg)

grupo 5 protefna de 65 kD (0,5 mg/kg)

grupo 6 péptido I (0,01 mg/kg)
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No dia 22 s3o injectados lD/kg de proteina de 65 kD no
ouvido.

No dia 24 & determinada a tumefacg3doc do ouvido.

Us resultados médios sZo calculados por grupo e represen-

tados como percentagens de tumefaccgZo.

grupo % de tumefacc3o
(1) 5,0 + 2,6
(2) 8,1 + 2,8
(3) -0,2 + 2,5
(4) 8,1 + 3,
(5) 5,8 + 2,
(6) 2,8 T 2y

Pode ser conclufdo gque o conjugado de nonapéptido-Ricina

exibe o DTH contra a protefna de 65 kD em ratazanas.
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REIVINDICAGCDES

1 - Processo de preparag@o de uma imunotoxina para o tra-
tamento ou profilaxia de uma doenga auto-imune, compreendendo a
imunctoxina um epftopo, reconhecido pelos linfécitos T, sendo ca-
racter{stico para a doenga auto-imune especifica ou um seu andlo-
go reactivo cruzadamente, caracterizado por o referido epf{topo ou
0 seu andlogo reactivo cruzadamente ser acoplado a uma subst&ncia

citot6éxica quer directamente quer por meio de um ligante.

2 - Processo de preparag?o de uma imunotoxina para o tra-
tamento ou profilaxia da artrite reumatédide de acordo com 2 rei-
vindicagd3o 1, caracterizado por o epfitopo residir na proteina da

cartilagem da articulagdo.

3 - Processo de acordo com a@ reivindicag3o 2, caracteriza
do por o epftopo ter a sequ&ncia de amino4cidos Thr-Ala-Val-Val-
Ala-lLeu-Glu-Leu-Gln.

4 - Processo de preparag3@c de uma imunotoxina para o tra-
tamento ou profilaxia da artrite reumatSide de acordo com a rei-
vindicag3o 1, caracterizado por o epftopo residir na protefna de

65 KD de Mycobacterium.

5 - Processo de acordo com a reivindicag®o 4, caracteriza
do por o epltopo ter a sequ@ncia de amino&cidas Thr-Phe-Gly-Leu-
-Gln-Leu-Glu-Leu-Thr.

6 - Processo de preparagdo de uma imunotoxina para o tra-
tamanto ou profilaxia da esclerose méltipla de acordo com a rei-
vindicag3o 1, caracterizado por o epftopo residir na protefna bé&-

sica de mielina.

7 ~ Processo de preparag3o de uma imunotoxina para o tra-
tamento ou profilaxia da miastenia grave de acordo com a reivindi
cagdo 1, caracterizado por o epfitopo residir no receptor da ace-

tilcolina.

8 - Processo de acordo com as reivindicag®es 1-7, carac-
terizado por a substéncia citotéxica ser uma protefna inactivan-

te do ribossoma.
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9 - Processo de acordo com as reivindicag®es 1-7, caracte

rizado por a subst@ncia citotéxica ser um radio-isétopao.

10 - Processo de preparagdo de um preparado farmacButico,
caracterizado por se associar, como componentes biologicamente ac
tivos, uma ou mais imunotoxinas preparadas de acordo ccm 3as rei-
vindicag®es 1-9, com vefculos ou diluentes farmaceuticamente acei

téveis.
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