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TRATAMENTO, RETARDAMENTO DO DESENVOLVIMENTO DE
DOENGAS OU CONDIGOES, E PARA TRIAR UMA VARIANTE DE
POLTPEPTIIDEO DE NEUREGULINA-1-BETA. A presente invengéo
proporciona variantes de polipeptideo de neuregulina- 1p (NRG- 1p)
tém intensificado ou decrescido a finidade de ligagédo por ErbB3 e/ou
ErbB4. A invengdo também proporciona métodos de triagem e de
produgéo de variantes de polipeptideo de NRG- 1 e métodos de uso
de variantes de polipeptideo de NRG- 1p para tratar doencas.
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“VARIANTE DE POLIPEPTIDEO DE NEUREGULINA-1-BETA,
POLINUCLEOTIDEO, COMPOSICAO FARMACEUTICA, KIT, E,
METODOS PARA PREVENCAO, TRATAMENTO, RETARDAMENTO DO
DESENVOLVIMENTO DE DOENCAS OU CONDICOES, E PARA TRIAR
UMA VARIANTE DE POLIPEPTIDEO DE NEUREGULINA-1-BETA”

REFERENCIA CRUZADA AOS PEDIDOS
RELACIONADOS

Este pedido é uma continuagdo em parte do e reivindica o
beneficio de prioridade do Pedido de Patente U.S. de Numero Serial
11/293.879 depositado aos 2 de dezembro de 2005, que é aqui incorporado
como referéncia em sua inteireza.

CAMPO DA INVENCAO

Esta invencdo refere-se em geral as variantes de neuregulina
que seletivamente ativam os receptores ErbB. A inven¢do proporciona
variantes de neuregulina e métodos para triar e usar tais variantes.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Tem sido demonstrado que a familia de receptores de fator de
crescimento epidérmico, que compreende quatro membros EGFR, ErbB2,
ErbB3 e ErbB4, desempenha um papel importante em multiplas fung¢des
celulares, incluindo crescimento celular, diferenciagdo celular e sobrevivéncia
celular. S&o receptores de proteina-tirosina-cinase, consistindo de um dominio
de ligacdo de ligante extracelular, dominio de transmembrana e dominio de
tirosina-cinase citoplasmica. Tém sido identificados multiplos ligantes de
receptor que medeiam a homo- ou heterodimerizagdo de receptor sob ligag@o.
A associagdo de receptor especifico resulta em padrdes diferentes de
fosforilagdo, cascatas de sinalizagdo complexas e multiplas fungdes
bioldgicas, incluindo proliferagédo celular, prevencdo de apoptose e promogéo
de mobilidade, adesdo e invasdo de célula de tumor.

Neuregulina-1 € um ligante dos receptores ErbB3 e ErbB4.
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Mais de 15 isoformas distintas de neuregulina-1 tem sido identificadas.
Isoformas de neuregulina-1 podem ser divididas em dois grupos grandes,
conhecidos como tipos o e B, baseando-se nas diferengas na estrutura de seus
dominios de fator de crescimento epidérmico tipo-(EGF) essenciais. Tem sido
mostrado que os dominios de neuregulina-1 tipo EGF, variando em tamanho
de 50 a 64-aminoacidos, sdo suficientes para ligar em e ativar estes
receptores. Estudos anteriores tém mostrado que neuregulina-18 (NRG1)
pode se ligar diretamente em ErbB3 e ErbB4 com afinidade alta. O receptor
6rfio, ErbB2, mantém uma conformagdo pré-ativada para facilitar a
heterodimeriza¢io com ErbB3 ou ErbB4 com afinidade aproximadamentel100
maior do que os homodimeros ErbB3 e ErbB4. Os receptores heterodiméricos
atuam em tipos de célula distintos: ErbB2/ErbB3 no sistema nervoso
periférico e ErbB2/ErbB4 no coragdo. Pesquisa em desenvolvimento neural
tem indicado que a formagio do sistema nervoso simpatico requer um sistema
de sinalizagdo de NRG-1pB, ErbB2 e ErbB3 intacto. Rompimento selecionado
de NRG-lBhou ErbB2 ou ErbB4 leva a letalidade embridnica devido aos
defeitos de desenvolvimento cardiaco. Estudos recentes também realgaram os
papéis de NRG1f, ErbB2 e ErbB4 no desenvolvimento cardiovascular bem
como na manuten¢do da fun¢do cardiaca de adulto. Tem sido mostrado que
NRG-1B intensifica a organizagdo de sarcomero em cardiomiocitos de adulto.
A administracio de curta duragdo de um dominio de NRG-1B EGF

recombinante significativamente melhora ou protege contra deterioragdo em

"desempenho do miocardio em trés modelos distintos em animal de

insuficiéncia cardiaca. Mais importante, NRG-1 significativamente prolonga
a sobrevivéncia de animais com insuficiéncia cardiaca. Estes efeitos tornam
NRG-1B promissora como um composto quimico de partida ou terapéutico de
amplo espectro para insuficiéncia cardiaca devido a uma variedade de
doengas comuns. Contudo, ainda hd uma necessidade de informagéo

estrutural detalhada de NRGI1B em complexo com seus receptores para
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projetar variantes de NRG-1p para uso terapéutico.

Numerosos estudos computacionais empregando modelagem
de homologia, simula¢des de dindmica molecular e calculos de energia livre
tém sido realizados para interagdes de ligante-proteina e de proteina-proteina
em nivel atémico. Predi¢do de energias livres de ligagdo de ligante-receptor
absoluta é essencial em uma ampla variedade de pesquisas biofisicas tal como
projeto de droga baseado em estrutura. Recentemente, uma nova abordagem
computacional, a Molecular Mechanics Poisson Boltzmann Surface Area
(MM-PBSA), tem sido usada para estudar interagdes de proteina-proteina.
MM-PBSA calcula as energias livres dos estados finais diretamente para se
evitar a simula¢do consumidora de tempo dos estados intermediarios. Este
método combina energias mecanicas moleculares para o soluto com uma
abordagem de solvente continua e modo de analise normal para estimar as
energias livres totais. Metodologia de escaneamento de alanina computacional
também tem sido usada para estudar as interagdes de proteina-proteina.

BREVE SUMARIO DA INVENCAO

Em um aspecto, a presente invengdo proporciona uma variante
de polipeptideo de neuregulina-1p compreendendo seqiiéncia de aminoacidos
mostrada em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo compreende
um aminoacido diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a variante de
polipeptideo possui uma afinidade de ligagdo aumentada para ErbB3
comparada com o polipeptideo de SEQ ID NO:1, e na qual no residuo 25
citado aminoacido diferente ¢ A, C,E,F, G, H, L K, L, M, N, P, Q, R, 5, T,
V, W, ou Y; no residuo 35 citado aminoacido diferente ¢ A, C, D, E, F, G, H,
LL N,M,P,Q,R,S, T, V, W, ou Y; e/ou no residuo 46 citado aminoacido
diferente ¢ A,C,D,E,F,G.H,L,K,L, M,NP,R,S, T, V,W,ouY.

Em algumas modalidades, a variante de polipeptideo consiste
da seqiiéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID NO:1, e na qual no

residuo 25 citado aminoécido diferente ¢ A, C,E, F,G,H, , K, L, M, N, P, Q,
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R, S, T, V, W, ou Y; no residuo 35 citado aminoacido diferente € A, C, D, E,
F,GGH LL N, M P, QR,S, T, V, W, ouY,; eou no residuo 46 citado
aminoacido diferente ¢ A,C, D, E,F, G, H, L K, L, M, N, P, R, S, T, V, W,
ouyY.

Em algumas modalidades da variante de polipeptideos, no
residuo 25 citado aminoacido diferente € A; no residuo 35 citado aminoacido
diferente é A; e/ou no residuo 46 citado aminoacido diferente € A.

Em algumas modalidades, a variante de polipeptideo possui
uma afinidade decrescida ou similar para ErbB4 comparada com o
polipeptideo de SEQ ID NO:1. Em algumas modalidades da variante de
polipeptideos, no residuo 25 citado aminoacido diferente ¢ A. Em algumas
modalidades da variante de polipeptideos, no residuo 35 citado aminoacido
diferente é A. Em algumas modalidades da variante de polipeptideos, no
residuo 46 citado aminoacido diferente é A.

A invengdo também proporciona uma variante de polipeptideo
de neuregulina-1B compreendida de residuos de aminoécido 1-52 de SEQ ID
NO:1, na qual a variante de polipeptideo compreende um aminodcido
diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo possui
uma afinidade de ligagdo aumentada para ErbB3 comparada com o
polipeptideo consistindo de residuos de aminoacido 1-52 de SEQ ID NO:1, e
na qual no residuo 25 citado aminoacido diferente ¢ A, C,E, F, G, H, L K, L,
M,N,P,Q,R,S, T, V, W, ouY; no residuo 35 citado aminoécido diferente ¢
A,C,D,E,F,GH LL N,M,P,Q,R,S, T,V, W, ouY; e/ou no residuo 46
citado aminoacido diferente ¢ A, C,D,E,F, G, H,, K, L, M, N, P, R, S, T,
V,W,ouY.

Em algumas modalidades da variante de polipeptideos, no
residuo 25 citado aminoacido diferente é A; no residuo 35 citado aminoécido
diferente é A; e/ou no residuo 46 citado aminoacido diferente € A.

Em algumas modalidades, a variante de polipeptideo possui
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uma afinidade decrescida ou similar para um ErbB4 comparada com o
polipeptideo consistindo de residuos de aminoacido 1-52 de SEQ ID NO:1.
Em algumas modalidades da variante de polipeptideos, no residuo 25 citado
aminoacido diferente € A. Em algumas modalidades da variante de
polipeptideos, no residuo 35 citado aminoacido diferente é A. Em algumas
modalidades da variante de polipeptideos, no residuo 46 citado aminoacido
diferente € A.

A inven¢do também proporciona um polinucleotideo
compreendendo uma seqiiéncia de acido nucleico codificadora da variante de
polipeptideo aqui descrita que possui uma afinidade de ligagdo aumentada
para ErbB3 comparada com o polipeptideo de SEQ ID NO:1 ou polipeptideo
consistindo de residuos de aminoacido 1-52 de SEQ IN NO:1.

A invengdo também proporciona uma composi¢do
farmacéutica compreendendo uma quantidade efetiva da variante de
polipeptideo aqui descrita que possui uma afinidade de ligagdo aumentada
para ErbB3 comparada com o polipeptideo de SEQ ID NO:1 ou polipeptideo
consistindo de residuos de aminoacido 1-52 de SEQ IN NO:1, ou o
polinucleotideo codificador da variante de polipeptideo e um excipiente
farmaceuticamente aceitavel.

A inveng¢do também proporciona um kit compreendendo a
composi¢do farmacéutica. Em algumas modalidades, o kit adicionalmente
compreende uma instrugdo para usar a composi¢do farmacéutica na
prevengdo, no tratamento, ou no retardamento de uma doenca em um
individuo via ativagdo de receptores ErbB2/ErbB3.

A invengdo também proporciona um método para prevengéo,
tratamento, ou retardamento de desenvolvimento de esquizofrenia em um
mamifero, compreendendo administrar a um mamifero, para o qual tal
prevencgdo, tratamento ou retardamento € necessario ou desejavel, uma

composi¢gdo farmacéutica compreendendo uma quantidade efetiva da



10

15

20

25

6

composi¢do farmacéutica. Em algumas modalidades, o mamifero € um
humano. '

Em outro aspecto, a presente invengdo proporciona uma
variante de polipeptideo de neuregulina-1p compreendendo seqiiéncia de
aminoacidos mostrada em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo
compreende um aminoacido diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a
variante de polipeptideo possui uma afinidade de ligagdo decrescida para
ErbB4 comparada com o polipeptideo de SEQ ID NO:1, e na qual no residuo
3 citado aminoécido diferente ¢ A, C, D, E,F, G, H, L K, M, N, P, Q, R, S, T,
V,W,ouY.

Em algumas modalidades, a variante de polipeptideo consiste
da seqiiéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID NO:1, e na qual no
residuo 3 citado aminodcido diferente é A, C, D, E, F, GH, , K, M, N, P, Q,
R,S, T,V,W,ouY.

Em algumas modalidades da variante de polipeptideos, no
residuo 3 citado aminoacido diferente é A.

Em algumas modalidades, a variante de polipeptideo possui
uma afinidade de ligagdo aumentada ou similar para ErbB3 comparada com o
polipeptideo de SEQ ID NO:1. Em algumas modalidades da variante de
polipeptideos, no residuo 3 citado aminoacido diferente € A.

A inven¢do também proporciona uma variante de polipeptideo
de neuregulina-1B compreendida de residuos de aminoécido 1-52 de SEQ ID
NO:1, na qual a variante de polipeptideo compreende um aminoacido
diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo possui
uma afinidade de ligagdo decrescida para ErbB4 comparada com o
polipeptideo consistindo de residuos de aminoacido 1-52 de SEQ ID NO:1, e
na qual no residuo 3 citado aminoacido diferente ¢ A, C, D, E, F, G, H, L, K,
M,N,P,Q,R,S, T,V,W,ouY.

Em algumas modalidades da variante de polipeptideos, no
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residuo 3 citado aminoacido diferente € A.

Em algumas modalidades, a variante de polipeptideo possui
uma afinidade de ligagdo aumentada ou similar para um ErbB3 comparada
com o polipeptideo consistindo de residuos de aminoacido 1-52 de SEQ ID
NO:1. Em algumas modalidades da variante de polipeptideos, no residuo 3
citado aminoacido diferente € A.

A invengdo também proporciona um polinucleotideo
compreendendo uma seqiiéncia de acido nucleico codificadora da variante de
polipeptideo aqui descrita que possui uma afinidade de ligagdo decrescida
para ErbB4 comparada com o polipeptideo de SEQ ID NO:1 ou polipeptideo
consistindo de residuos de aminoacido 1-52 de SEQ ID NO:1.

A inven¢do também proporciona uma composi¢do
farmacéutica compreendendo uma quantidade efetiva da variante de
polipeptideo aqui descrita que possui uma afinidade de ligagdo decrescida
para ErbB4 comparada com o polipeptideo de SEQ ID NO:1 ou polipeptideo
consistindo de residuos de aminoacido 1-52 de SEQ IN NO:1, ou o
polinucleotideo codificador da variante de polipeptideo e um excipiente
farmaceuticamente aceitavel.

A inven¢do também proporciona um kit compreendendo a
composi¢do farmacéutica. Em algumas modalidades, o kit adicionalmente
compreende uma instrugdo para usar a composi¢do farmacéutica na
prevengdo, no tratamento, ou no retardamento de uma doenga em um
individuo via ativa¢do de ErbB2/ErbB3.

A inveng¢do também proporciona um método para prevengio,
tratamento, ou retardamento de desenvolvimento de esquizofrenia em um
mamifero, compreendendo administrar a um mamifero, para o qual tal
prevengdo, tratamento ou retardamento € necessario ou desejavel, uma
composi¢do farmacéutica compreendendo uma quantidade efetiva da

composi¢do farmacéutica. Em algumas modalidades, o mamifero ¢ um
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humano.

Em outro aspecto, a presente invengdo proporciona uma
variante de polipeptideo de neuregulina-1p compreendendo seqiiéncia de
aminoacidos mostrada em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo
compreende um aminoacido diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a
variante de polipeptideo possui uma afinidade de ligagdo aumentada para
ErbB4 comparada com o polipeptideo de SEQ ID NO:1, e na qual no residuo
16 citado aminoécido diferente é A, C, D, E,F, G, H, L K, L, M, P, Q, R, S,
T, V, W, ou Y; no residuo 29 citado aminoacido diferente é A, C, D, E, F, G,
HLKLMNQRS, TV, W,ouY,; no residuo 31 citado aminoacido
diferente é A, C, D, E,F, G H, L K, L, M, N, P, Q, S, T, V, W, ou Y; no
residuo 43 citado aminoacido diferente é A,C,E,F, G, H,I; K, L, M, N, P, Q,
R, S, T, V, W, ou Y; e/ou no residuo 47 citado aminoacido diferente € A, C,
D,E.F,G,H, LK, L, M,P,Q,R,S, T,V,W,ouY.

Em algumas modalidades, a variante de polipeptideo consiste
da seqiiéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID NO:1, e na qual no
residuo 16 citado aminoacido diferente ¢ A,C,D, E, F, G, H,I, K, L, M, P, Q,
R, S, T, V, W, ou Y; no residuo 29 citado aminoacido diferente € A, C, D, E,
F,GG HL K, L, M, N, Q R, S, T, V, W, ou Y; no residuo 31 citado
aminoacido diferente é A, C, D, E,F, GG H, L K, L, M, N, P, Q, S, T, V, W,
ou Y; no residuo 43 citado aminoacido diferente ¢ A, C,E,F, G, H, L K, L,
M,N,P,Q R, S, T, V, W, ou Y; e/ou no residuo 47 citado aminoacido
diferente ¢ A,C,D,E,F, G, H, L K,L,LM,P,Q,R,S, T, V, W,ou Y.

Em algumas modalidades da variante de polipeptideos, no
residuo 16 citado aminoacido diferente é A; no residuo 29 citado aminoécido
diferente é A; no residuo 31 citado aminoacido diferente é A; no residuo 43
citado aminoicido diferente é A; ou no residuo 47 citado aminoacido
diferente é A.

Em algumas modalidades, a variante de polipeptideo possui
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uma afinidade decrescida ou similar para um ErbB3 comparada com o
polipeptideo de SEQ ID NO:1. Em algumas modalidades da variante de
polipeptideos, no residuo 31 citado aminoacido diferente é A. Em algumas
modalidades da variante de polipeptideos, no residuo 43 citado aminoacido
diferente ¢ A. Em algumas modalidades da variante de polipeptideos, no
residuo 47 citado aminoacido diferente é A.

A invengdo também proporciona uma variante de polipeptideo
de neuregulina-1B consistindo de residuos de aminoacido 1-52 de SEQ ID
NO:1, na qual a variante de polipeptideo compreende um aminoacido
diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo possui
uma afinidade de ligagdo aumentada para ErbB4 comparada com o
polipeptideo consistindo de residuos de aminoacido 1-52 de SEQ ID NO:1, e
na qual no residuo 16 citado aminoacido diferente ¢ A, C, D, E, F, G, H, L K,
L,M,P,Q,R, S, T, V, W, ou Y; no residuo 29 citado aminoacido diferente é
ACCD,EFGHLKLMNQR,S,T,V, W, ouY,; no residuo 31
citado aminoacido diferente é A, C, D, E,F, G, H, L K, L, M, N, P, Q, S, T,
V, W, ou Y; no residuo 43 citado aminoacido diferente é A, C, E, F, G, H, I,
K,LLM,N,P,Q,R,S, T, V, W, ou Y; e/ou no residuo 47 citado aminoacido
diferente ¢ A,C,D,E,F,GGH,LK,L,M,P,Q,R, S, T, V, W,ou Y.

Em algumas modalidades da variante de polipeptideos, no
residuo 16 citado aminoacido diferente € A; no residuo 29 citado aminoacido
diferente € A; no residuo 31 citado aminoacido diferente é A; no residuo 43
citado aminoacido diferente é A; e/ou no residuo 47 citado aminoacido
diferente é A.

Em algumas modalidades, a variante de polipeptideo possui
uma afinidade decrescida ou similar para um ErbB3 comparada com o
polipeptideo de SEQ ID NO:1. Em algumas modalidades da variante de
polipeptideos, no residuo 31 citado aminoacido diferente ¢ A. Em algumas

modalidades da variante de polipeptideos, no residuo 43 citado aminoacido
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diferente ¢ A. Em algumas modalidades da variante de polipeptideos, no
residuo 47 citado aminoécido diferente € A.

A invenc¢do também proporciona uma variante de polipeptideo
de neuregulina-1B compreendendo seqiiéncia de aminoacido de SEQ ID
NO:1, na qual a variante de polipeptideo compreende um aminoacido
diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo possui
uma afinidade de ligagdo decrescida para ErbB3 comparada com o
polipeptideo de SEQ ID NO:1 mas possui afinidade de ligagdo para ErbB4
similar ao polipeptideo de SEQ ID NO:1, e na qual no residuo 33 citado
aminoacido diferente é A.

A invengdo também proporciona uma variante de polipeptideo
de neuregulina-1B consistindo de residuos de aminoéacido 1-52 de SEQ ID
NO:1, na qual a variante de polipeptideo compreende um aminoéacido
diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo possui
uma afinidade de ligagdo decrescida para ErbB3 comparada com o
polipeptideo consistindo de residuos de aminoacido 1-52 de SEQ ID NO:1
mas possui afinidade de ligagdo para ErbB4 similar ao polipeptideo
consistindo de residuos de aminoacido 1-52 SEQ ID NO:1, e na qual no
residuo 33 citado aminoacido diferente € A.

A inven¢do também proporciona um polinucleotideo
compreendendo uma seqiiéncia de acido nucleico codificadora da variante de
polipeptideo aqui descrita que possui uma afinidade de ligagdo aumentada
para ErbB4 comparada com o polipeptideo de SEQ ID NO:1 ou polipeptideo
consistindo de residuos de aminoacido 1-52 de SEQ ID NO:1.

A invencdo também proporciona uma composi¢do
farmacéutica compreendendo uma quantidade efetiva da variante de
polipeptideo aqui descrita que possui uma afinidade de ligagdo aumentada
para ErbB4 comparada com o polipeptideo de SEQ ID NO:1 ou polipeptideo
consistindo de residuos de aminoacido 1-52 de SEQ ID NO:1, ou o
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polinucleotideo codificador da variante de polipeptideo e um excipiente
farmaceuticamente aceitavel.

A inven¢do também proporciona um kit compreendendo a
composi¢do farmacéutica. Em algumas modalidades, o kit adicionalmente
compreende uma instru¢do para usar a composi¢do farmacéutica na
preven¢do, no tratamento, ou no retardamento de uma doenga em um
individuo via ativagdo de receptores ErbB2/ErbB4.

A invengdo também proporciona um método para prevengio,
tratamento, ou retardamento de desenvolvimento de miocardite viral,
cardiomiopatia (congestiva) dilatada, toxicidade cardiaca, insuficiéncia
cardiaca, infarto do miocardio em um individuo, compreendendo administrar
ao individuo, para o qual tal prevengdo, tratamento ou retardamento €
necessario ou desejavel, uma composi¢do farmacéutica compreendendo uma
quantidade efetiva da composigdo farmacéutica. Em algumas modalidades, o
mamifero ¢ um humano.

Em outro aspecto, a invengdo proporciona um método para a
triagem de uma variante de polipeptideo de neuregulina-1f possuindo
afinidade de ligagdo aumentada para ErbB3, cujo método compreende: (a)
estabelecer uma estrutura tridimensional de uma neuregulina-1f ou de um seu
fragmento, um ErbB3, e um complexo da neuregulina-1p ou do seu fragmento
ou do ErbB3 por modelagem de homologia; (b) estabelecer dados de
mudangas conformacionais e estabilidade do complexo da neuregulina-1§ ou
do seu fragmento ou do ErbB3 em solug¢do pelo método de simulagdo de
dindmica molecular; (¢) calcular a energia livre de ligagdo subtotal (AGgyptotal
tipo selvagem) d@ neuregulina-1p ou do seu fragmento com o ErbB3 pelo método
de Molecular Mechanics Poisson Boltzmann Surface Area (MM-PBSA); (d)
calcular a energia livre de ligagdo subtotal (AGgybtotal variante alanina-substituida) 4€
uma variante alanina-substituida da neuregulina-1f ou do seu fragmento com

o ErbB3 pelo método de Molecular Mechanics Poisson Boltzmann Surface
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Area (MM-PBSA), na qual a variante alanina-substituida compreende um
aminodcido da neuregulina-1p ou do seu fragmento substituido, por uma
alanina; (e) calcular AAGsubtotal = AGgybtotal tipo selvagem ~AGsubtotal variante alanina-
wbstituida; € (f) selecionar variante alanina-substituida que possui um valor
positivo de AAGguora para o complexo da neuregulina-1f ou do seu
fragmento ou do ErbB3; pelo qual uma variante de polipeptideo de
neuregulina-18 que possui afinidade de ligagdo aumentada para ErbB3 ¢é
identificada.

A invenc¢do também proporciona um método para a triagem de
uma variante de polipeptideo de neuregulina-1f possuindo atividade de
ligacdo aumentada seletiva para ErbB3, cujo método compreende: (a)
estabelecer uma estrutura tridimensional de uma neuregulina-1f ou de um seu
fragmento, um ErbB3, um ErbB4, um complexo da neuregulina-1f ou do seu
fragmento ou do ErbB3, e um complexo da neuregulina-18 ou do seu
fragmento e do ErbB4 por modelagem de homologia; (b) estabelecer dados de
mudangas conformacionais e estabilidade do complexo da neuregulina-1f ou
do seu fragmento ou do ErbB3, e do complexo da neuregulina-1f ou do seu
fragmento e do ErbB4 em solugdo pelo método de simulagdo de dindmica
molecular; (c) calcular a energia livre de ligagdo subtotal (AGsubtotal tipo selvagem)
da neuregulina-1f ou do seu fragmento com o ErbB3 ou o ErbB4 pelo método
de Molecular Mechanics Poisson Boltzmann Surface Area (MM-PBSA); (d)
calcular a energia livre de ligagdo subtotal (AGaybtotal variante alanina-substituida) d€
uma variante alanina-substituida da neuregulina-1p ou do seu fragmento com
o ErbB3 ou o ErbB4 pelo método de Molecular Mechanics Poisson
Boltzmann Surface Area (MM-PBSA), na qual a variante alanina-substituida
compreende um aminoacido da neuregulina-1B ou do seu fragmento
substituido por uma alanina; (e) calcular AAGgybtotat = AGsubtotal tipo selvagem =
AGigubtotal variante alanina-substituida; (£) Selecionar variante alanina-substituida que

possui um valor positivo de AAGgypioral para o complexo da neuregulina-1B ou
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do seu fragmento ou do ErbB3, e possui um valor negativo ou um valor de
cerca de zero para AAGgpora para o complexo da neuregulina-1B ou do seu
fragmento e do ErbB4; pelo qual uma variante de polipeptideo de
neuregulina-1B que possui afinidade de ligagdo aumentada seletiva para
ErbB3 ¢ identificada. Em algumas modalidades, uma variante alanina-
substituida possuindo o valor negativo para AAGgpora para o complexo da
neuregulina-1p ou do seu fragmento e do ErbB4 ¢ selecionada, pelo qual uma
variante de polipeptideo de neuregulina-1 que possui afinidade de ligagdo
aumentada para ErbB3 mas afinidade de ligagdo decrescida para ErbB4 ¢
identificada. Em algumas modalidades, uma variante alanina-substituida
possuindo o valor de cerca de zero para AAGgma para o complexo da
neuregulina-1p ou do seu fragmento e do ErbB4 ¢ selecionada, pelo qual uma
variante de polipeptideo de neuregulina-18 que possui afinidade de ligagdo
aumentada para ErbB3 mas afinidade de ligagdo ndo modificada para ErbB4 ¢
identificada.

Em outro aspecto, a inveng¢do proporciona um método para a
triagem de uma variante de polipeptideo de neuregulina-1f possuindo
afinidade de ligagdo aumentada para ErbB4, cujo método compreende: (a)
estabelecer uma estrutura tridimensional de uma neuregulina-1p ou de um seu
fragmento, um ErbB4, e um complexo da neuregulina-1p ou do seu fragmento
e do ErbB4 por modelagem de horhologia; (b) estabelecer dados de mudangas
conformacionais e estabilidade do complexo da neuregulina-1f ou do seu
fragmento e do ErbB4 em solugdo pelo método de simulagdo de dindmica
molecular; (c) calcular a energia livre de ligagdo subtotal (AGgyptotal tipo selvagem)
da neuregulina-1p ou do seu fragmento com o ErbB4 pelo método de
Molecular Mechanics Poisson Boltzmann Surface Area (MM-PBSA); (d)
calcular a energia livre de ligagdo subtotal (<Ggubtotal vasiante alanina-substituida) d€
uma variante alanina-substituida da neuregulina-f ou do seu fragmento com o

ErbB4 pelo método de Molecular Mechanics Poisson Boltzmann Surface
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Area (MM-PBSA), na qual a variante alanina-substituida compreende um
aminoacido da neuregulina-1p ou do seu fragmento substituido por uma
alanina; (e) calcular AAGgubiotal =AGsubtotal tipo seivagem ~AGisubtotal variante alanina-
substitaida; € (f) selecionar uma variante alanina-substituida que possui um valor
positivo de AAGguom para o complexo da neuregulina-1f ou do seu
fragmento e do ErbB4; pelo qual uma variante de polipeptideo de
neuregulina-1B que possui afinidade de ligagdo aumentada para ErbB4 ¢
identificada.

A invencdo também proporciona um método para a triagem de
uma variante de polipeptideo de neuregulina-1p possuindo atividade de
ligagdo aumentada seletiva para ErbB4, cujo método compreende: (a)
estabelecer uma estrutura tridimensional de uma neuregulina-1f3 ou de um seu
fragmento, um ErbB3, um ErbB4, um complexo da neuregulina-1p ou do seu
fragmento ou do ErbB3, e um complexo da neuregulina-1f ou do seu
fragmento e do ErbB4 por modelagem de homologia; (b) estabelecer dados de
mudangas conformacionais e estabilidade do complexo da neuregulina-1p ou
do seu fragmento ou do ErbB3, e do complexo da neuregulina-1p ou do seu
fragmento e do ErbB4 em solu¢do pelo método de simulagdo de dindmica
molecular; (c) calcular a energia livre de ligagdo subtotal (AGgubiotal tipo selvagem)
da neuregulina-1f ou do seu fragmento com o ErbB3 ou o ErbB4 pelo método
de Molecular Mechanics Poisson Boltzmann Surface Area (MM-PBSA); (d)
calcular a energia livre de ligacdo subtotal (AGgubiotal variante atanina-substituida) 4€
uma variante alanina-substituida da neuregulina-1f ou do seu fragmento com
o ErbB3 ou o ErbB4 pelo método de Molecular Mechanics Poisson
Boltzmann Surface Area (MM-PBSA), na qual a variante alanina-substituida
compreende um aminoacido da neuregulina-1f ou do seu fragmento
substituido por uma alanina; (e) calcular AAGgupiotat =AGsybtotal tipo selvagem -
AGgubtotal variante alanina-substituida; (f) Selecionar variante alanina-substituida que

possui um valor positivo de AAGgpora para o complexo da neuregulinlf ou
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do seu fragmento e o ErbB4, e possui um valor negativo ou, um valor de
cerca de zero para AAGgptoral Para o complexo da neuregulina-1B ou do seu
fragmento ou do ErbB3; pelo qual uma variante de polipeptideo de
neuregulinl B que possui afinidade de ligagdo aumentada seletiva para ErbB4
¢ identificada. Em algumas modalidades, variante alanina-substituida
possuindo um valor negativo para AAGg,pra para o complexo da neuregulina-
1B ou do seu fragmento ou do ErbB3 é selecionada, pelo qual uma variante de
polipeptideo de neuregulina-1p que possui afinidade de ligagdo aumentada
para ErbB4 mas afinidade de ligagdo decrescida para ErbB3 ¢ identificada.
Em algumas modalidades, variante alanina-substituida possuindo o valor de
cerca de zero para AAGgoa para o complexo da neuregulina-1p ou do seu
fragmento ou do ErbB3 ¢ selecionada, pelo qual uma variante de polipeptideo
de neuregulina-1f que possui afinidade de ligagdo aumentada para ErbB4 mas
afinidade de liga¢do ndo modificada para ErbB3 ¢ identificada.

A invengdo também proporciona um método para a triagem de
uma variante de polipeptideo de neuregulina-1B possuindo afinidade de
ligagdo ndo modificada para ErbB4 mas possui afinidade de ligagdo
decrescida para ErbB3, cujo método compreende: (a) estabelecer uma
estrutura tridimensional de uma neuregulina-1f ou de um seu fragmento, um
ErbB3, um ErbB4, um complexo da neuregulina-1f ou do seu fragmento ou
do ErbB3, e um complexo da neuregulina-1f ou do seu fragmento e do ErbB4
por modelagem de homologia; (b) estabelecer dados de mudangas
conformacionais e estabilidade do complexo da neuregulina-1 ou do seu
fragmento ou do ErbB3, e do complexo da neuregulina-18 ou do seu
fragmento e do ErbB4 em solugdo pelo método de simulagdo de dindmica
molecular; (c) calcular a energia livre de ligagdo subtotal (AGgubtotal tipo selvagem)
da neuregulina-1p ou do seu fragmento com o ErbB3 ou o ErbB4 pelo método
de Molecular Mechanics Poisson Boltzmann Surface Area (MM-PBSA); (d)

calcular a energia livre de ligagdo subtotal (AGsubtotal variante alanina-substituida) d€
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uma variante alanina-substituida da neuregulina-1f ou do seu fragmento com
o ErbB3 ou o ErbB4 pelo método de Molecular Mechanics Poisson
Boltzmann Surface Area (MM-PBSA), na qual a variante alanina-substituida
compreende um aminoacido da neuregulina-1p ou do seu fragmento
substituido por uma alanina; (e) calcular AAGgptotat =AGsubrotal tipo selvagem -
AGgybiotal variante alanina-substisida; (t) Selecionar variante alanina-substituida que
possui um valor de cerca de zero para AAGguom para o complexo da
neuregulina-1B ou do seu fragmento e do ErbB4 e possui um valor negativo
para AAGguyora para o complexo da neuregulina-1B ou do seu fragmento e o
Erb133; pelo qual uma variante de polipeptideo de neuregulina-1f que possui
afinidade de ligagdo ndo modificada para ErbB4 mas possui afinidade de
ligac¢do decrescida para ErbB3 € identificada.

A invengio também proporciona uma variante de polipeptideo
da neuregulina-1 identificada pelos métodos aqui descritos.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

O depésito de patente ou pedido contém pelo menos um
desenho executado em cor. Cdpias desta patente ou publicagdo de pedido de
patente com desenho(s) coloridos serfo proporcionadas pelo Escritério sob
solicitagdo e pagamento da taxa necessaria.

Figura 1 mostra um alinhamento pareado entre (A) ErbB3 e

EGFR, e (B) ErbB4 ¢ EGFR usados para modelagem de homologia. Na

Wk 1K)

seqiiéncia, refere-se aos residuos idénticos, “:” refere-se as substituigdes

conservativas; e “.” refere-se as substitui¢Ges semi-conservativas. Os boxes
indicam regides estruturalmente conservadas.

Figura 2 mostra estereo-vistas de receptor refinado (A) ErbB3
(azul) e (B) ErbB4 (azul) tragos Ca superpostos sobre a estrutura de raios-X
de EGFR (vermelho).

Figura 3 mostra diagramas de fita de modelos (A) NRG-

1B/ErbB3 e (B) NRG-B/ErbB4 (B). Cadeia de NRG-1B em complexo €
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vermelha. Dominios I, II, III, e IV no receptor estdo coloridos de azul, verde,
laranja e cinza, respectivamente. Os trés sitios de ligacdo na interface estdo
esbocados. As figuras foram produzidas usando o programa MOLSCRIPT.

Figura 4 mostra estereo-vistas de (A) a superposi¢éo de melhor
ajuste de atomos Ca. das coordenadas de NRG-1p minimizadas (azul) sobre
EGF (vermelho) e (B) as seqiiéncias de aminoacidos alinhadas destas
proteinas.

Figura 5 mostra desvios quadraticos médios para os atomos Ca.
durante simula¢ées dindmicas de complexos de ErbB3 (linhas tracejadas) e
ErbB4 (linhas sé6lidas) com NRG1p.

Figura 6 mostra as intera¢des entre ErbB3 e NRG-1f sobre os
trés sitios de ligagdo, (A) a interface no sitio 1; (B) a interface no sitio 2; (C) a
interface no sitio 3. Apenas as cadeias laterais de residuos de interag¢do sdo
mostradas. Linhas tracejadas representam liga¢des de hidrogénio.

Figura 7 mostra as intera¢des entre ErbB4 ¢ NRG-1f sobre os
trés sitios de ligagdo, (A) a interface no sitio 1; (B) a interface no sitio 2; (C) a
interface no sitio 3. Apenas as cadeias laterais de residuos de interagdo sdo
mostradas. Linhas tracejadas representam ligagdes de hidrogénio.

Figura 8 mostra (A) a mudanga da energia de ligagcdo para os
experimentos de mutagénese de escaneamento de alanina computacional para
o complexo de ErbB3 com NRGI1B; e (B) a mudanga da energia de ligagdo
para oS experimentons de mutagénese de escaneamento de alanina
computacional para o complexo de ErbB4 com NRG-1B. Valores negativos
em AAGgupom indicam substitui¢des elevadamente desfavoraveis. Valores
positivos em AAGgyyoa indicam as mutagdes de alanina de preferéncia para os
residuos.

Figura 9 mostra fosforilagdo de AKT em células COS7 co-
expressando ErbB2&ErbB4 e ErbB2&ErbB3 apds tratamento com

neuregulina ou sua mutag¢do (D43A). Na figura, Con significa a concentragéo
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de neuregulina, P-AKT significa fosforilagdo de AKT.

Figura 10 mostra fosforilagdo de AKT em células COS7 co-
expressando ErbB2&ErbB4 e ErbB2&ErbB3 ap6s tratamento com
neuregulina ou sua mutagdo (L3A). GAPDH ¢ mostrado como controle de
quantidade de proteina.

Figura 11 mostra fosforilagdo de AKT em células COS7 co-
expressando ErbB2&ErbB4 e ErbB2&ErbB3 apds tratamento com
neuregulina ou seu mutante duplo (8A47A). é mostrado como controle de
quantidade de proteina.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Para claridade da descri¢do, € ndo por meio de limitagdo, a
descri¢do detalhada € dividida em subseg¢des que seguem.

A. Definigdes

A n3o ser que seja definido de outro modo, todos os termos
técnicos e cientificos aqui usados possuem os mesmos significados como
comumente entendidos por uma pessoa ordinariamente experiente na técnica
a qual esta invengdo pertence. Todas as patentes, pedidos, pedidos publicados
e outras publica¢bes aqui referidas sdo incorporadas em sua inteireza como
referéncias. Se uma defini¢do descrita nesta secdo for contrdria a ou
diferentemente inconsistente com uma definicdo descrita nas patentes,
pedidos, pedidos publicados e outras publicagdes que sdo aqui incorporadas
como referéncias, a defini¢do descrita nesta segio prevalece sobre a definigdo
que é aqui incorporada como referéncia.

Como aqui usado, “um” ou “uma” significa “pelo menos um”
ou “um ou mais”.

Como aqui usado, “neuregulina” ou “NRG” refere-se as
proteinas ou peptideos que podem se ligar em e ativar ErbB2/ErbB4 ou
ErbB2/ErbB3 heterodimeros proteina cinases, tais como todas as isoformas de

neuregulina, dominio EDF de neuregulina EGF apenas, mutantes de
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neuregulina, e qualquer tipo de produtos de gene semelhante a neuregulina
que também ativam os receptores acima. Neuregulina também inclui NRG-1,
NRG-2, NRG-3, e NRG-4. Estas proteinas e polipeptideos podem ativar os
receptores ErbB acima e modular suas reagdes bioldgicas, e.g., estimular
diferencia¢do de célula de cincer de mama e secreg¢do de proteina de leite;
induzir a diferenciacdo de célula de crista neural em célula Schwann;
estimular sintese de acetilcolina em célula de musculo esquelético; e melhorar
a sobrevivéncia de cardiocito e a sintese de DNA. Neuregulina também inclui
aquelas variantes com substituicdes de aminoacido conservativas que na
alteram substancialmente sua atividade biologica. Substituigdes conservativas
adequadas de aminoacidos sdo conhecidas por aquelas pessoas experientes na
técnica e podem ser feitas geralmente sem alteragdo da atividade biologica da
molécula resultante. Aquelas pessoas experientes na técnica reconhecem que,
em geral, substituigdes de aminoacido individuais em regides ndo essenciais
de um polipeptideo ndo alteram substancialmente a atividade bioldgica (veja,
e.g., Watson et al. Molecular Biology of the Gene, 4* Edi¢do, 1987, The
Bejacmin/Cummings Pub. co., p.224). Proteina neuregulina inclui uma
proteina ¢ um peptideo de neuregulina. Acido nucleico de neuregulina inclui
acido nucleico de neuregulina e oligonucleotideo de neuregulina.

Como aqui usado, “dominio de fator de crescimento tipo-
epidérmico” ou “dominio de tipo-EGF” refere-se a um motivo de polipeptideo
codificado pelo gene de neuregulina que se liga em e ativa ErbB2, ErbB3,
ErbB4, ou suas combinagdes, e possui uma similaridade estrutural ao dominio
de ligag¢do de receptor EGF como descrito em WO 00/64400, Holmes et al.,
Science, 256:1205-1210 (1992); Patentes U.S. de Nos. 5.530.109 e 5.716.930;
Hijazi et al., Int. J. Oncol., 13:1061-1067 (1998); Chang et al., Nature,
387:509-512 (1997); Carraway et al, Nature, 387:512-516 (1997);
Higashiyama et al., J. Biochem., 122:675-680 (1997); e WO 97/09425.
Dominios de tipo-EGF podem ser derivados de NRG-1, NRG-1, NRG-3, ou
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NRF-4. Dominios de tipo-EGF podem ser de subtipo a ou f.

Como aqui usado, um “fragmento ou derivado funcional” de
neuregulina refere-se a um derivado ou fragmento da proteina neuregulina ou
seu 4acido nucleico codificador que ainda substancialmente retém sua
atividade viral anti-miocardite, anti-DCM, anti-cardiotoxica, ou anti-infarto
do miocardio. Normalmente, o derivado ou fragmento retém pelo menos 50%
de sua atividade viral anti-miocardite, anti-DCM, anti-cardiotdxica, ou anti-
infarto do miocardio. Preferivelmente, o derivado ou fragmento retém pelo
menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% e 100% de sua atividade viral anti-
miocardite, anti-DCM, anti-cardiotdxica, ou anti-infarto do miocardio.

Como aqui usado, “erb” refere-se a dois oncogenes, erb A e
erb B, associados com virus de eritroblastose (um retrovirus de transformagéo
aguda).

Como aqui usado, “uma quantidade efetiva do composto para
tratar uma doen¢a particular” é uma quantidade que € suficiente para
melhorar, ou em alguma maneira reduzir os sintomas associados com a
doenca. Tal quantidade pode ser administrada como uma dose Unica ou pode
ser administrada de acordo com um regime, pelo qual ela ¢é efetiva. A
quantidade pode curar a doenga mas, tipicamente, ¢ administrada com o
objetivo de melhorar os sintomas da doenga. Administragdo repetida pode ser
requerida para alcangar a melhoria desejada dos sintomas.

Como aqui usado, “tratamento” ou “tratar” refere-se a
qualquer maneira na qual os sintomas de uma condig8o, distiirbio ou doenga
sdo melhorados ou diferentemente beneficamente alterados. Tratamento
também inclui aqui qualquer uso farmacéutico das composigoes.

Como aqui usado, “melhoria” dos sintomas de um distirbio
particular pela administragdo da composigdo farmacéutica particular refere-se
a qualquer diminui¢do, quer permanente quer tempordria, duradoura ou

transiente que pode ser atribuida a ou esta associada com a administra¢do da
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composi¢do.

Como aqui usado, “produgdo por meio recombinante” refere-
se aos métodos de produgdo que usam métodos de dacido nucleico
recombinantes que se baseiam em métodos bem conhecidos de biologia
molecular para expressar proteinas codificadas por acidos nucleicos clonados.

Como aqui usado, “complementar” quando se refere a duas
moléculas de 4cido nucleico, significa que as duas seqiiéncias de nucleotideos
sdo capazes de hibridizar, preferivelmente com menos do que 25%, mais
preferivelmente com menos do que 15 %, ainda mais preferivelmente com
menos do que 5 %, muito mais preferivelmente sem mas combinag¢des entre
nucleotideos opostos. Preferivelmente as duas moléculas hibridizardo sob
condi¢des de estringéncia alta.

Como aqui usado: “estringéncia de hibridizagdo” na
determinagdo da ma combinagdo percentual € como segue:

1) estringéncia alta: 0,1 x SSPE, 0,1% SDS, 65°C;

2) estringéncia média: 0,2 x SSPE, 0,1% SDS, 50°C (também
referida como estringéncia moderada); e

3) estringéncia baixa: 1,0 x SSPE, 0,1% SDS, 50°C.

E entendido que estringéncias equivalentes podem ser
alcancgadas usando tampdes, sais e temperaturas alternativas.

Como aqui usado, “vetor (ou plasmideo)” refere-se aos
elementos discretos que s3o usado para introduzir DNA heter6logo em células
para sua expressdo ou sua replicagdo. Selecdo e uso de tais veiculos sdo bem
conhecidos pelo técnico experiente. Um vetor de expressdo inclui vetores
capazes expressarem DNAs que estdo operacionalmente ligados com
seqiiéncias regulatdrias, tais como regides de promotor, que sdo capazes de
efetuarem expressdo de tais fragmentos de DNA. Assim, um vetor de
exprésséio refere-se a um construto de DNA ou RNA recombinante, tal como

um plasmideo, um fago, virus recombinante ou outro vetor que, sob
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introdugdo em uma célula hospedeira apropriada, resulta em expressdo do
DNA clonado. Vetores de expressdo apropriados sdo bem conhecidos por
aquelas pessoas experientes na técnica e incluem aqueles que sdo replicaveis
em células eucaridticas e/ou células procaridticas e aqueles que permanecem
epissomais ou aqueles que se integram no genoma da célula hospedeira.
Como aqui usado, “uma regido de promoter ou elemento de
promoter” refere-se a um segmento de DNA ou RNA que controla a
transcricio do DNA ou RNA no qual ele esta operacionalmente ligado. A
regido de promotor inclui seqiiéncias especificas que sdo suficientes para
reconhecimento de RNA polimerase, ligagdo e iniciacdo de transcri¢do. Esta
por¢do da regido de promotor é referida como o promotor. Em adi¢fo, a
regifio de promotor inclui seqiiéncias que modulam esta atividade de
reconhecimento, liga¢do e iniciagdo de transcrigdo da RNA polimerase. Estas
seqiiéncias podem ser de atuag8o cis ou podem ser responsivas aos fatores de
atuagdo trans. Promotores, dependendo da natureza da regulagdo, podem ser
constitutivos ou regulados. Promotores exemplares contemplados para uso em
procariotos incluem promotores de bacteriéfagos T7 e T3, e semelhantes.
Como aqui usado, ‘“operacionalmente ligado ou
operacionalmente associado” refere-se a relagdo funcional de DNA com
seqiiéncias regulatdrias ou efetoras de nucleotideos, tais como promotores,
intensificadores, sitios de termina¢do de transcri¢do e de tradugdo, e outras
seqiiéncias de sinal. Por exemplo, liga¢do operativa de DNA em um promotor
refere-se a relagdo fisica e funcional entre 0 DNA e o promotor de tal modo
que a transcrigdo de tal DNA seja iniciada do promotor por uma RNA
polimerase que especificamente reconhece, se liga em e transcreve 0 DNA.
Com o objetivo de otimizar a expressdo e/ou a transcrigdo in vitro, pode ser
necessario remover, adicionar ou alterar porgdes ndo-traduzidas 5’ dos clones
para eliminar codons (e.g., de iniciagdo) ou outras seqiiéncias de iniciagdo de

tradugdo extra, potencial inapropriada alternativa que podem interferir com ou
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reduzir a expressio, em qualquer nivel de transcricdo ou tradug@o.
Alternativamente, sitios de liga¢do de ribossomo de consenso (veja, €.g.,
Kozak, J. Biol. Chem., 266:19867-19870 (1991)) podem ser inseridos
imediatamente 5' do c6don de iniciagdo e podem intensificar a expressdo. O
desejo de (ou a necessidade para) tal modificagdo pode ser empiricamente
determinada.

Como aqui usado, “infarto do miocardio” refere-se a um
bloqueio de uma artéria corondria ou a uma interrupgéo do fluxo de sangue
acarretando necrose focal de parte do miocéardio causada por isquemia severa
e persistente.

B. Variantes de NRG-1 e composigdes farmacéuticas

[0076]A presente invengdo proporciona variantes de
polipeptideo de NRG-1 polinucleotideo codificador da variante de
polipeptideos e composi¢des farmacéuticas.

Um fragmento de NRG-1 funcional de humano possui a
seqiiéncia de aminodacidos:

Ser His Leu Val Lys Cys Ala Glu Lys Glu Lys Thr Phe Cys
Val Asn Gly Gly Glu Cys Phe Met Val Lys Asp Leu Ser Asn Pro Ser Arg Tyr
Leu Cys Lys Cys Pro Asn Glu Phe Thr Gly Asp Arg Cys Gln Asn Tyr Val
Met Ala Ser Phe Tyr Lys Ala Glu Glu Leu Tyr Gln (SEQ ID NO:1) que
corresponde aos aminoacidos 177-237 de NRG-1 de humano.

A seqiiéncia de acido nucleico de humano codificadora do
fragmento € agccatcttg taaaatgtgc ggagaaggag aaaactttct gtgtgaatgg
aggggagtgc ttcatggtga aagacctttc aaacccctcg agatacttgt geaagtgece aaatgagittt
actggtgatc gctgccaaaa ctacgtaatg gegagcettet acaaggegga ggagcetgtaccag (SEQ
ID NO:2)

A presente invengdo proporciona variantes de variantes de
neuregulina-1B que compreendem seqiiéncia de aminoacidos de SEQ ID

NO:1 e compreendem um aminoacido diferente daquele em SEQ ID NO:1 no
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residuo 3, 8, 16, 25, 29, 31, 33, 35, 43, 46, ou 47. Em certas modalidades,
variantes de neuregulina-1p da presente invengdo contém um Unico substituto
de aminoacido no residuo 3, 8, 16, 25, 29, 31, 33, 35, 43, 46, ou 47de SEQ ID
NO:1. Em certas modalidades, variantes de neuregulina-1B da presente
inven¢do contém multiplas substitui¢gdes de aminoacido no residuo 3, 8, 16,
25, 29, 31, 33, 35, 43, 46, ou 47de SEQ ID NO:1. Em algumas modalidades,
variantes de neuregulina-13 da presente invengdo contém duas, trés, quatro,
cinco ou seus substitui¢des de aminoécido no residuo 3, 8, 16, 25, 29, 31, 33,
35, 43, 46, ou 47de SEQ ID NO:1.

Em um aspecto, a presente invengdo refere-se a uma variante
de polipeptideo de neuregulina-1p compreendendo seqiiéncia de aminoécidos
mostrada em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo compreende
um aminoécido diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a variante de
polipeptideo possui uma afinidade de ligagdo aumentada para ErbB3
comparada com o polipeptideo de SEQ ID NO:1, e na qual no residuo 25
citado aminoacido diferente é A, C, E,F, GG HL L K, L, M, N, P, Q, R, S, T,
V, W, ou Y; no residuo 35 citado aminodcido diferente € A, C, D, E, F, G, H,
LL N MP QR,S, T,V, W, ouY, e/ouno residuo 46 citado aminoacido
diferente ¢ A,C,D;E,F,G,H, LK, L, M, N,P,R, S, T, V, W, 0ou Y.

Em algumas modalidades, a variante de polipeptideo consiste
da seqiiéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID NO:1, e na qual no
residuo 25 citado aminoacido diferente ¢ A, L, K, L, M, N, P, Q,R, S, T, V,
W ou Y- no residuo 35 citado aminoacido diferente é A, C, D, E, F, G, H, I,
L,N,M,P,Q,R, S, T, V, W, ou Y; e/ou no residuo 46 citado aminoacido
diferente ¢ A,C,D,E,F,G,H, LK, L,M,N,P,R,S, T, V, W,o0u Y.

Em algumas modalidades da variante de polipeptideos, no
residuo 25 citado aminodcido diferente € A; no residuo 35 citado aminoécido
diferente é A; e/ou no residuo 46 citado aminoacido diferente é A.

Em algumas modalidades, a variante de polipeptideo possui
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uma afinidade de liga¢do decrescida ou similar para um ErbB4 comparada
com o polipeptideo de SEQ ID NO:1. Em algumas modalidades da variante
de polipeptideos, no residuo 25 citado aminoacido diferente é A. Em algumas
modalidades da variante de polipeptideos, no residuo 35 citado aminoéacido
diferente é A. Em algumas modalidades da variante de polipeptideos, no
residuo 46 citado aminodcido diferente é A.

A invengdo também proporciona uma variante de polipeptideo
de neuregulina-1B consistindo de residuos de aminoacido 1-52 de SEQ ID
NO:1, na qual a variante de polipeptideo compreende um aminoacido
diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo possui
uma afinidade de ligagdo aumentada para ErbB3 comparada com o
polipeptideo consistindo de residuos de aminoacido 1-52 de SEQ ID NO:1, e
na qual no residuo 25 citado aminoécido diferente ¢ A, C,E, F, G, H, I, K, L,
M,N,P,Q,R,S, T, V, W, ou Y; no residuo 35 citado aminoacido diferente &
A,C,D,E,F,GGH L, N,M,P,Q,R,S, T, V, W, ou Y; e/ou no residuo 46
citado aminoacido diferente ¢ A, C, D,E,F, GG H, L, K, L, M, N, P, R, S, T,
V,W,ouY.

Em algumas modalidades da variante de polipeptideos, no
residuo 25 citado amino4cido diferente é A; no residuo 35 citado aminoacido
diferente é A; e/ou no residuo 46 citado aminoacido diferente € A.

Em algumas modalidades, a variante de polipeptideo possui
uma afinidade decrescida ou similar para um ErbB4 comparada com o
polipeptideo consistindo de residuos de aminoacido 1-52 de SEQ ID NO:1.
Em algumas modalidades da variante de polipeptideos, no residuo 25 citado
aminoicido diferente é A. Em algumas modalidades da variante de
polipeptideos, no residuo 35 citado aminoécido diferente ¢ A. Em algumas
modalidades da variante de polipeptideos, no residuo 46 citado aminoacido
diferente é A.

Em outro aspecto, a presente invengdo proporciona uma
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variante de polipeptideo de neuregulina-1B compreendendo seqiiéncia de
aminoacidos mostrada em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo
compreende um aminoécido diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a
variante de polipeptideo possui uma afinidade de ligagdo decrescida para
ErbB4 comparada com o polipeptideo de SEQ ID NO:1, e na qual no residuo
3 citado amino4cido diferente ¢ A, C,D,E,F, G, H,, K, M, N,P, Q,R, S, T,
V,W,ouY.

Em algumas modalidades, a variante de polipeptideo consiste
da seqiiéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID NO:1, e na qual no
residuo 3 citado aminoécido diferente é A,C, D, E,F, G, H, I, K, M, N, P, Q,
R,S,T,V,W,ouY.

Em algumas modalidades da variante de polipeptideos, no
residuo 3 citado aminoacido diferente € A.

Em algumas modalidades, a variante de polipeptideo possui
uma afinidade de ligagdo aumentada ou similar para ErbB3 comparada com o
polipeptideo de SEQ ID NO:1. Em algumas modalidades da variante de
polipeptideos, no residuo 3 citado aminoacido diferente € A.

A inven¢do também proporciona uma variante de polipeptideo
de neuregulina-1p compreendida de residuos de aminoéacido 1-52 de SEQ ID
NO:1, né qual a variante de polipeptideo compreende um aminoécido
diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo possui
uma afinidade de liga¢do decrescida para ErbB4 comparada com o
polipeptideo consistindo de residuos de aminoacido 1-52 de SEQ ID NO:1, e
na qual no residuo 3 citado aminoacido diferente é A, C, D, E, F, G, H, I, K,
M,N,P,Q,R,S, T,V,W,0uY.

Em algumas modalidades da variante de polipeptideos, no
residuo 3 citado aminoécido diferente € A.

Em algumas modalidades, a variante de polipeptideo possui

uma afinidade de ligagdo aumentada ou similar para um ErbB3 comparada
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com o polipeptideo consistindo de residuos de aminoacido 1-52 de SEQ ID
NO:1. Em algumas modalidades da variante de polipeptideos, no residuo 3
citado aminoacido diferente € A.

A invengdo também proporciona um polinucleotideo
compreendendo uma seqiiéncia de acido nucleico codificadora da variante de
polipeptideo aqui descrita que possui uma afinidade de ligagdo decrescida
para ErbB4 comparada com o polipeptideo de SEQ ID NO:1 ou polipeptideo
consistindo de residuos de aminoacido 1-52 de SEQ IN NO:1.

A inven¢do também proporciona uma composi¢io
farmacéutica compreendendo uma quantidade efetiva da variante de
polipeptideo aqui descrita que possui uma afinidade de ligagdo decrescida
para ErbB4 comparada com o polipeptideo de SEQ ID NO:1 ou polipeptideo
consistindo de residuos de aminoacido 1-52 de SEQ IN NO:1, ou o
polinucleotideo codificador da variante de polipeptideo e um excipiente
farmaceuticamente aceitavel.

A invengdo também proporciona um kit compreendendo a
composi¢do farmacéutica. Em algumas modalidades, o kit adicionalmente
compreende uma instrugdo para usar a composi¢do farmacéutica na
prevencdo, no tratamento, ou no retardamento de uma doen¢a em um
individuo via ativagdo de ErbB2/ErbB3.

A invenc¢do também proporciona uma variante de polipeptideo
de neuregulina-1B compreendendo seqiiéncia de aminoacidos mostrada em
SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo compreende um aminodcido
diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo possui
uma afinidade de ligagdo aumentada para ErbB4 comparada com o
polipeptideo de SEQ ID NO:1, e na qual no residuo 16 citado aminoacido
diferente ¢ A, C,D,E,F, GG H, L K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W, ou Y; no
residuo 29 citado aminoacido diferente é A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N,
Q,R,S, T, V, W, ou Y; no residuo 31 citado aminoacido diferente € A, C, D,
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E,F,GGH LK L M N,P,Q,S, T, V, W, ouY; no residuo 43 citado
aminoacido diferente ¢ A, C,E,F, G, HL L K, L, M, N, P, Q,R, S, T, V, W,
ou Y; e/ou no residuo 47 citado aminoacido diferente ¢ A, C, DD, E, F, G, H, I,
K,L,LM,P,Q,R,S, T,V,W,ouY.

Em algumas modalidades, a variante de polipeptideo consiste
da seqiiéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID NO:1, e na qual no
residuo 16 citado aminoacido diferente ¢ A,C,D,E,F,G,H, , K, L, M, P, Q,
R, S, T, V, W, ou Y; no residuo 29 citado aminoacido diferente é A, C, D, E,
F,GH LK L M,N, Q R,S, T, V, W, ou Y; no residuo 31 citado
aminoacido diferente ¢ A, C,D,E,F, G H, L K,L, M, N, P, Q, S, T, V, W,
ou Y; no residuo 43 citado aminoacido diferente é A, C,E, F, G, H, , K, L,
M, N,P,Q R, S, T, V, W, ou Y; e/ou no residuo 47 citado aminoacido
diferente é A,C,D,E,F,G,H, LK, L, M,P,Q,R,S, T, V, W,ou Y.

Em algumas modalidades da variante de polipeptideos, no
residuo 16 citado aminoacido diferente é A; no residuo 29 citado aminoacido
diferente é A; no residuo 31 citado aminoacido diferente é A; no residuo 43
citado aminoacido diferente é A; ou no residuo 47 citado aminoécido
diferente € A.

Em algumas modalidades, a variante de polipeptideo possui
uma afinidade decrescida ou similar para um ErbB3 comparada com o
polipeptideo de SEQ ID NO:1. Em algumas modalidades da variante de
polipeptideos, no residuo 31 citado aminoacido diferente ¢ A. Em algumas
modalidades da variante de polipeptideos, no residuo 43 citado aminoécido
diferente é A. Em algumas modalidades da variante de polipeptideos, no
residuo 47 citado aminoacido diferente € A.

A invencdo também proporciona uma variante de polipeptideo
de neuregulina-1p consistindo de residuos de aminoécido 1-52 de SEQ ID
NO:1, na qual a variante de polipeptideo compreende um aminodcido

diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo possui
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uma afinidade de ligacdo aumentada para ErbB4 comparada com o
polipeptideo consistindo de residuos de aminoacido 1-52 os SEQ. ID NO: 1 e
na qual no residuo 16 citado aminoacido diferente ¢ A, C, D, E, F, G, H, I, K,
LM,P,QR,S, T, V, W, ouY; no residuo 29 citado aminoécido diferente é
AC,D,EF,GHILK,LMNQR,S, T, V, W, ouY, no residuo 31
citado aminoacido diferente é A, C, D, E,F, G, H, L K, L, M, N, P, Q, S, T,
V, W, ou Y; no residuo 43 citado aminoacido diferente é A, C, E, F, G, H, I,
K,LL M,N,P,R,Q, S, T, V, W, ou Y; e/ou no residuo 47 citado aminoacido
diferente ¢ A,C,D,E,F,GG H, L K,L,M,P,Q,R,S, T, V,W,ou Y.

Em algumas modalidades da variante de polipeptideos, no
residuo 16 citado aminoacido diferente é A; no residuo 29 citado aminoacido
diferente € A; no residuo 31 citado aminoacido diferente € A; no residuo 43
citado aminoacido diferente é A; ou no residuo 47 citado aminoacido
diferente é A.

Em algumas modalidades, a variante de polipeptideo possui
uma afinidade decrescida ou similar para um ErbB3 comparada com o
polipeptideo de SEQ ID NO:1. Em algumas modalidades da variante de
polipeptideos, no residuo 31 citado aminoacido diferente ¢ A. Em algumas
modalidades da variante de polipeptideos, no residuo 43 citado aminoécido
diferente é A. Em algumas modalidades da variante de polipeptideos, no
residuo 47 citado aminoacido diferente é A.

| A inven¢do também proporciona uma variante de polipeptideo
de neuregulina-1f compreendendo seqiiéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:1, na qual a variante de polipeptideo compreende um aminoacido
diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo possui
uma afinidade de ligagdo decrescida para ErbB3 comparada com o
polipeptideo de SEQ ID NO:1 mas possui afinidade de ligagdo para ErbB4
similar ao polipeptideo de SEQ ID NO:1, e na qual no residuo 33 citado

aminoacido diferente é A.
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A inven¢do também proporciona uma variante de polipeptideo
de neuregulina-1B consistindo de residuos de aminoécido 1-52 de SEQ ID
NO:1, na qual a variante de polipeptideo compreende um aminodacido
diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo possui
uma afinidade de ligagdo decrescida para ErbB3 comparada com o
polipeptideo consistindo de residuos de aminoéacido 1-52 de SEQ ID NO:1
mas possui afinidade de ligacdo para ErbB4 similar ao polipeptideo
consistindo de residuos de aminoacido 1-52 SEQ ID NO:1, e na qual no
residuo 33 citado aminoacido diferente € A.

Os polipeptideos da invengdo podem ser produzidos por
sintese quimica ou métodos recombinantes. Métodos de sintese quimica de
polipeptideos sdo bem conhecidos na técnica. Sintese de polipeptideos usando
métodos recombinantes é bem conhecida na técnica e ¢ aqui mais adiante
descrita. Os polipeptideos gerados podem ser testados para sua afinidade de
ligagdo para o receptor e ativagdo do receptor usando métodos conhecidos na
técnica.

A invengdo também proporciona um polinucleotideo
compreendendo uma seqiiéncia de acido nucleico codificadora de qualquer
uma das variantes de polipeptideo aqui descritas. Polinucleotideos
complementares a qualquer uma das seqiiéncias também estdo incluidos na
presente invengdo. Polinucleotideos podem ser de fita Ginica (codificadores ou
de anti-senso) ou de fita dupla, e podem ser moléculas de DNA (gendmico,
cDNA ou sintético) ou RNA. Moléculas de RNA incluem moléculas de
HnRNA, que contém introns e correspondem a uma molécula de DNA em
uma maneira de uma-para-uma, e moléculas de mRNA, que ndo contem
introns. Seqiiéncias codificadoras ou nio-codificadoras adicionais podem,
mas ndo necessitam, estar presentes dentro de um polinucleotideo da presente
inven¢do, e um polinucleotideo pode, mas ndo necessita, estar ligado em

outras moléculas e/ou materiais de suporte. Os polinucleotideos desta
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invengdo podem ser obtidos usando sintese quimica, métodos recombinantes,
ou PCR.

A invengdo sera apreciada por aquelas pessoas experientes na
técnica, como um resultado da degeneragdo do cddigo genético, pode haver
seqiiéncias de nucleotideos que codificam polipeptideo como aqui descrito.
Polinucleotideos que variam devido as diferencas em uso de cddon sdo
especificamente contemplados pela presente invencéo.

Os polinucleotideos aqui descritos podem ser clonados em
vetores (tais como vetores de expressdo) e transferidos para células
hospedeiras para a produgdo de polipeptideos. Embora o vetor de clonagem
selecionado possa variar de acordo com a célula hospedeira intencionada para
ser usada, vetores de clonagem uteis geralmente possuirdo a capacidade para
auto-replicarem, podem possuir um alvo unico para uma endonuclease de
restri¢do particular, e/ou podem trazer genes para um marcador que pode ser
usado em selegdo de clones contendo o vetor. Exemplos adequados incluem
plasmideos e virus bacterianos, e.g., pUC18, pUC19, Bluescript (e.g., pBS
SK+) e seus derivados, mpl8, mpl19, pBR322, pMB9, ColEl, pCR1, RP4,
DNAs de fago, e vetores bifuncionais tais como pSA3 e pAT28. Estes e
muitos outros vetores de clonagem estdo disponiveis em vendedores
comerciais tais como BioRad, Strategene, e Invitrogen.

Vetores de expressdo geralmente sdo construtos de
polinucleotideo replicaveis que contém um polinucleotideo de acordo com a
invengdo. Esta implicado que um vetor de expressdo pode ser replicavel nas
células hospedeiras como epissomos ou como uma parte integral do DNA
cromossOmico. Vetores de expressdo adequados incluem mas ndo sdo
limitados a plasmideos, vetores virais, incluindo adenovirus, virus adeno-
associados, retrovirus, cosmideos, e vetor(es) de expressdo descrito(s) em
Publicagdo PCT de No. WO 87/04462. Componentes de vetor podem

geralmente incluir, mas ndo sdo limitados a, um ou mais dos seguintes: uma
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seqiiéncia de sinal; uma origem de replicag¢do; um ou mais genes marcadores;
elementos de controle de transcricdo adequados (tais como promotores,
intensificadores e terminador). Para expressdo (i.e., tradu¢do), um ou mais
elementos de controle de tradugdo sdo normalmente requeridos, tais como
sitios de liga¢do de ribossomo, sitios de iniciagdo de tradugdo, e codons de
terminagao.

Os vetores contendo os polinucleotideos de interesse podem
ser introduzidos na célula hospedeira por qualquer um dos numerosos meios
apropriados, incluindo eletroporagdo, transfec¢dio empregando cloreto de
calcio, cloreto de rubidio, fosfato de calcio, DEAE-dextrano, ou outras
substincias; bombardeio de microprojétil; lipofec¢do; e infec¢do (e.g., onde o
vetor € um agente infeccioso tal como virus da vacinia). A escolha de
introdu¢do de vetores ou polinucleotideos muitas vezes dependera das
caracteristicas da célula hospedeira.

A invengdo também proporciona células hospedeiras
compreendendo qualquer um dos polinucleotideos aqui descritos. Exemplos
de células hospedeiras de mamifero incluem, mas ndo séo limitados a, células
COS, HeLa, e CHO. Veja também Publicagdo PCT de No. WO 87/04462.
Células hospedeiras de ndo-mamifero adequadas incluem procariotes (tal
como E. coli ou B. subtillis) e levedura (tais como S. cerevisae, S. pombe; ou
K lactis).

A invengio também proporciona uma composicdes
farmacéuticas compreendendo qualquer uma das variantes de polipeptideo de
NRG-1 ou polinucleotideos codificadores das variantes de polipeptideo aqui
descritas e um veiculo ou excipiente farmaceuticamente aceitdvel. Como aqui
usado, “veiculo ou excipiente farmaceuticamente aceitavel” inclui qualquer
material que, quando combinado com um ingrediente ativo, permite que o
ingrediente retenha atividade biologica e seja ndo-reativo com o sistema

imune do individuo. Exemplos incluem, mas ndo sdo limitados a, qualquer um
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dos veiculos farmacéuticos padrdo tais como solugdo salina tamponada com
fosfato, 4gua, emulsdes tal como emulsdo de o6leo/dgua, e varios tipos de
agentes umectantes. Diluentes preferidos para administragéo parenteral ou de
aerossol sdo solugdo salina tamponada com fosfato ou solugdo salina normal
(0,9%). Composi¢des compreendendo tais veiculos s@o formuladas por
métodos convencionais bem conhecidos (veja, por exemplo, Remington's
Pharmaceutical Sciences, 18 edi¢do, A. Gennaro, ed., Mack Publishing Co.,
Easton, PA, 1990; e Remington, The Science e Practice of Pharmacy 20" Ed.
Mack Publishing, 2000). Tipicamente, uma quantidade apropriada de um sal
farmaceuticamente aceitavel € usada na formulagdo para tornar a formulagio
isoténica. Exemplos de veiculo incluem solugéo salina, solugdo de Ringer e
solucdo de dextrose. O pH da solugdo € preferivelmente de cerca de 5 a cerca
de 8, e mais preferivelmente de cerca de 7 a cerca de 7,5. Outros veiculos
incluem preparagdes de liberagdo prolongada tais como matrizes
semipermeaveis de polimeros hidrofobicos soélidos contendo o anticorpo,
cujas matizes estdo na forma de artigos moldados, e.g., filmes, lipossomos ou
microparticulas. Serd aparente para aquelas pessoas experientes na técnica
que certos veiculos podem ser mais preferiveis dependendo de, por exemplo,
da rota de administragdo e da concentragio do polipeptideo e do
polinucleotideo sendo administrado. |

C. Métodos de triagem de variantes de polipeptideo de NRG-
1B |

A presente invengdo também proporciona métodos de triagem
de variantes de polipeptideo de NRG-1. Por exemplo, modelos solvente-
equilibrados dos complexos NRG-1B/ErbB3 e NRGI1fB/ErbB4 podem ser
construidos usando uma estrutura de co-cristal de EGF/EGFR (veja Ogiso, H.,
et al., Crystal structure of the complex of human epidermal growth factor e
receptor extracellular domains. Cell 110, 775-787 (2002), cujo contetido €

aqui incorporado como referéncia), como um ponto inicial, devido a
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homologia alta deste ligante e familia de receptores. Anélise detalhada das
interagdes atdmicas entre as interfaces de NRG-1B/ErbB3 e NRG1p/ErbB4 ¢
entdo conduzida. O método MM-PBSA ¢ usado para calcular as energia livres
para a ligagdo de ErbB3 e ErbB4 em NRGIp. Em adigdo, mutagénese de
escaneamento de alanina computacional de residuos selecionados no sitio de
ligagdo é realizada para racionalizar as afinidades dos dois receptores para
NRG1B. Os modelos computacionais criados de NRG-1B/ErbB 3 e
NRG1B/ErbB4 devem permitir o planejamento de variantes de NRG1p com
afinidade e seletividades aumentadas para ErbB4, melhorando assim suas
propriedades terapéuticas.

A invengdo proporciona um método para a triagem de uma
variante de polipeptideo de neuregulina-1f possuindo afinidade de liga¢do
aumentada para ErbB3, cujo método compreende: (a) estabelecer uma
estrutura tridimensional de uma neuregulina-1B ou de um seu fragmento, um
ErbB3, e um complexo da neuregulina-1f ou do seu fragmento ou do ErbB3
por modelagem de homologia; (b) estabelecer dados de mudangas
conformacionais e estabilidade do complexo da neuregulina-1f ou do seu
fragmento ou do ErbB3 em solugdo pelo método de simula¢do de dindmica
molecular; (¢) calcular a energia livre de ligagdo subtotal (AGgubtotal tipo selvagem)
da neuregulina-1p ou do seu fragmento com o ErbB3 pelo método de
Molecular Mechanics Poisson Boltzmann Surface Area (MM-PBSA); (d)
calcular a energia livre de ligagdo subtotal (AGgyprotal variante alanina-substituida) A€
uma variante alanina-substituida da neuregulina-1f ou do seu fragmento com
o ErbB3 pelo método de Molecular Mechanics Poisson Boltzmann Surface
Area (MM-PBSA), na qual a variante alanina-substituida compreende um
aminoacido da neuregulin-1f ou o seu fragmento substituido por uma alanina;
(e) calcular AAGgyproral =AGiubtotal tipo setvagem ~AGsubtotal variante alanina-substituida; € (£)
selecionar variante alanina-substituida que possui um valor positivo de

AAGgpiorr para o complexo da neuregulina-1f ou o seu fragmento ou o
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ErbB3; pelo qual uma variante de polipeptideo de neuregulina-1B que possui
afinidade de ligagdo aumentada para ErbB3 ¢ identificada.

A invengio também proporciona um método para a triagem de
uma variante de polipeptideo de neuregulin-1B possuindo atividade de ligagdo
aumentada seletiva para ErbB3, cujo método compreende: (a) estabelecer uma
estrutura tridimensional de uma neuregulina-1B ou de um seu fragmento, um
ErbB3, um ErbB4, um complexo da neuregulina-1f ou do seu fragmento e do
ErbB3, e um complexo da neuregulina-1pB ou do seu fragmento e do ErbB4
por modelagem de homologia; (b) estabelecer dados de mudancas
conformacionais e estabilidade do complexo da neuregulina-1B ou do seu
fragmento ou do ErbB3, e do complexo da neuregulina-1f ou do seu
fragmento e do ErbB4 em solugdo pelo método de simulagdo de dindmica
molecular; (¢) calcular a energia livre de ligag@o subtotal (AGgybtotal tipo scivagem)
da neuregulina-1B ou do seu fragmento com o ErbB3 ou o ErbB4 pelo método
de Molecular Mechanics Poisson Boltzmann Surface Area (MM-PBSA); (d)
calcular a energia livre de ligagdo subtotal. (AGgubtotal variante alanina-substituida) d€
uma variante alanina-substituida da neuregulina-1B ou do seu fragmento com
o ErbB3 ou o ErbB4 pelo método de Molecular Mechanics Poisson
Boltzmann Surface Area (MM-PBSA), na qual a variante alanina-substituida
compreende um aminoacido da neuregulina-1B ou o seu fragmento
substituido por uma alanina; (e) calcular AAGgubtotat =AGsubrotal tipo selvagem -
AGgubtotal variante alanina-substiuida; (f) selecionar variante alanina-substituida que
possui um valor positivo de AAGgyyoral para o complexo da neuregulina-1p ou
do seu fragmento ou do ErbB3, e possui um valor negativo ou um valor de
cerca de zero para AAGgyoa para o complexo da neuregulina-18 ou do seu
fragmento e o Erbp4; pelo qual uma variante de polipeptideo de neuregulina-
1B que possui afinidade de ligagdo aumentada seletiva para ErbB3 ¢
identificada. Em algumas modalidades, variante alanina-substituida possuindo

um valor negativo para AAGguoa para o complexo da neuregulina-1f ou do
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seu fragmento e do ErbB4 ¢ selecionada, pelo qual uma variante de
polipeptideo de neuregulina-1B que possui afinidade de liga¢do aumentada
para ErbB3 mas afinidade de ligagdo decrescida para ErbB4 ¢ identificada.
Em algumas modalidades, uma variante alanina-substituida possuindo o valor
de cerca de zero para AAGgpotal para o complexo da neuregulina-1f ou do seu
fragmento e do ErbB4 € selecionada, pelo qual uma variante de polipeptideo
de neuregulina-1B que possui afinidade de ligagdo aumentada para ErbB3 mas
afinidade de ligagdo ndo modificada para ErbB4 ¢ identificada.

Em outro aspecto, a invengdo proporciona um meétodo para a
triagem de uma variante de polipeptideo de neuregulina-1 possuindo
afinidade de ligagdo aumentada para ErbB4, cujo método compreende: (a)
estabelecer uma estrutura tridimensional de uma neuregulina-1f ou de um seu
fragmento, um ErbB4, e um complexo da neuregulina-1f ou do seu fragmento
e do ErbB4 por modelagem de homologia; (b) estabelecer dados de mudangas
conformacionais e estabilidade do complexo da neuregulina-18 ou do seu
fragmento e do ErbB4 em solugdo pelo método de simulagdo de dindmica
molecular; (c¢) calcular a energia livre de ligagdo subtotal (AGgybtotal tipo selvagem)
da neuregulina-1p ou do seu fragmento com o ErbB4 pelo método de
Molecular Mechanics Poisson Boltzmann Surface Area (MM-PBSA); (d)
calcular a energia livre de ligagdo subtotal (AGguptotal variante alanina-substituida) d€
uma variante alanina-substituida da neuregulina-1B ou do seu fragmento com
o ErbB4 pelo método de Molecular Mechanics Poisson Boltzmann Surface
Area (MM-PBSA), na qual a variante alanina-substituida compreende um
aminoacido da neuregulina-1f ou do seu fragmento substituido por uma
alanina; (e) calcular AAGgpiotat = AGgubtotal tipo selvagem - AGgybrotal variante alanina-
substituida; € (f) selecionar variante alanina-substituida que possui um valor
positivo de AAGgpowm para o complexo da neuregulina-1B ou do seu
fragmento e do ErbB4; pelo qual uma variante de polipeptideo de

neuregulina-1B que possui afinidade de ligagdo aumentada para ErbB4 ¢
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identificada.

A inven¢do também proporciona um método para a triagem de
uma variante de polipeptideo de neuregulina-1B possuindo atividade de
ligacdo aumentada seletiva para ErbB4, cujo método compreende: (a)
estabelecer uma estrutura tridimensional de uma neuregulina-1p ou de um seu
fragmento, um ErbB3, um ErbB4, um complexo da neuregulina-1f ou do seu
fragmento ou do ErbB3, e um complexo da neuregulina-18 ou do seu
fragmento e do ErbB4 por modelagem de homologia; (b) estabelecer dados de
mudangas conformacionais e estabilidade do complexo da neuregulina-1B ou
do seu fragmento ou do ErbB3, e do complexo da neuregulina-1B ou do seu
fragmento ¢ do ErbB4 em solugdo pelo método de simulagdo de dindmica
molecular; (c) calcular a energia livre de ligagdo subtotal (AGgybtotal tipo selvagem)
da neuregulina-1p ou do seu fragmento com o ErbB3 ou o ErbB4 pelo método
de Molecular Mechanics Poisson Boltzmann Surface Area (MM-PBSA); (d)
calcular a energia livre de ligagdo subtotal (AGgubtotal variante alanina-substituida) €
uma variante alanina-substituida da neuregulina-1B ou do seu fragmento com
o ErbB3 ou o ErbB4 pelo método de Molecular Mechanics Poisson
Boltzmann Surface Area (MM-PBSA), na qual a variante alanina-substituida
compreende um aminodcido da neuregulina-13 ou do seu fragmento
substituido por uma alanina; (e) calcular AAGgybtotat = AGiubtotal tipo selvagem -
AGgubiotal variante alanina-substituida; (f) Selecionar variante alanina-substituida que
possui um valor positivo de AAGgyyora para o complexo da neuregulina-1f ou
do seu fragmento e do ErbB4, e possui um valor negativo ou um valor de
cerca de zero para AAGguom para o complexo da neuregulina-1B ou do seu
fragmento ou do ErbB3; pelo qual uma variante de polipeptideo de
neuregulina-18 que possui afinidade de ligagdo aumentada seletiva para
ErbB4 ¢ identificada. Em algumas modalidades, uma variante alanina-
substituida possuindo um valor negativo para AAGgota para o complexo da

neuregulina-1B ou do seu fragmento ou do ErbB3 é selecionada, pelo qual
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uma variante de polipeptideo de neuregulina-1p que possui afinidade de
ligagdo aumentada para ErbB4 mas afinidade de ligagdo decrescida para
ErbB3 ¢ identificada. Em algumas modalidades, uma variante alanina-
substituida possuindo o valor de cerca de zero para AAGgpom para o
complexo da neuregulina-1p ou do seu fragmento ou do ErbB3 ¢ selecionada,
pelo qual uma variante de polipeptideo de neuregulina-1f que possui
afinidade de ligagdo aumentada para ErbB4 mas afinidade de ligagdo néo
modificada para ErbB3 é identificada.

A invenc¢do também proporciona um método para a triagem dé
uma variante de polipeptideo de neuregulinlP possuindo afinidade de ligag@o
ndo modificada para ErbB4 mas possui afinidade de ligagdo decrescida para
ErbB3, cujo método compreende: (a) estabelecer uma estrutura tridimensional
de uma neuregulina-1p ou de um seu fragmento, um ErbB3, um ErbB4, um
complexo da neuregulina-1f ou do seu fragmento ou do ErbB3, e um
complexo da neuregulina-1p ou do seu fragmento e do ErbB4 por modelagem
de homologia; (b) estabelecer dados de mudangas conformacionais e
estabilidade do complexo da neuregulina-1p ou do seu fragmento e do ErbB3,
e do complexo da neuregulina-1f ou do seu fragmento e do ErbB4 em
solugio pelo método de simulagdo de dindmica molecular; (c) calcular a
energia livre de ligagdo subtotal (AGsybrotal tipo selvagem) da neuregulina-1f ou do
seu fragmento com o ErbB3 ou o ErbB4 pelo método de Molecular
Mechanics Poisson Boltzmann Surface Area (MM-PBSA); (d) calcular a
energia livre de ligagdo subtotal (AGgybtotal variante alanina-substiuida) d€ UMa variante
alanina-substituida da neuregulina-1B ou do seu fragmento com o ErbB3 ou o
ErbB4 pelo método de Molecular Mechanics Poisson Boltzmann Surface
Area (MM-PBSA), na qual a variante alanina-substituida compreende um
aminoacido da neuregulina-1B ou do seu fragmento substituido por uma
alanina; (e) calcular AAGgupiotal =AGiubtota tipo setvagem AGisubtotal variante alanina-substituidas

(f) selecionar uma variante alanina-substituida que possui um valor de cerca
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de zero para AAGgpa para o complexo da neuregulina-18 ou do seu
fragmento e do ErbB4 e possui um valor negativo para AAGgoar para o
complexo da neuregulina-1p ou do seu fragmento ou do ErbB3; pelo qual
uma variante de polipeptideo de neuregulina-1B que possui afinidade de
ligagdo ndo modificada para ErbB4 mas possui afinidade de ligagdo
decrescida para ErbB3 ¢ identificada.

A invengdo também proporciona uma variante de polipeptideo
da neuregulina-1 identificada pelos métodos aqui descritos.

D. Métodos de uso de variantes de NRG-1

A inven¢do também proporciona métodos para a prevengdo, o
tratamento, ou o retardamento de doengas em um individuo compreendendo
administrar ao individuo uma composi¢do farmacéutica compreendendo uma
variante de polipeptideo de NRG-1f aqui descrita via ativagdo de
ErbB2/ErbB3 e/ou receptores ErbB2/ErbB4.

As doengas que podem ser prevenidas, tratadas, ou retardadas
para o desenvolvimento incluem doengas ocorrendo em osso, ouvido, olho,
palpebra, cabega, pescoco, coragdo, garganta, maxilar inferior; condilo,
mandibula superior, boca, nariz, faringe nasal, cavidade oral, péncreas,
glandula parétida, pina, gladndula pituitaria, prostata, retina, glandula salivar,
pele, musculo, medula dssea, glandula tiredide, amidala, sistema neuronal,
sistema respiratorio, sistema digestivo, sistema circulatério, sistema
reprodutivo, sistema urindrio, sistema enddcrino, sistema cardiovascular ¢ o
sistema hemopoiético.

Como aqui usado, um “individuo” é um mamifero, mais
preferivelmente um humano. Mamiferos incluem, mas nfo s3o limitados a,
animais de fazenda (tais como vacas, porcos, ovelhas, cabras), animais de
esporte, animais de estimagdo (tais como gatos, cdes, cavalos), primatas,
camundongos e ratos.

Em algumas modalidades, as variantes de polipeptideo de



10

15

20

25

40

neuregulina-1B usadas para a prevengdo, o tratamento ou o retardamento de
uma doen¢a possuem uma afinidade de ligagdo aumentada para receptores
ErbB2/ErbB3. Em algumas modalidades, as variantes de polipeptideo de
neuregulina-1B compreendem a seqiiéncia de aminoacidos mostrada em SEQ
ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo compreende um aminoécido
diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo possui
uma afinidade de ligagdo aumentada para ErbB3 comparada com o
polipeptideo de SEQ ID NO:1, e na qual no residuo 25 citado aminoacido
diferente ¢ A, C,E,F, G, H, L K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, ou Y; no
residuo 35 citado aminoéacido diferente ¢ A, C,D,E, F, G, H,I, L, N, M, P, Q,
R, 5, T, V, W, ou Y; e/ou no residuo 46 citado aminoacido diferente € A, C,
D,E,F, GG HL L K, L, M, N, P, R, 5 T, V, W, ou Y. Em algumas
modalidades, a variante de polipeptideo de neuregulina-1B consiste de
residuos de aminoécido 1-52 de SEQ ID NO:1, na qual a variante de
polipeptideo compreende um aminoacido diferente daquele em SEQ ID NO:1,
na qual a variante de polipeptideo possui uma afinidade de ligagdo aumentada
para ErbB3 comparada com o polipeptideo consistindo de residuos de
aminoacido 1-52 de SEQ ID NO:1, e na qual no residuo 25 citado aminoacido
diferente ¢ A, C,E,F, G, H, L K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, ou Y; no
residuo 35 citado aminoacido diferente é A, C,D, E,F, G, H,I,L, N, M, P, Q,
R, S, T, V, W, ou Y; ou no residuo 46 citado aminoacido diferente é A, C, D,
E,F,GGH LK L M,N,P,R,S, T, V, W, ouY. Em algumas modalidades
da variante de polipeptideos, no residuo 25 citado aminoacido diferente € A;
no residuo 35 citado aminoacido diferente € A; e/ou no residuo 46 citado
aminoacido diferente € A.

As doencgas que podem ser prevenidas, tratadas, ou retardadas
para o desenvolvimento via preferivelmente ativagdo de receptores
ErbB2/ErbB3 incluem doengas do sistema nervoso (tais como do sistema

nervoso central, sistema nervoso periférico), esquizofrenia, doengas da
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medula Ossea, doen¢as de membrana, doengas desmielinizantes, doengas do
sistema extrapiramidal. Em algumas modalidades, a doenga do sistema
nervoso é esquizofrenia.

Em algumas modalidades, as variantes de polipeptideo de
neuregulina-1B usadas para a prevengdo, o tratamento ou o retardamento de
uma doenga possui uma afinidade de ligagdo aumentada para receptores
ErbB2/ErbB4. Em algumas modalidades, a variante de polipeptideo de
neuregulina-1p compreende a seqiiéncia de aminodcidos mostrada em SEQ
ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo compreende um aminoacido
diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo possui
uma afinidade de ligacdo aumentada para ErbB4 comparada com o
polipeptideo de SEQ ID NO:1, e na qual no residuo 16 citado aminoacido
diferente ¢ A, C,D,E,F, G H,, K, L M,P, Q,R, S, T, V, W, ou Y; no
residuo 29 citado aminoacido diferente é A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N,
Q,R, S, T, V, W, ou Y; no residuo 31 citado aminoacido diferente é A, C, D,
E,F, G HHL K, L, M, N, P, Q, S, T, V, W, ou Y; no residuo 43 citado
aminoacido diferente é A, C,E,F, G, H, L K, L, M, N, P, Q,R, S, T, V, W,
ou Y; e/ou no residuo 47 citado aminoacido diferente é A, C, D, E, F, G, H, I,
K,L,M,P,Q,R,S, T, V, W, ouY. Em algumas modalidades, a variante de
polipeptideo de neuregulina-1B consiste de residuos de aminoacido 1-52 de
SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo compreende um aminoécido
diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo possui
uma afinidade de ligagdo aumentada para ErbB4 comparada com um
polipeptideo consistindo de residuos de aminoacido 1-52 de SEQ ID NO:1, e
na qual no residuo 16 citado aminoacido diferente ¢ A, C, D, E, F, G, H, I, K,
L,M,P,Q,R,S, T, V, W, ou Y; no residuo 29 citado aminoacido diferente é
AC,D,EF,GGH, LK, L, M,N,Q,R,S, T, V, W, ou Y; no residuo 31
citado aminoacido diferente ¢ A, C, D, E,F, GG H, L K, L, M, N, P, Q, S, T,
V, W, ou Y; no residuo 43 citado aminoacido diferente é A, C, E, F, G, H, I,
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K, L, M,N,P,Q,R, S, T, V, W, ou Y; e/ou no residuo 47 citado aminoacido
diferente ¢ A,C,D,E,F, G H, LK, L, M,P,Q,R, S, T, V, W,0ou Y. Em
algumas modalidades da variante de polipeptideo, no residuo 16 citado
aminoacido diferente € A; no residuo 29 citado aminoacido diferente € A; no
residuo 31 citado aminoacido diferente é A; ou no residuo 47 citado
aminoacido diferente é A. Em algumas modalidades, as variantes de
polipeptideo de neuregulina-1P usadas para a prevengédo, o tratamento ou o
retardamento de uma doenga possui uma afinidade de ligagdo para receptores
ErbB2/ErbB4 similar ao polipeptideo de SEQ ID NO:1 ou ao polipeptideo
consistindo de residuos de aminoacido 1-52 de SEQ ID NO:1, mas possui
afinidade de ligag¢do decrescida para ErbB3 do que o polipeptideo de SEQ ID
NO:1 ou o polipeptideo consistindo de residuos de aminoécido 1-52 de SEQ
ID NO:1. Em algumas modalidades, a variante de polipeptideo compreende a
seqiiéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID NO:1, na qual a variante de

polipeptideo compreende um aminoacido diferente daquele em SEQ ID NO:1,

' na qual a variante de polipeptideo possui uma afinidade de ligagdo decrescida

para ErbB3 comparada com o polipeptideo de SEQ ID NO:1 mas possui
afinidade de ligagdo para ErbB4 similar ao polipeptideo de SEQ ID NO:1, e
na qual no residuo 33 citado aminoécido diferente € A.

'Em algumas modalidades, as variantes de polipeptideo de

neuregulina-1B usadas para a prevengdo, o tratamento ou o retardamento de

uma doen¢a possui uma afinidade de ligagdo decrescida para receptores

ErbB2/ErbB4. Em algumas modalidades, a variante de polipeptideo de
neuregulina-1B compreende a seqiiéncia de aminoécidos mostrada em SEQ
ID NO:1, na qual a variante de polipeptideos possui uma afinidade de ligagdo
decrescida para ErbB4 comparada com o polipeptideo de SEQ ID NO:1, e na
qual no residuo 3 citado aminoacido diferente é A, C, D, E, F, G, H, [, K, M,
N,P, Q R, S, T, V, W, ou Y. Em algumas modalidades, a variante de

polipeptideo de neuregulina-1B consiste de residuos de aminoécido 1-52 de
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SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo compreende um aminoacido
diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo possui
uma afinidade de ligagdo aumentada para ErbB4 comparada com um
polipeptideo consistindo de residuos de aminoécido 1-52 de SEQ ID NO:1, e
na qual no residuo 3 citado aminoacido diferente é A, C, D, E, F, G, H, L, K,
M,N,P,Q,R, S, T, V, W, ou Y. Em algumas modalidades da variante de
polipeptideo, no residuo 16 citado aminoécido diferente € A;

As doencas que podem ser prevenidas, tratadas, ou retardadas
para desenvolvimento de ativagdo de receptores ErbB2/ErbB4 incluem, mas
ndo sdo limitadas a, insuficiéncia cardiaca, infarto do miocéardio,
cardiomiopatia dilatada, e miocardite (e.g., miocardite viral), toxicidade
cardiaca.

A formulagio, dosagem e rota de administragio de uma
variante de polipeptideo de neuregulina-1p aqui descrita, ou 4cido nucleico
codificador de wuma variante de polipeptideo de neuregulina-18,
preferivelmente na forma de composigdes farmacéuticas, podem ser
determinadas de acordo com métodos conhecidos na técnica (veja e.g.,
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Alfonso R. Gennaro
(Editor) Mack Publishing Company, April 1997; Therapeutic Peptides e
Proteins: Formulation, Processing, and Delivery Systems, Banga, 1999; e
Pharmaceutical Formulation. Development of Peptides and Proteins,
Hovgaard e Frkjr (Ed.), Taylor & Francis, Inc., 2000; Medical Applications of
Liposomes, Lasic e Papahadjopoulos (Ed.), Elsevier Science, 1998; Textbook

“of Gene Therapy, Jain, Hogrefe & Huber Publishers, 1998; Adenoviruses:

Basic Biology to Gene Therapy, Vol. 15, Seth, Landes Bioscience, 1999;
Biopharmaceutical Drug Design and Development, Wu-Pong e Rojanasakul
(Ed.), Humana Press, 1999; Therapeutic Angiogenesis: From Basic Science to
the Clinic, Vol. 28, Dole et al. (Ed.), Springer-Verlag Nova lorque, 1999).

Uma variante de polipeptideo de neuregulina-1B aqui descrita, ou um écido
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nucleico codificador de uma variante de polipeptideo, podem ser formulados
para administragdo oral, retal, topica, de inalagdo, bucal (e.g., sublingual),
parenteral (e.g., subcutdnea, intramuscular, intradermal, ou intravenosa),
transdermal ou qualquer outra rota de administra¢do adequada. A rota mais
adequada em qualquer caso dado dependera da natureza e da severidade da
condig¢éo sendo tratada e da natureza da variante de polipeptideo particular de
NRG-1 , ou do acido nucleico codificador de uma variante de polipeptideo,
que esta sendo usada.

Uma variante de polipeptideo de neuregulina-1p como aqui
descrita, ou um acido nucleico codificador de uma variante de polipeptideo,
pode ser administrada(o) sozinha(o). Alternativa e preferivelmente, a variante
de polipeptideo de neuregulina-1B, ou &acido nucleico codificador de uma
variante de polipeptideo, € co-administrada(o) com um excipiente ou veiculo
farmaceuticamente  aceitdvel. = Qualquer  excipiente ou  veiculo
farmaceuticamente aceitavel pode ser usado no presente método (veja e.g.,
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Alfonso R. Gennaro
(Editor) Mack Publishing Company, Abril 1997).

O 4cido nucleico codificador de uma variante de polipeptideo
de NRG-1PB pode ser usado na forma de DNA nu, DNA complexado, DNA
plasmideo, RNA ou outras misturas dos mesmos como componentes do
sistema de liberagdo de gene. Em outra modalidade, o acido nucleico
codificador de uma variante de polipeptideo de neuregulina-1p, esta incluido
em um vetor viral. Quaisquer vetores virais que sdo adequados para terapia
genética podem ser usados. Por exemplo, um vetor de adenovirus (Patente
U.S. de No. 5.869.305), um vetor de virus de simio (Patente U.S. de No.
5.962.274), um vetor viral de imunodeficiéncia de humano condicionalmente
replicante (Patente U.S. de No. 5.888.767), retrovirus, SV40, vetores de
amplicon virais do Herpes simples e vetores do virus da Vacinia podem ser

usados. Em adigdo, os genes podem ser liberados em um sistema de vetor
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néo-viral tal como um lipossomo no qual o lipideo protege o0 DNA ou outros
biomateriais da oxidag¢do durante a coagulagéo.

De acordo com a presente invengdo, uma variante de
polipeptideo de neuregulina-18 aqui descrita, ou um 4cido nucleico
codificador de uma variante de polipeptideo, sozinha(o) ou em combinagio
com outros agentes, veiculos ou excipientes, pode ser formulada(o) para
qualquer rota de administragdo adequada, tal como injegdo intracarvernosa,
injecdo subcutdnea, injecdo intravenosa, inje¢do intramuscular, injegdo
intradermal, administragdo oral ou tdpica. O método pode empregar
formula¢des para administragdo injetdvel em forma de dosagem unitaria, em
ampolas ou em recipientes de multidoses, com um conservante adicionado.
As formulagdes pode tomar tais formas como suspensdes, solugdes, ou
emulsdes em veiculos aquosos ou oleosos, e pode conter agentes de
formulacdo tais como agentes de suspensdo, de estabilizagdo e/ou de
dispersdo. Alternativamente, o ingrediente ativo pode estar na forma de pd
para constitui¢do com um veiculo adequado, dgua estéril livre de pirogénio ou
outros solventes, antes do uso. Administragdo topica na presente invencdo
podem empregar o uso de uma espuma, um gel, um creme, uma pomada, um
emplastro transdermal, ou uma pasta.

Composi¢bes farmacéuticas e métodos para sua administragdo
que podem ser empregados para uso nesta invengdo incluem, mas nédo sdo
limitados aqueles descritos em Patentes U.S. de Nos. 5.736.154; 6.197.801
B1;5.741.511; 5.886.039; 5.941.868; 6.258.374 B1; € 5.686.102.

A magnitude de uma dose terapéutica no tratamento ou na
preven¢do variara com a severidade da condig8o a ser tratada e com a rota de
administracdo. A dose, e talvez a freqiiéncia de dose, também variardo de
acordo com a idade, o peso corporal, a condi¢do e a resposta do paciente
individual.

Deve ser notado que o médico atendente sabera como e
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quando terminar, interromper ou ajustar a terapia para dosagem mais baixa
devido a toxicidade, ou aos efeitos adversos. Inversamente, o médico também
sabera como e quando ajustar o tratamento para niveis mais altos se a resposta
clinica for inadequada (evitando efeitos colaterais toxicos).

Qualquer rota de administragdo adequada pode ser usada.
Formas de dosagem incluem tabletes, pastilhas, microcapsula, dispersdes,
suspensdes, solugdes, capsulas, emplastros, e semelhante. Veja, Remington's
Pharmaceutical Sciences.

Em uso pratico, uma variante de polipeptideo de neuregulina-
18, ou um 4cido nucleico codificador de uma variante de polipeptideo,
sozinha(o) ou em combinagdo com outros agentes, pode ser combinada(o)
como o ingrediente ativo em mistura intima com um excipiente ou veiculo
farmaceuticamente aceitdvel, tal como beta-ciclodextrina e 2-hidroxi-propil-
beta-ciclodextrina, de acordo com as técnicas de composi¢do farmacéutica
convencionais. O veiculo pode tomar uma forma ampla de preparagdo
desejada para administragdo, topica ou parenteral. Na prepara¢do de
composi¢des para a forma de dosagem parenteral, tal injecdo ou infusdo
intravenosa, meios farmacéuticos similares podem ser empregados, dgua,
glicois, Oleos, tampdes, aglcar, conservantes, lipossomos, e semelhante
conhecidos por aquelas pessoas experientes na técnica. Exemplos de tais
composi¢des parenterais incluem, mas ndo sdo limitados a dextrose 5 % p/v,
solugdo salina normal ou outras solugdes. ‘A dose total da variante de
polipeptideo de neuregulina-1B, ou de acido nucleico codificador de uma
variante de polipeptideo, sozinha(o) ou em combina¢do com outros agentes
pode ser administrada em um frasco de fluido intravenoso, variando de cerca
de 1 mL a 2.000 mL. O volume de fluido de dilui¢do variara de acordo com a
dose total administrada.

A invengdo também proporciona kits para realizagdo de

regimes terapéuticos da invengfo. Tais kits compreendem em um ou mais
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recipientes quantidades terapeuticamente efetivas de uma variante de
polipeptideo de neuregulina-1B aqui descrita, ou de acido nucleico
codificador de uma variante de polipeptideo, sozinha(o) ou em combinagdo
com outros agentes, em forma farmaceuticamente aceitdvel. Formas
farmacéuticas preferidas estariam em combinagdo com solugédo salina estéril,
solugdo de dextrose, ou solu¢do tamponada, ou outro fluido estéril
farmaceuticamente aceitdvel. Alternativamente, a composi¢do pode ser
liofilizada ou dessecada; neste caso, o kit opcionalmente compreende
adicionalmente em um recipiente uma solugdo farmaceuticamente aceitavel,
preferivelmente estéril, para reconstituir o complexo para formar uma solugio
para propositos de injegdo.. Solugdes farmaceuticamente aceitdveis
exemplares so solugdo salina e solugédo de dextrose.

Em outra modalidade, um kit da invengdo adicionalmente
compreende uma agulha ou seringa, preferivelmente embalada na forma
estéril, para injetar a composigdo, e/ou uma almofada de alcool embalada.
Instrugdes sdo opcionalmente incluidas para administragdo de composi¢do por
um médico ou pelo paciente.

E. Exemplos

Os seguintes exemplos s3o incluidos apenas para propdsitos
ilustrativos e nfo sdo intencionados para limitarem o escopo da invengéo.

Exemplo 1. Triagem para variantes de NRG-18 que
seletivamente ativam um receptor ErbB |

Métodos

1. Construcdo de modelos em 3D das proteinas

A estrutura cristalina por raios-X de EGF de humano e de
receptores extracelulares de receptor (PDB entrada 1IVO) e estrutura por
NMR de dominio de fator de crescimento epidérmico tipo-(EGF) de
neuregulina-alfa (NRG-0) (PDB entrada 1HAF) foram obtidas do Banco de

Dados de Proteina. As seqiiéncias de aminoacidos de ErbB3
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(ERB3_HUMAN), ErbB4 (ERB4 HUMAN), ¢ NRG1B (NRG1 HUMAN)
foram obtidas do banco de dados Swiss_Prot/TrEMBL.

Todos os modelos foram gerados usando o moédulo de
Homologia do programa de computador Insight IT (Accelrys Corporate, San
Diego, CA). As coordenadas de NMR de neuregulina-a. foram usadas para
modelar a estrutura inicial de neuregulina-1f (NRG-1Bi77229). Os
alinhamentos de seqiiéncias pareadas entre as seqiiéncias alvo de ErbB3 e
ErbB4 e a seqiiéncia modelo EGFR foram realizados contra cada uma das
seqiiéncias de homologia, respectivamente. A posicdo da ligagbes de
dissulfeto entre os residuos de cisteina foi realizada usando os residuos de
cisteina alinhados do alvo e das pontes de dissulfeto correspondentes no

modelo. As lacunas foram inseridas nas seqiiéncias para encontrar um

- alinhamento 6timo com uma penalidade de lacuna independente de

comprimento de 6. Os alinhamentos de seqiiéncia final de ErbB3 e ErbB4
com EGFR sio mostrados em Figura 1. Regides de similaridade estrutural
foram selecionadas e empregadas para construir um molde para a estrutura
modelo. Sempre que dois residuos alinhados foram os mesmos, a geometria
de cadeira lateral de modelo foi adotada no alvo. Caso contrario, a cadeia
lateral no modelo foi substituida por aquela do residuo alvo correspondente
pelo alinhamento das ligagdes de Ca-CP. Regides de lacuna foram geradas
pela pesquisa de um fragmento adequado da triagem de banco de dados de
proteinas e do banco de dados de casa. A conformagdo de alca final foi
escolhida de uma das 10 estruturas de topo que tinham os menores valores de
média quadratica (RMS) com as geometria compativeis entre o alvo e um
fragmento adequado. Alguns atomos faltantes também foram adicionados nas
cadeias laterais incompletas de cada um destes modelos usando o médulo
Biopolymer em Sybyl para garantir a designagio apropriada de hidrogénios e
carga atomica. Os modelos preliminares foram entio submetidos para

avaliagio por PROCHECK e Perfis-3D para examinar a qualidade
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estereoquimica e a estrutura de proteina dos modelos. Na avaliagdo de modelo
por Perfis-3D, foi determinado um escore de auto-compatibilidade (S) para
cada residuo na seqiiéncia.

Ap6s os modelos iniciais de ErbB3, ErbB4 e NRG1f serem
construidos separadamente, complexos NRG-1B/ErbB3 e NRGI1B/ErbB4
foram constituidos por sobreposi¢do dos modelos com o complexo
EGF/EGFR. As estruturas resultantes foram otimizadas por minimizagéo de
energia usando o campo de forga Amber implementado no pacote de
programa de computador Sybyl. Os atomos de estrutura principal de todos os
residuos de modelo foram primeiro fixados durante os estagios iniciais de
refinamento para prevenir a deformagdo significativa da estrutura principal.
Entdo o nimero de restri¢des aplicadas no modelo foi reduzido durante os
ciclos subseqiientes. Para minimiza¢do os seguintes pardmetros foram
utilizados: campo de for¢a de atomo-unido-de Kollman e carga de atomo-
unido, constante dielétrica dependente de distancia de 4,0R, corte de 9,5 A
para calculos ndo-ligados, e minimizagdo de gradiente conjugado até o
gradiente de média quadratica (RMS) na energia fosse menor do que 0,05
kcal/mol.A. Os modelos refinados foram entdo submetidos as simulagdes de
dindmica molecular.

2. Estimativa da contribuicdo de ligagdo de ligante pelas
simulag¢Ges dindmicas moleculares de NRG-1p em complexo com o receptor

Foram realizados varias simulagdes de dindmica molecular
(MD) sobre complexos de proteina e estruturas mutantes separadamente
usando o pacote de simulagido AMBER 7.0 e o campo de for¢a Parm99. As
estruturas complexas foram solucionadas usando uma caixa de moléculas de
dgua TIP3P se estendendo pelo menos 10 A além do limite de quaisquer
atomos de proteina. A estrutura de NRG-1B/ErbB3 foi solucionada em uma
caixa de 100 x 96 x 83 A de 7976 moléculas de 4gua TIP3P, e a estrutura de
NRG-1p/ErbB4 foi solucionada em uma caixa de 104 x 102 x 87 A de 8075
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moléculas de 4agua TIP3P. Um nUmero apropriado de contra-ions foi
adicionado para neutralizar o sistema. O método de Particle Mesh Ewald
(PME) foi empregado para calcular as interagdes eletrostiticas de longo
alcance. Todas as corridas de MD foram configuradas usando o mesmo
protocolo. Primeiro, os complexos de solvente foram submetidos a 200 etapas
de minimizacdo usando o método de descida mais ingreme seguido pelo
gradiente conjugado para remover contatos proximos de van der Waals.
Entdo, foi realizada uma segunda minimizagdo de 500 etapas sobre os
complexos inteiros de agua-ligante-proteina.

As estruturas relaxadas foram entdo submetidas as simulagdes
de MD. Cada sistema foi gradualmente aquecido de 0 para 300 K em 15 ps
com trés intervalos, e entdo equilibrado por 25 ps a 300 K, seguido pela
corrida de coleta de dados, dando um tempo de simulagéo total de 1100 ps
para NRG1B/ErbB3 e 900 ps para NRG-1B/ErbB4. O corte de ndo-ligado foi
ajustado em 8,0 A e os pares ndo-ligados foram atualizados a cada 25 etapas.
O método SHAKE foi aplicado para restringir todas as ligagdes covalentes
envolvendo os atomos de hidrogénio. Cada simulagdo foi acoplada em um
banho térmico de 300K tem pressdo de 101,325 kPa pela aplicagdo do
algoritmo de Berendsen. Os pardmetros de acoplamento de temperatura e
pressdo foram ajustados como 0,2 ps e 0,05 ps, respectivamente. Uma etapa
de tempo de integra¢do para os calculos de dindmica molecular foi de 2 fs.
Nas minimiza¢des de energia e simulagdes de dindmica molecular, condigdes
limites periddicas foram aplicadas em todas as dire¢des. Simulagdes MD
foram corridas em um computador SGI Origin3800 no Shanghai Institute of
Materia Medica.

As anélises das simulagbes focalizaram os estagios de
produgdo. Os desvios quadraticos médios (RMSDs) da estrutura principal
foram calculados das trajetorias de intervalos de 1 ps, com a estrutura inicial

como a referéncia. A flutuagdo da média quadratica (RMSF) de cada residuo
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foi calculada similarmente. As intera¢des de ligacdo entre receptores e ligante
foram analisadas nos modelos completos usando o programa LIGPLOT. 3.
Calculo de energia livre de NRG-1B em complexo com o receptor pelo
método MM-PBS[00147]Coordenadas da trajetdria dindmica foram usadas a
cada 4 ps (100 instantdneos de 400 ps foram processados), e o calculo de
MM-PBSA foi realizado em cada uma delas usando o programa AMBER 7.0.
Para cada instantaneo coletado durante a simulagdo, a energia livre de ligag@o
de ligante-proteina (AGiggso) foi calculada usando a Eq. (1):

AGiigagso = AGcomplexo = [AGproteina T AGiigante] (1)

onde AGomplexs AGproteina € AGiigante 580 as energias livres do
complexo, da proteina e do ligante. Cada termo de energia livre em Eq. (1) foi
calculado com a energia livre absoluta da espécie (proteina, ligante e seu
complexo) na fase gasosa (Egs), a energia livre de solvatagdo (AGgoivatagao) € 0
termo entropia (TAS) usando Eq. (2):

AG = Egs TAGsowvatagio— TAS (2)

E,.s ¢ a soma da energia de tensdo interna (Ej,), energia de van
der Waals (E,q,) € energia eletrostatica (Eejewostatica) (EQ. (3)) Eint € a energia
associada com vibragdes de liga¢Ges covalentes e angulos de ligagdo, rotagdo
de 4ngulos de tor¢do de ligagdo simples (Eq. (4)).

Egas =int +Eyqw TEeicrostatica(3)

Eint =Eligagso T Eangulo TErorsao(4)

A energia livre de solvatagdo, AGsovatagao, € aproximada como

a soma da contribuigio polar (Gpg) € contribui¢do ndo-polar (Gpzo-poiar) usando

uma representacdo continua do solvente:

AGsolvatagéo = Gpp +Gnﬁo-polar(5)

A contribuigdo polar (Gpg) para a energia de solvatagdo foi
calculada usando o programa DELFI com os raios de atomo PARSE e as
cargas padrdo Parm94 para aminoacidos. O tamanho de grade usado foi 0,5

A. A constante dielétrica foi ajustada em 1 para o soluto interno e em 80 para
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a agua externa. Um total de 1.000 interagdes foi realizado para cada calculo
de Gpg para alcangar uma convergéncia melhor. As contribuigdes ndo-polares
(Guaopolar) foram estimadas usando uma equagio simples:: Gao-polar = ¥ X
SASA + b kcal/mol. SASA € a 4rea de superficie acessivel de solvente que foi
estimada usando o algoritmo MSMS com o raio de prova de 1,4 A. A
constante de proporcionalidade de tensdo superficial y e a energia livre de
solvatagio para um soluto pontual b foram ajustadas em 0,00542 kcal.mol'A?
e 0,092 kcal.mol ™, respectivamente.

O célculo de entropia € extremamente consumidor de tempo
para sistemas grandes. Neste estudo, apenas AGgypiotat (S6m 0 termo -TAS ) foi
estimada para solucionar o efeito de mutagio para a energia livre de ligagdo.

4. Analise de mutagénese de escaneamento de alanina
computacional

O método de escaneamento de alanina computacional foi
aplicado para estimar a afinidade de ligagéo relativa de diferentes variantes de
NRG-1pB para ErbB3 e ErbB4, respectivamente. Dois métodos foram usados
para calcular a forga de ligagdo relativa de diferentes mutantes de peptideo.
Na primeira abordagem, as estruturas de complexo, proteina e peptideo foram
tomadas de mesmo instantdneo das trajetorias de complexo. As estruturas
mutantes de alanina foram geradas pela alteragdo das coordenadas da
trajetéria de tipo selvagem. Este método envolveu delecdo de atomos e
truncamento do residuo mutado em Cy pela substituigdo por um atomo de
hidrogénio. Todos os pardmetros nos arquivos de topologia para os residuos
mutados foram conseqiientemente substituidos por pardmetros de residuo de
alanina. Um total de 100 instantineos de 400 ps (cada quarto instantdneo) foi
obtido para calculo de energia. A energia livre de ligagdo relativa ¢ a
diferenca de energia livre entre o tipo selvagem e o mutado com alanina.

No segundo método para calcular a energia livre de ligago

relativa, conduzimos varios conjuntos de simulagdes de dindmica separadas



10

15

20

25

53

para peptideos de NRG-1p mutados com alanina nos complexos com ErbB3 e
ErbB4, respectivamente. Entdo os componentes de energia foram calculados
de 100 instantdneos de trajetérias coletadas de 400 ps (cada quarto
instantaneo) e analises estatisticas foram realizadas.

Resultados

1. Resultados de modelagem e avaliagédo

Os modelos 3D de ErbB3 e ErbB4 foram construidos por

modelagem de homologia baseado em estrutura cristalina de raios-x do
complexo formado entre fator de crescimento epidérmico (EGF) de humano e
o dominio extracelular do receptor de EGF (EGFR). Pesquisas FASTA e
BLAST dos bancos de dados seqiiéncias produziram vérias estruturas que séo
homélogas a ErbB3 e ErbB4. Dentro da EGFR, verificamos que as estruturas
de raios-x de ErbB3 ndo-ligado (PDB entrada 1M6B), EGFR inativado em
complexo com EGF (PDB entrada 1NQ1), ErbB2 ligado por Herceptin Fab
(PDB entrada 1N8Z) e o complexo de EGF/EGFR (PDB entrada 11VO)
estavam entre as proteinas homologas com identidades de seqiiéncia maiores
para ErbB3 e ErbB4. ErbB2 é um receptor incomum da familia EGFR para o
qual nfo tem sido encontrado afinidade alta. O ErbB3 néo-ligado possui uma
seqiiéncia idéntica comparado com o receptor de complexo NRG1B/ErbB3.
Para focar sobre interacdes de ligante /receptor, a estrutura do complexo
EGF/EGFR foi selecionada como o modelo para modelagem estrutural.
[00152]Na base da conservagdo de seqiiéncia interna e identidade entre os
membros de familia de receptores de EGF, o dominio extracelular tem sido
classificado em quatro dominios (I a IV). Dominios II e IV sdo mais ricos em
residuos de cisteina, contendo 24 e 21 cisteinas, respectivamente. Na estrutura
de cristal de EGFR, a maior parte de dominio IV (residuos 513 a 619) esta
estruturalmente desordenada. Portanto, a regido de dominio IV foi excluida
em nossa modelagem de homologia. As seqiiéncias de ErbB3 (residuos 8-

511) e ErbB4 (residuos 25-533) possuem 44% e 48% de identidade com
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EGFR (residuos 3-512). Ademais, outros 40% destes residuos foram
substitui¢des conservativas, dando uma similaridade de seqiiéncia total de
cerca de 80% para ambos ErbB3 e ErbB4 para como mostrado em Figura 1.

A acuricia de um modelo pode variar significativamente até
mesmo dentro de regides diferentes da mesma proteina: normalmente regides
elevadamente conservadas podem ser modeladas muito mais confiavelmente
do que as al¢as variaveis ou os residuos de superficie. Um total de 7 e 4
regides estruturalmente conservadas (SCRs) foi deduzido para ErbB3 e ErbB4
respectivamente, que constituiu segmentos maiores das seqiiéncias totais
(Figura 1). Coordenadas para as partes restantes da seqiiéncia, designadas
regides estruturalmente variaveis (SVRs), foram geradas pela pesquisa de um
banco de dados de estruturas de proteina como descrito acima nos Métodos.
Figura 2 mostra estereo-plotagens dos dois modelos refinados sobrepostos
com a estrutura de raios-x de EGFR. Esta claro que a topologia total da
proteina modelo tem sido herdada enquanto algumas mudangas
conformacionais locais significativas estdo presentes nas regides variaveis. Os
desvios quadraticos médios (RMSDs) de estrutura principal Co dos modelos
refinados de seu molde sdo pequenos, 0,55 A para ErbB3 e 0,39 A para
ErbB4, indicando um grau alto de similaridade estrutural, como esperado de
seu altn grau de homologia de seqiiéncia.

Virios residuos chave desta familia de receptores tais como
Leu69, Leu98, Val350, Asp355 e Phe357 em EGFR que interagem
hidrofobicamente com os residuos de EGF sdo também conservados em
ErbB3 e ErbB4. EGFR possui uma grande quantidade de residuos de glicina
nas posi¢des 39, 63, 85, e 122 em dominio I e 343, 379, 404, e 435 em
dominio III. Estes residuos sdo conservativamente retidos em conformacgdes
correspondentes nos modelos de ErbB3 e ErbB4. Como EGFR, ambos os
dominios I e III de ErbB3 e ErbB4 compreendem seis volta de uma hélice-

bloqueada em cada terminal por uma hélice e uma ligagdo de dissulfeto. Em
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dominios I e III de ErbB3 e ErbB4, também ha triptofanos conservados
(Trp176, Trp492 para ErbB3 e Trp198, Trp513 para ErbB4) inseridos nas
quarta e quinta voltas da hélice-B. Dominio II dos receptores possui uma
dobra similar 4 do segundo dominio de EGFR, que é composto de varios
modulos com conectividades de ligagdo de dissulfeto similares.

Os modelos foram entdo avaliados por um teste de validagao
de estrutura de plotagem de Ramachandran usando PROCHECK. A plotagem
de Ramachandran analisa os 4dngulos de torgdo fi (¢), psi (y) da estrutura

principal de uma proteina e calcula as ocupagdes percentuais para regides

2 <& 11

“favorecidas” “permitidas”, “generosamente permitidas”, e “rejeitadas” como
uma medi¢do de qualidade de uma estrutura de proteina. Os valores obtidos
para os modelos de ErbB3 e ErbB4 sdo sumariados em Tabela 1 abaixo. No
total 96,2% e 97,5% dos residuos estavam em regides favorecidas e
permitidas para os modelos de ErbB3 e ErbB4, respectivamente. Em adi¢@o a
avaliagdo da qualidade estereoquimica para os modelos, também realizados
analises de Perfis-3D para adicionalmente avaliar os modelos pela checagem
da qualidade do empacotamento de cadeia lateral. Os escores de qualidade
total para ErbB3 e ErbB4 sdo 230,51/257,48 e 216/256,56 respectivamente,
onde o denominador denota o escore esperado para uma proteina deste
comprimento baseado em estruturas conhecidas. Para comparagéo, escores de
115,87/257,48 e 115,45/256,56 ou menos, sugeriam que a estrutura esta quase
inteiramente correta. Apods validagéo bem sucedida, a qualidade de estruturas
de ErbB3 e ErbB4 pareceu ser aceitavel para estudo adicional. a

Tabela 1. Calculos de plotagem de Ramachandran sobre

modelos 3D de ErbB3 e ErbB4 computados com o programa PROCHECK.

ErbB3 ErbB4
% de residuos nas regides mais favorecidas 68,0 73,9
% de residuos em zonas permitidas adicionais 28,2 23,6
% de residuos em regides generosamente permitidas 2,3 0,8
% de residuos em regides rejeitadas 1,5 1,6
% de residuos de ndo-glicina e ndo-prolina 100,0 100,0

Um modelo de homologia para NRG-1f(;77.229) foi construido
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a partir da estrutura de NRG-o (PDB entrada IHAF) com uma identidade de
seqiiéncia total de 80%. Por conveniéncia, escolhemos numerar os residuos
neste dominio NRG-a seqiiencialmente de 1 a 63. Os residuos C-terminais 51
a 63 estdo desordenados e sdo flexiveis na estrutura de solugdo de NRG-a.
Tem sido mostrado que a regiio mais ordenada (residuos 1-50) € a
subunidade minima requerida para ligagdo em receptores celulares. Assim,
um modelo truncado de NRG1p, consistindo de residuos 1-52, foi construido
como descrito no método. O modelo inclui um subdominio N-terminal
contendo uma folha-B de trés fitas central, uma regiéo helicoidal, e uma folha-
B curta no subdominio C-terminal. NRGI1p ¢ estabilizada por trés pontes de
dissulfeto, Cys6-Cys20, Cys14-Cys34 e Cys36-Cys45.

2. Modelagem de ligagdo de NRG-1P em receptores

Os modelos 3D finais dos complexos NRG1B/ErbB3 e NRG-
1/ErbB4 sdo mostrados em Figura 3. Em cada complexo, dominios I, II e III
dos receptores estdo arranjados em uma forma C, e NRG-1p é acomodada
entre os dominios I e IIIl em um modo similar de ligagdo de EGF em EGFR
(Figura 3). Isto esta consistente com os resultados bioquimicos prévios que
dominios I e III de ErbB3 podem estar envolvidos na ligagdo de NRG-1p. Os
estudos de afinidade de ligagdo sugerem que os determinantes de ligagdo
sobre os receptores ErbB3 e ErbB4 foram muito similares embora eles
possuam diversidade de seqiiéncia total substancial. Estudos de mutagénese
também revelaram que ambos as terminagdes-N e -C de NRG-1p sdo
importantes para ligagdo de ligante-receptor. Estas duas regides estdo bastante
distantes um da outra na proteina dobrada, confirmando o papel de regides
multiplas de interagdo de ligante-receptor. Os residuos de intervengdo, em
particular aqueles que estio conservados entre NRG1IB e EGF, podem
desempenhar papéis puramente estruturais pela manutencéo das disténcia e
orientagio apropriadas entre estas duas regides. A estrutura de raios-X de

ErbB3 nio ligado mostra que o tamanho do sitio de ligacdo de ligante entre os
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dominios I e III é o dobro do tamanho de ligante quando os dominios Il e IV
interagem. O contado de dominios II e IV parece restringir as orientagGes
relativas de dominios I e III para ligagdo de ligante. Assim, um ligante que
contata apenas em dominio I (ou dominio IIT) ligaria o receptor mas falharia
em induzir o arranjo de dominio que parece necessario para a sinalizagdo.
Baseado nestes resultados, podemos concluir que ha pelo menos dois sitios de
liga¢do requeridos para sinal requerido de transdug&o.

Comparagdo da estrutura de NRG-1p com EGF revelou um
grau alto de similaridade estrutural (Figura 4). Excluindo a regido N-terminal
(Serl-Lys5), a alg¢a-Q-desordenada (Lys24-Ser30) e regido C-terminal
(Met50-Ser52), os atomos Ca de NRG-1f alinham-se bem com aqueles de
EGF, com uma RMSD de ~1,3 A. NRG-1B possui uma insergédo de trés
residuos relativa a seqiiéncia de EGF. Contudo, a substitui¢éo de residuos 21-
33 na NRG-1P por residuos 21-30 de EGF ndo tem efeito sobre a ligagéo de
receptor de neuregulina ou a sua capacidade de estimular a fosforilagdo de
receptor. Os resultados experimentais sugeriram que a significancia funcional
da inser¢do de trés residuos (residuos 28-30) na NRG-1p € minima, apesar das
diferencas estruturais significativas naquela regido. Portanto, a orientagdo da
alca estendida em NRG-1B nfo afetaria a modelagem da ligagdo de NRGI1f
nos receptores.

3. Simula¢&es de dindmica molecular

O comportamento dos complexos de receptor-ligante foi
estudado por simulagdes de dindmica molecular para considerar as mudangas
conformacionais e flexibilidade de proteina. Os modelos iniciais de NRG-
1B/ErbB3 e NRG-1B/ErbB4 foram submetidos a 1,1 ns e 0,9 ns de simulagdes
de MD , respectivamente. Os desvios quadraticos médios (RMSDs) de atomos
Co de suas posigdes iniciais (t = 0 ps) tém sido usados para medir a
estabilidade e para ganhar compreensdo sobre a possivel flutuagdo de

estrutura.
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A avalia¢fio de tempo das RMSDs de atomo Co de complexos
NRG-1B/ErbB3 e NRG-1B/ErbB4 ¢ apresentada em Figura 5. Na plotagem,
uma elevagdo intensa foi observada durante os primeiros 100 ps em todas as
RMSDs residual e entdo ela tende a aplainar. A magnitude destas curvas de
RMSD, contudo, ndo continua a aumentar durante o periodo de coleta de
dados, implicando que as estruturas de NRG-1B/ErbB3 e NRG1B/ErbB4 eram
estaveis durante esta escala de tempo. As RMSDs médias foram abaixo de 3,0
A durante a simulacgo inteira para ambos os complexos NRG-1B/ErbB3 e
NRG1B/ErbB4. Particularmente, as trajetorias de simulagdo do ErbB4 com o
ligante NRG-1B pareceram bem equilibradas com um valor médio de RMSD
de 2,6 A durante os ultimos 400 ps. A estrutura de ErbB3 ligado em NRG-1f3
mostrou uma RMSD mais alta com um valor médio de 3,7 A durante os
ultimos 400 ps de simulagdo. Isto € indicativo da estabilidade relativa das
estruturas ligadas em NRG-1p. Esta tendéncia foi de novo aparente na analise
das flutuagdes de RMS no modo de residuo. Os residuos de ErbB3 na
estrutura ligada em NRG-1f flutuam mais ao redor de suas posi¢des médias
do que os residuos no complexo ErbB4.

Sobreposi¢do das estruturas médias de todas as trajetorias com
suas estruturas iniciais respectivas' revelou regides de mudanca
conformacional maior. Residuos que mostraram os desvios mais altos em
estrutura de NRGI1B/ErbB3 (residuos 243-256) sdo os mesmos que no
complexo NRG-1B/ErbB4 (residuos 265-278), mas em uma extens3o grande.
Estes residuos sio uma parte da alga grampo-de-cabelo- que se estende
quase 20 A do dominio II na estrutura de raios-x de ErbB3. Esta al¢a de
grampo-de-cabelo-B estd elevadamente conservada dentro de familia EGFR e
desempenha um papel dominante ndo apenas em contato intramolecular entre
os dominios II e IV mas também em interagdo intermolecular de receptor-
receptor. Nossos modelos de complexo truncado 1:1 que sdo faltantes de

interagdes entre dominios II e IV bem como os contatos de receptor-receptor
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podem resultar em RMSDs consideravelmente altos nesta regido. Mas
analises totais mostram que as estruturas modeladas permanecem estaveis
durante as simula¢des sem sofrerem de mudangas estruturais notaveis.

4. Interagdes de ligante-receptores

A interacgdo de ligante-receptor sobre cada receptor consiste de
trés sitios como na interacdo em EGF/EGFR, que € designada daqui em diante
como sitio 1 em dominio I e sitios 2 e 3 em dominio III do receptor (Figura
3). Residuos 20-35 e Leu3 de NRGI1p interagem com o sitio 1. A regido
contendo residuos 10-19 e Arg44 de NRGIp interage com o sitio 2. A regido
C-terminal ao redor do residuo Tyr48 interage como o sitio 3. Estes residuos
de ligante formam uma variedade de interagcdes de ligacdo eletrostatica,
hidrofobica, e de ligagdo de hidrogénio no receptor.

Da andlise das trajetorias de ligagdo de hidrogénio entre o
ligante e o receptor, tém sido detectadas umas poucas interagdes chave
mediadas pelas liga¢Ges de hidrogénio entre os residuos de cadeia lateral de
NRG1p/ErbB3 e NRG-1B/ErbB4. Estas ligagdes de hidrogénio sdo listadas
juntamente com distincias em Tabela 2. Desta Tabela 2, pode ser visto que
sdo retidas as interagBes cruciais incluindo aquelas dos residuos Arg44 e
Tyr48 em NRGI1fB (Argdl e Argd5 em EGF) com os receptores. A cadeia
lateral de Arg44 de NRG-1pB faz uma liga¢do de hidrogénio com a cadeia
lateral de Asp352 de ErbB3 e a cadeia lateral de Asp376 de ErbB4,
respectivamente. Isto resultado € confirmado pela descoberta experimental de
que a substitui¢do de Arg44 por alanina significativamente reduziu a atividade
de ligacdo de ErbB3 e ErbB4 de NRG1.

Tabela 2. Ligagdes de hidrogénio entre as cadeias laterais de

residuo de ligante e receptor.

Parceiros de ligagcdo de hidrogénio

NRG-18 ErbB3

Residuo Grupo Grupo de Residuo Distancia (A)
[1A=0,1 nm]

Asn47 ND2 Tyr4050H 2,93

Tyr48 OH Asn379ND2 3,12
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Tyr48 OH Asn3790D1 3,10

Argd4 NH2 Asp3520D2 2,61

Argd4 NH1 Asp3520D1 2,67

Asn47 ND2 Asp3430D1 2,90

Arg31l NH2 Glul310E2 2,75

Arg3l NH1 Glul310El 2,92

Asn38 ND2 Asn250D1 3,25

NRGI1B ErbB4

Residuo Grupo Grupo de Residuo Distancia (A)

[1A=01nm]

Glu39 OE2 Lys438NZ 2,87

Tyr48 OH Asn4030D1 2,73

Argd4 NH2 Asp3760D1 3,04

Argd4 NHI Asp3760D1 3,12

Ser27 oG Aspl1500D1 3,59

Asn28 ND2 Tyr1480OH 3,16

Lys35 NZ Ser400G 2,82

Asp43 OoD2 Lys35NZ 2,81

Além das liga¢Bes de hidrogénio, sdo extensivas as interagdes
hidrofébicas entre NRG-1B e as interfaces de sitios 1, 2 e 3 de ErbB3 e
ErbB4.

Em complexo NRG-1B/ErbB3, as cadeias laterais de Val47,
Leu48, Met72, e Leul02 em sitio 1 de ErbB3 interagem hidrofobicamente
com Leu3, Val23 e Leu33 de NRG-1 B (Figura 6A). A cadeia lateral de
Trp354 em sitio 2 de ErbB3 interage hidrofobicamente com Phel3 e Tyr32 of
NRG-1p (Figura 6B). Ademais, a porgdo alifatica longa da cadeia lateral de
Arg44 (NRG-1B) também proporciona contatos de van der Waals com a

~cadeia lateral de Trp354 (ErbB3). As cadeia laterais de Tyr405, Phe409 e

Ile413 em sitio 3 de ErbB3 formam uma rede de interagdo hidrofébica com
aquela de residuos ao redor de Tyr48 de NRG-1p(Figura 6C).

Intera¢Ges hidrofobicas similares sdo observadas no complexo
NRG-1B/ErbB4. Como um resultado destas interagdes, trés redes de interagdo
hidrofébica sdo formadas nas interfaces entre NRG-113 e ErbB4. As cadeias
laterais de Leu3, Val23 e Leu33 de NRG-1B formam contatos de van der
Waals com Leu36, Leu91 e Leul21l em sitio 1 de ErbB4 (Figura 7A). As
cadeias laterais de Phel3, Vall5 e residuos ao redor de Tyr48 de NRG-1f

possuem intera¢Bes similares com os sitios 2 e 3 de ErbB4 (Figuras 7B e 7C),
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respectivamente. Ambas as interagdes putativas identificadas dos modelos
refinados estdo de acordo com os estudos de mutagénese de NRG-1f8 na
presenga de ErbB3 ou ErbB4.

A andlise de ligacdo de NRG-1f com receptores apresentados
acima proporciona-nos rica informagdo sobre o mecanismo pelo qual ErbB3 e
ErbB4 interage com NRG-1. Isto por sua vez facilita nossa capacidade para
entender e adicionalmente otimizar os componentes de interagdo para ligagdo
de NRG-1B e estabilidade no receptor por abordagem de mutagénese
computacional.

5. Mutagénese de escaneamento de alanina computacional de
NRG-1 pelo método MM-PBSA

Para determinar a contribui¢do de cada residuo na interface de
interacdo na ligagdo de ligante-receptor e para identificar os residuos chave no
ligante que poderia potencialmente aumentar sua afinidade de ligagdo sob
mutacgfo, mutagénese de escaneamento de alanina computacional foi realizada
sobre NRG-1B, e as energias livres de ligagdo dos ligantes mutados nos
receptores foram calculadas usando o método MM-PBSA. Para reduzir o
tempo computacional, a contribui¢do de entropia (TAS) para a energia livre
de ligagdo ndo foi calculada neste estudo. E esperado que as contribuigdes de
entropia sejam canceladas quando as diferengas nas energias livres de ligagdo
sdo calculadas entre o tipo selvagem e os mutantes. Esta suposi¢do parece
razoavel, como demonstrado pelo célculo de Massova e Kollman de TAS para
um peptideo de 12 residuos derivados de p53 de humano e seus mutantes.
Portanto, apenas AGgpiora (Sem o termo -TAS) foi usado como o critério para
as estimativas de AGjjgaczo-

Tabela 3 mostra todos os termos de energia e as energias livres
de ligacdo subtotais de NRGIB e seus mutantes para ErbB3 e ErbB4,
respectivamente. Como visto na Tabela 3, a interag@o intermolecular de van

der Waals e o termo de solvatagio ndo-polar proporcionam a for¢a motriz
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para a ligagdo. Ambas as formag¢Ges de complexo levam a interagdes
eletrostaticas fortemente favoraveis (E.), opostas pelas contribuigdes
desfavordveis devido a parte polar da energia livre de solvatagdo (Gpg).
Resultados similares podem ser encontrados em varios outros estudos. As
contribui¢des eletrostaticas totais (Ee +Gpg) para NRG-1B/ErbB3 e NRG-
1B/ErbB4 sdo 110,2 kcal mol™! e 112,5 keal mol™, respectivamente, e assim
desfavorecem a formacgdo de complexo, de novo de acordo com os estudos
relacionados citados acima.

Tabela 3. Resultados de calculo de energia livre de NRG-18
com receptores ErbB por MM-PBSA®

NRG-1B/EAB3 ErbB3 NRG-1B Delta
Contribuigio EPY | Média® EP? Média® EP* Média® EP° Média® EP?
Eee -16753.91 | 112,64 | -1494046 | 102,75 | -1361,15 | 22,58 | 452,30 | 25,80
Evw -2006,94 3249 | -1739,60 31,19 | -12333 | 1046 | -14402 | 729
Ein 10831,80 63,57 | 979805 6027 | 1033,75 | 20,77 | 0,00 0,00
| Egs -7929,04" | 133,98 | -6882,00 123,65 | 450,73 | 25,50 | -59631 | 25725
Gito-polar 143,01 1,19 132,17 1,01 19,13 0,18 -8.28 0,44
Grs -7440,22 101,09 | -6863,61 8832 | -1139,12 | 1886 | 562,52 25,27
Geal 729721 100,53 | -6731,44 8793 | -1120,00 | 1884 | 55423 25,12
Gubtotat -1522625 | 66,86 | -1361345 | 6536 | -1570,72 | 18,19 | -42,08 721
-TAS ND ND ND ND ND ND ND ND
NRG-1B/ErbB4 ErbB3 NRG-1B Delta®
Contribuicio EP? | Média® EP? Média® EP? Média® EP? Média® EP?
Eae -16888,05 | 9437 | -15171,74 | 66,74 | -1343,04 [ 33,13 [ -37327 | 2741
Euw -2068,19 31,77 | -1815,76 20,10 | -119,74 [ 10,70 | -132,69 | 6,88
Ein 10794,92 61,48 | 974946 56,82 | 104546 | 1944 [ 0,00 0,00
| Egs -8161,32 117,81 | -7238,04 90,27 | 41732 | 4340 | -50597 | 26,96
Gio-pater 138,41 1,45 126,65 1,24 19,44 0,41 -7,68 0,52
Grs -7327,22 9447 | -6658,67 67,14 | -115333 | 36,53 | 485,77 25,23
Gial -7188,82 93,77 | -6532,02 66,67 | -1134,89 [ 3622 | 478,09 25,09
Gaubrotas -15359,14 | 68,76 | -13770,06 | 63,84 | -1552,20 | 20,79 | -27.88 10,09
-TAS ND ND ND ND ND ND ND ND

2 Todos os valores sdo dados em kcal mol™ [1 kecal mol™ = 4,184 kJ mol™].
® Contribui¢io (Complexo)-Contribui¢do (Receptor)-Contribuigdo (ligante).
° Média sobre 400 instantaneos.

4 Erro padrio de valores médios.

Baseado nas simula¢des de dindmica molecular de interagdes
de ligante-receptor, temos identificado residuos chave de NRG-18
responsaveis pela ligacdo em residuos de receptor. Tabela 4 mostra os
resultados da abordagem de mutagénese de escaneamento de alanina
computacional para 20 residuos do total de 52 residuos de NRG-1B que

contribuem para a ligacdo de ErbB3 e ErbB4. Os valores positivos e negativos
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de AAGguiotal (AGtipo seivagem ~AGmutante) indicam as substitui¢cdes favoraveis e
desfavoraveis, respectivamente. Dados também sdo mostrados como um
grafico em Figura 8. Os resultados em Figura 8 mostram que vérios mutantes
de alanina de NRG-1B tém significativamente reduzido as energias de
interacdio de ligante com ErbB3 e ErbB4, especialmente em posi¢des 44,48 e
50. Isto pode ser explicado estruturalmente. Residuos Arg44 e Tyr48 formam
ligagdes de hidrogénio com residuos polares dos receptores (veja Figuras 6 e
7), que sdo refletidas pela contribuigdo maior de interagdes eletrostaticas para
a energia livre de ligagdo (termo AAE,.; veja Tabelas 1 e 2 suplementares).
Mutacbes deArgd44Ala e Tyrd48Ala abolem as ligagdes de hidrogénio
importantes entre o ligante e os receptores. Mutagcdes de Tyr48Ala e
Met50Ala causam perda significativa de interagbes de van der Waals
favoraveis entre o ligante e os receptores (termo AAE,4,; veja Tabelas 1 e 2
suplementares).

Tabela 4. Resultados de mutagénese de escaneamento de
alanina computacional para complexo de NRG-18 com ErbB3 e ErbB4
(AAGgubiota = AGtipo selvagem -AGmuytante)

NRGI1pP NRG-13/ErbB3 NRG1p/ErbB4
Posicdo AAGgpiora (kcal/mol) AAGgpiora (kecal/mol)
[1 kcal/mol = 4,184 kJ/mol] [1 kcal/mol = 4,184 kJ/mol]
His2Ala -0,10 £0,54 0,13 +1,90
Leu3Ala -1,14 1,24 -0,87 £1,19
Phel3Ala -1,06 £0,76 -0,25 £0,90
Vall5Ala -0,78 £0,86 -1,19 £0,63
Asnl6Ala 0,78 +0,85 1,90 £2,94
Val23Ala -0,50 £1,60 -1,53 £1,00
Asp25Ala 2,26 £0,66 -2,2043,71
Arg3lAla -5,90 +1,14 1,83 +4,21
Tyr32Ala 0,32 £0,57 -0,34 +0,01
Leu33Ala -3,31+0,38 -0,32 £1,27
Lys35Ala 1,13 +0,93 0,00 +£2,09
Asn38Ala 0,59 +0,76 1,31 +0,89
Glu39Ala 0,75 £2,09 -0,51 £2,67
Phe40Ala 1,59 2,12 1,08 £3,50
Argd4d4Ala -5,43 £4,79 -5,30+£2,77
Gln46Ala 3,57 £2,69 -1,01 £1,62
Asn47Ala -0,07 £2,22 2,03 £1,72
Tyr48Ala -2,99 +2 .45 -3,05 £2,40
Met50Ala -3,45 +£0,54 -1,92 +£1,45
Ser52Ala -0,21 £1,77 0,49 £2 25
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Para adquirir compreensdo adicional sobre as contribui¢des de
cada mutacio de alanina, a mudanga das interagdes eletrostaticas e
intermoleculares de van der Waals mais as energias livres de solvatagdo polar
sobre a mutacdo de alanina é mostrada em Figura 8. Na maioria dos casos a
mudanca de energias eletrostaticas intermoleculares € anticorrelacionada com
a mudanca de energias livres de solvatagdo. Portanto, ¢ importante combinar
AAE,. e AAGpg juntas baseado na origem eletrostitica comum das
contribui¢des. Da Figura 8, 2 AGpzo-polar ¢ Muito pequena comparada com as
mudangas em outros componentes de energia livre. As contribui¢des de
AAE, 4, sdo mais negativas, o que indica que a substitui¢do de alanina reduz
os contatos de van der Waals sobre as interfaces de ligagdo. Por outro lado, os
termos que sdo a combinagdo de AE.. ¢ AAGpp sdo mais favorecidos pela
mutacdes de Ala. Uma expectativa é a substituigio de Argd4, que perde
ambas as intera¢des de van der Waals e eletrostaticas (AAEg, +AGpg). As
interacdes intermoleculares entre a Arg44positivamente carregada de NRGI1f
e Asp352 negativamente carregada de ErbB3 e Asp376 de ErbB4 sio
fortemente favorecidas nos complexos de tipo selvagem. Um resultado similar
¢ observado para a substituigio de Arg3lAla de interagdo de NRG1p com
ErbB3 (Figura 8A), mas ndo com ErbB4 (Figura 8B). A estrutura de NRG-
1B/ErbB3 revela que a cadeia lateral de Arg31 forma duas ligagdes de
hidrogénio na cadeia lateral de Glul31 de ErbB3 (Tabela 2). Portanto, o
mutante Arg3lAla € faltante de interagdo de ligagdo de hidrogénio. Contudo,
Arg31 de NRG1p nio esta envolvido em ligagéo de hidrogénio no receptor de
ErbB4 (Tabela 2).

6. Estudos comparativos de AAGiigcs, de trajetorias separadas
de mutac¢des de NRG-1BArg31Ala e Asn47Ala

Para checar a validade da suposi¢do de que se mutagOes de
alanina nio causam grandes mudangas conformacionais na estrutura global de

complexos NRG-1B/ErbB3 e NRGIB/ErbB4, foram realizadas duas
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simulagdes de dindmica molecular para mutantes Arg3lAla e Asn47Ala de
NRG-1B no complexo ErbB3 e ErbB4. Os valores de RMSD de atomos Ca
entre a estrutura média das trajetorias dos complexos mutantes e a estrutura de
modelo inicial s3o pequenos, flutuando entre 1,9 e 2,1 A. Valores de AGgptotal
recalculados baseados nas trajetorias novas dos complexos mutantes, como
listados em Tabela 5, sdo quase idénticos aos resultados derivados das
trajetorias modificadas dos complexos de tipo selvagem. As diferencas entre
os valores de AGgpiota calculados usando os dois métodos sdo menores do que
1 kcal.mol’ (Tabela 5). Isto indica que as conformagdes globais de
NRG1p/ErbB3 e NRG-1B/ErbB4 nio mudam dramaticamente apds a mutag¢io
de uma alanina.

Tabela 5. Comparagdo dos componentes da energia livre de
ligacdo do complexo Arg31Ala e Asn47Ala com os receptores ErbB calculada
da trajetéria modificada de tipo selvagem e das trajetorias colhidas dos

mutantes NRG-1P Arg31Ala e Asnd47Ala.

Trajetéria do tipo | Trajetéria do | Trajetéria do tipo | Trajetéria do mutante

selvagem mutante Arg31Ala° | selvagem modificada | Asn47Ala"

modificada com com Asn47Ala’

Arg31Ala®
ErbB3 Meédia Erro Média Erro Média Erro Meédia Erro
Contribuigdo Padréo Padrdo Padréo Padrao
AEg, -375,84 | 25,66 -481,47 28,15 -443,90 27,79 -547,58 15,65
AE 4w -141,02 | 7,16 -143,31 7,28 -140,22 6,72 -151,41 5,89
AE -516,86 | 25,50 -624,78 27,24 -584,12 27,45 -698,99 15,56
AGz0-polar -7,80 0,39 -8,51 0,60 -7,99 0,50 -9,44 0,34
AGpp 488,48 25,81 596,67 28,29 550,12 26,29 646,72 15,97
AGgy 480,68 25,65 586,16 28,12 542,13 26,11 657,27 15,93
AGgbtotal -36,18 7,30 -36,62 7,55 -42,01 6,86 -41,71 7,82

Trajetéria do tipo | Trajetdria do | Trajetéria do tipo | Trajetéria do mutante

selvagem mutante Arg31Ala° selvagem modificada Asn47Ala°

modificada  com com Asn47Ala"

Arg31Ala®
ErbB4 Meédia Erro Média Erro Média Erro Média Erro
Contribuigdo Padrdo Padrio Padrio Padrio
AEg. -341,13 | 27,04 -382,51 20,14 -371,70 27,00 -476,51 9,18
AE. 4w -128,92 | 6,64 -151,00 6,14 -130,88 6,78 -139,35 5,93
AE -470,04 | 26,18 -533,51 19,18 -502,58 26,43 -615,88 18,92
AGhso-polar -7,26 0,52 -8,46 1,29 -7,58 0,51 -8,09 0,41
AGpp 447,59 25,20 511,86 19,34 480,25 25,32 593,59 14,90
AGg, 440,33 25,08 503,40 19,65 472,67 25,19 585,51 14,80
AGgprotal -29,71 9,14 -30,11 22,59 -29.91 10,24 -30,37 13,36

®Calculado para as trajetorias modificadas do tipo selvagem por experimentos
de mutagénese de escaneamento de alanina computacional.

® Calculado para as trajetorias separadas coletadas para os mutantes de NRG-1B.
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7. Estudos comparativos da afinidade de ligagdo de receptor €
capacidade de transdugdo de sinal de neuregulina e suas mutagdes

Para estudar a capacidade de ligagdo em receptor de
neuregulina e suas mutagdes, sdo usadas células COS7 co-expressando
ErbB2&ErbB3 ou ErbB2&ErbB4. As células sio crescidas para confluéncia
de 80%. A tarde, apos as células terem alcangado a confluéncia de 80%, 6
meio é mudado para média livre de soro. Entdo, apds 24 horas, as células sdo
colhidas para ensaios de afinidade de ligago.

Similarmente, para estudar a capacidade de transdugédo de sinal
de neuregulina e suas mutagdes, sdo usadas células COS7 co-expressando
ErbB2&ErbB3 ou ErbB2&ErbB4. As células sdo crescidas para confluéncia
de 80%. A tarde, apos as células terem alcangado a confluéncia de 80%, 6
meio é mudado para média livre de soro. Entdo, ap6s 24 horas, quantidades
diferentes de neuregulina ou variantes de neuregulina sdo adicionadas em
cavidades separadas contendo as células. Ap6s 10 minutos, tampdo de
carregamento ¢ adicionado para lisar as células. A amostra ¢ entdo colhida e
carregada para dentro de uma cavidade separada de gel para eletroforese e
analise de western blot.

Os resultados para neuregulina (o fragmento de 177-237
aminoacidos de neuregulina-1B2) e variantes de neuregulina L3A e D43A (os
3° e 43° aminoacidos sdo substituidos por alanina, respectivamente, do
fragmento de neuregulina) sdo mostrados em Tabela 6, Tabela 7, Fig 9 e Fig
10. Os dados em Tabela 6 e Tabela 7 mostram que L3A e D43A possuem
quase a mesma afinidade de ligagdo de receptor para células co-expressando
ErbB2&ErbB3 como neuregulina (se o valor de EC50 ou KD for maior, entdo
a afinidade de ligagdo de receptor é menor), enquanto que D43A possui uma
afinidade de ligacdo de receptor muito mais alta (Tabela 6) e L3A possui uma
afinidade de ligacdo de receptor muito mais baixa (Tabela 7) para células co-

expressando ErbB2&ErbB4 do que neuregulina. Similarmente, Figuras 9 ¢ 10
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mostram que ligagdo de que L3A e D43A induz mais fosforilagdo AKT do
que neuregulina em células co-expressando ErbB2&ErbB4, mas menos
fosforilagio AKT do que neuregulina em células co-expressando
ErbB2&ErbB3. Estes resultados mostram que ligagdo de L3A e D43A pode
fortemente ativar a rota de sinalizagdo de AKT em células co-expressando
ErbB2&FErbB4, mas apenas ativam um pouco em células co-expressando
ErbB2&ErbB3. Estes resultados sfo significativos porque células cardiacas
primariamente expressam ErbB2&ErbB4, e variantes, tais como D43A e
L3A, podem ser portanto usadas para tratar doengas cardiovasculares
enquanto reduzem o efeito colateral de ligagdo de neuregulina diferente de
células expressando ErbB2&ErbB3.

Tabela 6. Comparagio da afinidade de ligagdo de receptor de
neuregulina e variante D43 A sobre células COS7 expressando ErbB2/ErbB3 e
ErbB2/ErbB4, respectivamente.

Nome EC50 (nM)

células COS7 células COS7

(co-expressdo de ErbB2&ErbB3) | (co-expressdo de ErbB2&ErbB4)
NRG 112,9 1324
D43A 149,2 40,66

EC50 é a concentragdo de ligantes que podem competir por
50% dos ligantes radiorrotulados ligados de complexo receptor.

Tabela 7. Comparagdo da afinidade de ligagdo de receptor de
neuregulina e variante L3A sobre células COS7 expressando ErbB2/ErbB3 e
ErbB2/ErbB4, respectivamente.

Nome KD (pM)
células COS7  (co-expressdo | células COS7  (co-expressdo
ErbB2&ErbB3) ErbB2&ErbB4)

NRG 1407 281,6

L3A 1151 1060

KD é igual a ([ligante]x[receptor])/[complexo
liganteereceptor], reflete a taxa de dissociagéo de ligante do receptor.

[ligante] refere-se a concentragdo de ligante.

Foi construido mutante duplo de neuregulina 8A47A (os §8° e

47° aminoacidos do fragmento de neuregulina substituidos por alanina). O
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mesmo método que o usado acima foi empregado para estudar a capacidade
de transdugdo de sinal de neuregulina e seus mutantes duplos. Os resultados
para neuregulina (o fragmento de 177-237 aminoacidos de neuregulina-1p2) e
mutante duplo de neuregulina 8A47A (os 8° e 47° aminoécidos do fragmento
de neuregulina simultaneamente substituidos por alanina) sio mostrados em
Fig 11. Figura 11 mostra que ligagdo de 8A47A induz muito mais fosforilagéo

de AKT do que neuregulina em células co-expressando ErbB2&ErbB4, mas

' quase a mesma fosforilagdo de AKT que a neuregulina em células co-

expressando ErbB2&ErbB3. O resultado mostra que a ligagdo de 8A47A
pode fortemente ativar a rota de sinalizagdo de AKT em células co-
expressando ErbB2&ErbB4, enquanto que apenas normalmente ativa a rota
em células co-expressando ErbB2&ErbB3. O resultado € muito importante
porque células cardiacas primariamente expressam ErbB2&ErbB4, assim
8A47A pode ser usado para tratar doengas cardiovasculares enquanto mantém
o efeito colateral de ligacdo de neuregulina de outras células expressando
ErbB2&ErbB3.

Conclusdes

Métodos de modelagem de homologia, dindmica molecular e
calculo de energia livre foram usados para estudar as interagdes entre NRG-
1B e seus receptores, ErbB3 e ErbB4. Caracteristicas de ligagdo de NRGIf
em ErbB3 e ErbB4 foram relatadas usando simulagdes de dinamica molecular
(MD). As energias livres de ligagdo entre o ligante e o receptor foram
calculadas pelo método MM-PBSA. Simulagdes de MD revelaram que
numerosos residuos estruturalmente importantes de NRG1p, tais como Leu33,
Argd44, Tyr48 e Met 50, sdo mantidos para a ligagdo nos receptores
comparando com residuos de EGF correspondentes e seu receptor. Os
calculos de energia livre entre o ligante e os receptores ajudaram a dissecar a
origem de afinidades de ligagdo de NRG-1f nos receptores.

Além disso, o método de escaneamento de alanina
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computacional foi usado para mapear a contribuicdo de cada residuo nas
interfaces de interagdo para a afinidade de ligagdo, e para validar os modelos
construidos dos complexos de ligante-receptor pelo exame das fungdes de
residuos individuais nos sitios de liga¢do. Os resultados de escaneamento de
alanina computacional identificaram pares de residuos de interagdo
importantes, por exemplo nas ligagdes de NRG-1p em ErbB3 e ErbB4, que
mostram boa concordincia com os resultados de mutagénese experimental.
Isto indica que os modelos estruturais correntes de complexos NRG-1B/ErbB3
e NRGI1B/ErbB4 sdo confidveis e sdo valiosos para selecionar mutagdes
desejaveis em NRG-1f para aumentar a afinidade de ligagdo e a seletividade
para o receptor e a descoberta de novos agentes terap€uticos para o tratamento
de insuficiéncia cardiaca, e mutagdes de neuregulina L3A e D43A fortemente
confirmam esta idéia.

Os exemplos acima sfo incluidos apenas para propdsitos
ilustrativos e ndo sfo intencionados para limitarem o escopo da invengo.
Muitas varia¢gdes naquelas descritas acima s@o possiveis. Visto que
modificagdes e variagdes nos exemplos descritos acima serdo evidentes para
aquelas pessoas experientes na técnica, € intencionado que esta invengéo seja

limitada apenas pelo escopo das reivindicagdes anexadas.
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS
<110> Mingdong Zhou
<120> VARIANTES DE NEUREGULINA E METODOS DE TRIAGEM E DE USO
DAS MESMAS
<130> 11748-007-228
<140> US 11/293,879
<141> 2005-12-02

<160> 4

<170> FastSEQ para versdo do Windows 4.0 <210> 1
<211>61

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Ser His Leu Val Lys Cys Ala Glu Lys Glu Lys Thr Phe Cys Val Asn
G%y Gly Glu C23(')s Pshe Met Val Lys Az;sspll'?eu Ser Asn Pro 3SOer i\srg Tyr

Leu Cys Lys Cys Pro Asn Glu Phe Thr Gly Asp Arg Cys Gln Asn Tyr
35 40 45

Val Met Ala Ser Phe Tyr Lys Ala Glu Glu Leu Tyr Gln
50 55 60

<210>2

<211>183
<212>DNA

<213> Homo sapiens
<400>2

agccatcttg taaaatgtge ggagaaggag aaaacttict gtgtgaatgg aggggagtge 60
ttcatggtga aagacctitc aaaccceicg agatacttgt geaagtgecec aaatgagitt 120
actggtgatc getgecaaaa ctacgtaatg gecagetict acaaggegga ggagetgtac 180

cag 183
<210>3
<211>61
<212>PRT
<213> Seqiiéncia Artificial
<220>

<223> mutagdo de tipo selvagem

<400>3
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Ser His Leu Val Lys Cys Ala Glu Lys Glu Lys Thr Phe Cys Val Asn

1 5 10 15

Gly Gly Glu Cys Phe Met Val Leu Asp Leu Ser Asn Pro Ser Arg Tyr
20 25 30

Leu Cys Lys Cys Pro Asn Glu Phe Thr Gly Ala Arg Cys Gln Asn Tyr
35 40 45

Val Met Ala Ser Phe Tyr Lys Ala Glu Glu Leu Tyr Gln
50 55 60

<210>4

<211>61

<212>PRT

<213> Seqiiéncia Atrtificial

<220>

<223> mutagdo de tipo selvagem

<400>4
Ser His Ala Val Lys Cys Ala Glu Lys Glu Lys Thr Phe Cys Val Asn
Glly Gly Glu Cys f15>he Met Val Leu As; %eu Ser Asn Pro Ser I}Srg Tyr
Leu Cys I:_gs %grs Pro Asn Glu 5(1)16 '12‘151r Gly Asp Arg %rs gsr)ln Asn Tyr

Val Met Ala Ser Phe Tyr Lys Ala Glu Glu Leu Tyr Gln
50 55 60
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REIVINDICACOES

1. Variante de polipeptideo de neuregulina-1f, caracterizada

pelo fato de compreender seqiiéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID
NO:1, na qual a variante de polipeptideo compreende um aminoacido
diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo possui
uma afinidade de ligacdo aumentada para ErbB3 comparada com o
polipeptideo de SEQ ID NO:1, e na qual

no residuo 25 o citado aminodacido diferente é A, C, E, F, G, H,
LK,LLM,N,P,Q,R,S, T, V, W,0uY;ou

no residuo 35 o citado aminodcido diferente é A, C, D, E, F, G,
HLLNMPQR,S,T,V,W,ouY;ou

no residuo 46 o citado aminoacido diferente é A, C, D, E, F, G,
HLKLMNPR,ST,V,WouY.

2. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizada pelo fato de que a variante de polipeptideo consiste da

seqiiéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID NO:1, e na qual

no residuo 25 o citado aminodcido diferente é A, C, E, F, G, H,
LK,L,M,N,P,Q,R,S, T,V,W,ouY;ou

no residuo 35 o citado aminodcido diferente é A, C, D, E, F, G,
HLLNMP,QR,S,T,V,W,ouY;ou

no residuo 46 o citado aminoacido diferente é A., C, D, E, F,
G, H LK,L,M,N,P,R,S, T,V, W, ouY.

3. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagéo I,

caracterizada pelo fato de que

no residuo 25 o citado aminoacido diferente € A;

no residuo 35 o citado aminoacido diferente é A; ou

no residuo 46 o citado aminoacido diferente € A.

4. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 2,

caracterizada pelo fato de que
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no residuo 25 o citado aminodacido diferente é A;

no residuo 35 o citado aminoacido diferente € A; ou

no residuo 46 o citado aminoacido diferente € A.

5. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizada pelo fato de que a variante de polipeptideo possui uma afinidade

de ligagdo diminuida ou similar por um ErbB4 comparada com o polipeptideo
de SEQ ID NO:1.

6. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagéo 3,

caracterizada pelo fato de que no residuo 25 o citado aminoacido diferente €
A.

7. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagéo 3,
caracterizada pelo fato de que no residuo 35 o citado aminoacido diferente €

A.

8. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagéo 3,
caracterizada pelo fato de que no residuo 46 o citado aminoécido diferente €

A.

9. Polinucleotideo, caracterizado pelo fato de compreender

uma seqiiéncia de 4acido nucleico codificadora da variante de polipeptideo
como definido na reivindicagdo 1.

10. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pelo fato de

compreender uma quantidade eficaz da variante de polipeptideo como

definido na reivindicagdo 1 e um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

11. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pelo fato de
compreender uma quantidade eficaz da variante de polipeptideo como
definida na reivindicagdo 5 e um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

12. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pelo fato de

compreender uma quantidade eficaz do polinucleotideo como definido na
reivindicagdo 9 e um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

13. Kit, caracterizado pelo fato de compreender a composi¢éo
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farmacéutica como definida na reivindica¢do 10 e uma instru¢do para usar a
composigdo farmacéutica na prevengo, no tratamento, ou no retardamento de
uma doenga em um individuo via ativaggo de receptores ErbB2/ErbB3.

14. Kit, caracterizado pelo fato de compreender a composigio

farmacéutica como definida na reivindica¢do 11 e uma instrugdo para usar a
composi¢do farmacéutica na prevengdo, no tratamento, ou no retardamento de
uma doenga em um individuo via ativagéo de receptores ErbB2/ErbB3.

15. Método para prevengdo, tratamento, retardamento do
desenvolvimento de doenc¢as ou condigdes, tais como, esquizofrenia em um

individuo, caracterizado pelo fato de compreender administrar ao individuo,

para o qual tal prevengdo, tratamento ou retardamento € necessario ou
desejavel, uma composi¢do farmacéutica compreendendo uma quantidade
eficaz da variante de polipeptideo como definida na reivindicagdo 1 e um
excipiente farmaceuticamente aceitavel.

16. Método de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado

pelo fato de que o mamifero ¢ um humano.

17. Variante de polipeptideo de neuregulina-1p, caracterizada

pelo fato de compreender seqiiéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID
NO:1, na qual a variante de polipeptideo compreende um aminoacido
diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo possui
uma afinidade de ligacdo aumentada para ErbB4 comparada com o
polipeptideo de SEQ ID NO:1, e na qual

no residuo 16 o citado aminoacido diferente € A, C, D, E, F, G,
HLK,LMPQR,ST,V,WouY,

no residuo 31 o citado aminodcido diferente é A, C, D, E, F, G,
HLKLMNPQST.V,W,ouY;ou

no residuo 47 o citado aminoacido diferente é A, C, D, E, F, G,
HLK,LMPQR,ST,V,W,ouY.

18. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagio
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17, caracterizada pelo fato de que a variante de polipeptideo consiste da

seqiiéncia de aminoéacidos mostrada em SEQ ID NO:1, e

na qual no residuo 16 o citado aminoécido diferente € A, C, D,
E,F,GH LKL MP QR,5T,V,W,ouY;

no residuo 31 o citado aminoacido diferente é A, C,D, E, F, G,
HLK,LMNPQ,ST,V,WouY;ou

no residuo 47 o citado aminoacido diferente ¢ A, C, D, E, F, G,
HLK LMP QR,ST,V,W,ouY.

19. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagio
17, caracterizada pelo fato de que no residuo 16 o citado aminoacido diferente

¢ A.

20. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo
18, caracterizada pelo fato de que no residuo 16 o citado aminoécido diferente

€ A.

21. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo
17, caracterizada pelo fato de que no residuo 31 o citado aminoacido diferente

¢ A.

22. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo
18, caracterizada pelo fato de que no residuo 31 o citado aminoacido diferente

¢ A.

23. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo
17, caracterizada pelo fato de que no residuo 47 o citado aminoécido diferente

¢ A.

24. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicag¢do
18, caracterizada pelo fato de que no residuo 47 o citado aminodcido diferente

¢ A.

25. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo

23, caracterizada pelo fato de adicionalmente compreender um aminoécido

diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual no residuo 8, o citado
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aminodcido diferente € A.
26. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagido

24, caracterizada pelo fato de compreender ainda um aminoacido diferente

daquele em SEQ ID NO:1, na qual no residuo 8, o citado aminoécido
diferente ¢ A.
27. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo

25, caracterizada pelo fato de que a variante de polipeptideo induz mais

fosforilagdo Akt em células expressando ErbB2/ErbB4 comparada com o
polipeptideo de SEQ ID NO:1.
28. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo

26, caracterizada pelo fato de que a variante de polipeptideo induz mais

fosforilagdo Akt em células expressando ErbB2/ErbB4 comparada com o
polipeptideo de SEQ ID NO:1.
29. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicag@o

17, caracterizada pelo fato de que a variante de polipeptideo possui uma

afinidade de ligagdo diminuida ou similar por um ErbB3 comparada com o
polipeptideo de SEQ ID NO:1.

30. Polinucleotideo, caracterizado pelo fato de compreender

uma seqiiéncia de acido nucleico codificadora da variante de polipeptideo
como definida na reivindicagdo 17. |

31. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pelo fato de

compreender uma quantidade eficaz da variante de polipeptideo como
definida na reivindicagdo 17 e um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

32. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pelo fato de

compreender uma quantidade eficaz da variante de polipeptideo como
definida na reivindicagdo 29 e um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

33. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pelo fato de

compreender uma quantidade eficaz do polinucleotideo como definida na

reivindicagdo 30 e um excipiente farmaceuticamente aceitavel.
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34. Kit, caracterizado pelo fato de compreender a composigdo

farmacéutica como definida na reivindicagdo 31 e uma instru¢do para usar a
composi¢do farmacéutica na prevengdo, no tratamento, ou no retardamento de
uma doenga em um individuo via ativagio de receptores ErbB2/ErbB4.

35. Kit, caracterizado pelo fato de compreender a composi¢do

farmacéutica como definida na reivindicagdo 32 e uma instrugfo para usar a
composi¢do farmacéutica na prevencdo, no tratamento, ou no retardamento de
uma doeng¢a em um individuo via ativagéo de receptores ErbB2/ErbB4.

36. Método para prevengdo, tratamento, retardamento do
desenvolvimento de doengas ou condigbes, tais como, miocardite viral,
cardiomiopatia dilatada (congestiva), toxicidade cardiaca, ou infarto do

miocardio em um individuo, caracterizado pelo fato de compreender

administrar ao individuo, para o qual tal prevencdo, tratamento ou
retardamento € necessario ou desejavel, uma composi¢do farmacéutica
compreendendo uma quantidade eficaz da variante de polipeptideo de acordo
com a reivindicagdo 17 e um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

37. Método de acordo com a reivindicagdo 36, caracterizado

pelo fato de que o mamifero ¢ um humano.
38. Método para triar uma variante de polipeptideo de
neuregulina-1B possuindo afinidade de ligagdo aumentada para ErbB3,

caracterizado pelo fato de compreender:

(a) estabelecer uma estrutura tridimensional de uma
neuregulina-1B ou de um seu fragmento, um ErbB3, um ErbB4, um complexo
da neuregulina-1f ou do seu fragmento ou do ErbB3, e um complexo da
neuregulina-1B ou do seu fragmento e do ErbB4 por modelagem de
homologia;

(b) estabelecer dados de mudangas conformacionais e
estabilidade do complexo da neuregulina-1f ou do seu fragmento ou do

ErbB3, e do complexo da neuregulina-1p ou do seu fragmento e do ErbB4 em



10

15

20

25

solugdo pelo método de simulagéo de dindmica molecular;

(¢) calcular a energia livre de ligagdo subtotal (<Ggybtotal tipo
selvagem ) da neuregulina-1p ou do seu fragmento com o ErbB3 ou o ErbB4 pelo
método de Molecular Mechanics Poisson Boltzmann Surface Area (MM-
PBSA);

(d) calcular a energia livre de ligagdo subtotal (<Ggybtotal variante
alanina-substituida) d€ Uma variante alanina-substituida da neuregulina-1f ou do seu
fragmento com o ErbB3 ou o ErbB4 pelo método de Molecular Mechanics
Poisson Boltzmann Surface Area (MM-PBSA), na qual a variante alanina-
substituida compreende um aminoacido da neuregulina-1B ou do seu
fragmento substituido por uma alanina;

(e) calcular <<Ggupiotal =<Giuprotal tipo selvagem = <Giubtotal variante
alanina-substituidas

(f) selecionar variante alanina-substituida que possui um valor
positivo de <<Gguoa para o complexo da neuregulina-1B ou do seu
fragmento ou do ErbB3, e possui um valor negativo ou um valor de cerca de
zero para <<Ggta para o complexo da neuregulina-1p ou do seu fragmento e
do ErbB4;

pelo qual a variante de polipeptideo de neuregulina-1B que
possui afinidade de ligagdo aumentada seletiva para ErbB3 € identificada.

39. Variante de polipeptideo da neuregulina-1p, caracterizada

pelo fato de ser identificada pelo método de acordo com a reivindicagdo 38.
40. Método para triar uma variante de polipeptideo de
neuregulina-1p possuindo afinidade de ligagdo aumentada para ErbB4,

caracterizado pelo fato de compreender:

(a) estabelecer uma estrutura tridimensional de uma
neuregulina-1p ou de um seu fragmento, um ErbB3, um ErbB4, um complexo
da neuregulina-1p ou do seu fragmento ou do ErbB3, e um complexo da

neuregulina-1 ou do seu fragmento e do ErbB4 por modelagem de
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homologia;

(b) estabelecer dados de mudangas conformacionais e
estabilidade do complexo da neuregulina-1p ou do seu fragmento ou do
ErbB3, e do complexo da neuregulina-1B ou do seu fragmento e do ErbB4 em
solugdo pelo método de simulag@o de dindmica molecular;

(c) calcular a energia livre de ligagdo subtotal (<Gguptotal tipo
selvagem) da neuregulina-1B ou do seu fragmento com o ErbB3 ou o ErbB4 pelo
método de Molecular Mechanics Poisson Boltzmann Surface Area (MM-
PBSA);

(d) calcular a energia livre de ligag@o subtotal (<Ggubtotal variante
alanina-substituida) d€ UmMa variante alanina-substituida da neuregulina-1f ou do seu
fragmento com o ErbB3 ou o ErbB4 pelo método de Molecular Mechanics
Poisson Boltzmann Surface Area (MM-PBSA), na qual a variante alanina-
substituida compreende um aminoacido da neuregulina-18 ou do seu
fragmento substituido por uma alanina;

(e) calcular << Ggutotat = <Giubtotal tipo selvagem = <Uisubtotal variante
alanina-substituidas

(f) selecionar variante alanina-substituida que possui um valor
positivo de <<Gguom para o complexo da neuregulina-1 ou do seu
fragmento e do ErbB4, e possui um valor negativo ou um valor de cerca de
zero para <<Ggpora para o complexo da neuregulina-1p ou do seu fragmento e
do ErbB3;

pelo qual a variante de polipeptideo de neuregulina-18 que
possui afinidade de ligagdo aumentada seletiva para ErbB4 ¢ identificada.

41. Variante de polipeptideo da neuregulina-1f, caracterizada

pelo fato de ser identificada pelo método como definido na reivindicag@o 40.

42. Variante de polipeptideo de neuregulina-1B, caracterizada

pelo fato de compreender seqiiéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID

NO:1, na qual a variante de polipeptideo compreende um aminoacido
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diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo possui
uma afinidade de ligagdo aumentada para receptores ErbB2/ErbB4 comparada
com o polipeptideo de SEQ ID NO:1, e na qual no residuo 43 o citado
aminoacido diferente ¢ A, C,E,F, G H, L K, L, M, N,P, Q,R, S, T, V, W,
ouyY.

43. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo

42, caracterizada pelo fato de que a variante de polipeptideo consiste da

seqiiéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID NO:1, e na qual no residuo
43 o citado aminoacido diferente é A, C,E,F, G, H,, K, L, M, N, P, Q, R, S,
T,V,W,ouY.

44. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagio
42, caracterizada pelo fato de que no residuo 43 o citado aminodacido diferente

¢ A.

45. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo
43, caracterizada pelo fato de que no residuo 43 o citado aminoacido diferente

¢ A.

46. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo

44, caracterizada pelo fato de que a variante de polipeptideo induz mais

fosforilagdo Akt em células expressando ErbB2/ErbB4 comparada com o
polipeptideo de SEQ ID NO:1.
47. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagio

2545, caracterizada pelo fato de que a variante de polipeptideo induz mais

fosforilagdo Akt em células expressando ErbB2/ErbB4 comparada com o

polipeptideo de SEQ ID NO:1.
48. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo

42, caracterizada pelo fato de adicionalmente compreender um aminoacido

diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual no residuo 8, o citado
aminodcido diferente € A.

49. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 43
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caracterizada pelo fato de compreender ainda um aminoacido diferente

daquele em SEQ ID NO:1, na qual no residuo 8, o citado aminoacido
diferente € A.
50. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo

48, caracterizada pelo fato de adicionalmente compreender um aminoacido

diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual no residuo 47, o citado
aminoacido diferente é A.
51. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo

49, caracterizada pelo fato de adicionalmente compreender um aminoécido

diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual no residuo 47, o citado
aminoécido diferente € A.
52. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo

42, caracterizada pelo fato de adicionalmente compreender um aminoacido

diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual no residuo 47, o citado
aminoacido diferente € A.
53. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo

43, caracterizada pelo fato de adicionalmente compreender um aminoacido

diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual no residuo 47, o citado
aminoacido diferente é A.
54. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo

42, caracterizada pelo fato de que a variante de polipeptideo possui uma

afinidade diminuida ou similar para receptores ErbB2/ErbB3 comparada com
o polipeptideo de SEQ ID NO:1.

55. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo
54, caracterizada pelo fato de que no residuo 43 o citado aminoéacido diferente

€ A.

56. Polinucleotideo, caracterizado pelo fato de compreender

uma seqiiéncia de acido nucleico codificadora da variante de polipeptideo

como definida na reivindicagéo 42.
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57. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pelo fato de

compreender uma quantidade eficaz da variante de polipeptideo como
definida na reivindicagdo 42 e um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

58. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pelo fato de

compreender uma quantidade eficaz da variante de polipeptideo como
definida na reivindicagdo 43 e um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

59. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pelo fato de

compreender uma quantidade eficaz do polinucleotideo como definido na
reivindicac¢do 56 e um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

60. Kit, caracterizado pelo fato de compreender a composi¢do

farmacéutica como definida na reivindica¢do 57 e uma instrug@o para usar a
composi¢do farmacéutica na prevengdo, no tratamento, ou no retardamento de
uma doenga em um individuo via ativag¢do de receptores ErbB2/ErbB4.

61. Kit, caracterizado pelo fato de compreender a composigéo

farmacéutica como definida na reivindicagdo 58 e uma instrugdo para usar a
composi¢do farmacéutica na prevengdo, no tratamento, ou no retardamento de
uma doenga em um individuo via ativagéo de receptores ErbB2/ErbB4.

62. Método para prevengdo, tratamento, retardamento do
desenvolvimento de doengas ou condiges, tais como, esquizofrenia em um

mamifero, caracterizado pelo fato de compreender administrar a um

mamifero, para o qual tal prevengio, tratamento ou retardamento € necessario
ou desejavel, uma composi¢do farmacéutica compreendendo uma quantidade
eficaz da variante de polipeptideo como definida na reivindicagdo 42 e um
excipiente farmaceuticamente aceitavel.

63. Método de acordo com a reivindicagdo 62, caracterizado

pelo fato de que o mamifero ¢ um humano.
64. Método para prevengdo, tratamento, retardamento do
desenvolvimento de doengas ou condigdes, tais como, miocardite viral,

cardiomiopatia dilatada (congestiva), toxicidade cardiaca, infarto do
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miocardio ou doenga cardiovascular em um mamifero, caracterizado pelo fato

de compreender administrar a um mamifero, para o qual tal prevengéo,
tratamento ou retardamento € necessario ou desejavel, uma composi¢do
farmacéutica compreendendo uma quantidade eficaz da variante de
polipeptideo como definido na reivindicagdo 42 e um excipiente
farmaceuticamente aceitavel.

65. Método de acordo com a reivindicagdo 64, caracterizado

pelo fato de que o mamifero € um humano.

66. Variante de polipeptideo de neuregulina-1p, caracterizada

pelo fato de compreender seqiiéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID
NO:1, na qual a variante de polipeptideo compreende um aminoéacido
diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo possui
uma afinidade de ligagdo diminuida para receptores ErbB2/ErbB4 comparada
com o polipeptideo de SEQ ID NO:1, e na qual no residuo 3 o citado
aminoacido diferente é A, C, D, E, F, G, H, [, K, M, N, P, Q, R,S, T,V,W, ou
Y.

67. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo

66, caracterizada pelo fato de que a variante de polipeptideo consiste da

seqiiéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID NO:1, e na qual no residuo 3
o citado aminoécido diferente ¢ A, C,D,E, F, G, H, LK, M, N, P, Q, R, S, T,
V,W,ouY.

68. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagio
66, caracterizada pelo fato de que no residuo 3 o citado aminodcido diferente

¢ A.

69. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo

67, caracterizada pelo fato de que no residuo 3 o citado aminoacido diferente
éA.
70. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo

68, caracterizada pelo fato de que a variante de polipeptideo induz mais
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fosforilagdo Akt em células expressando ErbB2/ErbB4 comparada com o
polipeptideo de SEQ ID NO:1.
71. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo

69, caracterizada pelo fato de que a variante de polipeptideo induz mais

fosforilacio Akt em células expressando ErbB2/ErbB4 comparada com o
polipeptideo de SEQ ID NO:1.

72. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo

66, caracterizada pelo fato de que a variante de polipeptideo possui uma
afinidade de ligagdo aumentada ou similar para ErbB2/ErbB3 comparada com
o polipeptideo de SEQ ID NO:1.

73. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo
72, caracterizada pelo fato de que no residuo 3 o citado aminoacido diferente

¢ A.

74. Polinucleotideo, caracterizado pelo fato de compreender

uma seqiiéncia de acido nucleico codificado da variante de polipeptideo como

definida na reivindicagdo 66.

75. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pelo fato de
compreender uma quantidade eficaz da variante de polipeptideo como
definida na reivindicagdo 66 € um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

76. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pelo fato de

compreender uma quantidade eficaz da variante de polipeptideo como
definida na reivindicag¢do 67 e um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

77. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pelo fato de

compreender uma quantidade eficaz do polinucleotideo como definido na
reivindicagdo 74 e um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

78. Kit, caracterizado pelo fato de compreender a composi¢do

farmacéutica como definida na reivindicagdo 75 e uma instru¢do para usar a
composi¢do farmacéutica na prevengio, no tratamento, ou no retardamento de

uma doenga em um individuo via ativagdo de receptores ErbB2/ErbB3.
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79. Kit, caracterizado pelo fato de compreender a composi¢do

farmacéutica como definida na reivindica¢do 76 e uma instru¢@o para usar a
composi¢do farmacéutica na prevengdo, no tratamento, ou no retardamento de
uma doenca em um individuo via ativagdo de receptores ErbB2/ErbB3.

~ 80. Método para prevengdio, tratamento, retardamento do
desenvolvimento de doengas ou condigGes, tais como, esquizofrenia em um

mamifero, caracterizado pelo fato de administrar a um mamifero, para o qual

tal prevehgéo, tratamento ou retardamento € necessario ou desejavel, uma
composi¢do farmacéutica compreendendo uma quantidade eficaz da variante
de polipeptideo como definida na reivindicagdo 66 e um excipiente
farmaceuticamente aceitavel.

81. Método de acordo com a reivindicagdo 80, caracterizado

pelo fato de que o mamifero ¢ um humano.

82. Método para prevengdo, tratamento, retardamento do
desenvolvimento de doencas ou condigdes, tais como, miocardite viral,
cardiomiopatia  dilatada (congestiva), toxicidade cardiaca, doenga

cardiovascular ou infarto do miocardio em um mamifero, caracterizado pelo

fato de compreender administrar a um mamifero, para o qual tal prevengao,
tratamento ou retardamento € necessario ou desejavel, uma composi¢do
farmacéutica compreendendo uma quantidade eficaz da variante de
polipeptideo como definida na reivindicagdo 66 e um excipiente
farmaceuticamente aceitavel.

83. Método de acordo com a reivindicagdo 82, caracterizado

pelo fato de que o mamifero ¢ um humano.

84. Variante de polipeptideo de neuregulina-1p, caracterizada
pelo fato de compreender seqiiéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID
NO:1, na qual a variante de polipeptideo compreende um aminoécido
diferente daquele em SEQ ID NO:1, na qual a variante de polipeptideo possui

uma afinidade de ligagdo aumentada para ErbB3 comparada com o
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polipeptideo de SEQ ID NO:1, e na qual no residuo 8 o citado aminoacido
diferente ¢ A,C,D,F,G, H, L K, L, M, N,P,Q,R, S, T, V, W, ou Y; e/ou no
residuo 43 o citado aminoacido diferente é A, C,,E,F, G, H, I, K, L, M, N, P,
Q,R,S, T, V, W, ouY,; e/ou no residuo 47 o citado aminoacido diferente € A,
C,D,E,F,GGH, LK, L,M,P,Q,R,S, T,V,W,o0uY.

85. Variante de polipeptideo de acordo com a reivindicagéo

84, caracterizada pelo fato de que a variante de polipeptideo consiste da

seqiiéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID NO:1, e na qual

no residuo 8 o citado aminoacido diferente é A, C, D, F, G, H,
LK,LLM,N,P,Q,R,S, T,V,W,ouY,;elou

no residuo 43 o citado aminoacido diferente é A, C, E, F, G, H,
LK,LLM,N,P,Q,R,S, T, V, W,ouY,;elou

no residuo 47 o citado aminoacido diferente é A, C, D, E, F, G,

HI,K L MP,QR,ST,V,W,ouY.
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RESUMO .
“VARIANTE DE POLIPEPTIDEO DE NEUREGULINA-1-BETA,
POLINUCLEOTIDEO, COMPOSICAO FARMACEUTICA, KIT, E,
METODOS PARA PREVENCAO, TRATAMENTO, RETARDAMENTO DO
DESENVOLVIMENTO DE DOENCAS OU CONDICOES, E PARA TRIAR
UMA VARIANTE DE POLIPEPTIDEO DE NEUREGULINA-1-BETA”

A presente invengdo proporciona variantes de polipeptideo de
neuregulina-18 (NRG-1B) tém intensificado ou decrescido a finidade de
ligagdo por ErbB3 e/ou ErbB4. A invenggo também proporciona métodos de
triagem e de produgdo de variantes de polipeptideo de NRG-1B e métodos de
uso de variantes de polipeptideo de NRG-1§ para tratar doengas.
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