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PROCESO PARA DOBLAR POLIPEPTIDOS SINTETIZADOS QUIMICAMENTE

La presente invencién se refiere a un proceso para doblar polipéptidos
sintetizados quimicamente. Ademés, la invencién se refiere a un proceso para
producir protelnas biolégicamente activas.

A lo largo de los dltimos diez afios se ha presentado un escalonamiento en
la demandas de protelnas sintéticas luego de la sintesis quimica exitosa de la
proteasa VIH completamente activa, una enzima de 89 residuos elaborada por
métodos altamente optimizados de sintesis de péptidos de fase sdélida (SPPS)
basada en el enfoque estandar Boc/Bzl.

La sintesis de ubiquitin cristalino en 1994, una protelna pequefia
consistente en 78 residuos, ha demostrado también que las proteinas altamente
puras pueden ser sintetizadas por SPPS con base en el protocolo FmocA-Bu, un
método operacionalmente mas sencillo y quimicamente menos complejo que el
procedimiento Boc/Bzl.

A partir del 2000, hay una vasta evidencia experimental en el sentido de
que las protelnas de dominio simple que contengan entre 80 y 100 residuos
aminoacidos pueden ser producidas en forma rapida, confiable y econdmica
mediante sintesis quimica, con la ayuda de un sintetizador de péptidos, en
cantidades suficientes para estudios estructurales y funcionales.

Las proteinas que contienen enlaces de disulfuro preparadas mediante
sintesis quimica, una vez dobladas, tienen las mismas propiedades que las formas
naturales y las disefiadas genéticamente. Los enlaces de disulfuro de proteinas
forman estructuras ciclicas miltiples intra o Inter cadena que imparten
considerables restricciones de conformacién a las moléculas, contribuyendo de
este modo de una manera decisiva a la estabilizacion de la conformacion
bioactiva.

Las proteinas dobladas de dominio simple de estructura conocida pueden
prepararse mediante el apareamiento regioselectivo de los residuos de cisteina.
Se desarrollaron varias combinaciones de grupos protectores de cisteina
compatibles con los esquemas de proteccién comunes para la desproteccion y/o
cooxidacién por pasos y por pares de residuos de cisteina con selectividad
completa.



Sin embargo, una demostracién de qué tan exigente es la quimica
comprometida en el apareamiento regioselectivo de los residuos de cistalna en
protelnas que contienen miiltiples residuos de cistemna, es Ia reciente sintesis de
un péptido parecido a la insulina: fa relaxina humana. La sintesis del precursor de
cadena A se hizo utilizando métodos SPPS: el enfoque Fmoc/Bu y una resina
basada en alcohol p-alcoxibencllico, mientras que el precursor de cadena B se
preparé usando la resina PAM (enlace éster 4-carboxiamidometilbencilico a resina
basada en poliestireno) siguiendo el enfoque Boc/Bzl. De los cuatro residuos de
cisteina del precursor de cadena A, dos se protegieron como derivados S-Trt (S-
trifenilmetil), mientras que los demas tuvieron la proteccibn S-Acm (S-
acetamidometil) y S-Meb(S-p-metilbencil), respectivamente. Las dos cisteinas del
precursor de cadena B se protegieron por los grupos protactores S-Acm y S-Meb.
El enlace intramolecular S-S- de la cadena A se obtuvo primero por oxidacion de
yado. Los dos enlaces de disulfuro intermoleculares que conectan las cadenas A y
B se obtuvieron en dos pasos: en el primer paso, el tiol libre del precursor de !a
cadena A, obtenido mediante el desbloqueo de HF del grupo protector S-Meb, se
hizo reaccionar con el residuo Cys (Npys) (S-3-nitro-2-pirridina sulfenil) de la
cadena B (formacién dirigida de heterodisulfuro intermolecular) y, en el segundo
paso, el enlace restante S-S se obtuvo por la remocién cooxidativa de los grupos
S-Acm con yodo.

Los protocolos SPPS ofrecen la posibilidad de preparar mediante sintesis
quimica, una variedad de polipéptidos que contienen residuos de cistelna
protegidos con el mismo grupo bloqueador (protector). = Cuando los grupos
protectores son removidos por un nimero de reactivos oxidantes, se forman
directamente los enlaces de disulfuro. Los polipéptidos y/o las proteinas que
contienen cistelnas protegidas con S-Trt o0 S-Acm pueden ser dobladas de manera
eficiente con tratamiento con yodo, N-yodosuccinimida y yoduro de ciandgeno bajo
condiciones cuidadosamente controladas de solvente, pH y tiempo de reaccién
que minimicen la modificacién de los residuos Tyr, Met y Trp sensibles a oxidacién
y eviten la sobreoxidacion de tioles de cistelna a los acidos sulfénicos
correspondientes. '

El trifluoroacetato de Talio (lll) puede reenlazar los anteriores agentes
oxidantes produciendo en ocasiones mejores rendimientos de enlaces de
disulfuro. Las principales limitaciones de este reactivo son su toxicidad, la
dificultad par remover el talio del polipéptido objetivo y la necesidad de proteger
los residuos Met y Trp contra oxidacion.

mmu 2



Los reactivos oxidantes que contengan una mezcla de compuestos de
sulféxido/sililo y acido trifluoroacético han sido aplicados exitosamente para la
oxidacion directa a enlaces de disuffuro de precursores de polipéptido que
contengan residuos de cistelna S-Acm, S-But, S-Meb y S-Mob (S-p-
metoxibencilo). La necesidad de proteger el anillo indol Trp con formilo para evitar
clorinacion bajo condiciones oxidantes es, no obstante, la principal limitacién de
esta mezcla.

Mas populares y mas frecuentemente aplicados estan los métodos para el
doblamiento oxidativo de precursores sintéticos lineales de politiol (formas de
polipéptido reducido). En el método mas simple, los enlaces de disulfuro
adecuados pueden ser formados de manera espontdnea en la presencia de aire u
otros agentes oxidantes suaves. Ademas, e! doblamiento y apareamiento de
cisteina se obtiene en la presencia de la forma reducida (RSH) y oxidada (R-S-S-
R) de incompuesto de sulfidrilo de peso molecular bajo.

En polipéptidos sintéticos y pequefias protelnas consistentes de dominio
simple, la fuerza impulsora termodinamica de doblamiento que resulta de una
combinacion de enlace-H, apareamiento de iones y efectos hidrofdbicos, es
aparentemente sustancial como para producir de manera espontdnea los isdmeros
nativos en oxidacion renaturante aleatoria.

De estudios del doblamiento oxidativo de muiltiples proteinas pequefias que
contienen cisteina, como inhibidores de enzimas, tc-[)_tjr@_s_u_g_grrmr!_a_s,) se han
derivado informaciones utiles acerca de motivos estructurales en particular, por e;:
a-fum estabilizado por cistelna, pliegue poli(Pro)-ll helix estabilizado con cistelna
y pliegue estructural &- &4 estabilizado por cisterna, cuya estabilizacion es la
principal fuerza impulsora para el correcto enlace de disulfuro ain en moléculas de
péptidos relativamente pequefias. Si se pone atencién a la escogencia de
amortiguadores, la temperatura y los aditivos que estabilicen los motivos
estructurales secundarios, entonces luego se puede obtener in viiro el completo
doblamiento correcto de proteinas dobladas o revueltas parcialmente (mal
dobladas).

Se ha disefiado un nimero de protocolos de doblamiento para especies de
polipéptido de politiol para minimizar el incomecto apareamiento de cisteina
intramolecular que lleva a isdmeros no nativos, mal doblados y para evitar en lo
posible la formacion de enlaces de disulfuro intermolecular aleatorio que
promuevan la agregacion y la precipitacion.
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Por ello, la oxidacién de aire se hace generaimente a alta dilucién de la
forma politiol del precursor (1mg/ml o menos) bajo condiciones neutrales o
levemente alcalinas. Usualmente se requiere una larga duracién y produce en la
reaccién un subproducto inocuo como el agua. Sin embargo, las oxidaciones de
aire son dificiles de controlar debido a que cantidades de trazos de iones
metalicos influencian fuertemente sus tasas. Mas importante, las moléculas
basicas e hidrofébicas del precursor bésico tienden a agregar y a precipitar la
solucién en o cerca de sus puntos isoeléctricos basicos o neutrales durante el
proceso de doblamiento. Ademas, los productos secundarios causados por la
oxidacion de Met se acumulan durante el doblamiento. Aunque el nimero de
operaciones quimicas necesarias para doblar los precursores de politiol se reduce
a un minimo, la formacién de los enlaces de disulfuro que promueve el oxigeno
molecular de aire da en muchos casos bajos rendimientos, y en oeasio.nes no se
dan del todo.

También se han usado como oxidantes DMSQ y ferricianuro potasico. Sin
embargo, el ferricianuro potésico debe usarse a oscuras, y, si Met y Trp estan
presentas en la cadena de polipéptidos, los productos secundarios de oxidacién se
acumulan durante el doblamiento. El uso de DMSO ofrece frecuentemente
mejores resultados debido al hecho de que los doblamientos oxidativos pueden
hacerse bajo condiciones acldicas a una tasa eficiente sin productos nocivos en la
reaccion. El método es especialmente adecuado para doblar precursores basicos
e hidrofébicos de polipéptido debido a las caracteristicas de solubilidad mas alta
de especies que pasan por oxidacion en amortiguadores acldicos. Sin embargo,
se han reportado frecuentemente problemas para la remocion de DMSO del
producto final y reduccién en la selectividad de la formacién de enlaces de
disulfuro. Ademads, revolver los enlaces de disulfuro lleva a isébmeros mal
doblados y no siempre se puede evitar la oligomerizacién, aln con un control
cuidadoso de las condiciones experimentales.

Rendimientos mas altos de apareamiento y doblamiento correctos de
cistelna en precursores de politiol de proteinas pequefias se obtienen con mayor
frecuencia mediante el uso de amortiguadores redox (reduccién-oxidacién) tales
como glutationa oxidada (GSSG) y reducida (GSH) y cistelna/cisteina (Cys/Cys).

Asl, durante los doblamientos oxidativos de Ribonucleasa A (R.R, Hatgan y
colaboradores, Biochemistry 13, 613, 1974), el dominio central de 48 amino4cidos
de Hirudin (B.Chatrenet y J.Y. Chang J. Biol. Chem. 267, 3038, 1992) y Bovine
Pancreatic Trypsin Inhibitor (BPTI) (T.E. Creighton Methods Enzymol. 131, 83,

mmu 4



1888) inducidos mediante GSSG/GSH o Cys/Cys, se forman constantemente a lo
largo del proceso de doblamiento grupos de sulfidrilos y disulfuro libres.
Generaimente, las tasas y los rendimientos totales son mejores que el
doblamiento oxidativo en aire puesto que el intercambio tiol/disulfuro que ocurre en
los intermediatos de tiolato facilta volver a mezclar el disulfuro no nativo en
natural. En cuanto a doblamiento oxidativo en aire, se requiere la alta dilucién del
precursor de politiol para evitar la agregacién, formacién de oligdmeros y
polimeros y para maximizar los rendimientos de las especies de las proteinas
objetivo.

Durante la primera etapa de doblamiento jn vitro de Hirudin**®, el
doblamiento procede en forma secuencia e irreversible de la forma desdoblada y
reducida (politiof) a isdbmeros equilibrados que contienen uno y dos enlaces de
disulfuro y a especies equilibradas que contienen tres enlaces de disulfuro
(isbmeros revueltos) (J.Y. Chang Biochem. J. 300, 643, 1994). Se han
identificado casi todas las 75 especies de protelnas posibles, incluidas las nativas:
15 isdbmeros con un enlace S-S, 45 isbmeros con dos enlaces S-S y 15 isdbmeros
con tres enlaces S-S. Durante la segunda etapa del doblamiento, las especies
revuelias se reorganizan volviendo a mezciar los disulfuros no nativos para lograr
las especies de proteina nativa. La formacidn de disulfuro se promueve
principaimente mediante glutationa o cistelna oxidada, mientras que la remezcla
de disulfuro requiere un catalizador de tiol, como glutationa o cisteina reducida o

mercaptoetanol.

Aparentemente, la efectividad de los reactivos de tiol para promover la
remezcla, tiene relacion con su potencial redox (reduccién-oxidacién) y cada
catalizador presenta una concentracibn Optima. Cisteina/cistena es
aproximadamente 10 veces mas potente que GSSG/GSH en el proceso de
acumulacion de Hirudinas mezcladas. Esta diferencia se ha explicado por el
potencial redox relativo de los sistemas GSSG/GSH (-0,24 V) y Cys-Cys/Cys (-
0,22 V). Al seleccionar una combinacién de las condiciones 6ptimas (temperatura
amortiguador, sales y mezcia redox) el proceso de doblamiento de Hirudina149 se
aceler6é hasta el grado que alcanzé su terminacién dentro de un periodo de 15
minutos.

Por lo general, la conformacién nativa de una proteina sintética que
contiene varios enlaces de disulfuro debe formarse espontidneamente bajo
condiciones 6ptimas para el doblamiento de formas de politiol. Sin embargo, en
muchos casos, atin en condiciones optimizadas, los doblamientos oxidativos
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mediados por el redox anterior amortigua una cantidad considerable de
subproductos y se producen formas no concordantes. Este es especialmente el
caso en protelnas que tienden a formar la conformacién nativa solo en la
superficie de membranas especificas o con la ayuda de un chaperén molecular
especifico (S. Sakakibara Biopolymers, Peptide Science 51, 279, 1990).

Ademas, a pesar de su amplio uso, la mayoria de los doblamientos
oxidativos de los precursores de politiol promovidos por aire o los pares redox
GSSG/GSH y cisteina/cisteina se han hecho a manera de prueba y error, como
claramente los demuestran los experimentos de doblamiento de quimiocina
sintética y analogos de quimiocina. De hecho, si bien las quimiocinas nativas y un
nimero de sus analogos se doblan rapidamente, la estructura doblada siendo
estabilizada por dos o tres enlaces de disulfuro, varios analogos no se doblan bien
bajo las mismas condiciones como las comrespondientes moléculas nativas que
resultan en formas dobladas parcialmente. Estas observaciones representan una
firme indicacion en el sentido de que los cambios en la estructura primaria de los
precursores de politiol pueden afectar en forma adversa la induccién de
doblamientos locales correctos (A-turms motivos helicales de polipirolina, ete.) en
las cadenas de polipéptidos que se vayan a doblar. De aqui que la propensién
para doblar muchos precursores de tiol es principalmente una propiedad intrinseca
de la cadena de polipéptidos en lugar de una funcién del sistema de oxidacién
especifico de actuar en las moléculas.

También se ha reportado el mejoramiento de apareamientos seleccionados
de disulfuro mediante la adicibn de alcoholes, acetonitrilo y DMSO a
amortiguadores a baja intensidad i6nica. Esta estrategia implica realzar la
formacibn de enlaces de disulfuro especificos ajustando los factores
electrostdticos en el medio para favorecer la yuxtaposicién de aminoacidos
cargados opuestamente que bordean los residuos de cisteina seleccionados.

Enzimas tales como peptidilo disulfuro isomerasa (PDI) y prolijo isomerasa
(PPI) también se han empleado como aditivos para catalizar y modular el
intercambio de disulfuro. El tiempo requerido para doblar Hirudin jn_vitro puede
acortarse de 10 horas a 30 segundos si se agrega PDI al amortiguador del
redoblamiento. En este caso, la eficiencia de doblar in vitro no se difiere
significativamente de la observada in_vivo,

Los precursores de polipéptidos de politiol se obtienen directamente
mediante la separacién acidolitica polipéptido-resina cuando los residuos de
cistelna estén protegidos por grupos acido-labiles, por ej: Trt. Altemnativamente, y
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preferiblemente, los polipéptidos en los cuales todas las cisteinas estan protegidas
por un grupo resistente a acidos, por ej: el grupo acetamidometil (Acm) son
aisladas primero como derivados de S-cistelna mediante la separacién acidolitica
péptido-resina y luego el grupo Acm es eliminado mediante tratamiento con
Hg(AcO)2 en acido acético, seguido por la remocién de iones Hg por filtracién de
gel en presencia de una gran cantidad de mercaptoetanol.

Sin embargo, en ambos casos se ha reportado que varias reacciones
secundarias se presentan en los residuos de cisteina y triptofan. El anillo indol de
triptofan puede derivarse por mercaptoetanol y la cisteilna da un nimero de
reacciones secundarias, la mas importante siendo la oxidacién y la alquilacién de
cationes de t-butilo durante la remocién acidolltica de la cadena de polipéptidos de
la resina.

Por ello, debido a las fallas en las metodologlas actuales, existe la
necesidad de procesos mas simples y mas eficientes para doblar los poliéptidos
sintetizados quimicamente, y para preparar proteinas biolégicamente activas
mediante sintesis quimica.

Por lo tanto, el objeto de la presente invencién es proveer un proceso
eficiente, simple y rapido para doblar polipéptidos y/o proteinas, en el cual, entre
otras cosas se minimiza la formacién de isdmeros que contengan enlaces de
disulfuro no concordantes y se omite el uso de costosos reactivos de remezcla de
disulfuro tales como glutationa o enzimas; dicho método se puede repetir, es
solido y escalable. Estos y otros objetos serdn aparentes para las personas
versadas en la técnica.

Este objeto es logrado por la invencién mediante la provisién de un proceso
para doblar polipéptidos sintetizados quimicamente, que comprende tratar un
polipéptido que comprenda dos o mas residuos derivados de cistelna con un
agente reductor en un amortiguador de doblamiento que tenga un pH y una
temperatura predeterminados.

Se provee ademds un proceso para la preparacién de protelnas
biolégicamente activas, que comprende:

(a) sintetizar quimicamente un polipéptido que comprenda dos o mas
residuos derivados de cistelna;

(b) tratar dicho polipéptido con un agente reductor en un amortiguador de
doblamiento que tena un pH y una temperatura predeterminados; y
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(c) purificar las proteinas dobladas obtenidas.

Preferiblemente, el residuo derivado de cistelna cormesponde a un residuo
S-butilo-tio-cisteina (S-t-Bu). Por ello, segun la invencién, inesperadamente se ha
descubierto que las cistelnas derivadas S-t-Bu pueden ser desprotegidas, es decir,
perder el medio S-t-Bu mientras forman enlaces de disulfuro con ofras cisteinas
cuando son incubadas en un amortiguador de doblamiento adecuado a una
temperatura y pH adecuados.

Segun la presente invencioén, el agente reductor es preferiblemente cisteina
libre. Al amortiguador se le puede agregar un exceso de cisteina (como por
ejemplo segun se ilustra en los Ejemplos 1 a 5), o la cistelna se puede derivar de
dentro del polipéptido (tal como se ilustra en el Ejemplo 8).

En una realizacion preferida del proceso de la invenci6n, el amortiguador de
doblamiento comprende una o mas sales caotrdpicas con el fin de llevar al
polipéptido a condiciones de equilibrio que permitan que ocurra el doblamiento
natural. Esto se puede lograr por ejemplo colocando el polipéptido y/o la protelna
en condiciones de completa desnaturalizacién, por ejemplo por alta concentracién
de las sales caotrdpicas, y luego diluyendo la sal caotrépica a una concentracién
més baja para el doblamiento. Preferiblemente, las sales caotrbpicas se escogen
del grupo compuesto por cloruro de guanidinio y Grea, y preferiblemente, estén
presentes en una concentracién de 0,1 1 1M durante el doblamiento.

Preferiblemente, la temperatura del amortiguador de doblamiento es entre
25° y 40°C, mas preferiblemente entre 27°C y 38°C, con el fin de disminuir los
cambios de la degradacién del péptido, correspondiendo al mismo tiempo a las
temperaturas naturales del cuerpo. Mas preferiblemente, la temperatura es de
aproximadamente 37°C durante el doblamiento.

De acuerdo con otra realizacion preferida del proceso de la invencion, el
amortiguador de doblamiento tiene un pH levemente alcalino. Preferiblemente, el
pH es entre 7 y 9, més preferiblemente entre 7 y 8,5 con el fin de promover el
proceso del doblamiento. Como se puede deducir de lo anterior, e doblamiento
de protelnas depende de un conjunto complejo de interacciones. Por ejemplo, la
reaccién con cistelna no ocurre con un pH acldico y los valores pH mas altos
aumentan el riesgo de degradacion del polipéptido.

Luego del doblamiento, las proteinas identificadas pueden ser purificadas
por métodos conocidos en la técnica, incluida cromatografia de intercambio de
aniones y cationes, cromatografia de interaccién hidrofébica, cromatografia de



fase inversa, cromatografla de afinidad, Cromatografia de Interaccion
Hidrofllica/lntercambio de  Cationes (HILIC/CEC), Cromatografia de
Desplazamiento (DC) y Cromatografia de Desplazamiento de muestras (SDM).
Més preferiblemente, (fase inversa), se emplea cromatografia de alto rendimiento
en elusién, asl como la cromatografia de desplazamiento.

En una realizacién preferida del proceso para producir protelnas
biolégicamente activas, el proceso comprende los pasos de:

(a) ensamblar el polipéptido de cisteina S-t-butiHtic en un soporte
polimérico insoluble mediante elongacién de cadena por pasos;

(b) separar dicha cadena de polipéptido de cistelna S-t-butil-tio de dicho
soporte mediante aciddlisis;

(¢) purificar el polipéptido de cistelna S-t-butil-tio obtenido;

(d) doblar el polipéptido de cistelna S-t-butil-tiol purificado tratando dichos
polipéptidos con un exceso molar de cistelna en un amortiguador de doblamiento
que comprende una sal caotropica, preferiblemente cloruro de guanidinio, y con un
pH aicalino y una temperatura entre 37°C y

(e) purificar las proteinas dobladas obtenidas por mediante Cromatografia
Liquida de Alto Rendimiento (HPLC) de fase inversa.

En una realizacién atil del proceso de la invencidn, el soporte polimérico es
una polamida o una resina basada en poliestireno funcionalizada con el enlazador
de acido hidroximetilfenoxiacético labil, ya que estos soportes pueden usarse
adecuadamente para los sintetizadores de péptidos completamente
automatizados, y generalmente, permiten la sintesis de largas cadenas de
polipéptidos.

Tal como se explicé arriba, la presente invencién se basa en el ensamble
de fase sdlida por pasos de polipéptidos de cistelna S-t-butil-tio y en el hallazgo de
que se pueden producir cantidades considerables de proteinas nativas,
biolégicamente activas sometiendo a que dichos polipéptidos se doblen en Ia
presencia de un agente reductor, preferiblemente cisteina, a un pH levemente por
encima de neutro y a una temperatura aproximada de 37°C.

Sorprendentemente se ha descubierto que la produccién de proteinas
bioldgicamente activas se logra con un alto exceso molar de cistelna en un
procedimiento que retire el grupo protector S-t-butil y al mismo tiempo pemita la
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formacién del enlace de disulfuro. Este tipo de procedimiento es mas simple y
mas eficiente que los procedimientos que se describen en la técnica anterior para
el doblamiento de polipéptidos que contengan cistelna, los cuales se obtienen
mediante sintesis quimica. La remocioén del S-t-but ocurre dentro del mismo paso
del doblamiento del polipéptido.

Altemativamente, también se puede obtener el mismo material doblado
mediante una combinacion de la cistelna S-t-butil-tio y la cistelna protegida con
grupos &cidos-labiles en posiciones seleccionadas de la cadena de polipéptidos
para obligar la formacién de enlaces de disulfuro adecuados sin necesidad de una
adicion extra de un agente reductor al amortiguador de doblamiento. En este
caso, los grupos dcidos-labiles son removidos cuando el polipéptido es separado
de la resina a un pH acidico. De este modo se generan cistelnas libres, que a la
vez actlan como “agente reductor” intramolecular para permitir la remocién de S-t-
butil y la formacion de disulfuro (tal como se ilustra en el Ejemplo 6).

La esencia de la presente invencion se basa en:

- el ensamble répido de cadenas de polipéptidos S-tio-t-butiladas en el
soporte polimérico;

- el intercambio de disulfuro-tio catalizado por cisteina de los derivados en
condiciones levemente alcalinas que llevan a polipéptidos cisteinilados que son las
foomas macromoleculares oxidadas (proteina-S-S-cisteina; polipéptido-S-S-
cisteina) del par clasico reduccién-oxidacion (redox) cisteina/cistelna;

- la concentracién de la forma oxidada macromolecular que permanece
constantemente baja durante el proceso de doblamiento de modo que se minimice
el intercambio de disulfuro intermolecular; y

- la falta de agregacion de intermediatos mal doblados debido a una
formacién preferencial y rdpida de formas con pares comectos de cisteina
(estructura nativa).

Por ejemplo, de acuerdo con el proceso de la presente invenciéon para
doblar polipéptidos, en el primer paso, se disuelven 10 mg del derivado S-t-butil a
temperatura ambiente en 1 ml de un amortiguador, pH 8,0, que comprende 6 M de
cloruro de guanidinio, 10 mM Tris y 0,1 M Na;HPO, y la solucién que resulte es
mantenida a temperatura ambiente durante aproximadamente 20 minutos. En el
segundo paso, la solucién es primero diluida 10 veces con agua a un pH de 7,2,
(0,6 M cloruro de guanidinio, 1,0 mM Tris, 10 mM Na,HPO,, y una concentrdcién
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final del derivado del polipéptido 1 mg/ml) y luego se le agrega agitando un fuerte
exceso molar de cisteina (aproximadamente 100 veces la concentracién del
polipéptido o derivado de proteina. La temperatura es aumentada graduaimente a
37°C y se mantiene constante durante cerca de 24 horas con el fin de permitir que
ocurra el doblamiento del polipéptido.

El proceso de doblamiento de la presente invencién resulta en un producto
altamente homogéneo y es aplicable, solo con modificaciones menores, a
cualquier polipéptido que sea producido mediante sintesis quimica de fase sdlida
como el derivado de cisteina tio-t-butil. Ademas, el proceso segun la invencion,
tiene otra serie de ventajas sobre el proceso de la técnica anterior, pues emplea
formas precursoras de politiol, tales como:

- los residuos de cistelna de la cadena no son alquilados durante la
separacidn acidolitica de la resina de polipéptidos;

- no ocumre ni la sobreoxidacion de cistelna a acido sulfénico ni la
oxidacion que lleva a la formacion de! enlace intermolecular de disulfuro;

- se evita el riesgo de la derivacién del anillo indol Trp por mercaptoetanol,
la cual es necesaria para eliminar iones Hg contaminantes derivados del
desbloqueo de Acm con Hg(AcO),. De hecho, el tiolato de cisteina en la mezcla de
doblamiento de la presente invencién no modifica par nada el Trp;

- los residuos Met, Trp y Tyr sensibles a oxidacién no se modifican durante
el doblamiento;

- los costos de produccion de los productos doblados finales son
generalmente més bajos si se comparan con ios que emplean polipéptidos de
politiol y amortiguadores de reduccién-oxidacion (redox).

Para |a persona versada en la técnica serd aparente que, aunque las
protelnas identificadas son preparadas generaimente en alto rendimiento usando
el proceso de [a presente invencién, en algunos casos, por ej en el caso de
proteinas complejas con miuiltiples enlaces de disulfuro, una cierta poblacién de
formas intermediatas que no han evolucionado completamente a la estructura
nativa {(especies mal dobladas) pueden permanecer en solucién en equilibrio. Las
especies mal dobladas se pueden separar faciimente de las especies dobladas
commectamente mediante RP-HPLC y someterlas nuevamente a las condiciones de
doblamiento de la presente invencién para aumentar el rendimiento total del
proceso.
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Segin la invencion, la expresion “polipéptido™ se refiere a un polimero de
aminoéacidos ligados por enlaces de amino. La expresién “proteina” se refiere a
las especies de polipéptidos en su forma tridimensional, como las que ocurren en
las células y fluidos biolégicos de organismos vivos. Por ejemplo, las proteinas
pueden consistir de cadenas simples de polipéptidos doblados o pueden ser
estructuras complejas consistentes de cadenas multiples de polipéptidos
doblados.

Los siguientes Ejemplos y figuras se proveen para ilustrar la presante
invencion y su intencidn no es limitar la invencién fuera de las limitaciones que se
establecen en las reivindicaciones.

La Figura 1 muestra el perfii HPLC antes de remover el S-t-Butil y
doblamiento de hu-I1-309 (Ejemplo 4).

La Figura 2 muestra el resultado de la determinacién de masa del producto
de la Figura 1.

La Figura 3 muestra el perfil HPLC de hu-I-309 doblado y desprotegido
(Ejemplo 4), que demuestra un tiempo de retencién mas corto.

La Figura 4 muestra el resultado de la determinacién de masa del producto
de la Figura 3.

La Figura 5 muestra el resultado de la determinacién de masa del producto
de la Figura 3, luego de tratamiento con NEM. No se observa ningtin cambio en la
masa en comparacion con la Figura 4, indicando la ausencia de grupos —SH libres.

La Figura 6 es un gréfico de la comparacion entre la actividad biolégica del
recombinante |-309 y el I-309 sintético doblado de la presente invencién. La
actividad biologica se evalué mediante el enlace de quimiocina, marcada con %l a
linfocitos humanos.

La Figura 7 muestra el perfil HPLC analltico de la proteina del Ejemplo 5
luego del doblamiento.

La Figura 8 muestra el perfil HPLC preparativo de la protelna doblada del
Ejemplo 5.

La Figura 9 muestra el resultado de la determinacién de masa del praducto
purificado del Ejemplo 5, demostrando el peso molecular esperado.
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La Figura 10 muestra el perfil HPLC del polipéptido del Ejemplo 8 antes de
la remocién y doblamiento de S-t-Butil.

La Figura 11 muestra el resultado de la determinacién de masa del
polipéptido de ia Figura 10 (M=H).

La Figura 12 muestra el perfil HPLC de Ia protelna del Ejemplo 6 después
del doblamiento, demostrando un tiempo de reaccién més corto.

La Figura 13 muestra el resultado de la determinacién de masa de la
proteina de la Figura 12 (M=H), demostrando el peso molecular esperado.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1

ulada por activacion).

Se ensambié el derivado de quiomicina del residuo de 71 aminoacidos en
un Sintetizador Péptido A 433 (Perkin Eimer/EBI) usando la quimica Fmoci-Bu y
una resina basada en poliestireno funcionalizada con el enlazador de #cido
hidroximetilfenoxiacético labil (resina Wang) al cual se fij6 Fmoc-Ser-(t-Bu)
mediante esterificacién catalizada con DMAP (4-dimetilaminopiridina). El grado de
sustitucion fue 0,57 mole/q. La sintesis se hizo en una escala de 0,27 mole usando
un exceso 5 veces mayor de aminodcidos Fmo y reactivos de activacién DCI
(N,N'diisopropilcarbodiimida)/HOBt (1-hidroxibenzotriazol) en DMF. El tiempo de
acoplamiento fue de aproximadamente 60 minutos con monitoreo
espectofotométrico de desproteccién Fmoc.

Los cuatro tioles de cistelna se protegieron con grupos S-t-Butil y se usé u
esquema de proteccidon maxima para todas las demés cadenas secundarias :
Ser(t-Bu), Thr(t-Bu), Tyr(t-Bu), Asp(O-t-bu), Glu(Ot-Bu), Lys(Boc), Trp(Boc),
Asn(Trt), Gin(Trt) y Arg(Pmc). Luego de cada acoplamiento se taponé con
anhidrido acético y DIEA en DMF.

La resina polipéptida que resultd se traté a temperatura ambiente con una
mezcla fresca de TFA/agua/TIS (resina de triisopropilsilano)/fenol (78 5 :12 5,
vivivipeso, 10 mlig) durante 2,5 — 3,0 horas. El derivado polipéptido separado se
precipité por filtracion directa de la mezcla de separacién en metil-t-butiléter
(MTBE) frio y el producto precipitado se separ6 mediante centrifugacion, se lavd
dos veces con éter y se secé al aire.
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Luego, el producto crudo se disolvi6 en acido acético diluido, se liofilizd y se
redisolvié en acido acético al 50% y se aplicé a una columna de Sephadex G-50
(7025) usando écido acético al 50% como la fase mdvil. Las fracciones
recogidas se analizaron mediante espectrometria de masa MALDI-TOF y las que
contenfan el derivado polipéptido deseado (MW 8,436,9 Da) se agruparon y
liofilizaron luego de ser diluidas en agua.

Las fracciones agrupadas se disolvieron nuevamente en acido acético al
50% y se purificaron més cargandolas en una columna semipreparativa Viydac C,
de 250x10 mm. Se fluyeron las muestras a una tasa de flujo de 3 mi/min con un
gradiente lineal de 20-80% B en 80 minutos, donde B era TFA al 0,1% en
acetonitrilo y A, TFA al 0,1% en agua. La deteccion se hizo a 280 nm y antes del
doblamiento, solo se agruparon y liofilizaron las fracciones que contenian el
polipéptido objetivo.

El doblamiento del derivado de quimiocina purificado mediante RP-HPLC se
hizo disolviendo primero 10 mg del producto en 1mg de 6M de GnHCI, 0,1 M
NazHP, y 10 mM Tris a un pH de 8,0 y a temperatura ambiente. Luego de 20
minutos, se diluyd la solucién agregando 10ml de agua a la concentracion final de
0,6 M de GnHCI, 10 mM de Na;HP,, 1 mM de Tris, a un pH de 7,2 y una
concentracion de péptido de 1mg/ml. El doblamiento se inicié agregando cisteina
a una concentracion de aproximadamente 20 mM (cerca de 100 veces el exceso
molar con respecto a la concentracién del péptido) y aumentando gradualmente la
temperatura a 37°C.

La reaccién de doblamiento que ocurri6 a ia temperatura constante de 37°C
en aire se monitoreé mediante andlisis RP-HPLC de 25 mL allcuotas de solucién
extinguida con acido acético en un Médulo de Separacién Waters 2690 equipado
con un Detector de Amegio de Fotodiodos Waters 986, usando una columna
analltica Vydac, y un gradiente de acetonitrilo al 20-80%, en TFA al 0,1%/agua en
40 minutos con una tasa de flujo de 1,0 m/min. Se recogié 1 microlitro de cada
pico HPLC {(correspondiente a los intermediatos de doblamiento de las reacciones
de intercambio de tio-disulfuro), se mezclé con 1 microlitro de una solucién
saturada de &cido sinapinico en 1:2 de acetonitrilo/TFA al 1% en agua, se sec) al
vacio y se analiz6 mediante espectrometrla de masa MALDI-TOF usando un
espectrometro Voyager-DE (Perseptive Biosystem, Framingham, MA) equipado
con un laser de nitr6geno. Luego de 24 horas se fomé el 78% del polipéptido
doblado. El pico cuyo MW comrespondié a ese producto doblado se analizé a(n
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mas por reaccion con N-etilmaleimida (NEM) para detectar la presencia de grupos
de tiol libres (125 Da por cada SH).

La actividad biologica de hu-TARC que se obtuvo por la metodologla de la
presente invencion, se hizo de acuerdo con el método Imai (T.Imay y
colaboradores, J. Biol. Chem., 271, 21514, 1998).

Se evaluaron las lineas de célula T humanas, Hut78, Hut 102 y Jurkat, asl
como monolitos, neutréfilos y linfocitos frescos para su migracién a través de un
filtro de policarbonato como respuesta a TARC. No se provocd ninguna respuesta
quimiotactica en los monicitos ni en los neutréfilos, ni por TARC preparado
mediante sintesis quimica, ni por TARC recombinante. En las lineas de célula T,
Hut78 y Hut102, el TARC sintético, asl como el TARC recombinante indujo la
migracién con una curva tipica acampanada con un efecto maximo a 100 ng/ml.

EJEMPLO 2

La sintesis, purificacion y doblamiento de los derivados Cys'*% (St-+-Bu)-
hu-TARC y Cys'"% (S-t-Bu)-hu-TARC se hizo en ias mismas condiciones que se
adoptaron para Cys'®"'*% (S.tBu)hu-TARC (Ejemplo 1), siendo la unica
diferencia la proteccién Tit en Cys'® y en Cys'!, respectivamente, Ia cual fue
removida en forma concomitante hasta la separacién de los precursores del
polipéptido de la resina. Los rendimientos de las quimiocinas dobladas finaimente
fueron de 80% y 79%, respectivamente.

EJEMPLO 3

Sintesis y doblamiento de Cyg"""“ (S-Bu}-hu-TARC

La sintesis, purificacién y doblamiento del derivado Cys34,50(S-Bu) hu-
TARC se hizo en las mismas condiciones de los derivados de los Ejemplos 1y 2,
salvo que tanto Cys'® como Cys'' se protegieron Tr, el cual fue removido durante
la separacién final de la resina mediante TFA. El rendimiento del producto doblado
fue de aproximadamente 75%.
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EJEMPLO 4

Sintesis y doblamiento de Cys'®!!26.34.5%088g.1.p,)-hu-1-309.

La sintesis de hu-I-308 que contenla 8 cistelnas protegidas (S-t-Bu) se hizo
en una escala de 0,12 mole en las mismas condiciones que el Ejemplo 1 usando
una resina Wang Fmoc-Lys(Boc) (grado de sustitucion de 0,81 mmol/g). La resina
de polipéptido que resultd se tratd segin se describe en el Ejemplo 1 y el material
purificado G50 se purificd ain més cargdndolo en una columna Vydac Cq de
250x10 mm (tal como se muestra en las Figuras 1y 2).

El doblamiento del derivado de quimiocina purificado mediante RP-HPLC se
hizo disolviendo 65 mg del producto en 60 ml de 0,6M de GuHCI, 10 mM de
NaHPO, y 1 mM Tris a un pH de 8,0 y agregando cisteina a una concentracién de
100 veces el exceso molar con respecto al péptido. La solucién del polipéptido se
dejé a 37°C durante 4 dias. Luego de acidulacién con TFA, el material doblado se
aisié mediante RP-HPLC usando una columna Vydac Cig de 250x10 mm (tal como
se muestra en las Figuras 3 y 4). El apareamiento completo de cisteina se
analizd mediante espectrometria de masa luego de reaccién con N-etilmaleida
(NEM). No se Observé aumento en MW que indicara la ausencia de grupos de tiol
libre (tal como se muestra en la Figura 5). El rendimiento de la quimiocina final
doblada fue casi de 25%. El Hu-I-309 sintético, doblado, demostré una actividad
bioldgica equivalente a protefna recombinante (Figura 6).

Se hizo cromatografia analitica bajo las siguientes condiciones:

Columna: C18 250 x 4,6 mm (Vydac#238TP54)
Fase Movil: A =100% H20 TFA 0,1%

B = 100% CH3CN TFA 0,1%
Gradiente: el cromatograma reporté composicién B%

Detector: 214 nm

EJEMPLO §

Sintesis y doblamiento de fragmento de Plasmodio vivax terminal C.

La sintesis y purificacién de la proteina cirumsporozoita Plasmodium vivax
(PvCS) 303-372 que contenia 4 cisteinas protegidas (S-t-Bu) se hizo en las
mismas condiciones que el Ejemplo 1.
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El doblamiento e hizo agregando 27 mg de péptido en 2,7 ml de 6 M de
GuHCI en 0,1 M de amortiguador Tris, a un pH de 8,5. La solucién se mezcl6
durante 10 minutos. Luego se agregaron 13,56 ml de 1 mM EDTA, 0,2 M NaCl
amortiguada a un pH de 8,8 en 0.2 M de amortiguador Tris. Finalmente se
agregaron 10,8 ml de 35 mM de cisteina en 1 mM EDTA, 0,2 M NaCl amortiguado
a un pH de 8,8 en 0,2 M de amortiguador Tris. La mezcla de la reaccidn se lievd a
37°C. La reaccion de doblamiento sigui® en HPLC de fase inversa hasta la
terminacion (3 a 8 horas). (Figura 7 A) y se detuvo la reaccién enfriando durante 5
minutos a 4°C seguidos por la adicion de TFA al 1% (3 ml de TFA al 10%).
Posteriormente, el producto se purific6 mediante HPLC de fase inversa (Figura 8)
y se determiné la masa del producto final (Figura 9). El rendimiento del producto
final oxidado fue de 70 a 80%.

Se hizo cromatografia analitica bajo las siguientes condiciones:

Columna: C4 250 x 4,6 mm (Vydac#214TP54)
Fase Mévil: A = 100% H,O TFA 0,1%

B = 100% CH3;CN TFA 0,1%
Gradiente: el cromatograma report composicién B%
Detector: 214 nm

EJEMPLO 6

Si is Yy doblamiento a grande escala del fragmento Pasmodium falciparum de

terminal C

Se hizo una sintesis y purificacion a grande escala de la protelna
circumsporozoita Plasmodium falciparum (PfCS 282-383) que contenla solo 2
cisteinas protegidas (S-t-Bu) de 4, en las mismas condiciones que el Ejemplo 1 (tal
como se muestra en las Figuras 10 y 11) salvo por lo siguiente:

El doblamiento se hizo disolviendo 1,1 g de péptido parciaimente purificado
en 1,0 L de 0,1 M CH3COONH4, a un pH de 8,0, sin agregar cistelna libre al
amortiguador de doblamiento. La mezcla de la reaccién se mantuvo a 32°C
durante 18 horas. Luego, el producto se purificé mediante HPLC de fase inversa
(Figuras 12 y 13). El rendimiento del producto final oxidado fue de casi 37%.

Se hizo cromatografla analitica bajo las siguientes condiciones:

Columna: C18 250 x 4,6 mm (Vydac#238TP54)
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Fase Mévil: A = 100% H20 TFA 0,1%
B = 100% CH3CN TFA 0,1%
Gradiente; el cromatograma reporté composicion B%

Detector: 214 nm
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para doblar polipéptidos sintetizados quimicamente, que
comprende tratar un polipéptido y/o una proteina que comprende dos 0 mds
residuos derivados de cisteina con un agente reductor en un amortiguador de
doblamiento que tenga un pH y una temperatura predeterminados.

2. El proceso seg(n la reivindicacion 1, en el cual el residuo derivado de
cistefna corresponde al residuo de cisteina S-butil-tio.

3. El procesc segun la reivindicacion 1 6 2, en el cual el agente reductor
es cistelna,

4. El proceso segin la reivindicacion 1, 2 o 3, en el cual el amortiguador
de doblamiento comprende una o més sales caotrépicas.

5. El proceso segln [a reivindicacion 4, en el cual las sales caotrépicas
son escogidas del grupo compuesto por cloruro de guanidinio y drea.

6. El proceso segin la reivindicacion 4 6 5, en el cual las sales
caotrépicas en el amortiguador de doblamiento estdn presentes en una
concentracién de 01, a 1 M.

7. El proceso segin Ila reivindicacidbn en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, en ol cual el amortiguador de doblamiento tiene un pH
alcalino.

8. El proceso segun la reivindicacion 7, en el cual el pH esté entre 7 y 9.

9. El proceso segln la reivindicaciéon 7 u 8, en el cual el pH esta entre 7
y8.5.

10. El proceso segin cualquiera de Ias reivindicaciones 1 a 9, en el cual
la temperatura del amortiguador de doblamiento esta entre 25° y 40°C.

11.  El proceso segun la reivindicacién 10, en el cual la temperatura esta
entre 27°C y 38°C.

12.  El proceso segun la reivindicacién 10 u 11, en el cual la temperatura
es de aproximadamente 37°C.

mmu 19



13.  Un proceso para la preparacion de proteinas bioldgicamente activas,
que comprende:

(a) sintetizar quimicamente un polipéptido que comprenda dos o més
residuos derivados de cistelna;

(b) tratar dicho polipéptido con un agente reductor en un amortiguador de
doblamiento que tena un pH y una temperatura predeterminados; y

(c) purificar las proteinas dobiadas obtenidas.

14.  El proceso segun la reivindicaciéon 13, en el cual el residuo derivado
de cistelna corresponde a un residuo S-butil-tio-cistelna.

15. El proceso segln la reivindicacién 13 o 14, en el cual el agente
reductor es cistelna.

18. El proceso segun la reivindicacion 13, 14 o 15, en el cual el
amortiguador de doblamiento comprende una o mas sales caotrdpicas.

17.  El proceso seglin la reivindicacién 16, en el cual las sales caotrdpicas
se escogen del grupo compuesto por cloruro de guanidinio y Grea.

18. El proceso segun la reivindicacién 15 o 16, en el cual las sales
caofrépicas en el amortiguador de doblamiento estdn presentes a una
concentracién de 01, -1 M.

19. El proceso segin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 18, en el
cual el amortiguador de doblamiento tiene un pH alcalino.

20. El proceso segun la reivindicacién 19, en el cual el pH del
amortiguador de doblamiento esta entre 7y 8.

21.  El proceso segun la reivindicacion 20, en el cual el pH estAentre 7 y
8.5

22. El proceso seglin cualguiera de las reivindicaciones 13 a 21, en el
cual la temperatura del amortiguador de doblamiento esta entre 25°C y 40°C.

23. El proceso segun la reivindicacién 22, en el cual la temperatura esta
entre 27°C y 38°C.

24, El proceso segun la reivindicacién 22 o 23, en el cual la temperatura
es de aproximadamente 37°C.

mmu 20

S=



25. El proceso seglin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 24, que
comprende los pasos de:

(a) ensamblar el polipéptido de cisteina S-t-butil-tic en un soporte
polimérico insoluble mediante elongacién de cadena por pasos;

(b) separar dicha cadena de polipéptido de cisteina S-t-butil-tio de dicho
soporte mediante acidélisis;

(c) purificar el polipéptido de cisteina S-t-butil-tio obtenido;

(d) doblar el polipéptido de cistelna S-t-butil-tiol purificado tratando dichos
polipéptidos con un exceso molar de cisteina en un amortiguador de doblamiento
que comprende una sal caotrfpica, preferiblemente cloruro de guanidinio, y con un
pH alcalino y una temperatura entre 37°C y

(e) purificar las protelnas dobladas obtenidas por mediante Cromatografia
Liquida de Alto Rendimiento (HPLC) de fase inversa.

28. El proceso segin la reivindicacion 25, en el cual la sal caotrépica es
cloruro de guanidinio.

27. El proceso segun la reivindicacién 25 o 26, en el cual dicho soporte
polimérico es una poliamida o una resina basada en poliestireno funcionalizada
con el de acido hidroximetilfenoxiacético labil.

mmu 21
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