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RESUMO

"PEPTIDOS E COMPOSTOS QUE SE LIGAM A UM RECEPTOR DE

TROMBOPOIETINA"

O receptor sido péptidos e miméticos de péptidos
que se ligam a, e activam o receptor da trombopoietina.
Esses péptidos e miméticos de péptidos sdo UGteis nos méto-
dos para tratar distuirbios hematoldbgicos e, parti-
cularmente, trombocitopenia, resultando de guimioterapia,
terapia de radiacdo, ou transfusdes de medula &ssea, bem
como em métodos de diagndstico empregando péptidos e

miméticos de péptidos marcados.
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DESCRICAO

"PEPTIDOS E COMPOSTOS QUE SE LIGAM A UM RECEPTOR DE

TROMBOPOIETINA"

ANTECEDENTES DA INVENCAO

A presente invencdo proporciona péptidos e com-
postos que se ligam e activam o receptor de trombopoietina
(c-mpl ou TPO-R) ou de outro modo actuam como um agonista
de TPO. A invencdo tem aplicacdo no campo da bioquimica e
quimica medicinal e particularmente proporciona agonistas

de TPO para utilizacdo no tratamento de doenca humana.

Os megacaridcitos sdo células derivadas da medula
bssea, que sSdo responsédvelis por produzir plaquetas
sanguineas em circulacdo. Embora compreendendo <0,25% das
células da medula 6ssea na maior parte das espécies, estas
possuem >10 vezes o volume das células tipicas da medula.
Ver Kuter et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:11104-11108
(1994) . Os megacaridcitos sofrem um processo conhecido como
endomitose em qgue replicam o0s seus nucleos mas néo
conseguem sofrer divisdo celular e consequentemente dé&o
origem a células polipldéides. Em resposta a uma contagem
diminuida de contagem de plaquetas, a taxa endomitdtica
aumenta, sdo formados megacaridcitos com maior ploidia, e ©

numero de megacaridcitos pode aumentar até 3 vezes. Ver
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Marker J. Clin. Invest. 47:458-465 (1968). Pelo contrario,
em resposta a uma contagem de plaquetas elevada, a taxa
endomitdédtica diminui, sdo formados megacaridécitos com menor
ploidia, e o numero de megacaridcitos pode diminuir em 50%.
O mecanismo fisioldgico exacto de retroaccdo através do
qual a massa de plaguetas circulantes regula a taxa
endomitdédtica e o numero de megacaridécitos da medula Ossea
nd&o é conhecido. Pensa-se actualmente que o factor
trombopoiético circulante envolvido na mediacdo desta
retroaccdo é a trombopoietina (TPO). Mais especificamente,
a TPO demonstrou ser o principal regulador humoral em
situacdes que envolvem trombocitopenia. Ver, e.g., Metcalf
Nature 369:519-520 (1994). Foi demonstrado em vVAarios
estudos que a TPO aumentava a contagem de plaquetas,
aumenta o tamanho das plaquetas, e aumenta a incorporacdo
de isdbtopos em plaquetas dos animais que a recebiam.
Especificamente, pensa-se que a TPO afecta a megacario-
cicopoiese de véarias formas: (1) produz aumento no tamanho
e numero de megacaridcitos; (2) produz um aumento no con-
tetido do DNA, na forma da poliploidia, em megacaridcitos;
(3) aumenta endomitose de megacaridcitos; (4) produz
maturacdo aumentada de megacaridécitos; e (5) produz um
aumento na percentagem de células precursoras, na forma de
pequenas células positivas para a acetilcolinesterase, na

medula 6ssea.

Porque como plaquetas (trombdcitos) s&o necessa-
rias para coagulacdo do sangue e quando 0S seus numeros s&o

muito baixos num doente este corre um sério risco de morte
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por hemorragia catastréfica, a TPO possui uma aplicacédo
potencial Util mo diagndéstico e no tratamento de varios
distirbios hematoldgicos, por exemplo, doencas devidas
essencialmente a defeito das plaguetas. Os ensaios clinicos
em curso com TPO indicaram que a TPO pode ser administrada
de forma segura a doentes. Adicionalmente, estudos recentes
proporcionaram uma base para a projeccdo da eficacia da
terapia com TPO no tratamento de trombocitopenia, e
particularmente, trombocitopenia resultante de quimiotera-
pia, terapia por radiacdo, ou transplante de medula O&ssea
como tratamento para cancro ou linfoma. Ver, e.g., McDonald

(1992) Am. J. Ped. Hematology/Oncology 14:8-21 (1992).

O gene que <codifica a TPO foi clonado e
caracterizado. Ver Kuter et al. Proc. Natl. Acad. Sci USA
91:11104-11108 (19%94); Barley et al. Cell 77:1117-1124
(1994); Kaushansky et al. Nature 369:568-571 (1994);
Wendling et al. Nature 369:571-574 (1994); e Sauvage et al.
Nature 369:533-538 (1994). A trombopoietina é uma glico-
proteina com, pelo menos, duas formas, com massas molecu-
lares aparentes de 25 kDa e 31 kDa, com uma sequéncia de
aminoacidos N-terminal. Ver, Bartley et al. Cell 77:1117-
1124 (1994). A trombopoietina parece apresentar duas
regides distintas separadas através de um sitio potencial
de clivagem Arg-Arg. A regido amino-terminal é altamente
conservada no homem e no rato, e possul alguma homologia
com eritropoietina e interferdo-a e interferdo-f. A regido
carboxi-terminal apresenta uma vasta divergéncia entre como

espécies.
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Foram descrita como sequéncias de DNA e sequén-
cias de péptidos codificadas para a TPO-R humana (também
conhecida como c-mpl). Ver Vigon et al. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 89:5640-5644 (1992). A TPO-R ¢ um membro da
familia do receptor do factor de crescimento de hemato-
poietina, uma familia caracterizada por uma CcoOncepcao
estrutural comum do dominio extracelular, incluindo quatro
residuos de C conservados na porcdo N-terminal e um motivo
WSXWS proéximo da regido transmembranar. Ver Bazan Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 87:6934-6938 (1990). A evidéncia de
que este receptor desempenha um papel funcional na
hematopoiese inclui observacdes de que a sua expressdo esté
restrita ao baco, medula &éssea, ou figado fetal em ratinhos
(ver Souyri et al. Cell 63:1137-1147 (1990)) e a
megacariécitos, plaquetas, e células CD34" em humanos (ver
Methia et al. Blood 82: 1395-1401 (1993)). Além disso, a
exposicdo de células CD34" a oligonucledtidos sintéticos
anti-sentido contra o ARN de mpl inibe significativamente o
aparecimento de coldénias de megacaridécitos sem afectar a
formacdo eritrdide ou mieldide. Alguns postularam qgue o0
receptor funciona como um homodimero, semelhante a situacédo

com os receptores para G-CSF e eritropoietina.

A disponibilidade dos genes clonados para TPO-R
facilita a pesquisa de agonistas deste receptor importante.
A disponibilidade da proteina recombinante do receptor
permite o estudo da interaccdo receptor-ligando numa
variedade de sistemas aleatdérios e semi-aleatdrios de

diversidade de péptidos. Estes sistemas incluem o sistema
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de "péptidos em plasmideos" descritos nas Patentes U.S. N°
5 270 170 e 5 338 665; o sistema de "péptidos no fago"
descritos na Série de Pedido de Patente U.S. N° 07/718 577,
de 20 de Junho de 1991, Série de Pedidos de Patente U.S. N°
07/541 108, de 20 de Junho de 1990, e em Cwirla et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:6378-6382 (1990); o sistema
"polissoma”™ descrito na Série de Pedidos de Patente U.S. N°
08/300,262, de 2 de Setembro de 1994, que ¢ um pedido de
continuacdo em parte com base na Série de Pedidos de
Patente U.S. N° 08/144 775, de 29 de Outubro de 1993 e PCT
WO 95/11992; o sistema "biblioteca sintética codificada"”
descrito na Série de Pedido de Patente U.S. N°08/146 886,
de 12 de Novembro de 1993, 07/946 239, de 16 de Setembro de
1992, e 07/762 522, de 18 de Setembro de 1991; e o sistema
"sintese de polimero imobilizado em muito larga escala"”
descrito na Patente U.S. N° 5 143 854; Publicacdo de
Patente PCT N° 90/15070, publicado em 13 de Dezembro de
1990; Série de Pedido de Patente U.S. N° 07/624,120, de 6
de Dezembro de 1990; Fodor et al. Science 251:767-773
(2/1991); Dower e Fodor Ann. Rep. Med. Chem. 26:271-280
(1991); e Série de Pedido de Patente U.S. N° 07/805,727, de

6 de Dezembro de 1991.

A recuperacdo dos niveis de plaquetas em doentes
que sofrem de trombocitopenia é um problema sério, e tem
existe alguma urgéncia na pesquisa de um agonista do factor
de crescimento do sangue capaz de acelerar a regeneracdo de
plagquetas. A presente invencdo ©proporciona um destes

agonistas.
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LUBB573A (Genentech) revela certos péptidos de
trombopoietina gque sdo ligandos para o receptor da citocina
mpl e reivindicou ser Util para o tratamento de trombo-

citopenia e estados relacionados.

SUMMARIO DA INVENCAO

A presente invencdo proporciona um composto que
se liga ao receptor de trombopoietina, possuindo o referido

composto

(1) um peso molecular inferior a cerca de 8000 daltons,
e (2) uma afinidade de ligacdo ao receptor de
trombopoietina como expresso por um ICspy nédo superior a
cerca de 100 mm, em que o referido composto compreende

uma sequéncia de aminoacidos:

XgGXy XX 5X 1 XWX

em que Xg ¢ qgqualquer dos 20 L-aminocadcidos geneticamente
codificados; X; é P; X; é T; X3 € L; X4 € R; X9 € E ou Q; Xy

¢ I ou L.

Em outro aspecto, a presente invengdo proporciona
um composto que se liga ao receptor de trombopoietina,

possuindo o referido composto:

(1) um peso molecular inferior a cerca de 8000 daltons,

e
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(2) uma afinidade de ligacéao ao receptor de
trombopoietina como expresso por um ICspy ndo superior a
cerca de 100 mm, em que o referido composto compreende

uma sequéncia de aminodcidos:
GGCTLREWLHGGFCOG.

Em outro aspecto, a presente invencdo proporciona
um composto que se liga ao receptor de trombopoietina, em
que o referido composto é seleccionado a partir do grupo

consistindo em
CADGPTLREWISFOC

tAc)- EEAQSPTLREWISFi «fNH]

O= &AEJGFT‘LREW‘SSF? « NHS
i
CH, 5

EEGFTLRQWWJVﬁﬂg

IEG FM&M@@# N,

Esta invencdo ¢é dirigida, em parte, a nova e
inesperada observacdo de que péptidos definidos de baixo
peso molecular e miméticos de péptidos possuem fortes
propriedades de ligacdo ao TPO-R e podem activar o TPO-R.
De acordo com o exposto, estes péptidos e miméticos de

péptidos s&do Uteis para propdsitos terapéuticos no trata-
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mento de estados mediados por TPO (e.g., trombocitopenia
resultante de qguimioterapia, terapia por radiacdo, ou
transfusdes de medula déssea) assim como para propdsitos de
diagndéstico no estudo do mecanismo de hematopoiese e para a
expansdo 1in vitro de megacaridbdécitos e células progenitoras

comprometidas.

Os péptidos e miméticos de péptidos adegquados
para propdsitos terapéuticos e/ou de diagndstico possuem um
ICsy de cerca de 2 mM ou menos, como determinado pelo
ensaio de afinidade de ligacdo apresentado no Exemplo 3 a
seguir em que um ICsqy baixo correlaciona com uma afinidade
de ligacdo mais forte ao TPO-R. Para propdsitos farma-
céuticos, o0s péptidos e miméticos de péptidos possuem
preferencialmente um ICsg ndo superior a cerca de 100 mm,
mais preferencialmente, ndo superior a 500 nM. Numa forma
de realizacdo preferida, o peso molecular do péptido ou
mimético do péptido é de cerca de 250 a cerca de 8000

daltons.

Quando utilizado para propdsitos de diagndstico,
0s péptidos e miméticos de péptidos sdo preferencialmente
marcados com uma marca detectédvel e, de acordo com ©
exposto, o0s péptidos e miméticos de péptidos sem esta
marcacdo servem como 1intermedidrios na preparacdo de

péptidos e miméticos de péptidos marcados.

Os péptidos que preenchem os critérios definidos
para o peso molecular e afinidade de ligacdo para o TPO-R

compreendem 9 ou mais aminodcidos em que o0s aminoadcidos sé&o
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aminocdcidos que ocorrem naturalmente ou sintéticos (que né&o
ocorrem naturalmente). Os miméticos de péptidos incluem

péptidos possuindo uma ou mais das seguintes modificacdes:

péptidos em que uma ou mais das ligacdes peptidilo
[-C(O)NR-] (ligacdes) foram substituidos por uma liga-

cdo nédo peptidilo tal como uma ligacdo -CH,-carbamato

[-CH,-OC (O)NR-]; wuma ligacdo fosfonato; wuma ligacéo
-CHy-sulfonamida [-CH2-S5 (0) ,NR-] ; uma ligacdo ureia
[-NHC (O)NH-]; uma ligacdo amina secundaria -CHy-; ou

uma ligacdo peptidilo alquilada [-C(O)NR°- em que R° &

alquilo inferior];

péptidos em gue o terminal N ¢ derivado num grupo
-NRR'; num grupo -NRC(O)R; num grupo -NRC(0)OR; num
grupo -NRS (0),R; num grupo -NHC(O)NHR em que R e R' sdo
hidrogénio ou alquilo inferior com a condigdo de que R
e R' ndo sdo ambos hidrogénio; num grupo succinimida;
num grupo benziloxicarbonil-NFi-  (CH;,-NH-); ou num
grupo benziloxicarbonil-NH- possuindo de 1 a 3 substi-
tuintes no anel fenilo seleccionado a partir do grupo
consistindo em alguilo inferior, alcoxilo inferior,

cloro, e bromo;

ou péptidos em que o terminal C é derivado num -C(0)R’
em que R’ é seleccionado a partir do grupo consistindo
em alcoxilo inferior, e -NR’R® em que R° e R! sdo
independentemente seleccionados a partir do grupo

consistindo em hidrogénioc e alquilo inferior.
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De acordo com o exposto, os péptidos e miméticos

de péptidos preferidos compreendem um composto possuindo:

(1) um peso molecular inferior a cerca de 5000 daltons,
e
(2) uma afinidade de ligacdo ao TPO-R como expresso por

um ICso ndo superior a cerca de 100 mm,

em que desde zero a todas as ligacdes -C(O)NH- do péptido
foram substituidas uma ligacdo seleccionada a partir do
grupo consistindo em numa ligacdo -CH,0C(O)NR-; uma ligacéo
fosfonato; uma ligacdo -CH,S(0),NR-; uma ligacdo -CH;NR-; e
uma ligacdo -C(O)NR°-; e uma ligacdo -NHC(O)NH- em que R é
hidrogénio ou alquilo inferior e R® & alquilo inferior,
além de que o terminal N do referido péptido ou mimético do
péptido é seleccionado a partir do grupo consistindo num
grupo -NRR'; num grupo -NRC(O)R; num grupo -NRC(O)OR; num
grupo -NRS(0),;R; num grupo -NHC (O)NHR; num grupo succini-
mida; num grupo benziloxicarbonil-NH-; e num grupo ben-
ziloxicarbonil-NH- possuindo de 1 a 3 substituintes no anel
fenilo seleccionado a partir do grupo consistindo em
alquilo inferior, alcoxilo inferior, cloro, e bromo, em que
R e R!' sdo independentemente seleccionados a partir do
grupo consistindo em hidrogénio e alquilo inferior,

e ainda em que o terminal C do referido péptido ou mimético
do péptido possui a férmula -C(O)R? em que R? é selecci-
onado a partir do grupo consistindo em hidroxilo, alcoxilo
inferior, e -NR’R* em que R’ e R’ s&o independentemente

seleccionados a partir do grupo consistindo em hidrogénio e
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alquilo inferior e em que o &tomo de azoto do grupo -NR°R*
pode opcionalmente ser o grupo amina do terminal N do
péptido de modo a formar um péptido ciclico, e seus sais

fisiologicamente aceitéaveis.

Numa forma de realizacdo relacionada, a invencédo
¢ dirigida para um péptido ou mimético do péptido marcados
compreendendo um péptido ou mimético do péptido descritos
como acima possuindo covalentemente ligada a estes uma

marcacdo capaz de deteccéo.

Os péptidos particularmente preferidos incluem:
GGCADGPTLREWISFCGG; GNADGPTLROWLEGRRPKN; GGCADGPTLREWISFCGGK;
TIKGPTLROQWLKSREHTS; SIEGPTLREWLTSRTPHS; LAIEGPTLROWLHGNGRDT;

CADGPTLREWISFEFC; e IEGPTLROWLAARA.

Os compostos aqui descritos sdo Uteis para a
prevencdo e tratamento de doencas mediadas por TPO, e
particularmente para tratar disturbios hematoldgicos,
incluindo, mas n&o se limitando a, trombocitopenia resul-
tante de qguimioterapia, terapia por radiacdo, ou trans-
fusdes de medula o6ssea. Deste modo, a presente invencdo é
util para tratamento quando um doente possuindo um distur-
bio que ¢é susceptivel de tratamento com um agonista de TPO
recebe, ou lhe ¢ administrada, uma dose terapeuticamente

eficaz ou quantidade de um composto da presente invencéo.

A invencdo também proporciona composicdes farma-

céuticas compreendendo um ou mais dos compostos aqui
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descritos e um veiculo fisiologicamente aceitédvel. Estas
composicgdes farmacéuticas podem estar numa variedade de
formas incluindo as formas de dosagem oral, assim como pds

inaldveis e solucdes e solucgdes injectdveis e infundiveis.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

As Figuras 1A-B ilustram os resultados de um
ensaio funcional na presenca de varios péptidos; o ensaio é
descrito no Exemplo 2. A Figura 1A ¢é uma apresentacéo
grafica dos resultados do ensaio de proliferac&do de células
Ba/F3 transfectadas com TPO-R para péptidos seleccionados

da invencéo:

B designando os resultados para G GCADGPTILRETW
I SFCGGZK (biotina);

X designando os resultados para G GCADGPTILRETW
I SFCGG;

A designando os resultados para LA I EGPTLROQWTL
HGNGRDT,;

0O designando os resultados para GNADGPTILROQWL

al

GRRPEKN; e

+ designando os resultados para T I KG P T LR QW L K

wn

REHTS.

A Figura 1B ¢é uma representacdo grafica dos
resultados com os mesmos péptidos e a linha parental de

células.
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A Figura 2A-C apresenta o0s resultados de
oligomerizacéao de péptidos utilizando 0 ensaio de
proliferacdo de células Ba/F3 transfectadas com TPO-R. A
Figura 2A apresenta os resultados do ensaio para o péptido
biotinilado complexado (AF 12285 com estreptavidina (SA))
para as linhas de células transfectadas e parentais. A
Figura 2B apresenta os resultados do ensaio para o péptido
biotinilado 1livre (AF 12295) para as linhas de células
transfectadas e parentais. A Figura2C apresenta os resul-
tados do ensaio para a estreptavidina isolada para as

linhas de células transfectadas e parentais.

As Figuras 3A-G apresentam os resultados de uma
série de experiéncias de controlo que mostram a actividade
de TPO, os péptidos da presente invencdo, EPO, e péptidos
de ligacdo a EPO-R num ensaio de proliferacdo de células
utilizando a linha de células Ba/F3 transfectadas com TPO-R
e a sua correspondente linha parental, ou uma linha de
células dependente de EPO. A Figura 3A apresenta os
resultados para TPO no ensaio de proliferacdo de células
utilizando a linha de células Ba/F3 transfectadas com TPO-R
e a sua correspondente 1linha parental. A Figura 3B
apresenta o0s resultados para EPO no ensaio de proliferacéo
de células utilizando a linha de células Ba/F3 transfec-
tadas com TPO-R e a sua correspondente linha parental. A
Figura 3C apresenta os resultados para o péptido
biotinilado complexado (AF 12285 com estreptavidina (SA)) e
uma forma complexada de um péptido de ligacdo a EPO-R (AF

11505 com SA) na linha de células Ba/F3 transfectadas com
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TPO-R. Os resultados para a correspondente linha de células
parental s&o apresentados na Figura 3D. A Figura 3E
apresenta o0s resultados para TPO no ensaio de proliferacéo
de células utilizando a linha de células dependente de EPO.
A Figura 3F apresenta os resultados para EPO no ensaio de
proliferacdo de células wutilizando a 1linha de células
dependente de EPO. A Figura 3G apresenta os resultados para
o péptido biotinilado complexado (AF 12885 com estre-
ptavidina (SA)) e a forma complexada de um péptido de
ligacdo a EPO-R biotinilado (AF 17.505 com SA) na linha de

células dependente de EPO.

As Figuras 4A-C ilustram a construcdo de biblio-
tecas de péptidos em plasmideos no vector pJdSl42. A Figura
47 apresenta um mapa de restricdo e posicdo dos genes. A
biblioteca de plasmideo inclui o terminador de transcricédo
rrnB, o bla gene para permitir a selecgdo em ampicilina, a
regido intragénica do fago M13 (MI3 IG) para permitir a
captura de DNA de cadeia simples, uma origem de replicacéo
do plasmideo (ori), duas sequéncias lacOs, e o gene araC
para permitir a regulacdo positiva e negativa do promotor
araB que conduz a expressdo do gene de fusdo com lac. A
Figura 4B apresenta a sequéncia da regido de clonagem na
extremidade 3' do gene lac I, incluindo os sitios Sfil e
Fagl wutilizados durante a construgdo da biblioteca. A
Figura 4C apresenta a ligacdo dos oligonucledtidos da
biblioteca emparelhados, ON-229 e ON-830, a sitios Sfil de
pdS142 para produzir uma biblioteca. Os espacos Unicos na

sequéncia indicam sitios de ligacéo.
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As Figuras 5A-B ilustram a clonagem nos vectores
PELM3 e pELM15 MBP. A Figura 5A apresenta a sequéncia na
extremidade 3' do gene de fusdo malE, incluindo a sequéncia
codificante de MBP, o ligante de poli-asparagina, o sitio
de clivagem por protease do factor Xa, e os sitios de
clonagem disponiveis. As restantes porcgdes dos vectores séo
derivadas de pMALc2 (pELM3) e pMALp2 (pELM15), disponiveis
em New England Biolabs. A Figura 5B apresenta a sequéncia
dos vectores apds transferéncia do fragmento da biblioteca
BspEII-Scal para o pELM3/pELM15 digerido com Agel-Scal. A
sequéncia transferida inclui a sequéncia que codifica o

ligante do péptido GGG da biblioteca pJSl42.

A Figura 6A apresenta um mapa de restricdo e
posicdo dos genes para a construcdo de bibliotecas de
dimeros de capacete no vector pCMGl4. A biblioteca de
plasmideo inclui: o terminador de transcricdo rrnB, o gene
bla para permitir a seleccdo em ampicilina, a regiédo
intragénica do fago M13 (MI3 IG) para permitir a captura de
DNA de cadeia simples, uma origem de replicacdo de
plasmideo (ori), uma sequéncia lacOs, e o gene araC para
permitir a regulacdo positiva e negativa do promotor araB
que conduz a expressdo do gene de fusdo do capacete em
dimero. A Figura 6B apresenta a sequéncia da regido de
clonagem na extremidade 3' do gene do capacete em dimero,
incluindo os sitios &fil e Eagl utilizados durante a
construcdo da biblioteca. A Figura 6C apresenta a ligacéo

dos ON-1679, ON-829, e ON-830 emparelhados nos sitios Sfil
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de pCMGl4 para produzir uma biblioteca. 0Os espacos Unicos

na sequéncia indicam os sitios de ligacéo.

As Figuras 7 a 9 apresentam o0s resultados de
outros ensaios para avaliar a actividade dos péptidos e
miméticos de péptidos da invencdo. Neste ensaio os ratinhos
sdo tornados trombocitopénicos com carboplatina. A Figura 7
apresenta resultados tipicos quando os ratinhos Balb/C sédo
tratados com carboplatina (125 mg/kg intraperitonealmente)
no Dia 0. As linhas a tracejado representam animais né&o
tratados das trés experiéncias. A linha a cheio representa
grupos tratados com carboplatina em trés experiéncias. As
linhas grossas a cheio representam os dados histdéricos. A
Figura 8 apresenta o efeito da titulacdo da carboplatina na
contagem de plagquetas em ratinhos criados com as quanti-
dades indicadas de carboplatina (em mg/kg, intraperito-
nealmente (ip) no Dia 0). A Figura 9 apresenta as melhoras
da trombocitopenia induzidas por carboplatina no Dia 10
pelo péptido AF12513 (513). A carboplatina (CBP; 50-125
mg/kg, intraperitonealmente) foi administrada no Dia O.

AF12513 (1 mg/kg, ip) foi dada nos Dias 1-9.

DESCRICAO DAS FORMAS DE REALIZACAO ESPECIFICAS

I. DEFINICOES E PARAMETROS GERAIS

As definicdes que se seguem sdo apresentadas para
ilustrar e definir o significado e admbito dos varios termos

utilizados para descrever esta invencéo.
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"Agonista" refere-se a um ligando biologicamente
activo que se liga a ao seu receptor complementar biolo-
gicamente activo e activa o Ultimo para causar uma resposta
bioldégica no receptor ou para intensificar a actividade

biolbgica pré-existente do receptor.

"Sais farmaceuticamente aceitéveigs" referem-se
aos sais ndo tdéxicos de metais alcalinos, metais alcalino-
terrosos, e de aménio normalmente utilizados na indistria
farmacéutica incluindo os sais de sddio, potéassio, litio,
cédlcio, magnésio, béario, amdénio, e protamina e zinco, gue
sdo preparados por métodos bem conhecidos na técnica. O
termo também inclui sais de adicdo ndo tdéxicos, que séo
geralmente preparados fazendo reagir os compostos desta
invencdo com um &cido orgénico ou inorgédnico adequado. Os
sais representativos incluem o <cloridrato, bromidrato
sulfato, bissulfato, acetato, oxalato, valerato, oleato,
laurato, Dborato, Dbenzoato, lactato, fosfato, tosilato,
citrato, maleato, fumarato, succinato, tartarato, napsi-

lato, e semelhantes.

"Sal de adicdo de &cido farmaceuticamente acei-
tavel" refere-se aos sais que retém a eficidcia bioldgica e
propriedades das bases livres e que ndo sdo biologicamente
ou de algum modo indesejaveis, formados com, adcidos
inorgdnicos tais como &cido cloridrico, é&cido bromidrico,
acido sulfarico, acido nitrico, acido fosférico e

semelhantes, e &cidos orgdnicos tais como acido acético,
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dcido propidnico, é&cido glicdlico, é&cido pirtvico, A&cido
oxélico, &cido mélico, &cido maldnico, &cido succinico,
dcido maleico, &cido fumérico, 4&cido tartéarico, A&cido
citrico, &cido benzdéico, &acido cinédmico, &cido mandélico,
dcido metanossulfdénico, &cido etanossulfdnico, &cido o-
toluenossulfdénico, &cido salicilico e semelhantes. Para uma
descricdo de sal de adicdo de é&cido farmaceuticamente

aceitéveis como pré-farmacos, ver Bundgaard, H., supra.

"Ester farmaceuticamente aceitavel" refere-se aos
ésteres que retém, apds hidrdlise da ligacdo éster, a
eficdcia bioldgica e propriedades do é&cido carboxilico ou
dlcool e ndo sédo biologicamente ou de outro modo indeseja-
veis. Para uma descricdo de ésteres farmaceuticamente
aceitdveis como pré-fadrmacos, ver Bundgaard, H., ed.,
Design of Prodrugs, Elsevier Science Publishers, Amsterdam
(1985) . Estes ésteres sdo tipicamente formados a partir do
correspondente 4cido carboxilico e um alcool. Geralmente, a
formacdo de éster pode ser conseguida através de técnicas
sintéticas convencionais. (Ver, e.qg., March  Advanced
Organic Chemistry, 3% Ed., John Wiley &: Sons, Nova Iorque
(1985) p. 1157 e referéncias aqui citadas, e Mark et al.
Encyclopedia of Chemical Technology, John Wiley & Sons,
Nova JTorgque (1980)). O componente &lcool do éster geral-
mente compreende (i) um C,-Cip &lcool alifédtico que pode ou
ndo pode conter uma ou mais ligacdes duplas e pode ou néo
pode conter carbonos ramificados ou (idi) um &lcool
aromdtico Cy-Cy;2, ou heteroaromdticos. Esta invencdo também

contempla a utilizacdo de destas composicgcdes que séo
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ésteres como aqui descrito e ao mesmo tempo sdo O seu sal
de adicdo de &4cido farmaceuticamente aceitéavel.

"Amida farmaceuticamente aceitével" refere-se as
amidas que retém, apds hidrdlise da ligacdo amida, a
eficdcia bioldgica e propriedades do é&cido carboxilico ou
amina e ndo sdo biologicamente ou de outro modo indese-
javeis. Para uma descricdo de amidas farmaceuticamente
aceitaveis como pré-farmacos, ver Bundgaard, H., ed.,
Design of Prodrugs, Elsevier Science Publishers, Amsterdé&o
(1985). Estas amidas s&o tipicamente formadas a partir do
correspondente acido carboxilico e uma amina. Geralmente, a
formacdo de amida pode ser conseguida através de técnicas
sintéticas convencionais. (Ver, e.g., March  Advanced
Organic Chemistry, 3% Ed., John Wiley & Sons, Nova Iorque
(1385) p. 1152 e Mark et al. Encyclopedia of Chemical
Technology, John Wiley & Sons, Nova Iorque (1980)). Esta
invencdo também contempla a utilizacdo destas composicdes
que sdo amidas como aqui descrito e ao mesmo tempo S&0 0S

seus sails de adicdo de Acido farmaceuticamente aceitéaveis.

"Veiculo farmaceuticamente ou terapeuticamente
aceitavel" refere-se a um meio veiculo que nédo interfere
com a eficécia da actividade biolbégica dos ingredientes

activos e que ndo é tdxico para o hospedeiro ou doente.

"Estereoisdtmero" refere-se a um composto quimico
possuindo o© mesmo peso molecular, composicdo quimica, e

constituicdo como outro, mas com oS Aatomos agrupados
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diferentemente. Ou seja, certas unidades quimicas idénticas
estdo em diferentes orientacdes no espaco e, deste modo,
quando puro, possui a capacidade de rodar o plano da 1luz
polarizada. Contudo, alguns estereoisdmeros puros podem ter
uma rotacdo optica gque & tdo suave gue nédo é detectével com
a instrumentacdo actual. Os compostos da presente invencéo
podem ter um ou mais &dtomos de carbono assimétricos e deste
modo incluem varios estereoisdmeros. Todos os estereo-

isdémeros estdo incluidos no ambito da invencéo.

"Quantidade terapeuticamente ou farmaceuticamente
eficaz" como aplicado as composicdes da presente invencéo
refere-se a quantidade de composicdo suficiente para
induzir um resultado bioldgico desejado. Esse resultado
pode ser o alivio dos sinais, sintomas, ou causas de uma
doenca, ou qualquer outra alteracdo desejada de um sistema
bioldégico. Na presente invencdo, o resultado envolveré
tipicamente um decréscimo nas respostas imunoldgicas e/ou

inflamatdérias a infeccdo ou lesdo em tecidos.

Os residuos de aminodcidos em péptidos séo
abreviados como se segue: Fenilalanina é Phe ou F; Leucina
¢ Leu ou L; Isoleucina é Ile ou I; metionina é Met ou M;
Valina é Val ou V; Serina é Ser ou S; Prolina é Pro ou P;
Treonina é Thr ou T; Alanina é Ala ou A; Tirosina é Tyr ou
Y; Histidina é His ou H; Glutamina é Gln ou Q; Asparagina é
Asn ou N; Lisina é Lys ou K; Acido Aspartico é Asp ou D;
Acido Glutdmico é Glu ou E; Cisteina é Cys ou C; Triptofano

¢ Trp ou W; Arginina é Arg ou R; e Glicina ¢é Gly ou G.
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Adicionalmente, Bu ¢ Butoxilo, Bzl é benzilo, CHA é ciclo-
hexilamina, Ac ¢ acetilo, Me é metilo, Pen é penicilamina,
Aib é 4cido amino-isobutirico, Nva é norvalina, Abu é &cido
amino-butirico, Thi é tienilalanina, OBn é O-benzilo, e hyp

¢ hidroxiprolina.

Em adicd&o aos péptidos consistindo apenas em
aminoadcidos gque ocorrem naturalmente, sdo também propor-
cionados ©peptidomiméticos ou anadlogos de péptidos. Os
andlogos de péptidos sdo normalmente utilizados na
indtstria farmacéutica como farmacos nédo péptidos com
propriedades anédlogas as do péptido molde. Estes tipos de
compostos nédo péptido sdo denominados "miméticos de
péptidos" ou "peptidomiméticos" (Fauchere, J. Adv. Drug
Res. 15:29 (1986); Veber e Freidinger TINS p.392 (1985); e
Evans et al. J. Med. Chem. 30:1229 (1987). Os miméticos de
péptidos gque sdo estruturalmente semelhantes a péptidos
terapeuticamente Uteis podem ser utilizados para produzir
um efeito terapéutico ou profilactico equivalente ou
intensificado. Geralmente, 0s peptidomiméticos s&o
estruturalmente semelhantes a um polipéptido paradigma
(i.e., um polipéptido que possui uma actividade bioldbgica
ou farmacoldgica), tal como polipéptido que ocorre natural-
mente que se liga ao receptor, mas possui uma ou mais
ligacdes peptidicas opcionalmente substituidas por uma
ligacdo seleccionada a partir do grupo consistindo em:
-CHy,NH-, -CH,S-, -CHy-CHy-, -CH=CH- (cis e trans), -COCH,-,
-CH (OH)CH;-, e -CH,;30-, por métodos conhecidos na técnica

e outros descritos nas referéncias que se seguem: Spatola,
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A.F. in Chemistry and Biochemistry of Amino Acids,
Peptides, and Proteins, B. Weinstein, eds., Marcel Dekker,
Nova Iorque, p. 267 (1983); Spatola, A.F., Vega Data (Marco
1983), Vol. 1, 1Issue 3, Peptide Backbone Modifications
(revisdo geral); Morley, Trends Pharm Sci (1980) pp. 463-
468 (revisdo geral); Hudson, D. et al., Int J Pept Prot Res
14:177-185 (1979) (-CHyNH-, CHCHy-); Spatola et al. Life
Sci 38:1243-1249 (1986) (-CH,-S); Hann J. Chem. Soc. Perkin
Trans. I 307-314 (1982) (-CH-CH-, cis e trans); Almguist et
al. J. Med. Chem. 23:1392-1398 (1980) (-COCH,-): Jennings-
White et al. Tetrahedron Lett 23:2533 (1982) (-COCHy;-) ;
Szelke et al. European Appln. EP 45665 CA (1982): 97:39405
(1982) (-CH(OH)CH,,-) : Holladay et al. Tetrahedron Lett
24:4401-4404 (1983) (-C(OH)CH,-) ; e Hruby Life Sci 31:189-
199 (1982) (-CH,-S-). Uma ligacdo nédo peptidica particular-
mente preferida ¢é -CH)NH-. Estes miméticos de péptidos
podem ter vantagens significativas sobre as formas de
realizacdo polipéptido, incluindo, por exemplo: uma pPro-
ducdo mais econdmica, maior estabilidade quimica, proprie-
dades farmacoldgicas (semi-vida, absorcdo, poténcia, eficé-
cia, etc.), especificidade alterada (e.qg., um largo
espectro de actividades bioldégicas), antigenicidade redu-
zida, e outras. A marcacdo de peptidomiméticos envolve
normalmente a ligacdo covalente de uma ou mais marcacgdes,
directamente ou através de um espacador (e.g., um Jgrupo
amida), em posicdes de ndo interferéncia com o peptido-
mimético que sdo previstas por dados de estrutura-activi-
dade quantitativos e/ou modelacdo molecular. Estas posicdes

de ndo interferéncia sdo geralmente posicdes que ndo formam
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contactos directos com af(s) macromoléculas (s) (e.qg.,
moléculas da superfamilia das imunoglobulinas) a gque o
peptidomimético se liga para produzir o feito terapéutico.
A derivacdo (e.g., marcacdo) de peptidomiméticos ndo deve
interferir substancialmente com a actividade bioldgica ou
farmacoldégica desejada do peptidomimético. Geralmente, os
peptidomiméticos dos péptidos que se ligam ao receptor
ligam-se ao receptor com elevada afinidade e possuem acti-
vidade bioldbgica detectavel (i.e., sdo agonisticos ou anta-
gonisticos para uma ou mais alteracdes fenotipicas mediadas

por receptor).

A substituicdo sistemdtica de um ou mais amino-
dcidos de uma sequéncia de consenso com um D-amino&dcido do
mesmo tipo (e.g., D-lisina em vez de L-lisina) pode ser
utilizada para produzir péptidos mais estédveis. Adicional-
mente, o0s péptidos restritos compreendendo uma sequéncia de
consenso ou uma variacdo na sequéncia de consenso subs-
tancialmente idéntica podem ser produzidos por métodos
conhecidos na técnica (Rizo e Gierasch Ann. Rev. Biochem.
©1:387 (1992)); por exemplo, por adicdo de residuos inter-
nos de cisteina capazes de formar pontes dissulfureto

intramoleculares que ciclizam o péptido.

Os aminodcidos sintéticos ou que ndo ocorrem
naturalmente referem-se a aminoédcidos que ndo ocorrem natu-
ralmente in vivo mas que, contudo, podem ser incorporados
nas estruturas de péptido aqui descritas. 0s aminoacidos

sintéticos preferidos sdo os D-a-aminoacidos dos amino-
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dcidos gue ocorrem naturalmente L-o-aminodcidos assim como
0s aminoadcidos D- e L-a-aminodcidos que n&do ocorrem
naturalmente representados pela fédrmula H;NCHRsCOOH em que
R5 é 1) um grupo alquilo inferior, 2) um grupo cicloalquilo
de 3 a 7 &4tomos de carbono, 3) um heterociclo de 3 a 7
adtomos de carbono e 1 a 2 heteroadatomos seleccionados a
partir do grupo consistindo em oxigénio, enxofre, e azoto,
4) um residuo aromatico de 6 a 10 4&tomos de carbono
opcionalmente possuindo de 1 a 3 substituintes no nucleo
aromdtico seleccionado a partir do grupo consistindo em
hidroxilo, alcoxilo inferior, amino, e carboxilo, 5)
-algquileno-Y em gque algquileno é um grupo alquileno de 1 a 7
dtomos de carbono e Y é seleccionado a partir do grupo
consistindo em (a) hidroxilo, (b) amino, (c) cicloalquilo e
cicloalgquenilo de 3 a 7 &tomos de carbono, (d) arilo de 6 a
10 &tomos de carbono opcionalmente possuindo de 1 a 3
substituintes no ntcleo aromdtico seleccionado a partir do
grupo consistindo em hidroxilo, alcoxilo inferior, amino e
carboxilo, (e) heterociclico de 3 a 7 &tomos de carbono e 1
a 2 heterodtomos seleccionados a partir do grupo con-
sistindo em oxigénio, enxofre, e azoto, (f) -C(0)R? em que
R’ ¢é seleccionado a partir do grupo consistindo em
hidrogénio, hidroxilo, algquilo inferior, alcoxilo inferior,
e -NR’R? em que R’ e R’ sdo independentemente seleccionados
a partir do grupo consistindo em hidrogénio e alquilo
inferior, (g) -S(O)nR° em que n é um numero inteiro de 1 a
2 e R° ¢ algquilo inferior e com a condicdo de que R’ ndo
define uma cadeia lateral de um aminodcido gue ocorre

naturalmente.
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Outros aminoacidos sintéticos preferidos incluem
aminodcidos em gque o grupo amino estd separado a partir do
grupo carboxilo por mais do que um &tomo de carbono tal

como f-alanina, &acido y-aminobutirico, e semelhantes.

Os aminoadcidos sintéticos particularmente prefe-
ridos incluem, por via de exemplo, os D-aminodcidos que
ocorrem naturalmente dos L-aminodcidos, L-l-naftil-alanina,
L-2-naftilalanina, L-ciclo-hexilalanina, dcido L-2-amino
isobutirico, os derivados sulfdéxido e sulfona da metionina
(i.e., HOOC- (H,NCH)CH,CH,-S(0)nR°?) em que n e R° sdo como
definido acima assim como o alcoxilo inferior derivado de
metionina (i.e., HOOC- (H,NCH)CH,CH,-OR® em que R° & como

definido acima).

"Marcacdo detectével" refere-se a materiais, dque
quando covalentemente ligados aos péptidos e miméticos de
péptidos desta invencdo, permitem a deteccdo do péptido e
miméticos de péptidos in vivo no doente a quem o péptido ou
mimético do péptido foi administrado. As marcacdes
detectédveis adequadas sdo bem conhecidas na técnica e
incluem, por via de exemplo, radioisdtopos, marcacdes
fluorescentes (e.g., fluoresceina), e semelhantes. A marca-
cdo particular detectédvel empregue nédo ¢é critica e &
seleccionada em relativamente a quantidade de marcacédo a
ser empregue assim como a toxicidade da marcacdo para a
quantidade de marcacdo a ser empregue. A seleccdo de
marcacdo relativamente a estes factores estéd bem no ambito

do especialista da técnica.
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A ligacdo covalente da marcacdo detectével ao
péptido ou mimético do péptido ¢é conseguida através de
métodos convencionais bem conhecidos na técnica. Por

exemplo, quando o radioisétopo *?°I

é empregue como a
marcacao detectavel, a ligacdo covalente de '?°I ao péptido
ou ao mimético do péptido pode ser conseguida por
incorporacdo do aminodcido tirosina no péptido ou mimético
do péptido e iodando depois o péptido. Se a tirosina néo
estd presente no péptido ou mimético do péptido, a
incorporacédo de tirosina no terminal N ou C do péptido ou
mimético do péptido pode ser conseguida através de guimica
bem conhecida. Do mesmo modo, o °°P pode ser incorporado no
péptido ou mimético do péptido como uma unidade fosfato

através de, por exemplo, um grupo hidroxilo no péptido ou

mimético do péptido utilizando quimica convencional.

II. VISAO GLOBAL

A presente invencdo proporciona compostos que se
ligam a e activam o TPO-R ou de outro modo se comportam
como um agonista de TPO. Estes compostos incluem compostos
"iniciais" péptido e compostos "derivados" construidos de
modo a possuir a mesma estrutura molecular ou forma ou
semelhantes como o0s compostos iniciais mas que diferem a
partir de compostos iniciais com respeito a suscepti-
bilidade a hidrdélise ou protedlise e/ou com respeito a
outras propriedades bioldgicas, tais como afinidade aumen-

tada para o receptor. A presente invencdo também propor-



PE0885242 - 27 -

ciona composicdes compreendendo uma quantidade eficaz de um
agonista de TPO, e mais particularmente um composto, que &
util para tratar distirbios hematoldbgicos, e particular-
mente, trombocitopenia associada com gquimioterapia, terapia

por radiacdo, ou transfusdes de medula dssea.

III. IDENTIFICACAO DE AGONISTAS DE TPO

Os péptidos possuindo uma afinidade de ligacdo ao
TPO-R podem ser rapidamente identificados por sistemas de
producdo de diversidade de péptidos aleatdrios acoplados

com um processo de enriquecimento por afinidade.

Especificamente, sistemas de producdo de diver-
sidade de péptidos aleatdrios incluem os sistemas de
"péptidos em plasmideos"™ descritos nas Patentes U.S. N° 5
270 170 e 5 338 665; o sistema de "péptidos em fago"
descrito na Série de Pedido de Patente U.S. N° 07/718,577,
de 20 de Junho de 1991 que é um pedido de continuacdo em
parte da Série de Pedido de Patente U.S. N° 07/541 108, de
20 de Junho de 1990, e em Cwirla et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 87:6378-6382 (1980) ; 0 '"sistema polissoma”
descrito na Série de Pedido de Patente U.S. N° 08/300 262,
de 2 de Setembro de 1994, gque é um pedido de continuacdo em
parte com base na Série de Pedido de Patente U.S. N° 08/144
775, de 29 de Outubro de 1993 e PCTW095/11992; o sistema
"biblioteca de sintéticos codificados (ESL)" descrito na
Série de Pedido de Patente U.S. N° 08/146 886, de 12 de

Novembro de 1993 que é um pedido de continuacdo em parte da
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Série de Pedido de Patente U.S. N° 07/946 239, de 16 de
Setembro de 1392, que é um pedido de continuacdo em parte
da Série de Pedido de Patente U.S. N° 07/762 522, de 18 de
Setembro de 1991; e o sistema "sintese de polimero
imobilizado em muito larga escala" descrito na Patente U.S.
N° 5 143 854; Publicacdo de Patente PCT N° 90/15070,
publicado em 13 de Dezembro de 1990; Série de Pedido de
Patente U.S. N° 07/524,:20, de 6 de Dezembro de 1990; Fodor
et al. Science 251:767-773 (2/1991); Dower e Fodor Ann.
Rep. Med. Chem. 26: 271-180 (1991); e Série de Pedido de

Patente U.S. N° 805 727, de 6 de Dezembro de 1991.

Utilizando os procedimentos descritos acima,
foram geralmente concebidos ©péptidos aleatdérios para
possuir um numero definido de residuos de aminodcidos em
comprimento (e.g., 12). Para produzir a coleccdo de oli-
gonucledtidos que codificam os péptidos aleatdrios, o
motivo coddo (NNK)x, em que N é& o nucledtido A, C, G, ou T
(equimolar; dependendo da metodologia empregue, podem ser
empregues outros nucledtidos), K é G ou T (equimolar), e x
é um numero inteiro correspondente ao numero de aminoacidos
no péptido (e.g., 12) foi wutilizado para especificar
qualgquer um dos 32 coddes possiveis resultantes a partir do
motivo NNK: 1 para cada 12 aminodcidos, 2 para cada b5
aminocdcidos, 3 para cada 3 aminoécidos, e apenas um dos
trés coddes stop. Deste modo, o motivo NNK codifica todos
0s aminoé&cidos, codifica apenas um coddo stop, e reduz a

influéncia dos cododes.



PE0885242 - 29 -

Nos sistemas empregues, o0s péptidos aleatdrios
foram apresentados a superficie de uma particula de fago,
como parte de uma proteina de fusdo compreendendo pIII ou a
proteina de revestimento pVIII de um derivado de fago fd
(péptidos em fago) ou como uma proteina de fusdo com a
proteina de fusdo Lacl péptido 1ligada a um plasmideo

(péptidos em plasmideos).

O fago ou plasmideos, incluindo o DNA que
codifica os péptidos, foram identificados e isolados
através de um processo de enriquecimento por afinidade
utilizando TPO-R imobilizado. O processo de enriquecimento
por afinidade, por vezes chamada "seleccédo," envolve
maltiplas rondas de incubacdo do fago, plasmideos, ou
polissomas com o receptor imobilizado, reunindo os fagos,
plasmideos, ou polissomas que se ligam ao receptor (em
conjunto com o DNA ou mRNA acompanhante), e produzindo mais
do fago ou plasmideos recolhidos (em conjunto com a
proteina de fusdo LacIl-péptido acompanhante). O dominio
extracelular (ECD) do TPO-R foi tipicamente wutilizado

durante a seleccéo.

Apds varias rondas de enriquecimento por
afinidade, o fago ou plasmideos e péptidos acompanhantes
foram examinados por ELISA para determinar se os péptidos
se ligam especificamente a TPO-R. Este ensaio foi efectuado
de modo semelhante aos procedimentos utilizados no processo
de enriquecimento por afinidade, excepto que apds remocgdo

do fago ndo ligado, os pocgos foram tipicamente tratados com
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anticorpo de coelho anti-fago, depois com anticorpo de
cabra anti-coelho conjugado com fosfatase alcalina (AP. A
quantidade de fosfatase alcalina em cada poco foi
determinada por métodos convencionais. Um procedimento de
ELISA semelhante para utilizacdo no sistema de péptidos em

plasmideos é descrito em detalhe a seguir.

Por comparacdo dos pocos de teste com os pocos de
controlo (sem receptor), pode determinar-se se as proteinas
de fusdo se ligam especificamente ao receptor. As misturas
de fago em que se verificou a ligacdo a TPO-R foram
pesquisadas num formato de sondagem por levantamento de
colébénias utilizando receptor monovalente marcado
radicactivamente. Esta sonda pode ser produzida utilizando
cinase proteina A para fosforilar uma sequéncia kemptide em
fusdo com o terminal C do receptor soluavel. A forma
manipulada do receptor TPO é depois expressa em células
hospedeiras, tipicamente células CHO. Apdbds colheita de PI-
PLC dos receptores, o receptor foi testado para a ligacédo a
clones de fago especificos para TPO ou TPO-R. O receptor é
depois marcado com elevada actividade com P para
utilizacdo como uma sonda monovalente para identificar
ligandos com elevada afinidade utilizando levantamentos de

colédnias.

Os péptidos em que se verificou ligacdo especi-
ficamente ao receptor foram depois sintetizados como o
péptido 1livre (e.g., no fago) e testado num ensaio de

blogueamento. O ensaio de bloqueamento foi efectuado de
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modo semelhante a ELISA , excepto que foi adicionado TPO ou
um péptido de referéncia aos pocos antes da proteina de
fusdo (os pocos de controlo foram de dois tipos: (1) sem
receptor; e (2) sem TPO ou péptido de referéncia). As
proteinas de fusdo para as quais a ligacdo ao receptor foi
blogqueada por TPO ou pelo péptido de referéncia contém
péptidos na porcdo do péptido aleatdrio gque sdo compostos

preferidos da invencéo.

O TPO-R, assim como o seu dominio extracelular,
foram produzidos em células hospedeiras recombinantes. E
construida uma forma util de TPOR por expressdo da proteina
como uma proteina soluvel em células hospedeiras trans-
formadas com baculovirus utilizando métodos convencionais;
é¢ construida outra forma Util com um péptido sinal para a
secrecdo de proteina e para a ligacdo em 4ancora a
glicofosfolipidos de membrana. Esta forma de ligacdo em
dncora ¢é denominada "PIG-tailing"- Ver Caras e Wendell
Science 243: 1196-1198 (1989) e Lin et al. Science 249:677-

679 (1990).

Utilizando o sistema PIG-tailing, pode clivar-se
0 receptor a partir da superficie das células gque expressam
o receptor (e.g., células CHO transformadas seleccionadas
para um nivel de expressdo elevado do receptor com a
separador de células) com fosfolipase C. O receptor clivado
compreende ainda uma sequéncia de aminodcidos do terminal
carboxilico, denominada "cauda HPAP", a partir da proteina

sinal para ligacdo a membrana e pode ser imobilizada sem
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posterior purificac&do. A proteina recombinante do receptor
pode ser imobilizada através do revestimento dos pocos de
placas de microtitulacdo com um anticorpo anti-cauda HPAP
(Ab 179 ou MAb 179), bloqueamento da ligacdo ndo especifica
com albumina do soro bovino (BSA) em PBS, e depois ligando
0 receptor recombinante clivado com o anticorpo. Utilizando
este procedimento, deve efectuar-se a reaccdo de imobi-
lizacdo em varias concentracdes de receptor para determinar
a quantidade ¢ptima para uma dada preparacdo, porque
diferentes ©preparacdes de proteina recombinante contém
frequentemente diferentes quantidades da proteina desejada.
Adicionalmente, deve assegurar-se qgque o anticorpo imobi-
lizador ¢é completamente Dbloqueado (com TPO ou qualqguer
outro composto de bloqueamento) durante o processo de
enriquecimento por afinidade. De outro modo, o anticorpo
ndo bloqueado pode ligar o fago ndo desejado durante o
enriquecimento por procedimento de afinidade. Podem
utilizar-se péptidos que se ligam ao anticorpo imobilizador
para blogquear sitios ndo 1ligados que permanecem apds
imobilizacdo do receptor para evitar este problema ou pode
simplesmente 1imobilizar-se o receptor directamente nos
pocos de placas de microtitulacdo, sem o auxilio de um
anticorpo imobilizador. Ver Série de Pedido de Patente U.S.

N° 07/947,339, de 18 de Setembro de 1992.

Quando se utilizam sistemas de producdo de pépti-
dos aleatdérios que permitem interaccdo ligando-receptor
multivalente, deve reconhecer-se que a densidade do re-

ceptor imobilizado ¢ um factor importante na determinacéo
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da afinidade dos ligandos que podem ser ligados ao receptor
imobilizado. A densidade de receptor elevadas (e.g., cada
poco revestido com anticorpo anti-receptor tratado com 0,25
a 0,5 mg de receptor), ¢é mais provavel gque ocorra ligacéao
multivalente do que a densidades baixas de receptor (e.g.,
cada poco revestido com anticorpo anti-receptor tratado com
0,5 a 1 ng do receptor). Se ocorre a ligacdo multivalente,
entdo serd mais provavel isolar ligandos com afinidade
relativamente baixa, a menos que utilize densidades ele-
vadas de receptor imobilizado para identificar compostos
iniciais e wutiliza baixas densidades de receptor para

isolar compostos derivados com elevada afinidade.

Para discriminar entre péptidos de elevada afini-
dade, ¢ frequentemente utilizada uma sonda de receptor
monovalente. Esta sonda pode ser produzida wutilizando
cinase de proteina A para fosforilar uma sequéncia kemptide
com o terminal C do receptor soluvel. A forma "manipulada"
do receptor TPO é depois expressa em células hospedeiras,
tipicamente células CHO. Apbdés recolha de PIPLC dos
receptores, o receptor foi testado para a ligacdo a TPO ou
a clones de fago especificos para TPO-R. O receptor ¢é
depois marcado com uma elevada actividade especifica com
#¥p  para utilizacdo como uma sonda monovalente para
identificar ligandos com elevada afinidade wutilizando

levantamentos de coldnias.

Os métodos de rastreio preferidos para facilitar

identificacdo de péptidos que ligam TPO-R envolve inicial-
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mente a identificacdo de péptidos iniciais que se ligam ao
dominio extracelular do receptor e depois preparar outros
péptidos gque se assemelhem aos péptidos iniciais. Especi-
ficamente, utilizando péptidos com base em pIII ou pVIII no
sistema de fagos, pode ser pesqguisada uma biblioteca
aleatdria para descobrir um fago gque apresente um péptido
que se liga a TPO-R. 0Os DNA dos fagos sdo sequenciados para
determinar as sequéncias dos péptidos apresentados a

superficie dos fagos.

Os clones capazes de se ligar especificamente ao
TPO-R foram identificados a partir de uma biblioteca de
pVI TI 10-mero aleatdérios lineares e de bibliotecas 10-mero
e 12-mero pVIII ciclicos aleatdérios. As sequéncias destes
péptidos servem como a base para a construcdo de outras
bibliotecas de péptidos concebidas para conter uma
frequéncia elevada de derivados dos péptidos inicialmente
identificados. Estas bibliotecas podem ser sintetizadas de
modo a favorecer a producdo de péptidos que diferem a
partir do péptido de ligacdo: n apenas a alguns residuos.
Esta abordagem envolve a sintese de um oligonucledtido com
a sequéncia codificante do péptido de ligacdo, excepto que
em vez de utilizar preparacdes puras de cada um de quatro
trifosfatos de nucledésido na sintese, utilizam-se misturas
de quatro trifosfatos de nucledsido (i.e., 55% do
nucledétido "correcto", e 15% de cada um dos outros trés
nucledétidos é uma mistura preferida para este propdsito e

70% do nucledétido "correcto" e 10% de cada um dos outros

trés nucledtidos ¢é outra mistura preferida para este
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propdsito) de modo a produzir derivados da sequéncia

codificante do péptido de ligacéo.

Foram utilizadas véarias estratégias para derivar
0s péptidos iniciais efectuando bibliotecas por "mutagénese
num tema". Estas incluiram uma biblioteca de fagemideos de
mutagénese em pVIII com base na sequéncia de consenso
mutagenizada numa frequéncia 70:10:10:10 e estendida em
cada terminal com residuos aleatdrios para produzir clones
que codificam a sequéncia XXXX (C, S, P, ou R) TLREWL
XXXXXX (C ou S). Foi construida uma biblioteca semelhante
estendida/mutagenizada utilizando o sistema péptidos em
plasmideos para produzir clones que codificam a sequéncia
XXXXX (C, S, P, ou R) TLREWL XXXXXXX. Foi construida uma
biblioteca estendida/mutagenizada, XXXX (C, S, P, ou R)
TLREWL XXXXXX (C ou S), utilizando o) sistema de
apresentacdo em polissoma. Todas as trés bibliotecas foram
pesquisadas com a eluicdo de péptido e pesquisadas com

receptor monovalente marcado radioactivamente.

As técnicas "péptidos em plasmideos" foram também
utilizadas para pesquisa de péptidos e estudos de
mutagénese e sdo descritas em maior detalhe na Patente U.S.
n®. 5 338 665. de acordo com esta abordagem, os péptidos
aleatdérios s&do fundidos no terminal C de Lacl através da
expressdo a partir de um plasmideo vector que comporta um
gene de fusdo. A ligacdo da fusdo Lacl-péptido ao seu DNA
codificante ocorre através das sequéncias lacO no plas-

mideo, formando um complexo péptido-LacI-plasmideo estavel
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que pode ser pesquisado através de purificacdo por afini-
dade (seleccdo) num receptor imobilizado. Os plasmideos
assim isolados podem depois ser reintroduzidos em E. colil
por electroporacdo para amplificar a populacdo seleccionada
para rondas adicionais de pesquisa, ou para a pesquisa de

clones individuais.

Adicionalmente, a pesquisa de péptidos aleatdrios
e o0s estudos de mutagénese foram efectuados utilizando a
sistema de apresentacdo do terminal C de LacI modificado em
que a valéncia da apresentacdo foi reduzida (sistema de
apresentacdo "capacete em dimero"). As bibliotecas foram
pesquisadas e as 1insercgdes de DNA resultantes foram
clonadas como uma mistura num vector de proteina de ligacéo
a maltose (MBP) permitindo a sua expressdo como uma
proteina de fusédo C-terminal. Os lisados celulares brutos a
partir de clones individuais de fusd@o com MBP repicados
aleatoriamente foram depois ensaiados gquanto a ligacdo a

TPO-R num formato de ELISA, como discutido acima.

Os estudos de mutagénese de péptidos foram também
conduzidos utilizando o sistema de apresentacdo em
polissoma, como descrito na Série de Pedido co-pendente de
Patente U.S. N° 08/300,262, de 2 de Setembro de 1994, que é
um pedido de continuacdo em parte com base na Série de
Pedido de Patente U.S. N° 08/144,775, de 29 de Outubro de
1993 e PCT WO 95/11992. Foi construida uma biblioteca de

mutagénese com base numa sequéncia X X X X (C, P. R, ou S)
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t 1l refl XXX XXX (Cou S), em que X representa um
codédo aleatdrio NNK, e as letras minusculas representam oS
coddes de aminoacidos contendo mutagénese 70:10:10:10 nas
posicdes 1 e 2 e K (G ou T) na posicdo 3 do coddo. A
biblioteca foi seleccionada por 5 rondas contra o receptor
de TPO que foi imobilizado em esferas magnéticas. Apds a
quinta ronda, a mistura amplificada por PCR foi clonada em
PAFF6 e os clones positivos em ELISA foram sequenciados. As
sequéncias foram subclonadas num vector MBP e as suas

afinidades de ligacdo foram determinadas por uma MBP ELISA.

Para imobilizar o TPO-R para pesquisa de polis-
soma, o Ab 179 foi primeiro quimicamente conjugado com
esferas magnéticas activadas com tosilo (disponiveis em
Dynal Corporation) como descrito ©pelo fabricante. As
esferas foram incubadas com anticorpo num tampdo borato a
0,5 M (pH 9,5) durante a noite a temperatura ambiente. As
esferas foram lavadas e combinadas com TPO-R contendo a
"cauda HEAP". As esferas revestidas com anticorpo e o
receptor foram incubados durante 1 hora a 4° C, e as
esferas foram lavadas de novo antes da adicdo a biblioteca

em polissoma.

A pesqgquisa das varias bibliotecas descritas acima
produziu péptidos de ligacdo ao receptor de TPO apresen-
tados nas Tabelas 1 e 2 a seguir, assim como outros néo

listados aqui.
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TABELA 1

Peptides

REGPTLRQWM

REGPTLROWM

SRGMTLAEWL

EQPTLRGWLSA

REGQTLEEWL

ERGPFWAKAG

REGPHCYMWAM

SSEGLTLEREWLYD

CLTGPEYTOWLYEG

CGEGSLTLTOWLERG

CHRAGPTLLEWLTLGS

CRAGPTLLEWLTLES

CROQGPTLTAWLLC

CARGPTLREWISFGQ

CELVYGPSLMEWLTC

CGTSGRTLATWLER

CROGELEGYTLSRWLEG

SEGTGLTLAEWLGEFSLLSE

L
CPEGFTLLOWLKREYSEG

BEEGPTLSOWLYSLMIMC

MYAGPTLREFIASLPIHG

SMAGPTFREWVEMMKYLC

AYQUGPTLROWLAARNHLE

GHAMIPFTLRAWLEGRAPKN

SVROGEPTLRQWLAARTHLS

LAIESPFTLRAGQWLHGNSRET

HGRYGPTLREWKTOVATRE

CARGPTLREWISFG

IBSDERPTLEKEWLESYTRGAS

SIEGRTLEEWLTSERTRPHS

TIKGPTLEQWLKSREHTS

GMAIPTLRAOWLEGRRAPEN

SIEGPTLEEWLTSERTRHS

IBOEGPTLEEWLSYTRGAS
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TABELA 2

Peptideo

CSLEDLBERT

CHRBRSELLERED

STFEQFLDGH

CTERSEWLRCGT

CTLROWLQGE

CTLEELREAQUT

CTREELMRLT

CRRAGLINFC

CNRMNDLLLEG

CTRTEWLHG G

CTLEFRNGS

SSLGELRRLG

SHINQLRRIC

CTMROFLYVCG

STREEWLERD

STLHEYLESRC

CTREELLRGC

CTFREFVNGG

CERADFLAAC

CRCAQVYVYRQCC

CTLROWILLGMED

CTLREWLHGGFC

CTLRAWLMSETG

CTLRAWLMESGE

STFQYWRLARME

CLEREWLDBXRTCG

CYLREWLLEXSEG

SLLSEFLAGQOG

CRLEQYLEBFGRLGRC

GTLOELKQEELYEG

CELBELETHGYA&YLD

CKLEDWLMNGVYAAD

CSLOEFLSHGRYYG

CSLRKEFLHSGLMOQOQ

CTFROLLEYGVSESCO

CTHMREFLYVARGYARQ

CTLAEFLAIGRVYVEQD

CTLAEFLASQVEQOC
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(continuacéo)

Pepiides

GCTLEEWLVEHEVWWE

CTLREFLSLGMMNAT

GCTLREFLOPTTAVC

CBLLEEFLALGVALG

GREAGUTLROWKQAROOGRS

CHNRBREQLLAAT

GTLRQOWLEGC

CTLREFEAGS

CTRAGFLRRT

CTLREENRGC

CTLSDFKRGC

GCTFROWKEA&AG

CTLEEFRGRE

CTLQEFLEGG

CTLOOWEELGC

CTREQWLEGE

CHLAOEFEHGE

GCTLGEWKRGC

CTLWSRCGKR&GC

GTLREWRGGCD

CTRLAGUWLS

CTRTGQWLLEG

CTLAEFRRG T

GTRTRWLLAL

CERRSQFLASS

GTLREWLEGCT

CTLREFLLMSAT

CTLKEWLLWEEBEL

CTLLEWLENPYC

GCTLROWLSDAWC

CTLROWLUOGMGRG

CTLREWYFAGLEG

CLLLEFLSGQADC

CTLGEFLAGHLES

CRLBEFLYRLTG

GEFRESWLYIDQTE

CTLREWLEDLGC

CTLADWLYEWTQ




PE0885242 - 41 -

(continuacéo)

GTLEEWLSELESER
CTLMQWLGGWPS
GTLREWLSYGRTEC
CTLOEWLSEHEGLG
GEHGUTLREWLLDMEIVPE
SQWOGUTLRDCTLRAVEWS
SVHNSUTLREFLTGOGRYES
SYDSCTLRHWLMBIYSDG
GREGLTLRDWYLLNGLAS
NYRGUTLEQWVEEGQIVRG
GRERCTLREYLGGMGYLE
ATWYCTVPELMENMOGLPEC
GAaTHLTLREXLHMLGLEBC
AOEGOUTLROWLEYVWRYVYGO
ARDRGLTLRYFVYESYGEDMC
SVOUSCTLREFLAIPHTSE
SEGQGUTLREWWVASELANG
SNSROCTLREWIIGGLDFES
SNERLGTLREWIHIIGGUELFS
GLGGTLEQWRKRTRUELTH
YREUCSRAQULLGGELRKK
GRGSCTLEKOWRGGDROGERE
VRGLCALRDWYAGECFOWT
LWRSKSOTLNGSFESERHCSSPE
GTLREWKHBGCAPR
GRECTRADWLAGUOLTGH
REAGCTLREFREGGLAL
KERCTLAEMIBICMRSEN
GRGCTLRKOWRKOGDOGRE
RWRGLELAKLEKGARCGRG
AGSCTLREWRRVAHVIN
GRSTCTLEQWKAQGROERE
BEYGETRHOMLYSTCVRH

Os valores de ICsy para alguns péptidos represen-
tativos adicionais s&o dados na tabela a seguir. Podem ser

utilizados varios métodos para avaliar os valores de ICs.
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Por exemplo, foi utilizado um ensaio ELISA de equilibrio de
ligacédo, wutilizando um indicador de MBP-TPO ou péptido
lacI, para determinar se os péptidos inibiam a ligacédo de
TPO ao dominio extracelular do receptor de TPO. Tipi-
camente, o valor de ICsy fol determinado wutilizando o
péptido livre. O valor de ICs; pode ser determinado utili-
zando o péptido livre, que opcionalmente pode ser amidado
no terminal C, ou pode ser preparado como um éster ou outra

amida carboxilo.

Para recriar a exacta sequéncia apresentada no
fago, os aminodcidos N-terminais e C-terminais aminoacidos
dos péptidos sintéticos s&o frequentemente antecedidos por
um ou dois residuos de glicina. N&o se cré que estas
glicinas sejam necessdrias para ligacdo ou actividade. Do
mesmo modo, para mimar a sequéncia exacta de péptidos
apresentados em polissomas, os aminocadcidos C-terminais dos
péptidos sintéticos sd@o frequentemente antecedidos da
sequéncia M A S. de novo, ndo se cré qgue esta sequéncia

seja necesséaria para ligacdo ou actividade.

Os valores de ICsy; s&o indicados simbolicamente
pelos simbolos "-", "4", e "++". Por exemplo, o0s péptidos
que apresentaram valores de ICg; em excesso de 200 mM sé&do
indicados com "-". O0Os péptidos que ddo valores de ICsg
inferiores a ou iguais a 200 mM s&do dados por "+", enquanto
0os que ddo valores de 1ICso de 500 nm ou inferior sé&o
indicados com "++". 0Os péptidos que ddo wvalores de ICsy no

ponto de exclusdo ou prdéximo para um simbolo particular sé&o
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indicados com um designador hibrido, e.g., "+/-". Os
péptidos para os dquais os valores de ICsg nédo foram
determinados estdo listados como "N.D.". O valor de ICsy
para péptidos possuindo a estrutura: G G C T L REWILHG
G F C G G foi de 500 nm ou inferior. (Note-se que o0s
aminoacidos N-terminais e C-terminais foram antecedidos de
duas glicinas para recriar a sequéncia exacta apresentada
pelo fago. N&o se cré gue estas glicinas ndo sejam neces-

sadrias para ligacdo ou actividade.)

TABELA 3

Peptideo Afinvidade
GRUADGPTLHEWISFOL GG | +4+
GNADGPTLEOWLEGRRPEN | ++
GLUGADGPTLREEWISFOGGK | ++
TIKGPTLRQWLKEEREHTS | ++
FPFTLRGWL .
AMEGPTLROWLHGHNGRERRBTS | ++
LIEGPTLREWLTSRTPHS | 4+

Os péptidos e peptidomiméticos possuindo um ICsg
superior a cerca de 100 mM ndo ligam o suficiente para
permitir a utilizacd&o em aspectos diagndésticos ou tera-
péuticos desta invencdo. Preferencialmente, para propdsitos
de diagndstico, os péptidos e peptidomiméticos possuem um
ICsy de cerca de 2 mM ou menos e, para propdsitos farma-
céuticos, os péptidos e peptidomiméticos possuem um ICsy de

cerca de 100 mM ou menos. A sequéncia do péptido de ligacéo
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também proporciona um meio para determinar o tamanho minimo
de um composto de ligacdo a TPOR da invencdo. Utilizando o
sistema de "sintéticos codificados pela biblioteca" (ESL)
ou o0 sistema de "sintese de polimero imobilizado em muito
larga escala", ndo se pode apenas determinar o tamanho
minimo de um péptido com esta actividade, mas podem-se
produzir também todos os péptidos que formam o grupo de
péptidos que diferem num motivo preferido (ou o tamanho
minimo desse motivo) em um, dois, ou mais residuos. Esta
coleccdo de péptidos pode depois ser pesquisada quanto a
capacidade para se ligar ao receptor de TPO. Estes sistemas
de sintese de polimeros imobilizados ou outros métodos de
sintese de péptidos podem também ser utilizados para sin-
tetizar anédlogos truncados, anédlogos de delecdo, anadlogos
de substituicdo, e combinacdes de todos os compostos de

péptidos da invencéo.

Os péptidos e miméticos de péptidos da presente
invencdo foram também avaliados num ensaio de proliferacédo
de células dependente de trombopoietina, como descrito em
maior detalhe no Exemplo 2 a seguir. A proliferacédo de
células é medida por técnicas conhecidas na técnica, tais
como um ensaio de MTT que se correlaciona com a incorpo-
racdo de °H-timidina como uma indicacdo de proliferacdo de
células (ver Mossmann J. Immunol. Methods 65:55 (1983)). Os
péptidos testados estimularam a proliferacdo de células
Ba/F3 transfectadas com TPO-R numa forma dependente da dose
como apresentado na Figura 1A. Estes péptidos né&do produzem
efeito na linha de células parental como apresentado na

Figura 1B.
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As Figuras 7 a 9 apresentam os resultados de um
outro ensaio avaliando a actividade dos ©péptidos e
miméticos de ©péptidos da invencdo. Neste ensaio, o0s
ratinhos s&o tornados trombocitopénicos com carboplatina. A
Figura 7 apresenta resultados tipicos quando s&o criados
ratinhos Balb/C com carboplatina (125 mg/kg intrape-
ritonealmente) no Dia 0. As linhas a tracejado representam
0s animais ndo tratados das trés experiéncias. A linha a
cheio representa os grupos tratados com carboplatina em
trés experiéncias. As linhas a cheio grossas representam
dados histdéricos. A Figura 8 apresenta o efeito da
titulacdo de carboplatina na contagem de plaquetas em
ratinhos tratados com as quantidades de <carboplatina
indicadas (em mg/kg, intraperitonealmente (ip) no Dia 0). A
Figura 9 apresenta a melhoria da trombocitopenia induzida
por carboplatina no Dia 10 pelo péptido AF12513 (513). A
carboplatina (CBP; 50-125 mg/kg, intraperitonealmente) foi
administrada no Dia 0. O AF12513 (1 mg/kg, ip) foi dado nos
Dias 1-9. Estes resultados mostram gue os péptidos da
invencdo podem melhorar a trombocitopenia num modelo de

ratinho.

Adicionalmente, certos péptidos da presente
invencdo podem ser dimerizados ou oligomerizados, aumen-
tando consequentemente a afinidade e/ou actividade dos
compostos. Para investigar o efeito que a dimeri-
zacdo/oligomerizacdo péptido possui uma poténcia de mimé-

tico de TPO em ensaio de proliferacdo de células, foi
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sintetizado um andlogo biotinilado no terminal C do péptido
GGCADGPTLREWISFCGG (GGCADGPTTLRE
WISFCGGZK (Biotina)). O péptido foi pré-incubado com
estreptavidina em RPMI isento de soro tamponado com HEPES a
uma proporcdo molar de 4:1. O complexo foi testado quanto a
estimulacdo da proliferacdo celular de células Ba/F3
transfectadas com TPO-R, como acima, em paralelo com o
péptido biotinilado livre e o péptido ndo Dbiotinilado
parental. A Figura 2A apresenta o0s resultados do ensaio
para o péptido biotinilado complexado (AF 12885 com estre-
ptavidina (SA)) para as linhas de células transfectadas e
parentais. A Figura 2B apresenta os resultados do ensaio
para o péptido biotinilado livre (AF 12285) para as linhas
de células transfectadas e parentais. A Figura 2C apresenta
os resultados do ensaio para a estreptavidina isolada para
as linhas de células transfectadas e parentais. Estas
Figuras ilustram que o complexo pré-formado foi aproximada-

mente 10 vezes tdo potente como o péptido livre.

A especificidade da 1ligacdo e actividade dos
péptidos da invencdo foi também examinada através do estudo
da reactividade cruzada dos péptidos para o receptor da
eritropoietina (EPO-R). A EPO-R ¢é também um membro do
receptor do factor de crescimento da familia da hemato-
poietina, como & TPO-R. Os péptidos da invencdo, assim como
TPO, EPO, e um péptido de ligacdo a EPO conhecido, foram
examinados num ensaio de proliferacdo de células utilizando
uma linha de células dependente de EPO. Este ensaio

utilizou FDCP-1, uma linha de células haematopoiéticas
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primitivas multi-potenciais de murino dependentes do factor
de crescimento (ver, e.g., Dexter et al. J. Exp. Med.
152:1036-1047 (1981)) como a linha de células parental.
Esta linha de células pode proliferar, mas ndo diferenciar-
se quando suplementada com meio condicionado WEHI-3 (um
meio que contém IL-3, numero ATCC TI1B68). A linha de
células parental ¢é transfectada com SPO-R humano ou de
murino para produzir a linha de células DCP-1-EPO-R. Esta
linha de células transfectada pode proliferar, mas né&o

diferenciar-se na presenca de EPO humano ou de murino.

As células foram cultivadas até metade da den-
sidade estacionaria na presenca dos factores de crescimento
necesséarios. As células s&o depois lavadas em PBS e
mantidas em jejum durante 16-24 horas em meio total sem os
factores de crescimento. Apds determinar a viabilidade das
células, as solucdes de armazenamento (em meio total sem os
factores de crescimento) sdo preparadas para cerca de 10°
células por 50 microlitros. As diluicdes seriadas dos
compostos (tipicamente, o péptido livre da fase da solucéo
como oposicdo a um péptido ligado a fago ou a outra ligacédo
ou péptido imobilizado) a serem testados sdo preparadas em
placas de cultura de células de 96 pocos para um volume
final de 50 microlitros ©por poco. As células (50
microlitros) s&o adicionadas a cada poco e as células séo
incubadas durante 24-48 horas, ponto em que o0s controlos
negativos devem morrer ou ficar quiescentes. A proliferacéo
celular é depois medida por técnicas conhecidas na técnica,

tais como um ensaio MTT.
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As Figuras 3A-G apresentam os resultados de uma
série de experiéncias de controlo gue apresentam a
actividade de TPO, os péptidos da presente invencédo, EPO, e
péptidos de ligacdo a EPO-R num ensaio de proliferacédo de
células utilizando a linha de células Ba/F3 transfectada
com TPO-R e a sua correspondente linha parental, ou uma
linha de células dependente de EPO e a sua correspondente
linha parental. A Figura 3A apresenta os resultados para
TPO no ensaio de proliferacdo de células utilizando a linha
de células Ba/F3 transfectada com TPO-R e a sua
correspondente linha parental. A Figura 3B apresenta os
resultados para EPO no ensaio de proliferacdo de células
utilizando a linha de células Ba/F3 transfectada com TPO-R
e a sua correspondente linha parental. A Figura 3C
apresenta 0s resultados para o péptido Dbiotinilado
complexado (AF 12285 com estreptavidina (SA)) e uma forma
complexada de um péptido de ligacdo a EPO-R biotinilado (AF
11505 com SA) numa linha de células Ba/F3 transfectada com
TPO-R. Os resultados para a correspondente linha de células
parental s&do apresentados na Figura 3D. A Figura 3E
apresenta o0s resultados para TPO no ensaio de proliferacéo
de células utilizando a linha de células dependente de EPO.
A Figura 3F apresenta os resultados para EPO no ensaio de
proliferacdo de <células wutilizando a linha de células
dependente de EPO. A Figura 3G apresenta os resultados para
o péptido biotinilado complexado (AF 12285 com estre-
ptavidina (SA)) e a forma complexada de um péptido de
ligacdo a EPO-R biotinilado (AF 11505 com SA) na linha de

células dependente de EPO. Estes resultados mostram que os
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péptidos da invencdo se ligam e activam o TPO-R com um

elevado grau de especificidade.

IV. PREPARACAO DE PEPTIDOS E MIMETICOS DE PEPTIDOS

A. SINTESE DE FASE SOLIDA

Os péptidos da invencdo podem ser preparados por
métodos cléassicos <conhecidos na técnica, por exemplo,
utilizando técnicas convencionais de fase sélida. Os
métodos convencionais incluem sintese de fase sdélida
exclusiva, métodos de sintese de fase sélida parcial,
condensacdo de fragmentos, sintese cléassica em solucédo, e
mesmo por tecnologia de DNA recombinante. Ver, e.g.,
Merrifield J. Am. Chem. Soc. 85:2149 (1963). Em fase
sélida, a sintese ¢é tipicamente iniciada a partir da
extremidade C-terminal do péptido utilizando uma resina com
proteccdo alfa-amino. Pode ser preparado um material de
partida adegquado, por exemplo, por ligacdo do alfa-
aminodcido necessario a wuma resina clorometilada, uma
resina de hidroximetilo, ou uma resina de benzidrilamina.
Uma destas resinas clorometilada ¢ comercializada sob o
nome comercial de BIO-BEADSSX-1 por BRioRad Laboratories,
Richmond, CA. e a preparacdo da resina de hidroximetilo é
descrita por Bodonszky et al. Chem. Ind. (Londres) 38:1597
(1966) . A resina benzidrilamina (BHA) foi descrita por
Pietta e Marshall Chem. Commun. 650 (1970) e esta
comercialmente disponivel em Beckman Instruments, Inc.,

Palo Alto, CA, na forma de cloridrato.
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Deste modo, os compostos da invencdo podem ser
preparados por acoplamento de um aminodcido alfa-amino
protegido com a resina clorometilada com o auxilio de, por
exemplo, o catalizador bicarbonato de césio, de acordo com
o método descrito por Gisin Helv. Chim. Acta. 56:1467
(1973) . Apbs o acoplamento inicial, o grupo de proteccéo
alfa-amino ¢ removido pela escolha de reagentes incluindo
solucgdes de &cido trifluorocacético (TFA) ou &cido clori-

drico (HC1l) em solventes orgdnicos a temperatura ambiente.

Os grupos de proteccdo do alfa-amino s&o os co-
nhecidos como sendo Gteis na técnica de sintese de péptidos
passo a passo. Estdo incluidos grupos de proteccdo do tipo
acilo (e.g., formilo, trifluoroacetilo, acetilo), grupos de
proteccdo aromaticos do tipo uretano (e.g. benziloxicar-
boilo (Cbz) e Cbz substituido), grupos de proteccdo uretano
alifdtico (e.g., t-butiloxicarbonilo (Boc), isopropiloxi-
carbonilo, ciclo-hexiloxicarbonilo) e grupos de proteccéo
do tipo alquilo (e.g., benzilo, trifenilmetilo). Boc e Fmoc
sdo grupos de proteccdo preferidos. O grupo de proteccdo da
cadeia lateral permanece intacto durante o acoplamento e
ndo é separado durante a desproteccdo do grupo de proteccédo
do terminal amino ou durante o acoplamento. O grupo de
proteccdo da cadeia lateral deve ser removivel apds estar
completa a sintese do péptido final e sob condicdes de
reaccdo que nédo alteram o péptido alvo. 0Os grupos de
proteccdo da cadeia lateral para Tyr incluem tetra-
hidropiranilo, terc-butilo, tritilo, benzilo, Cbz, Z-Br-

Cbz, e 2,5-diclorobenzilo. Os grupos de proteccdo da cadeia



PE0885242 - 51 -

lateral para Asp incluem benzilo, 2,6-diclorobenzilo,
metilo, etilo, e ciclo-hexilo. 0Os grupos de proteccdo da
cadeia lateral para Thr e Ser incluem acetilo, benzoilo,
tritilo, tetra-hidropiranilo, benzilo, 2,6-diclorobenzilo,
e Cbz. O grupo de proteccdo da cadeia lateral para Thr e
Ser é Dbenzilo. 0Os grupos de proteccdo da cadeia lateral
para Arg incluem nitro, Tosilo (Tos), Cbz, adamantiloxicar-
bonilmesitoilsulfonilo (Mts), ou Boc. Os grupos de protec-
cdo da cadeia lateral para Lys incluem Cbz, 2-cloroben-
ziloxicarbonilo (2-Cl-Cbz), 2-bromobenziloxicarbonilo (2-

BrCbz), Tos, ou Boc.

Apds remocdo do grupo de proteccdo alfa amino, os
restantes aminodcidos protegidos estdo acoplados passo a
passo pela ordem desejada. Um excesso de cada aminoéacido
protegido ¢é geralmente utilizado com um grupo carboxilo
activador apropriado tal como diciclo-hexilcarbodiimida
(DCC) em solucdo, por exemplo, em misturas de cloreto de

metileno (CH,Cl;), dimetilformamida (DMF).

Apbs estar completa a sequéncia de aminoéacidos
desejada, o péptido desejado é desacoplado do suporte da
resina por tratamento com um reagente tal como &cido
trifluorcacético ¢ = fluoreto de hidrogénio (HF), que né&o
sé cliva o péptido a partir da resina, mas também cliva
todos o0s restantes grupos de proteccdo das cadeias
laterais. Quando ¢ wutilizada a resina clorometilada, o
tratamento com fluoreto de hidrogénio resulta na formacédo

dos &cidos do péptido livre. Quando ¢é utilizada a resina
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benzidrilamina, o tratamento com fluoreto de hidrogénio
resulta directamente na amida do péptido livre. Alterna-
tivamente, gquando ¢é empregue a resina clorometilada, o
péptido de cadeia lateral protegida pode ser desacoplado
por tratamento da resina do péptido com ambnia para
produzir a desejada amida protegida pelas cadeias laterais
ou com uma alquilamina para produzir uma alquilamida ou
dialgquilamida de cadeia lateral protegida. A proteccédo da
cadeia lateral ¢é depois removida da forma normal por
tratamento com fluoreto de hidrogénio para produzir as

amidas livres, algquilamidas, ou dialguilamidas.

Estes procedimentos de sintese de péptidos em
fase sdlida sdo bem conhecidos na técnica e posteriormente
descritos em Stewart Solid Phase Peptide Synthesis (Freeman

e Co., San Francisco, (1969)).

Utilizando o sistema "biblioteca de sintéticos
codificados”™ ou "sintese de polimero imobilizado em muito
larga escala" descritos na Série de Pedido de Patente U.S.
N°07/492 462, de 7 de Marco de 1990; 07/624 120, de 6 de
Dezembro de 1990; e 07/805 727 de 6 de Dezembro de 1991;
ndo se pode determinar apenas o tamanho minimo de um
péptido com esta actividade, pode também produzir-se todos
os péptidos que formam o grupo de péptidos que diferem do
motivo preferido (ou do tamanho minimo desse motivo) em um,
dois, ou mais residuos. Esta coleccdo de péptidos pode
depois ser pesquisada quanto a capacidade para se ligarem a

TPO-R. Este sistema de sintese de polimero imobilizado ou
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outros métodos de sintese de péptidos podem também ser
utilizados para sintetizar andlogos truncados e andlogos de
delecdo e anadlogos de combinacdo de truncagem e delecédo de

todos os compostos péptidos da invencéo.

B. AMINOACIDOS SINTETICOS

Estes procedimentos podem também ser utilizados
para sintetizar péptidos em que o0s aminoadcidos para além
dos 20 aminodcidos gque ocorrem naturalmente, geneticamente
codificados, sé&o substituidos em uma, duas, ou mais posi-
cdes de qualquer dos compostos da invencdo. Por exemplo,
naftilalanina pode ser substituido por triptofano, facili-
tando a sintese. Outros aminodcidos sintéticos gque podem
ser substituidos nos péptidos da presente invencdo incluem
L-hidroxipropilo, L-3,4-di-hidroxifenilalanilo, d amino-
dcidos tais como L-d-hidroxilisilo e D-d-metilalanilo, L-a-
metilalanilo, b aminoédcidos, e isogquinolilo. 0Os D amino-
acidos e os aminoéacidos sintéticos que ndo ocorrem natu-
ralmente podem também ser incorporados nos péptidos da

presente invencéio.

Podem substituir-se as cadeias laterais que
ocorrem naturalmente dos 20 aminoacidos geneticamente
codificados (ou D aminodcidos) com outras cadeias laterais,
por exemplo com grupos tais como alquilo, alquilo inferior,
alquilo ciclico de 4, 5, 6, a 7 membros, amida, amida
alguilo inferior, amida c¢i(alguilo inferior), alcoxilo

inferior, hidroxilo, carboxilo e o0s seus derivados de éster
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inferior, e hetereociclicos de 4, 5, 6, a 7Tmembros. Em
particular, podem ser empregues andlogos da prolina em que
o tamanho do anel do residuo de prolina é alterado de 5
membros para 4, 6, ou 7 membros. 0s grupos ciclicos podem
ser saturados ou insaturados, e se insaturados, podem ser

aromadticos ou ndo-arométicos.

Os grupos <ciclicos podem ser saturados ou
insaturados, e se insaturados, podem ser aromaticos ou né&o
aromaticos. 0Os grupos heterociclicos contém preferen-
cialmente um ou mais heterodtomos de azoto, oxigénio, e/ou
enxofre. Exemplos destes grupos incluem o furazanilo,
furilo, imidazolidinilo, imidazolilo, imidazolinilo,
isotiazolilo, isoxazolilo, morfolinilo (e.g. morfolino),
oxazolilo, piperazinilo (e.g. 1l-oiperazinilo), piperidilo
(e.qg. l-piperidilo, piperidino), ©piranilo, pirazinilo,
pirazolidinilo, pirazolinilo, pirazolilo, piridazinilo,
piridilo, pirimidinilo, pirrolidinilo (e.qg. l-pirro-
lidinilo), pirrolinilo, pirrolilo, tiadiazolilo, tiazolilo,
tienilo, tiomorfolinilo (e.g. tiomorfolino), e triazolilo.
Estes grupos heterociclicos podem ser substituidos ou néo
substituidos. Quando um grupo é substituido, o substituinte
pode ser alquilo, alcoxilo, halogénio, oxigénio, ou fenilo

substituido ou ndo substituidos.

Podem-se também, rapidamente, modificar os pépti-
dos da presente invencdo por fosforilacdo, e outros métodos
para tornar os derivados de péptido dos compostos da

presente invencdo sdo descritos em Hruby et al.*? Deste
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modo, os compostos péptido da invencdo também servem como
uma base para preparar miméticos de péptidos com actividade

biolbgica semelhante.

Os compostos péptidos da invencdo, incluindo
peptidomiméticos, podem ser covalentemente modificados num
ou mais de uma variedade de polimeros ndo proteicos, e.g.,
polietilenoglicol, polipropilenoglicol, ou polioxialguenos,
da forma apresentada na Patente U.S. N° 4 640 835; Patente
U.S. N° 4 496 689; Patente U.S. N° 4 301 144; Patente U.S.
N° 4 670 417; Patente U.S. N° 4 791 192) ou Patente U.S. N°

4 179 337.

C. MODIFICACOES TERMINAIS

Os especialistas na técnica reconhecem que estéo
disponiveis vaArias técnicas para a construcdo de miméticos
de péptidos com a mesma actividade bioldgica desejada ou
semelhante como o correspondente composto péptido mas com
uma actividade mais favordvel do que a do péptido em
relacdo a solubilidade, estabilidade, e susceptibilidade a
hidrélise e protedlise. Ver, por exemplo, Morgan e Gainor
Ann. Rep. Med. Chem. 24:243-252 (1989). 0O qgque se segue
descreve métodos para preparar miméticos de péptidos
modificados no grupo amina N-terminal, no grupo carboxilo
C-terminal, e/ou alterando uma ou mais das ligacdes amida
no péptido para uma ligacdo ndo amida. E entendido que duas
ou mais destas modificacdes podem ser acopladas na

estrutura do mimético do péptido (e.g., modificacdo do
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grupo carboxilo C-terminal e inclusdo de uma ligacdo -CHy-

carbamato entre dois aminodcidos no péptido).

1. MODIFICACOES N-TERMINAIS

Os péptidos sdo tipicamente sintetizados como o
dcido livre mas, como notado acima, podem ser rapidamente
preparados como uma amida ou éster. Pode também modificar-
se o terminal amino e/ou carboxilico dos compostos péptido
da invencdo para produzir outros compostos da invencdo. As
modificacdes do terminal amino incluem metilacdo (i.e.,
-NHCH; ou -NH(CH3z),), acetilacéo, adicdo de um grupo
carbobenzoilo, ou blogueamento do terminal amino com
qualgquer grupo de blogqueamento contendo uma funcionalidade
carboxilato definida por RCOO-, em que R é geleccionado a
partir do grupo consistindo em naftilo, acridinilo,
esteroidilo, e grupos semelhantes. As modificacgdes do
terminal carboxilo incluem a substituicdo do &cido livre
por um grupo carboxamida ou a formacdo de uma lactama
ciclica no terminal carboxilico para introduzir restricbes

estruturais.

As modificacdes do terminal amino sdo como reci-
tado acima e incluem alquilacdo, acetilacdo, adicdo de um
grupo carbobenzoilo, formacdo de um grupo succinimida, etc.
Especificamente, o grupo amino N-terminal pode depois ser

feito reagir como se segue:

(a) para formar um grupo amida de férmula RC(O)NH- em
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que R é como definido acima por reacgdo com um haleto
dcido [e.g., RC(0)Cl] ou anidrido &cido. Tipicamente, a
reaccdo pode ser conduzida <colocando em contacto
quantidades aproximadamente equimolares ou em exXcesso
(e.g., cerca de 5 equivalentes) de um haleto &acido com
0 péptido num diluente inerte (e.g., diclorometano)
preferencialmente contendo um excesso (e.g., cerca de
10 equivalentes) de wuma amina terciaria, tal como
diisopropiletilamina, para eliminar o &cido produzido
durante a reaccdo. As condigdes de reaccgdo sdo, de
outro modo, convencionais (e.g., temperatura ambiente
durante 30 minutos). A alquilacdo do terminal amino
para proporcionar uma N-substituicdo por um alquilo
inferior seguida por reaccdo com um haleto &cido, como
descrito acima, proporcionard um grupo N-alquilamida da

férmula RC (O) NR-;

(b) para formar um grupo succinimida por reacgdo com
anidrido succinico. Como anteriormente, pode ser empre-
gue uma quantidade aproximadamente equimolar ou um ex-
cesso de anidrido succinico (e.g., cerca de 5 equiva-
lentes) e o grupo amino ¢é convertido na succinimida
através de métodos bem conhecidos na técnica incluindo
a utilizacdo de um excesso (e.g., dez equivalentes) de
uma amina tercidria tal como diisopropiletilamina num
solvente inerte adequado (e.g., diclorometano). Ver,
por exemplo, Wollenberg, et al., Patente U.S. N° 4 ¢l2
132. E entendido que o grupo succinico pode ser substi-

tuido por, por exemplo, alquilo C,-Cs ou substituintes
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-SR que s&o preparados de uma forma convencional para
proporcionar succinimida substituida no terminal N do
péptido. Estes substituintes alquilo s&do preparados por
reaccdo de uma olefina inferior (C;-Cs) com anidrido
maleico da forma descrita por Wollenberg, et al.,
supra. € 0s substituintes -3SR sdo preparados por
reaccdo de RSH com anidrido maleico em que R é como

definido acima;

(c) para formar um benziloxicarbonil-NH- ou um grupo
benziloxicarbonil-NH- substituido por reaccgédo com
aproximadamente uma quantidade equivalente ou um
excesso de CBZ-Cl (i.e., cloreto de benziloxicarbonilo)
ou um CBZ-Cl substituido num diluente inerte adequado
(e.g., diclorometano) preferencialmente contendo uma
amina tercidria para eliminar o &cido produzido durante

a reaccao;

(d) para formar um grupo sulfonamida por reaccdo com
uma quantidade equivalente ou um excesso (e.g., 5
equivalentes) de R-35(0),Cl num diluente inerte adequado
(diclorometano) para converter a amina terminal numa
sulfonamida em que R é como definido acima. Preferen-
cialmente, o diluente inerte contém amina terciéria
excesso (e.g., dez equivalentes) tal como diisopro-
piletilamina, para eliminar o &cido produzido durante
reaccdo. As condigbes de reaccdo sdo, de outro modo,
convencionais (e.g., temperatura ambiente durante 30

minutos) ;
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(e) para formar um grupo carbamato por reaccdo com uma
quantidade equivalente ou um excesso (e.qg., 5
equivalentes) de R-0C(0)Cl ou R-0C(0)0OCsHs-p-NO, num
diluente inerte adequado (e.g., diclorometano) para
converter a amina terminal num carbamato em que R é
como definido acima. Preferencialmente, o diluente
inerte contém um excesso (e.g., cerca de 10 equiva-
lentes) de uma amina terciaria, tal como diisopro-
piletilamina, para eliminar qualquer &cido produzido
durante reaccdo. As condicdes de reaccdo sdo, de outro
modo, convencionais (e.g., temperatura ambiente durante

30 minutos); e

(f) para formar um grupo ureia por reacg¢do com uma
quantidade equivalente ou um excesso (e.g., 5 equiva-
lentes) de R-N=C=0 num diluente inerte adequado (e.g.,
diclorometano) para converter a amina terminal numa
ureia (i.e., grupo RNHC(O)NH-) em que R é como definido
acima. Preferencialmente, o diluente inerte contém um
excesso (e.g., cerca de 10 equivalentes) de uma amina
tercidria, tal como diisopropiletilamina. As condicdes
de reaccdo sdo, de outro modo, convencionais (e.g.,

temperatura ambiente durante cerca de 30 minutos).

2. MODIFICAgéES C-TERMINAIS

Na preparacdo de miméticos de péptidos em que o

grupo carboxilo C-terminal ¢é substituido por um éster
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(i.e., -C(O)OR em gque R ¢é como definido acima), sé&o
empregues as resinas utilizadas para preparar os Aacidos de
péptido, e o péptido protegido na cadeia lateral é clivado
com base e o &lcool apropriado, e.g., metanol. 0s grupos de
proteccdo de cadeia lateral s&o depois removidos de modo
habitual por tratamento com fluoreto de hidrogénio para

obter o éster desejado.

Na preparacdo de miméticos de péptidos em que o
grupo carboxilo C-terminal ¢é substituido pela amida
-C(O)NR°R?, a resina benzidrilamina ¢ wutilizada como o
suporte sdélido para a sintese do péptido. Apds a fina-
lizacdo da sintese, o tratamento com fluoreto de hidrogénio
para libertar o péptido a partir do suporte vresulta
directamente na amida livre de péptido (i.e., o C-terminal
¢ -C(O)NH,). Alternativamente, a utilizacdo da resina
clorometilada durante a sintese do péptido acoplada com a
reaccdo com amdénia para clivar o péptido protegido na
cadeia lateral a partir do suporte produz o a amida livre
de péptido livre e a reaccg¢do com uma algquilamina ou uma
dialquilamina produz uma alquilamida ou dialquilamida
protegida na cadeia lateral (i.e., o C-terminal é -C(O)
NRR' em que R e R' sdo como definido acima). A proteccdo da
cadeia lateral ¢é depois removida da forma habitual por
tratamento com fluoreto de hidrogénio para produzir as

amidas, alquilamidas, ou dialquilamidas livres.

Noutra forma de realizacgdo alternativa, o grupo carboxilo

C-terminal ou um éster C-terminal pode ser induzido para
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ciclizar por deslocagdo interna do -OH ou do éster (-OR) do
grupo carboxilo ou éster, respectivamente com o grupo amino
N-terminal para formar um péptido ciclico. Por exemplo,
apds sintese e clivagem para produzir o &cido de péptido, o
dcido 1livre ¢é —convertido num éster activado por um
activador de grupo carboxilo apropriado, tal como diciclo-
hexilcarbodiimida (DCC) em solucdo, por exemplo, em mis-
turas de cloreto de metileno (CHyCl,), dimetil formamida
(DMF') . O péptido ciclico é depois formado por deslocacédo
interna do éster activado com a amina N-terminal. A
ciclizacdo interna como oposta a polimerizacdo pode ser
aumentada por utilizacdo de solugdes muito diluidas. Esses

métodos sdo bem conhecidos na técnica.

Podem também ciclizar-se os péptidos da invencéo,
ou incorporar um residuo desamino ou descarboxilo nos
terminais do péptido, de modo a que ndo existe nenhum grupo
terminal amino ou carboxilo, para diminuir a suscepti-
bilidade a proteases ou para restringir a conformacdo do
péptido. Os grupos funcionais C-terminais dos compostos da
presente invencdo incluem amida, amida algquilo inferior,
amida di(algquilo inferior), alcoxilo inferior, hidroxilo, e
carboxilo, e derivados éster inferior destes, e seus sais

farmaceuticamente aceitéaveis.

D. MODIFICAgéES DE ESTRUTURA

Sdo0 descritos outros métodos para produzir deri-

vados de péptido dos compostos da presente invencdo em
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Hruby et al. Biochem J. 268(2):299-262 (1990). Deste modo,
os compostos de péptido da invencdo também servem como
modelos estruturais para compostos nédo peptidicos com
semelhante actividade Dbioldgica. 0Os especialistas na
técnica reconhecem que estdo disponiveis uma variedade de
técnicas para construir compostos com a mesma actividade
bioldégica desejada, ou semelhante, como o composto péptido
inicial, mas com mais actividade favorédvel do que o ini-
cial, em relacdo a solubilidade, estabilidade, e suscepti-
bilidade a hidrdélise e protedlise. Ver Morgan e Gainor Ann.
Rep. Med. Chem. 24:243-252 (1989). Estas técnicas incluem
substituir a estrutura peptidica com uma estrutura composta
por fosfonatos, amidatos, carbamatos, sulfonamidas, aminas

secundarias, e N-metilamino&cidos.

Miméticos de péptido em que uma ou mais das
ligacdes peptidilo [-C(O)NH-] foram substituidas por
ligagcdes como uma ligacdo -CHy-carbamato, uma ligacéo
fosfonato, uma ligacdo -CHy-sulfonamida, uma ligacédo ureia,
uma ligacdo de amina secundéaria (-CHyNH-), e uma ligacéo
peptidilo alquilada [-C(O)NR°- em que R° é alquilo infe-
rior] s&o preparados durante a sintese de péptido conven-
cional substituindo meramente um andlogo de aminoéacido
protegido adequadamente para o reagente aminodcido no ponto

apropriado durante a sintese.

Reagentes adequados incluem, por exemplo,
andlogos de aminoacido, em gue o grupo carboxilo do

aminoacido foi substituido com uma parte adequada para
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formar uma das ligacdes acima. Por exemplo, se é desejavel
substituir uma ligacdo -C(O)NR- no péptido com uma ligacéo
-CHy-carbamato (-CH,0C(0O)NR-), depois do grupo carboxilo (-
COOH) de um aminodcido adequadamente protegido é primeiro
reduzido no grupo -CH,OH, que é depois convertido através
de métodos convencionais, numa funcionalidade -0C(0O)Cl ou
numa funcionalidade para-nitrocarbonato -0C(0)0-C¢Hs—p-NO;.
A reaccdo de qualgquer um dos grupos funcionais com a amina
livre ou uma amina algquilada no terminal N do péptido
parcialmente fabricado, encontrado no suporte sdélido conduz
a formacdo de uma ligacdo -CH,0C(O)NR-. Para uma descricédo
mais detalhada da formacdo dessas ligacdes -CH,-carbamato,

ver Cho et al., Science, 261:1303-1305 (1993).

De um modo semelhante, a substituicdo de uma
ligacdo amido no péptido com uma ligacdo fosfonato pode ser
conseguida do modo apresentado nos Pedido de Patente U.S.

com os N°s de Série 07/943 805, 08/081 577, e 08/119 700.

A substituicdo de uma ligacdo amido no péptido
por uma ligacdo -CHy-sulfonamida pode ser conseguida
reduzindo o grupo carboxilo (-COOH) de um aminoéacido
adequadamente protegido no grupo -CH,OH e o grupo hidroxilo
é depois convertido num grupo de saida adequado, tal como
um grupo tosilo através de métodos convencionais. A reaccédo
do derivado tosilado com, por exemplo, &cido tioacético,
seguido por hidrélise e clorinacdo oxidativa ir& pro-
porcionar o grupo funcional -CH;-S5(0),Cl que substitui o

grupo carboxilo do aminoadcido, de outro modo adegquadamente
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protegido. A utilizacdo deste andlogo de aminoéacido
adequadamente protegido na sintese de péptido proporciona a
inclusdo de uma ligacdo -CH;S(0),NR-, qgue substitui a
ligacdo amido no péptido consequentemente proporcionando um
mimético de péptido. Para uma descricdo mais completa na
conversdo do grupo carboxilo do aminoacido num grupo
-CH»S (0),Cl, ver, por exemplo, Weinstein, Boris Chemistry &
Biochemistry of Amino Acids, Peptides and Proteins Vol. 7,

pp. 267-357, Marcel Dekker, Inc., Nova Iorque (1983).

Ligac¢des amina secunddrias em que uma ligacédo
-CH,NH- substitui a ligacdo amido no péptido podem ser
preparadas empregando, por exemplo, um andlogo de dipéptido
adequadamente protegido, em que a ligacdo carbonilo da
ligacdo amido foi reduzida num grupo CH; através de métodos
conventionais. Por exemplo, no caso da diglicina, a reducéo
da amida em amina ird produzir, apds desproteccdo de
H,NCH,CH,NHCH,COOH, que ¢é depois wutilizado na forma N-
protegida na seguinte reaccdo de acoplamento. A preparacio
desses andlogos por reducdo do grupo carbonilo da ligacéo

amido no dipéptido é bem conhecida na técnica.

O andlogo de aminodcido protegido adequadamente é
empregue na sintese de péptidos convencional do mesmo modo
como seria para o aminodcido correspondente. Por exemplo,
tipicamente cerca de 3 equivalentes do andlogo de amino-
4cido protegido sdo empregues nesta reaccdo. E empregue um
diluente orgédnico inerte, tal como cloreto de metileno ou

DMF e, qgquando é produzido um &cido como produto colateral
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da reaccédo, um solvente da reacgdo contém tipicamente uma
quantidade em excesso de uma amina tercidria para eliminar
0 4acido produzido durante a reaccdo. Uma amina terciédria
particularmente preferida ¢ diisopropiletilamina que &
tipicamente empregue em cerca de 10 vezes de excesso. Os
resultados da reacgcdo na incorporacdo no mimético do
péptido de um andlogo de aminodcido possuindo uma ligacéo
ndo peptidilo. Essa substituicdo pode ser repetida como
desejado, de modo a que desde zero a todas as ligacdes

amida no péptido foram substituidas por ligacdes ndo amida.

Pode também ciclizar-se os péptidos da invencéo,
ou incorporar um residuo desamino ou descarboxilo nos
terminais do péptido, de modo a gue nédo exista nenhum grupo
amino ou carboxilo terminal, para diminuir a suscepti-
bilidade a proteases ou para restringir a conformacdo do
péptido. Os grupos funcionais C-terminais dos compostos da
presente invencdo incluem amida, amida algquilo inferior,
amida di(algquilo inferior), alcoxilo inferior, hidroxilo, e
carboxilo, e os seus derivados de éster inferior, e 0s seus
sais farmaceuticamente aceitédveis. Exemplos de compostos

ciclizados s&do proporcionados nas Tabelas 4, 5, 6, 8, e 9.

E. FORMACAO DE LIGACAO DISSULFURETO

Os compostos da presente invencdo podem existir
numa forma ciclizada com uma ligacdo dissulfureto intra-
molecular entre os grupos tiol das cisteinas. Alterna-

tivamente, uma ligacdo dissulfureto intermolecular entre os
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grupos tiol das cisteinas pode ser produzida para produzir
um composto dimérico (ou oligomérico superior). Um ou mais
dos residuos de cisteina podem também ser substituidos com
uma homocisteina. Estes derivados dissulfureto intramo-
leculares ou intermoleculares podem ser reapresentados

esquematicamente, como apresentado abaixo:

-}SST - \‘.:f "1{:

(CH 1)&\ (CH Z)n

N
em gque m e n sdo independentemente 1 ou 2.

Outras formas de realizacdo desta invencdo pro-
porcionam andlogos destes derivados dissulfureto em que um
dos enxofres foi substituido por um grupo CH; ou outro
isostero para enxofre. Estes andlogos podem ser produzidos
através de um deslocamento intramolecular ou intermo-
lecular, wutilizando métodos conhecidos na técnica como

apresentado abaixo:

7 P
?’\Q- T‘(
N
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em que p ¢ 1 ou 2. Um especialista na técnica seré
entenderd prontamente que esta deslocacdo também pode
ocorrer utilizando outros hombélogos de derivado de &cido a-

amino-g-butirico apresentado acima e homocisteina.

Alternativamente, o terminal amino do péptido
pode ser protegido com um &cido acético substituido em
alfa, em gque o substituinte alfa é um grupo de saida, tal
como um &cido o-haloacético, por exemplo, o-cloroacético,
oa-bromoacético, ou a-iodoacético. Os compostos da presente
invencdo podem ser ciclizados ou dimerizados através da
deslocacdo do grupo de saida pelo enxofre do residuo de
cisteina ou homocisteina. Ver, e.g., Barker et al. J. Med.
Chem. 35: 2040-2048 (1992) e Or et al. J. Org. Chem.
56:3146-3149 (1991). Exemplos de compostos dimerizados sé&o

proporcionados nas Tabelas 7, 9, e 10.

V. UTILIDADE

Os compostos da invencdo sido Uteis in vitro como
ferramentas Unicas para compreender o papel bioldgico de
TPO, incluindo a avaliacdo dos muitos factores que se
pensam influenciar, e ser influenciados por, a producdo de
TPO e o processo de 1ligacdo ao receptor. Os presentes
compostos s&do também Uteis no desenvolvimento de outros
compostos que se ligam a, e activam, o TPO-R, porgque oS
presentes compostos proporcionam informacdo importante na
relacdo entre estrutura e actividade que deve facilitar

esse desenvolvimento.
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Os compostos s&do também Uteis como ligantes
competitivos em ensaios para o rastreio de novos agonistas
do receptor de TPO. Nessas formas de realizacdo de ensaio,
os compostos da invencdo podem ser utilizados sem
modificacdo ou podem ser modificados numa variedade de
formas; por exemplo, por marcacdo, tal como unindo cova-
lentemente ou ndo covalentemente uma parte que proporciona
directamente ou indirectamente um sinal detectdvel. Em
qualquer destes ensaios, os materiais para isto podem ser
marcados quer directamente ou indirectamente. Possibi-
lidades para a marcacdo directa incluem grupos marcadores,

1257, enzimas

tais como: marcadores radioactivos, tais como
(Patente US 3 645 090), tais como peroxidase e fosfatase
alcalina, e marcadores fluorescentes (Patente U.S. N°. 3
940 475) capazes de monitorizar a alteracgdo na intensidade
da fluorescéncia, desvio do comprimento de onda, ou
polarizacdo da fluorescéncia. Possibilidades para marcacéio
indirecta incluem a biotinilacdo de um constituinte seguido
por ligacdo a avidina acoplada a um dos grupos de marcacéo
acima. 0Os compostos podem também incluir espacadores ou

ligantes em casos em que 0S8 compostos serdo ligados a um

suporte sdélido.

Para além disso, com base na sua capacidade para
se ligarem ao receptor de TPO, os péptidos da presente
invencdo podem ser utilizados como reagentes para detectar
receptores de TPO em células vivas, células fixadas, em
fluidos bioldégicos, em homogenatos de tecidos, em materiais

bioldgicos naturais, purificados, etc. Por exemplo, pela
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marcacdo desses péptidos, podem identificar-se células
possuindo TPO-R nas suas superficies. Adicionalmente, com
base na sua capacidade para se ligarem ao receptor de TPO,
os péptidos da presente invencdo podem ser utilizados em
coloracdo 1in situ, FACS (separacdo por tamanho de célula
activada por fluorescéncia), transferéncia de Western,
ELISA, etc. Adicionalmente, com base na sua capacidade para
se ligarem ao receptor de TPO, o0s péptidos da presente
invencdo podem ser utilizados na purificacdo do receptor,
ou na purificacdo de células que expressam 0SS receptores de
TPO na superficie celular (ou dentro de células

permeabilizadas).

Os compostos da presente invencdo também podem
ser utilizados como reagentes comerciais para vAarias
utilizacdes de investigacdo médica e de diagndéstico. Essas
utilizacdes incluem, mas ndo estdo limitadas a: (1)
utilizacdo como um padrdo de calibracdo para quantificar as
actividades de agonistas candidatos de TPOs numa variedade
de ensaios funcionais; (2) wutilizacdo para manter a
proliferacdo e crescimento de linhas de células dependentes
de TPO; (3) utilizacdo na andlise estrutural do receptor de
TPO através de co-cristalizacdo; (4) utilizacdo para
investigar o mecanismo de transducdo do sinal de TPO/acti-
vacdo do receptor; e (5) outras aplicacgdes de investigacéo
e diagndéstico, em que o receptor de TPO é preferencialmente
activado ou essa activacdo € convenientemente calibrada
contra a quantidade conhecida de um agonista de TPO, e

semelhantes.
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Os compostos da ©presente invencdo podem ser
utilizados para a expansdo 1in vitro de megacaribdécitos e
seus progenitores dedicados, ambos em conjuncdo com
citocinas adicionais ou isoladamente. Ver, e.g., DiGiusto
et al. Publicacdo PCT N°. 95/05843. As terapéuticas de
quimioterapia e radiacdo provocam trombocitopenia matando a
populacdo madura, em rapida divisdo, de megacaridécitos.
Contudo, estes tratamentos terapéuticos pode também reduzir
0 numero e viabilidade das células precursoras menos
mitoticamente activas de megacaridécito imaturo. Deste modo,
o melhoramento de trombocitopenia por TPO ou o0s compostos
da presente invencdo podem ser apressados por doentes
infundidos apdés quimioterapia ou terapia por radiacdo com
uma populacdo das suas prdprias células enriquecidas para

megacaridécitos e precursores imaturos por cultura in vitro.

Os compostos da invencdo também podem ser admi-
nistrados a animais de sangue quente, incluindo humanos,
para activar o TPO-R in vivo. Deste modo, a presente
invencdo é Gtil em métodos para tratamentos terapéuticos de
disturbios relacionados com TPO, que compreendem adminis-
trar um composto da invencdo em quantidades suficientes
para mimetizar o efeito de TPO em TPO-R in vivo. Por
exemplo, o8 péptidos e compostos da invencdo podem ser
administrados para tratar wuma variedade de distuirbios
hematoldégicos, incluindo, mas ndo limitados a disturbios de
plaguetas e trombocitopenia, particularmente guando asso-
ciadas a transfusdes de medula 6ssea, terapia por radiacéo,

e quimioterapia.
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Os antagonistas de TPO podem ser primeiro
administrados a doentes submetidos a quimioterapia ou tera-
pia por radiacdo, seguido pela administracdo dos agonistas

de tpo da invencéo.

A actividade dos compostos da presente invencédo
pode ser avaliada quer in vitro ou 1in vivo num de vAarios
modelos descritos em McDonald Am. J. of Pediatric

Hematalogy/Oncology 14:8-21 (1992).

De acordo com uma forma de realizacdo, as compo-
sicdes da presente invencdo sdo Uteis para o tratamento de
trombocitopenia associado a transfusdes de medula Ossea,
terapia por vradiacdo, ou guimioterapia. Os compostos
tipicamente serdo administrados profilacticamente antes de
gquimioterapia, terapia por radiacdo, ou transplante de

medula dssea, ou apds essa exposicéo.

De acordo com o exposto, a presente invencdo
também proporciona composicdes farmacéuticas compreendendo,
como um ingrediente activo, pelo menos um dos péptidos ou
miméticos de péptidos da invencdo em associacdo com um
veiculo ou diluente farmacéutico. Os compostos desta inven-
cdo podem ser administrados por vias de administracédo oral,
pulmonar, parentérica (injeccdo intramuscular, intraperi-
toneal, intravenosa (IV) ou subcuténea), inalacdo (através
de uma formulacdo de pd fino), transdérmica, nasal,
vaginal, rectal, ou sublingual, e podem ser formulados em

formas de dosagem apropriadas para cada via de adminis-
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tracdo. Ver, e.g., Bernstein et al. Publicacdo de Paente
PCT N°. W093/25221; Pitt et al. Publicacdo de Patente PCT
N°. WO094/17784; e Pitt et al. Pedido de Patente Europeia

613 683.

Formas de dosagem sélida para administracdo oral
incluem cépsulas, comprimidos, pilulas, pds, e grénulos.
Nessas formas de dosagem sédélida, o composto activo & mistu-
rado com pelo menos um veiculo inerte farmaceuticamente
aceitéavel, tal como sacarose, lactose, ou amido. Essas
formas de dosagem também podem compreender, como & pratica
normal, substdncias adicionais diferentes de diluentes
inertes, e.g., agentes lubrificantes, tais como estearato
de magnésio. No caso de cépsulas, comprimidos, e pilulas,
as formas de dosagem podem também compreender agentes
tamponantes. Os comprimidos e pilulas podem também ser

preparados com revestimentos entéricos.

Formas de dosagem liquida para administracédo oral
incluem emulsdes, solucdes, suspensdes, xaropes farmaceuti-
camente aceitiveis, com o0s elixires contendo diluentes
inertes normalmente utilizados na técnica, tais como &gua.
Além desses diluentes inertes, as composicdes podem também
incluir adjuvantes, tais como agentes humidificantes,
agentes emulsificantes e de suspensido, e agentes adocantes,

aromatizantes, e perfumantes.

Preparacdes de acordo com esta invencdo para

administracdo parentérica incluem solucgcdes aquosas ou néo
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aquosas, suspensdes, ou emulsdes estéreis. Exemplos de
solventes ou veiculo né&do aquosos sdo propilenoglicol,
polietilenoglicol, &éleos vegetais, tais como azeite e 6leo
de milho, gelatina, e ésteres organicos injectéveis, tais
como oleato de etilo. Essas formas de dosagem podem também
conter adjuvantes, tais como agentes de conservacdo, hume-
decimento, emulsificacdo, e dispersdo. Eles podem ser
esterilizados por, por exemplo, filtracdo através de um
filtro de retencdo de Dbactérias, por incorporacdo de
agentes de esterilizacdo nas composicdes, por irradiacéo
das composicgdes, ou por agquecimento das composicdes. Eles
também podem ser fabricados wutilizando &gua estéril, ou
outro meio injectével estéril, imediatamente antes da

utilizacéo.

Composicdes para administracdo rectal ou vaginal
sdo preferencialmente supositdédrios gque podem conter,
adicionalmente a substéncia activa, excipientes tais como
manteiga de cacau ou uma cera de supositdédrio. Composicdes
para administracédo nasal ou sublingual s&o também
preparadas com excipientes convencionais bem conhecidos na

técnica.

As composicdes contendo os compostos podem ser
administradas para tratamentos profilacticos e/ou
terapéuticos. Em aplicacdes terapéuticas, as composicdes
sdo administradas a um doente que Jj& sofre da doenca, como
descrito acima, numa quantidade suficiente para curar, ou

pelo menos parar parcialmente os sintomas da doenca e suas
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complicacdes. Uma quantidade adequada para realizar isto é
definido como "dose terapeuticamente eficaz". Quantidades
eficazes for esta utilizacdo iréd depender da gravidade da

doenca e do peso e estado geral do doente.

As composicgcdes da invencdo também podem ser
microencapsuladas através de, por exemplo, o método de Tice
e Bibi (em Treatise on Controlled Drug Delivery, ed. A.

Kydonieus, Marcel Dekker, N.Y. (1992), pp. 315-339).

Em aplicacdes profilédcticas, composicdes contendo
os compostos da invencdo sdo administrados a um doente
susceptivel de, ou de outro modo em risco de, uma doenca
particular. Uma tal quantidade é definida como sendo uma
"dose profilacticamente eficaz". Nesta wutilizacéo, as
quantidades precisas dependem novamente do estado de saulde

e do peso do doente.

As quantidades do agonista de TPO necessarias
para terapia eficaz dependeréo de muitos factores
diferentes, incluindo meios de administracdo, sitio alvo,
estado fisioldégico do doente, e outros medicamentos
administrados. Deste modo, as dosagens de tratamento devem
ser tituladas para optimizar seguranca e eficacia. Tipi-
camente, as dosagens utilizadas in vitro podem proporcionar
guias uUteis nas quantidades Uteis para administracdo 1in
situ destes reagentes. O teste de animais de doses eficazes
para o) tratamento de disttrbios particulares iré

proporcionar outra indicacdo de previsdo de dosagem humana.
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Vadrias consideracdes sdo descritas, e.g., em Gilman et al.
(eds), Goodman and Gilman's: The Pharmacological Basis of
Therapeutics, 8% ed., Pergamon Press (1990); e Remington's
Pharmaceutical Sciences, 7% ed., Mack Publishing Co.,

Easton, Penn. (1985).

Os péptidos e miméticos de péptidos desta inven-
cdo sdo eficazes no tratamento de estados mediados por TPO
quando administrados num intervalo de dosagem desde cerca
de 0,001 mg até cerca de 10 mg/kg de peso corporal por dia.
A dose esgpecifica empregue é regulada pelo estado
particular a ser tratado, a via de administracdo, assim
como pelo Juizo do médico assistente, dependendo de
factores tais como a gravidade do estado, a idade e o

estado geral do doente, e semelhantes.

EXEMPLO 1

SINTESE DE PEPTIDOS EM FASE SOLIDA

Varios péptidos da invencdo foram sintetizados
utilizando as técnicas de sintese de fase sdélida de
Merrifield (Ver Steward e Young, Solid Phase Peptide
Synthesis, 2%. edicdo, Pierce Chemical, Rockford, IL (1984)
e Merrifield J. Am. Chem. Soc. 85:2149 (1963)) num
instrumento automatizado Milligen/Biosearch 9600 ou um
sintetizador de péptidos Applied Biosystems Inc. Modelo
431A. Os péptidos foram montados wutilizando protocolos

convencionais de Applied Biosystems Inc. System Software
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versdo 1.01. Cada acoplamento foi efectuado durante uma-
duas horas com BOP (hexafluorofosfato de benzotriazolil N-
oxtrisdimetilamino-fosfdénio) e HOBt (l1-hidroxibenzo-tri-

azole).

A resina utilizada foi resina HMP ou PAL
(Milligen/Biosearch), que é uma resina de poliestireno de
ligacdo reticulada com é&cido 5-(4'-Fmoc-aminometil-3,5'-
dimetioxifenoxi)valérico como um ligante. A utilizacdo de
resina PAL resulta numa funcionalidade amida carboxil
terminal apds clivagem do péptido a partir da resina. Apds
clivagem, a resina HMP produz uma parte de 4cido
carboxilico no terminal C do produto final. Mais reagentes,
resinas, e aminodcidos protegidos (livres ou na resina)

foram adquiridos a Millipore ou Applied Biosystems Inc.

O grupo Fmoc foi utilizado para protecc¢do amina
durante o procedimento de acoplamento. A proteccdo de amina
primaria de aminoacidos foi conseguida com Fmoc e grupos de
proteccdo da cadeia lateral, que foram t-butilo para
serina, tirosina, asparagina, &cido glutédmico, e treonina;
tritilo para glutamina; Pmc (2,2,5,7,8-pentametil-cromas-
sulfonato) para arginina; N-t-butiloxicarbonilo para
triptofano; N-tritilo para histidina e glutamina; e S-

tritilo para cisteina.

A remocdo dos péptidos a partir da resina e
desproteccdo simulténea das funcdes de cadeia lateral foi

conseguida por tratamento com reagente K ou ligeiras
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modificacdes deste. Alternativamente, numa sintese de
péptidos escolhidos, com um terminal carboxilo amidado, o
péptido totalmente montado foi clivado com uma mistura de
90% de é&cido trifluoroacético, 5% de etanoditiol, e 5% de
dgua, i1nicialmente a 4 °C, e gradualmente aumentando até a
temperatura ambiente. 0s ©péptidos desprotegidos foram
precipitados com éter dietilico. Em todos os casos, a
purificacdo foi ©por cromatografia 1liquida de elevado
desempenho preparativa, de fase reversa, numa coluna de
silica gel 1ligada a Cl19, com um gradiente de acetoni-
trilo/dgua em &cido trifluoroacético a 0,1%. 0s péptidos
homogéneos foram caracterizados por Espectrometria de massa
de Bombardeamento Atdémico Fasc ou espectrometria de massa

de electrospray e andlise de aminodcidos quando aplicavel.

EXEMPLO 2

BIOENSAIOS

A Dbiocactividade dos péptidos pode ser medida
utilizando um ensaio de proliferacdo de células dependente
de trombopoietina. Células Ba/F3 dependentes de IL-3 de
Murino foram transfectadas com TPO-R humano de comprimento
total. Na auséncia de IL-3 (meio condicionado WEHI-3),
estas células sdo dependentes de TPO para a proliferacédo. A
linha de células parentéricas, ndo transfectadas n&o res-

pondem ao TPO humano, mas permanecem dependentes de IL-3.

Foram efectuados bioensaios em ambas as linhas de
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células acima utilizando péptidos sintéticos derivados do
rastreio da biblioteca. As células foram cultivadas em meio
RPMI-10 completo, contendo meio condicionado WSHI-3 a 10%,
depois lavadas duas vezes em PBS, ressuspensas em meio que
ndo tinha meio condicionado WEHT-3, e adicionadas a pocos
contendo diluicdes de péptido ou TPO a 2 x 10° célu-
las/poco. As células foram incubadas durante 48 horas a 37
°C numa atmosfera humidificada a 5% de CO, e actividade
metabdélica foi ensaiada pela reducdo de MTT para formazan,
com a absorvéncia a 570 nM medido num leitor de placas de
ELISA. Os péptidos testados estimularam a proliferacdo de
células 3a/F3 transfectadas com TPO-R num modo dependente
da dose, como apresentado na Figura 1. Estes péptidos néo

tém efeito na linha de células parental.

EXEMPLO 3

AFINIDADE DE LIGAQAO

As afinidades de ligacédo de péptidos sintetizados
quimicamente para TPO-R foram medidas num ensaio de
competicdo de ligacdo. 0Os pocos de uma placa de microti-
tulacdo foram revestidos com 1 mg de estreptavidina,
bloqueada com PBS/BSA a 1%, seguido por 50 ng de anticorpo
imobilizador anti-receptor biotinilado (Abl179). Os pocos
foram depois tratados com uma diluicdo 1:10 da recolha de
TPO-R soltvel. VArias concentracdes de péptido ou mimético
do péptido foram misturadas com uma quantidade constante de

uma forma truncada de TPO consistindo nos residuos 1-156
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fundidos com o terminal C de proteina de ligacdo a maltose
(MBP-TPO156) . As misturas do péptido MBP-TPO156 foram
adicionadas aos pocos revestidos com TPO-R, incubadas du-
rante 2 horas a 4 °C e depois lavadas com PBS. A quantidade
de MBP-TPO;5¢ que foi ligada em equilibrio foi medida
adicionando um anti-soro de coelho dirigido contra MRBP,
seguido por fosfatase alcalina conjugada com IgG anti-
coelho de cabra. A gquantidade de fosfatase alcalina em cada
poco foi depois determinada utilizando métodos conven-

cionais.

O ensaio ¢ conduzido numa variedade de concen-
tracdes de péptido e os resultados sdo apresentados em
grafico, de modo a gque o eixo dos y representa a gquantidade
de MBP-TPO;s6s ligado e o eixo dos x representa a concen-
tracdo de péptido ou mimético de péptido. Pode depois
determinar-se a concentracdo a que o péptido ou mimético do
péptido reduzird em 50% (ICsg) a quantidade de MBP-TPO;s¢
ligado a TPO-R imobilizado. A constante de dissociacdo (Kg)
para o péptido serd semelhante a ICsy medida utilizando as

condicdes de ensaio descritas acima.

EXEMPLO 4

"PEPTIDOS EM PLASMIDEOS"

O vector pJdSl42 é utilizado para a construgdo de
biblioteca e ¢é apresentado na Figura 4. S&o0 necessarias

trés sequéncias de oligonucledétido para a construcdo da
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biblioteca: ON-829 (5' ACC ACC TCC GG); ON-830 (5'" TTA CTT
AGT TA) e um oligonucledtido especifico para a biblioteca
de interesse (5' GA GGT GGT {NNK}, TAA CTA AGT AAA GC), em
que {NNK}, representa uma regido aleatdéria do comprimento e
sequéncia desejados. Os oligonucledétidos podem ser fosfori-
lados em 5' quimicamente durante a sintese ou apds a puri-
ficacdo com cinase de polinucledétido. Eles sdo depois empa-
relhados a uma proporcdo molar de 1:1:1 e 1ligados ao

vector.

A estirpe de E. coli que ¢é preferencialmente
utilizada para biosseleccdo possui o gendtipo: A(srl-recl)
endAl nupG lon-11 sulAl hsdR17 A(ompT-fepC)266 AcCIpA319:
kan AlacI lac ZU118 gque pode ser preparada a partir de uma
estirpe de E. coli a partir de E. coli Genetic Stock Center
na Universidade de Yale (E. coli b/r, designacdo do stock
do centro CGSC:6573) com o gendtipo lon-11 sulAl. A estirpe
de E. coli acima ¢é preparada para utilizacdo em electro-
poracdo como descrito por Dower et al. Nucleic Acids Res.
16:6127 (1988), excepto: que ¢ utilizado glicerol a 10%
para todos os passos de lavagem. As células sédo testadas
quanto a eficiéncia wutilizando 1 pg de um plasmideo
Bluescript (Stratagene). Estas células sédo utilizadas para
o0 crescimento da biblioteca original e para amplificacédo da

populacdo enriquecida apds cada ronda de biosseleccéo.

Os péptidos nos plasmideos sdo libertados das
células para biosseleccdo por digestdo enzimdtica moderada

da parede celular utilizando lisozima. Apds sedimentacédo
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dos residuos celulares, o lisado bruto pode ser utilizado
directamente na maioria dos receptores. Se ¢é necesséaria
alguma purificacdo adicional dos complexos de plasmideo,
pode ser utilizada uma coluna de filtracdo em gel para
remover muitos dos contaminantes de baixo peso molecular no

lisado bruto.

A Dbiosseleccdo é realizada num tampdo (HEKL) de
uma concentracdo salina inferior a maioria dos tampdes
fisioldgicos. A biosseleccdo pode ser realizada em pocos de
microtitulacdo com um receptor imobilizado num anticorpo
monoclonal de ndo bloqueamento (MAb) ou por biosseleccdo em
esferas ou em colunas. Mais especificamente, na primeira
ronda de biosseleccdo. Podem ser utilizados 24 pocgos, cada
um revestido com receptor. Para a segunda ronda, sé&o
tipicamente utilizados seis pocos revestidos com receptor
(amostra PAN) e 6 pocos sem receptor (amostra NC). A
comparacdo do numero de plasmideos nestas duas amostras
pode dar uma indicacdo sobre se os clones especificos para
0 receptor estdo a ser enriquecidos por biosseleccdo. O
"enriquecimento" ¢é definido como a proporcdo de trans-
formantes de PAN em relacdo aqueles recuperados a partir da
amostra NC. O enriquecimento de 10 vezes é normalmente uma
indicacdo de que o0s clones especificos para o receptor

estdo presentes.

Nas Ultimas rondas de Dbiosseleccéo, & util
reduzir a entrada de lisado nos pocos para baixar a ligacédo

de fundo n&do especifica dos complexos de plasmideo. Na
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ronda 2, é normalmente utilizado 100 mL de lisado por pogo.
Na ronda 3, ¢é utilizado 100 mL de lisado por poco diluido
com 1/10 em HEKL/BSA. Para outras rondas de biosseleccdo, é
utilizada tipicamente uma entrada de unidades de trans-
formacdo de plasmideo de, pelo menos, 1000 vezes acima da

diversidade restante estimada.

As propriedades de ligacdo dos péptidos codifi-
cados por clones 1individuais s&o tipicamente examinadas
apdés 3, 4, ou 5 rondas de biosseleccédo, dependendo dos
numeros de enriquecimento observados. Tipicamente, é
utilizada uma ELISA que detecta a ligacdo especifica do
receptor por proteinas de fusdo do péptido LacI. Lacl ¢é
normalmente um tetrdmero e a espécie de ligacdo ao DNA
funcional minimo ¢ um dimero. Os péptidos péptidos séo
assim apresentados multivalentemente na proteina de fuséo.
Assumindo que uma densidade suficiente de receptor pode ser
imobilizada em pocgos, o0s péptidos fundidos a Lacl iréo
ligar-se a superficie de um modo cooperativo, multivalente.
Esta ligacdo cooperativa permite a deteccdo de eventos de
ligacdo de afinidade intrinseca baixa. A sensibilidade
deste ensaio é uma vantagem em que 0S sSucessos iniciais de
baixa afinidade podem ser facilmente identificados, mas é
uma desvantagem em qgue o sinal na ELISA n&o esta
correlacionado com a afinidade intrinseca dos péptidos. A
fusdo dos péptidos com a proteina de 1ligacdo a maltose
(MBP), como descrita abaixo, permite testar num formato de
ELISA em que forca de sinal estd melhor correlacionada com

a afinidade. Ver Figura 5A-B.
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O DNA dos clones de interesse pode ser preparado
na forma de cadeia dupla utilizando qualguer procedimento
de miniprep convencional. As sequéncias codificantes de
clones isolados ou de populacgdes de interesse podem ser
transferidos para vectores que fundem as sequéncias em
grelha com o gene que codifica MBP, uma proteina que geral-
mente ocorre como um mondémero em solugdo. A clonagem de uma
biblioteca em pJdS142 cria um sitio de restricdo BspEI
préximo do inicio da regido codificante aleatdéria da

biblioteca.

A digestdo com BspEI e Scal permite a purificacéo
de um fragmento de DNA de -900 pb que pode ser subclonada
num de dois vectores, pELM3 (citoplésmico) ou pELMI15
(periplasmico), que sdo modificacdes simples dos vectores
pPpMALc2 e pMALp2, respectivamente, comercialmente disponivel
de New England Biolabs. Ver Figura b5A-B. A digestdo de
PELM3 e pELM15 com Agel e Scal permite a clonagem eficiente
do fragmento BspEI-Scal a partir da biblioteca em pJSl42.
As extremidades BspEI e Agel s&do compativeis para a
ligacdo. Adicionalmente, a ligacdo correcta dos sitios Scal
& essencial para recriar um gene funcional bla (resisténcia
a Amp), baixando assim o nivel de <clones de fundo de
eventos de ligacdo ndo desejados. A expressdo das fusdes de
péptido MBP conduzida pelo promotor tac pode depois ser

induzida com IPTG.

Os lisados para as ELISAs de LaclI ou MBP sé&o
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preparados a partir de clones individuais por células de
lise utilizando lisozima e removendo residuos de células
insoluveis ©por centrifugacéo. Os lisados s&do depois
adicionadas aos pocos contendo receptor imobilizado e a
pocos de controlo sem receptor. A ligacdo por fusdes de
péptido LacI ou MBP é detectada por incubacdo com um anti-
soro policlonal de coelho dirigido contra quer LacI ou MBP
seguido por incubacdo com anticorpo secundédrio anti-coelho
de cabra marcado com fosfatase alcalina. A fosfatase
alcalina marcada ¢é detectada com substrato cromagénico

fosfato de p-nicrofenilo.

EXEMPILO 5

SISTEMA DE "DIMERO DE CAPACETE"

Uma variante da técnica de péptidos LacIl-em-
plasmideos utiliza uma proteina de ligacdo a DNA denominada
"dimero de capacete". O DNA que se liga pelo repressor lac
de E. coli ¢é mediado pelo dominio de ‘"capacete" de
aproximadamente 60 aminodcidos. O dimero dos dominios de
capacete que se ligam ao operador lac é normalmente formado
por associacdo do dominio C-terminal muito maior de
aproximadamente 300 aminodcidos: O sistema de "dimero de
capacete" utiliza moléculas de dimero de capacete contendo
dois capacetes ligados através de um ligante de péptido
curto. Estas proteinas ligam-se ao DNA com estabilidade
suficiente para permitir a associacdo de um epitopo de
péptido apresentado no terminal C do dimero de capacete com

o plasmideo que codifica esse péptido.
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Os péptidos aleatdrios sdo fundidos com o©
terminal C do dimero de capacete, que se 1liga com O
plasmideo que o codifica para produzir um complexo péptido-
dimero de capacete-plasmideo que pode ser rastreado por
biosseleccdo. O sistema dimero de capacete péptidos-em-
plasmideos permite maior selectividade para os ligandos com
mais elevada afinidade do que o sistema LacI. Deste modo, o
sistema de dimero de capacete ¢é Gtil ©para produzir
bibliotecas de mutagénese com base em sucessos de baixa
afinidade iniciais, e seleccionar variantes de mais elevada

afinidade do que essas sequéncias iniciais.

As bibliotecas s&o construidas como com péptidos
em plasmideos wutilizando o vector de dimero de capacete
PCMG14 (ver Figura 6A-C). A presenca do operador lac nédo é
necessaria para a ligacdo de plasmideo pela proteina de
dimero de capacete. As bibliotecas foram introduzidas na
estirpe bacteriana compreendendo E. coli (lon-11 sulAl
hsdR17 (ompT-fepC) AclpA319::kan AlacI lac 2zZU118 A (srI-
recA) 306::Tnl0 e amplificado em condicdes de inducédo de
promotor basal (A). A biosseleccdo de bibliotecas de dimero
de capacete é realizada através de procedimentos
semelhantes aos utilizados para bibliotecas Lacl, excepto
que ¢é utilizado o tampdo HEK em vez de tampdo HEKL e a
eluicdo de plasmideos a partir de pocos ¢é efectuada com
fenol aquoso em vez de com IPTG. As sequéncias da

biosseleccdo do dimero de capacete sédo frequentemente
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caracterizadas apds transferéncia para o vector MBP, de
modo que podem ser testadas na ELISA de MBP sensivel a
afinidade e também de modo a que as populacdes de clones
podem ser rastreadas por levantamentos de coldnias com

receptor marcado.

EXEMPLO 6

Neste exemplo o0s compostos ciclizados foram
sujeitos a trés ensaios. Primeiro, os valores de ICsy foram
obtidos como descrito acima. Adicionalmente, foi efectado
um ensaio de proliferacdo de células MTT como descrito
acima, para calcular os valores de ECsy. Finalmente, foi
realizado um ensaio de microfisidémetro (Molecular Devices
Corp.). Basicamente, neste ensaio foi determinada a taxa de
acidificacdo do meio extracelular em resposta a estimulacéo
do receptor de TPO pelos compostos da invencdo. Os
intervalos para ECsy estdo indicados simbolicamente como
para ICsy descritos acima. Os resultados estdo resumidos na

Tabela 4.

TABELA 4

EQEHnR EGSXnkY 155G
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(continuacéo)
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EXEMPLO 7

Neste exemplo os aminoacidos de substituigdo nas

posicgdes D, E, I, S, ou F no composto ciclizado

CADGPTLREWISFC
| : i}

foram ensaiados para ECsg e 1ICsy, valores como descritos
acima. Os resultados de microfisidmetro sdo apresentados em

paréntesis. 0s resultados estdo resumidos na Tabela 5

abaixo.



PE0885242 _ 90 -

TABELA 5
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EXEMPLO 8

Neste exemplo, os aminoacidos de substituicdo no

composto

(0O=C-NH}] -ADGPTLREWTISF {(CYS}

| |

CH, 3

foram avaliados nas posigdes D, S, ou F como indicados na
Tabela 6 abaixo. Os valores de ECsp e de ICsy foram calcu-
lados como descrito acima. Os resultados de microfisidmetro

estdo em paréntesis

[O=C-NH] -ADGETLRENISFI(CYS)
CHZ k>
Substuigdo ECS0 inkly Prolifersglo Cetul. 1050 fnhd
O-E i+ NI
Fooma de sdicso Hwe +H+] ND
AdigRa de Sy C-Term -+ "
5= by +4+{++} ND
F - Difh-Als {++§ ++
BF - abu, TiPh-Alks ++) ++

EXEMPLO 9

Neste exemplo, os valores de ECsy e de ICsy foram
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calculados como descrito acima para os compostos de dimero

listados na Tabela 7 abaixo. O mondémero ciclizado

CADGPTLREWISFC
i ]

¢ incluido como uma comparacéo.

Os compostos da Tabela 8 eram inactivas a uma

concentracdo maxima testada de 10 uM.

Na Tabela 9, os valores de ECs; e ICsy deter-
minados como descritos acima para as variantes ciclizadas e

dimerizadas de I E G PTLROQWILAARA sdo comparadas.

Na Tabela 10, as truncagens do dimero

(H}) ~ T EGPTLRQWILAARA
i
{H) ~TEGPTLRQWLARARA (fala) K - (NHy)

sdo comparadas. Os valores de ECgy e de ICsy foram calcu-
lados como descrito acima. Os resultados do microfisidmetro

sdo apresentados em paréntesis.
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TABELA 7
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(continuacéo)
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TABELA 8
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(continuacéo)

(B - RETRTEROMLER S
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TABELA 9
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EXEMPLO 10

Neste exemplo foram introduzidas varias substi-

tuicdes nas posicgdes G, P, e W no composto ciclizado

[H] - CADGPTLREWISFC- (NH,].
{ }

A Tabela 11 lista exemplos dos compostos substi-
tuidos gque apresentam actividade agonista de TPO. As

abreviaturas das substituicdes na tabela sdo como se segue:
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Tabela 11
[HI-CADGPTLREWISF G- [NH.|
G P W
Sar Hyp{G8n} Nal
Sar Hyp{QBn} MNal
Gly Fro Trp
Gly Pro Tp
Sar Hyp{OBn} Nal
Gaba Pro Trp
Cpr-Gly Pro Tp
Sar Hyp{QBi} Nal
Gly Fro Trp
Gly Fro Nal
Sar Fro Tip
Cpr-Gly L-Tic Nal
Gly D-Tic B-Trp
Cpr-Gly D-Tic Trp
Gaba Hyp{QBn} Trp

Substituicdes de prolina

8n0
&_ ( > Hom g
N~ ooon “ cooH Sy ooom
L-Pro D-Pro Lod-Hyvn (OBn)
{:’i:l\y [:Fi:ln, H N
u COOH n TOQH COOM

Acido L-pipecolinico Acido D-pipecolinico Acido L-azetidina carboxilico
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cooH

NH NH

LTic D-Tie {~Qic

L-Tig

Substituicdes de Triptofano

O-{-Nai 1-3.Nat 0D-2-Na

/

S= NH, HN— Ny N NHy

L-(Benzidril)Alanina DL-5-Mme-Trp DL-I-Me-Trp
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F B
[
\Q\/YMH w CooH \ 08
/ 3
HN~— NH, HNJ N4, HNJ NHy
BL-6-7Tip DL-5-F-Trp DL-5-Be-Trp
L-Tic
Substituicdes de Glicina
SN TN
AN COCH
HNT COOH b
Glicina Sarcosina
”TN M !
SN oo HaN CooH
R-Alanina Acido y-aminobutirico
W -
ﬁ/\caaw HAcona
N-Pentilglicina N-Ciclopropilglicina
EXEMPLO 11

Para avaliar a exequibilidade de ratinhos como
uma espécie de teste conveniente, foram realizadas véarias
experiéncias 1in vitro, concebidas para medir a actividade

dos compostos de teste no receptor do ratinho. Primeiro,
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células de medula, recuperadas a partir de fémures de um
ratinho Balb/C de 8 a 9 semanas, foram incubadas durante 7
dias em cultura ligquida com rhuTPO ou com varias concen-
tracdes dos péptidos de teste. No final do periodo de
incubacdo, as culturas foram concentradas por Cytospin,
coradas para acetilcolinesterase (AChE, um diagndstico de
megacaridcitos de ratinho), e contadas por anadlise
microscépica. rhuTPO a um (1) nM originou o crescimento
excessivo de células ndo aderentes muito grandes (>40 um)
que coram para AChE. Estas células parecem ser megaca-
riécitos maduros. A partir de uma sementeira inicial de 10°
células/mL de medula total (em culturas de 50 mL) desenvol-
veram-se 1 a 2 x 10° megacariécitos estimados. Esta
resposta a TPO foi designada como "maxima". As culturas de
controlo ndo contendo factores de crescimento adicionados
produziram muito poucas células positivas para AChE. Varios
dos compostos de péptido foram testados a concentracédo
elevada neste ensaio e o0s resultados estdo resumidos na
Tabela 12. O péptido A ac 10 uM produziu uma resposta
maxima da medula de ratinho. Esta descoberta foi a primeira
evidéncia de que esta familia de péptidos ¢é activa no
receptor de murino. Numa segunda experiéncia, as células de
medula foram recolhidas e cultivadas num meio semi-sdédlido
(metilcelulose) ndo contendo factores, contendo rhuTPO a 1
nM, ou Péptido A a 10 uM. Apdés 7 dias em cultura, as
coldénias de célula grande (presumidas como sendo megaca-
ridécitos) foram contadas e agrupadas em coldnias pequenas
(3-5 células) ou coldénias grandes (maiores do que 6
células). Os resultados sdo apresentados na Tabela 13. TPO

e o0s péptidos de teste produziram ambos substancialmente
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mais coldénias de ambos os tamanhos do que as culturas de
controlo negativo. Isto indica que o0s péptidos mimetizam
TPO na sua capacidade para estimular a expansdo da

populacido de células precursoras de Mk.

Para obter uma comparacdo mais quantitativa da
actividade dos compostos de teste nos receptores de murino
e humanos, o receptor de muTPO foi clonado e transfectado
para células BaF3. Foi isolada uma populacdo de células

dependentes de TPO.

TABELA 12

Péptido Resposta a concentracido testada (nM)
D 100 000 nenhuma

C 40 000 Maxima* *

C + S.A.* 1 000 Maxima* *

S.A. isolado 1 000 Nenhuma

B 100 000 Minimo

A 10 000 Maximo* *

TPO (R&D) 1 000 "Maximo"

*estreptavidina complexada com péptido biotinilado -
concentracédo de complexo putativo 1:4.

** comparado com TPO humano recombinante

**25-30% células coradas com AGE em cytopspin
Culturas sem factor - ca. 5% de células de coloracédo

com ACHE (celularidade baixa)




PE0885242 - 103 -

TABELA 13
Composto 3-5 Células | 6-12 Células

grandes grandes
Sem factores 1 2 1
Sem factores 2 1 1
1 nM TPO #1-1 15 6
1 nM TPO #1-2 12 1
1 nM TPO $#2-1 16 8
1 nM TPO #2-2 13 3
Péptido 10 uM #1-1 25 10
Péptido 10 uM #1-2 22 8
Péptido 10 uM #2-1 22 7
Péptido 10 uM #2-2 21 10

Lisboa, 4 de Junho de 2008
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REIVINDICACOES

1. Composto gque se liga a receptor de trombo-

poietina, possuindo o referido composto

(1) um peso molecular inferior a 8 000 daltons, e
(2) uma afinidade de 1ligacdo ao receptor de trombo-
poietina como expresso por uma ICsy ndo superior a

100 mM

em que o referido composto compreende uma sequéncia de

aminoéacidos:

XgGX1XpX3XyXsWX7; Em que Xg é qualquer um dos 20 L-
aminodcidos codificados geneticamente; X; é P; X, & T;

X € L; X4 € R; Xs € E ou Q; X7 é€ I ou L.

2. Composto da reivindicacdo 1, em que o refe-

rido composto compreende uma sequéncia de aminodcidos:
XoXgGX1XpX3XyXsWX7 em que Xg € A, C. D, E, K. L, Q, R, S,
T, ou V; e X € A, C, E, G, 1, L, M, P, R, Q, S, T, ou

V.

3. Composto da reivindicacdo 2, em que Xg &€ D,

E, ou K; e X¢ & A ou I.

4, Composto da reivindicacdo 3, em que O
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referido composto é seleccionado a partir do grupo consis-
tindo em GGCADGPTLREWISFCGG; GNADGPTLRQWLEGRRPKN; GGCADG-
PTLREWISFCGGK; TIKGPTLROWLKSREHTS; STIEGPTLREWLTSRTPHS;

LATEGPTLROQWLHGNGRDT; CADGPTLREWISEFC; e IEGPTLROWLAARA.

5. Composto que se liga a receptor de trombo-

poietina, possuindo o referido composto:

(1) um peso molecular inferior a 8 000 daltons, e

(2) uma afinidade de 1ligacdo ao receptor de trombo-
poietina como expresso por uma ICsy ndo superior a
100 mM, em que o referido composto compreende uma

sequéncia de aminodcidos: GGCTLREWLHGGFCGG.

6. Composto que se liga ao receptor de trombo-
poietina, em que o referido composto ¢é seleccionado a

partir do grupo consistindo em

CAOGPTLREWISFC .

{Ac] - CAOGPTLREWISFC - [NH,] .

O = C-ADGPTLREWISFC - INH,]

l E

T A—— s
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IEGPTLRQWLAARA

!

IECGPTLROQWLAARA((ala)-K [NH,]

7. Composicdo farmacéutica compreendendo o com-
posto da reivindicacdo 1, em combinacdo com um veiculo

farmaceuticamente aceitéavel.

8. Utilizacdo de um composto de qgualquer uma
das reivindicacdes 1-6 na preparacdo de um medicamento para

activar o receptor de trombopoietina num humano.

9. Utilizacdo de um composto de gualquer uma
das reivindicacdes 1-6 na preparacdo de um medicamento para

o tratamento de um disturbio hematoldgico.

10. Utilizacdo como reivindicado na reivindi-
cacdo 9, em que o disturbio é um disturbio de plaquetas ou

trombocitopenia.

11. Utilizacdo como reivindicado na reivindi-
cacdo 10, em que o disturbio é trombocitopenia resultante
de qguimioterapia, terapia por radiacdo, ou transfusdes de

medula Ossea.

12. Composto de acordo com gqualquer uma das
reivindicacdes 1-6, em que o composto estd ligado

covalentemente a um polimero ndo proteico.
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13. Composto de acordo com a reivindicacdo 12,

em que o polimero ndo proteico é seleccionado a partir da

lista: polietilenoglicol, polipropilenoglicol, e poli-
oxialguenos.
14. Composto de acordo com a reivindicacdo 1, em

que o referido composto é seleccionado a partir do grupo

consistindo em

(H) - CIEGPTLRQWLAARA

]
(H) -~ CIEGPTLRQWLAARA ;

{Ac)-TEGPTLRQWLAARA

|
(AcH-IEGPTLRQWLAARA(Ala)K(NH,).

Lisboa, 4 de Junho de 2008
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