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DESCRIPCION
Termoestabilizacion de proteinas
Campo
La presente solicitud generalmente se refiere a terapéuticas anticocaina.
Antecedentes

El abuso de la cocaina es un problema social y médico intratable y resistente a los remedios con farmacoterapia. La
cocaina actiua bloqueando la recaptacion de monoaminas, dopamina, nroepinefrina y serotonina, de modo que
prolonga y aumenta los efectos de estos neurotransmisores en el sistema nervioso central (Benowitz, 1993). La
toxicidad de la cocaina esta marcada por convulsiones y por disfuncion cardiaca (p. ej., infarto de miocardio,
arritmias cardiacas, hipertension arterial, ictus o aneurisma diseccionante, e incremento de la demanda miocardica
de oxigeno) debido a los efectos sobre los sistemas neurotransmisores y bloqueo de los canales de sodio del
miocardio (Bauman y DiDomenico, 2002; Wilson y Shelat, 2003; Knuepfer, 2003). Dado que la capacidad de la
cocaina para atravesar facilmente la barrera hematoencefalica y sus extendidos efectos sobre los sistemas
nerviosos central y periférico, la sobredosis puede producir muerte subita (véase una revisiéon en Bauman y
DiDomenico, 2002).

Aunque el mecanismo de acciéon de la cocaina se conoce bien, esta informacion todavia no ha dado lugar al
desarrollo de un antagonista eficaz de la cocaina que podria usarse en situaciones de abuso y sobredosis. Los
rapidos y pleiotropicos efectos de la cocaina presentan un problema complejo para el tratamiento de la toxicidad
aguda de la cocaina (Carroll y Kuhar, 1999). Los dos tipos de terapias disponibles para el tratamiento del abuso de
opioides, el antagonismo (p. €j., naltrexona) y la sustitucién (p. ej., metadona) no tienen equivalentes en el caso de la
cocaina, aunque se estan considerando intentos con el ultimo (p. ej., Grabowski et al., 2004). Un abordaje es
prevenir o reducid que la cocaina llegue a los sitios de accion administrando esterasas enddgenas, anticuerpos
especificos de la cocaina o un anticuerpo catalitico.

La cocaina de origen natural es hidrolizada en el éster de benzoilo por la butirilcolinesterasa (BChE) sérica en éster
metilico de ecgonina no toxico y acido benzoico. En el higado, la caboxilesterasa hCE-2 hidroliza el éster metilico,
dando benzoilecgonina y metanol. La semivida de eliminacién en sangre varia de 0,5 a 1,5 horas (Inaba, 1989). Se
han producido algunos intentos de usar la BChE de origen natural o BChE modificada genéticamente para aumentar
la degradacion de la cocaina (Véase, por ejemplo, Carmona et al., 2000; Xie et al., 1999; Sun et al., 2002a; Sun et
al., 2002b; Duysen et al., 2002; Gao and Brimijoin S, 2004; Gao et al., 2005). Otros investigadores han usado un
anticuerpo monoclonal, Mab 15A10, como anticuerpo catalitico contra la cocaina (véase, por ejemplo, Landry et al,
1993; Mets et al., 1998), mientras que otros estan explorando el uso de vacunas contra la cocaina (véase, por
ejemplo, Kosten et al., 2002).

Una bacteria, Rhodococcus sp. MB 1, autéctona del suelo que rodea a la planta de coca, ha desarrollado la
capacidad para usar cocaina como su Unica fuente de carbono y de nitrégeno. La bacteria expresa una cocaina
esterasa (CocE) que actia de modo similar a BChE hidrolizando el éster de benzoilo de la cocaina y dando éster
metilico de ecgonina y acido benzoico (FIG. 1) Bresler et al., 2000; Turner et al., 2002; Larsen et al., 2002). El gen
para CocE se ha aislado y clobado (Bresler et al., 2000), y se ha determinado la estructura cristalina de CocE
(Turner et al., 2002; Larsen et al., 2002).

La enzima purificada (PM ~65 kDa) cataliza la cocaina con mucha eficiencia con una cinética de Michaelis-Menten ca
=72 s y Kn = 640 nM (Turner et al., 2002; Larsen et al., 2002), casi tres érdenes de magnitud superior a las
esterasas endogenas y, muy probablemente, actuaria lo bastante rapido como para destoxificar a los seres
humanos con sobredosis de cocaina (Landry et al., 1993; Mets et al., 1998). Adicionalmente, la esterasa también
metaboliza el cocaetileno, un potente metabolito de la cocaina y el alcohol, casi con la misma eficiencia con la que
metaboliza la cocaina (keat = 9,4 s~ y Km = 1600 nM) (Turner et al., 2002; Larsen et al., 2002).

Un aspecto de la CocE de Rhodococciis que limita su utilidad es su baja termoestabilidad, su ti» a 37° C es de
aproximadamente 15 minutos, mientras que su tiz a 4° C es >6 meses (solicitud de patente PCT
PCT/US2007/015762). La termoestabilidad se modificé genéticamente en CocE, teniendo varias proteinas mutantes
una mayor t1z a 37° C de hasta ~ 326 min (/d.).

Existe la necesidad de procedimientos u composiciones adicionales para la termoestabilizacion de CocE. La
presente invencién aborda dicha necesidad.

Compendio

Los inventores han descubierto que determinados compuestos termoestabilizan la CocE silvestre también
termoestabilizan las CocE mutantes que ya eran mas termoestables que la CocE silvestre.
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Por tanto, la solicitud esta dirigida a composiciones que comprenden una cocaina esterasa (CocE) y un compuesto,
en el que la CocE en presencia del compuesto es mas termoestable que la CocE en ausencia del compuesto; y el
uno o mas

compuestos termoestabilizantes se seleccionan de:

La solicitud esta dirigida adicionalmente a un método ex vivo de termoestabilizacion de una cocaina esterasa
(CocE), comprendiendo el procedimiento combinar un polipéptido de CocE con uno o mas compuestos de
10 termoestabilizacion seleccionados de:
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15 La solicitud también esta dirigida al uso de las composiciones anteriores para la fabricacién de un medicamento para
el tratamiento de una afeccion inducida por cocaina.

La solicitud esta dirigida adicionalmente a las composiciones anteriores para el uso en el tratamiento de una
afeccion inducida por cocaina.

También se ha descubierto que el mutante de CocE L169K/G173Q tiene un grado inesperadamente alto de
20 termoestabilidad. Véase el Ejemplo 5.

Por tanto, la solicitud dirigida adicionalmente a un acido nucleico aislado que codifica un polipéptido de CocE que
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos un 85% con el
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polipéptido de la SEC ID N° 1, en el que el polipéptido de CocE codificado tiene (a) las sustituciones L169K y
G173Q, y (b) la actividad esterasa con mayor termoestabilidad a 37°C en comparacion con la CocE silvestre.

La solicitud también dirigida al polipéptido de CocE que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una
identidad de secuencia de al menos un 85% con el polipéptido de la SEC ID N° 1, en el que el polipéptido de CocE
codificado tiene las sustituciones L169K y G173Q, y la actividad esterasa con mayor termoestabilidad a 37°C en
comparacion con la CocE silvestre. También se proporcionan composiciones que comprenden el polipéptido en un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Breve descripcion de las figuras
La FIG. 1 muestra el metabolismo de la cocaina catalizada por la cocaina esterasa de Rhodococcus (CocE).
La FIG. 2 son graficos de la desnaturalizacién de la cocaina con el tiempo en presencia y ausencia de CocE.

La FIG. 3 muestra el metabolismo del acetato de 4-nitrofenilo (4NPA) catalizado por la CocE y los graficos de la
desnaturalizacion de 4NPA con el tiempo en presencia y ausencia de CocE

La FIG. 4 es una fotografia de un gel no desnaturalizante que muestra la agregacion de CocE tras 1 hora de
incubacioén en varias condiciones y en presencia o ausencia de sustratos o productos.

La FIG. 5 es un grafico de un andlisis espectrofotométrico de la estabilizacion de la cocaina durante la escision
de 4NPA en presencia de varias concentraciones de cocaina.

La FIG. 6 son graficos que muestran un analisis espectrofotométrico cinético de la estabilizacion de CocE con
acido benzoico, éster metilico de ecgonina o acetato sodico.

La FIG. 7 son graficos, estructuras quimicas, un diagrama de una reaccion enzimatica y una fotografia de un gel
no desnaturalizante que muestra la termoestabilizacion de CocE mediante acido fenilboronico (PBA).

La FIG. 8 es un grafico que muestra termoestabilizacion con acido benzoico de CocE.

La FIG. 9 es un grafico que muestra los resultados de una deteccion selectiva de 40 compuestos de la capacidad
para termoestabilizar la CocE junto con las estructuras quimicas de los compuestos mas eficaces.

La FIG. 10 son graficos y la estructura del compuesto 6031818 que muestra los resultados de estudios sobre la
capacidad de dicho compuesto para inhibir la CocE.

La FIG. 11 son graficos y la estructura del compuesto 6031818 que muestra la capacidad de dicho compuesto
para termoestabilizar la CocE cuando se usan 4NPA o cocaina como sustratos.

La FIG. 12 son graficos y la estructura del compuesto 6169221 que muestra los resultados de estudios sobre la
capacidad de dicho compuesto para inhibir la CocE.

La FIG. 13 son graficos y la estructura del compuesto 6169221 que muestra la capacidad de dicho compuesto
para termoestabilizar la CocE cuando se usan 4NPA o cocaina como sustratos.

La FIG. 14 son graficos y la estructura del compuesto 5804236 que muestra los resultados de estudios sobre la
capacidad de dicho compuesto para inhibir la CocE.

La FIG. 15 son graficos y la estructura del compuesto 5804236 que muestra la capacidad de dicho compuesto
para termoestabilizar la CocE cuando se usan 4NPA o cocaina como sustratos.

La FIG. 16 son graficos que caracterizan adicionalmente mediante dicroismo circular, la estabilidad de la CocE
silvestre y T172R mutante.

La FIG. 17 son graficos que caracterizan adicionalmente, mediante dicroismo circular, la estabilidad de la CocE
silvestre en presencia de acido benzoico o acido fenilborénico.

La FIG. 18 son graficos que caracterizan adicionalmente, mediante dicroismo circular, la estabilidad de la CocE
mutante L169K en ausencia o presencia de acido fenilborénico.

La FIG. 19 son graficos que caracterizan adicionalmente, mediante dicroismo circular, la estabilidad de la CocE
silvestre en presencia o ausencia del compuesto 6031818.

La FIG. 20 son fotografias de geles no desnaturalizantes que muestran los resultados de un analisis de CocE
silvestre y de la CocE mutante L169K en presencia de varias moléculas pequefias tras la incubacion a 37 °C
para varios puntos de tiempo.
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La FIG. 21 es un grafico y una tabla que muestran los resultados de un analisis de la semivida por densitometria
puntual de los geles mostrados en la FIG. 20.

La FIG. 22 son diagramas que muestran la estructura de la cocaina esterasa. Panel A. La cocaina esterasa esta
compuesta por tres dominios distintos como esta indicado. Panel B. Mutaciones puntuales predichas por
métodos computacionales superpuestas sobre la estructura cristalina de wt-CocE. Las coordenadas se
obtuvieron de la base de datos RCSB(pdb:1JU4) de Larsen et al (2002). Se generaron modelos de estructuras y
se produjeron con PyMol (DeLano Scientific, Palo Alto, CA).

La FIG. 23 es un grafico que muestra el deterioro de la actividad de la CocE a 37 °C. 50 ng/ml de CocE silvestre
y loas mutantes se incubaron a 37°C y la actividad se midié (Xie et al., 1999) en el tiempo. Las semividas se
midieron a partir de las curvas resultantes. La CocE silvestre, T172R, L169K y T172R/G173Q mostraron las
semividas a 12 min, 46 min, 274 min y 326 min, respectivamente.

La FIG. 24 es un grafico que muestra que DTT inhibe la wt-CocE de un modo dependiente de la concentracion
con una Clso ~ 390 uM.

La FIG. 25 es un grafico que muestra que la presencia de DTT (10 mM) acorta Ia Tinact €n la wt-CocE.

La FIG. 26 es un grafico que muestra el deterioro dependiente de la temperatura de la actividad de la esterasa.
50 ng/ml de CocE silvestre y los mutantes se incubaron previamente durante 30 minutos a las temperaturas
indicadas (°C) y se midi6 la actividad (Xie et al., 1999). Se ilustra la actividad de cada mutante restante (como
porcentaje de la actividad maxima, Vmax, Sin incubacion previa) tras la incubacién previa. La CocE silvestre
(barras abiertas) parece inactivarse entre 30 - 35° C, mientras que T172R/G173Q (barras sombreadas) y L169K
(s6lidas) muestran ambas una estabilidad térmica potenciada (inactivacion a 40 - 45° C).

La FIG. 27 es un grafico que muestra efectos protectores de CocE contra la toxicidad inducida por la cocaina. Se
administré6 CocE (1 mg) por via intravenosa 1 minuto antes de la administracién de cocaina (mg/kg, i.p.). Se
representaron las curvas de respuesta ala dosis de la letalidad inducida por cocaina en ausencia o presencia de
CocE o mutantes Cada punto de datos representa el porcentaje de ratones (n= 6 para cada condicién de dosis)
que exhibe letalidad inducida por cocaina.

La FIG. 28 son graficos que muestran el curso de tiempo de los efectos protectores de CocE contra la toxicidad
de la cocaina. Cada punto de datos representa el porcentaje de ratones (n= 6 para cada condicion de dosis) que
exhibe letalidad inducida por cocaina. CocE o mutantes (0,1 mg, 0,3 mg, 1 mg i.v.) se administraron a diferentes
puntos de tiempo antes de la administracion de la cocaina (180 mg/kg, i.p.).

La FIG. 29 es un grafico que muestra la duracién estimada de la proteccion para una letalidad del 50%. El tiempo
necesario para alcanzar una letalidad del 50% para CocE y cada mutante se midié a partir de los datos en la FIG.
28 y se represento frente a la dosis.

La FIG. 30 es un diagrama que muestra una vision general de CocE y mutaciones termoestabilizantes. Las
hélices H2 y H3 de CocE se muestran como boninas y el resto de la CocE como una superficie molecular. La
molécula de DTT observada unida en las estructuras cristalinas indica la posicion relativa del sitio activo en uNa
cavidad adyacente a la hélice H2. Se indican las tres mutaciones estabilizantes identificadas. La mutacién T172R
conduce a interacciones de van der Waals entre R172 (hélice H2) y F189 (hélice H3). La mutacién G173Q une la
hendidura del sitio activo con un nuevo puente de hidrégeno (lineas discontinuas). La mutaciéon L169K afecta al
sitio activo. Se observan DTT y glicerol en el sitio activo en esta estructura cristalina, exhibiendo K169 mudltiples
conformaciones y formando puentes de hidrégeno con glicerol. Obsérvese que L169 esta poco ordenada en la
estructura nativa. K169 forma contactos directos adicionales con Y44. El glicerol se une donde cabe esperar que
se una el anillo tropano de la cocaina, mientras que DTT ocupa el sitio de unidn del resto bencilo. Se generd un
modelo de estructura y se produjo con PyMol (DeLano Scientific, Palo Alto, CA).

La FIG. 31 son diagramas que muestran la estructura de los mutantes termoestables. Las estructuras de cristal
de alta resolucion de T172R (B), G173Q (D) y L169K (F) se comparan con las estructuras de wt-CocE (A, Cy C,
respectivamente). El efecto global de los mutantes parece ser el resultado de interacciones potenciadas entre las
hélices 1 y 2 del dominio Il (R172 y F189) o interacciones entre dominios (Q173 con P44 y K169 con el sitio
activo). Las estructuras de L169K en comparacion con wt-CocE en presencia de carbonato de 2-oxo-
dioxolanobutirilo (DBC) en el sitio activo ilustra y potencia la interaccion del residuo de lisina con el agua y el sitio
activo. Las densidades de electrones 2F,F; se contornearon a 1 sigma.

La FIG. 32 es un diagrama que muestra la estabilizacion del bucle H1-H2 en el dominio Il por R172. La
sustitucion de arginina por treonina en el residuo 172 estabiliza la hélice 1 y la hélice 2 a través de interacciones
de potenciacion con F189. Aunque las conformaciones “in” (oscuras) y “out” (claras) se pueden encontrar en las
estructuras wt-CocE, solo la conformacion “out” se encuentra con T172R.

La FIG. 33 son diagramas que muestran una comparacion de DBC y acido fenilborénico en el sitio activo de wt-
CocE. Se encontré que DBC se unia covalentemente a la serina 117 del sitio activo de los cristales cultivados a
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partir de proteinas aisladas con DTT. Un mapa de omision de la molécula de DBC (izquierda) muestra la
densidad de carbono a 5 sigma, la densidad de oxigeno a 12 sigma y la densidad de azufre a 20 sigma. El panel
derecho representa el sitio de unién previamente notificado del analogo en estado de transicion del acido
fenilborénico (pdb:1JU3), que es analogo del sitio de unién a DBC. Se muestra la densidad del mapa de omision
para el mutante L169K, que coordina una molécula de agua cuyo hidrégeno se une al anillo de DBC.

La FIG. 34 es un grafico y una tabla que muestran parametros cataliticos de wt-CocE y dos mutantes dobles.

La FIG. 35 son graficos que muestran la pérdida de actividad in vitro de wt-CocE, dos mutantes de CocE (T172R
y L169K) y un doble mutante que combina las dos mutaciones sencillas.

La FIG. 36 es un grafico que muestra la proteccion de ratones frente a una dosis letal de cocaina por la mutante
de CocE L169K/G173Q.

La FIG. 37 son graficos que muestran un curso de tiempo de la proteccion de ratones frente a una dosis letal de
cocaina por la mutante de CocE L169K/G173Q.

Descripcion detallada

Los inventores han descubierto que determinados compuestos termoestabilizan la CocE silvestre también
termoestabilizan las CocE mutantes que ya eran mas termoestables que la CocE silvestre. Véanse los Ejemplos 1 —
3.

Por tanto, la solicitud esta dirigida a composiciones que comprenden una cocaina esterasa (CocE) y un compuesto,
en el que la CocE en presencia del compuesto es mas termoestable que la CocE en ausencia del compuesto.

El incremento resultante de la termoestabilidad de la CocE en presencia del compuesto aumenta la semivida de la
enzima a 37°C al menos aproximadamente 5 minutos, preferentemente al menos aproximadamente 10, 15, 20, 25,
30, 35 0 40 minutos, o mas.

La termoestabilidad de un polipéptido dado se puede evaluar mediante diversos procedimientos conocidos en la
técnica, incluyendo, por ejemplo, medicién por espectroscopia con dicroismo circular (DC) (como en, por ejemplo, el
Ejemplo 2, mas adelante) o calorimetria diferencial de barrido. Véase también la solicitud de patente PCT
PCT/US2007/015762, publicada como el documento WQO/2008/008358. Preferentemente, la termoestabilidad se
determina midiendo la actividad enzimatica en el tiempo a una temperatura alta baja con y in el compuesto, para
determinar si, y en qué medida, el compuesto hace que la enzima mantenga la actividad enzimatica a la temperatura
mas alta mas que sin el compuesto. Una temperatura baja preferida es la temperatura ambiente (es decir, ~25° C);
una temperatura alta preferida es 37°C. No obstante, se puede usar cualquier intervalo de temperaturas. El experto
en la técnica podria determinar el mejor intervalo de temperaturas para cualquier aplicacion concreta sin
experimentacién indebida.

Como se usa en el presente documento, una CocE es una enzima que tiene una secuencia de aminoacidos al
menos un 80% idéntica a la SEC ID N° 1 y es capaz de catalizar especificamente la escision de la cocaina en éster
metilico de ecgonina y acido benzoico. Preferentemente, la CocE tiene una secuencia de aminoacidos al menos un
90%, mas preferentemente un 95%, incluso mas preferentemente un 99 % idéntica a la SEC ID N° 1. En algunas
realizaciones preferidas, la CocE tiene una secuencia de aminoacidos idéntica a la SEC ID N° 1.

En otras realizaciones, la CocE tiene una mutacién, como las descritas en la solicitud de patente PCT
PCT/US2007/015762, incluyendo mutantes que tienen una termoestabilidad incrementada sobre la silvestre (SEC ID
N° 1) y los mutantes que no la tienen. Mutantes preferidos son aquellos en los que CocE tiene la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N° 1 a excepcion de la sustitucion L163V, V2251, 1218L, A310D, A149S, S159A, S265A,
S56G, W220A, S140A, F189L, A193D, T254R, N42V, V262L, L508G, Y152H, V160A, T172R, Y532F, T74S, W285T,
L146P, D533S, A194R, G173Q, C477T, K531A, R411, L119A, K46A, F84Y, T172R/G173Q, L169K, F189A, N197K,
R182K, F189K, V190K, Q191K, o A194K, o cualquier combinacién de estos residuos de aminoacidos mutados. En
algunas de estas realizaciones, la CocE tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 1 a excepcion de la
sustitucion T172R, S159A, N197K, L169K, F189K, G173Q, o T172R/G173Q. En otras de estas realizaciones, la
CocE tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 1 a excepcion de la sustitucion L169K/G173Q.

Un compuesto dentro del alcance de estas realizaciones puede aumentar la termoestabilidad de la CocE silvestre
y/o mutante descritos anteriormente.

La CocE también puede estar pegilada o, de otro modo, tratada para aumentar la duracion de la accion, la
estabilidad al calor y/o la disminucidon de la inmunogenicidad. La pegilacion puede aumentar adicionalmente la
termoestabilidad de las composiciones del compuesto-CocE y, cuando se usan in vivo, incrementar la semivida en
suero disminuyendo el aclaramiento renal, la protedlisis, la captacion por los macrofagos y la respuesta
inmunoldgica.
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Las composiciones del compuesto-CocE se pueden encapsular en eritrocitos (RBC) para aumentar la duracion de la
accion y la estabilidad térmica y disminuir la inmunogeneicidad. En composiciones preferidas, el compuesto es:
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El compuesto también puede ser
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Las composiciones de la presente invencion pueden comprender mas de uno de cualquiera de los compuestos
identificados anteriormente que termoestabilizan la CocE.

En algunas realizaciones de estas composiciones, en particular cuando se usan para fines terapéuticos, la
composicion esta en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones del compuesto CocE descritas en el presente documento se puede formular mediante cualquier
modo convencional usando uno o mas vehiculos y/o excipientes farmacéuticamente aceptables (véase, por ejemplo,
Gennaro (2005) Remington the Science and Practice of Pharmacy 21st ed. Lippincott Williams & Wilkins, ISBN
0781746736). Dichas formulaciones contendran una cantidad terapéuticamente eficaz de las composiciones del
compuesto CocE, preferentemente en forma purificada, junto con una cantidad adecuada de vehiculo para
proporcionar la forma para una administracion adecuada al sujeto. La formulacion debe adaptarse al modo de
administracion. Las composiciones del compuesto CocE de uso con la solicitud actual se pueden formular mediante
procedimientos conocidos para administrar a un sujeto usando varias vias, que incluyen, entre otras, parenteral,
pulmonar, oral, tépica, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, intranasal, epidural,
oftalmica, bucal y rectal. Las composiciones del compuesto CocE también se pueden administrar en combinacion
con uno o mas agentes adicionales divulgados en el presente documento y/o junto con otros agentes biolégicamente
activos o biolégicamente inertes. Dichos agentes biolégicamente activos o biolégicamente inertes pueden estar en
comunicacion fluida o mecanica con el o los agentes o unidos a el o los agentes mediante enlaces i6nico, covalente,
fuerzas de Van der Waals, hidrofébicas, hidrofilicas u otras fisicas.

Las composiciones del compuesto CocE descritas en el presente documento se pueden administrar por via
parenteral, incluyendo inyecciones intravenosa, , intramuscular, subcutanea o intraperitoneal. En las formulaciones
de biomoléculas también se pueden incluir excipientes, de uso habitual en la liberacion parenteral de moléculas
farmacologicas pequefas, incluyendo potenciadores de la solubilidad, agentes osméticos, tampones y conservantes.
La inclusion de agentes antiagregantes y antiadsorcion, tales como tensioactivos y albumina, al formular y liberar
biomoléculas puede afadir una estabilidad aumentada y disminuir el riesgo de que la biomolécula activa interaccione
con una interfaz, lo que puede conducir a desplegamiento, agregacion y/o precipitacion. Las composiciones del
compuesto CocE se pueden liofilizar para afiadir estabilidad durante el almacenamiento y reprocesar antes de la
administracién parenteral.

También se contempla la liberacién pulmonar de las composiciones del compuesto CocE. Adicionalmente, se
pueden formular preparaciones de liberacion controlada (o de liberacion sostenida) para extender la actividad del
polipéptido de CocE mutante y reducir la frecuencia de la dosis, como se conoce en la técnica.

Las composiciones del compuesto CocE se pueden encapsular y administrar en diversos sistemas de liberacion en
vehiculo. Ejemplos de sistemas de liberacion en vehiculo para usar con los polipéptidos de CocE mutantes descritos
en el presente documento incluyen microesferas (véase, por ejemplo, Varde & Pack (2004) Expert Opin. Biol. 4(1) 35
- 51), hidrogeles (véase, en general, Sakiyama et al. (2001) FASEB J. 15, 1300 - 1302), implantes poliméricos
(véase, en general, Teng et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99, 3024 - 3029), vehiculos poliméricos
inteligentes (véase, en general, Stayton et al. (2005) Orthod Craniofacial Res 8, 219 - 225; Wu et al. (2005) Nature
Biotech (2005) 23(9), 1137 - 1146), y liposomas (véase, p. €j., Galovic et al. (2002) Eur. J. Pharm. Sci. 1 5.441 - 448;
Wagner et al. (2002) J. Liposome Res. 1 2.259 - 270).

La solicitud también esta dirigida a procedimientos ex vivo de termoestabilizar una cocaina esterasa (CocE). Los
procedimientos comprenden combinar la CocE con el compuesto
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15 En estos métodos, la CocE se puede combinar con mas de un compuesto termoestabilizante, por ejemplo uno de los

compuestos descritos anteriormente, o con cualquier otro compuesto.

Preferentemente, la CocE comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 90% idéntica a la SEC ID N° 1;
mas preferentemente, al menos un 95% idéntica a la SEC ID N° 1; incluso mas preferentemente al menos un 99 %
idéntica a la SEC ID N° 1. En otras realizaciones, la CocE comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°
20 1. En realizaciones adicionales, la CocE es un mutante termoestable de una CocE silvestre que tiene la secuencia
de aminoacidos de la SEC ID N° 1. Ejemplos preferidos de dichos mutantes termoestables es la CocE que tiene la
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secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 1 a excepcion de la sustitucion T172R, S159A, N197K, L169K, F189K,
G173Q o T172R/G173Q. Adicionalmente, la CocE puede tener la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 1 a
excepcion de la sustitucion L169K/G173Q.

Los métodos de estas realizaciones se pueden realizar cuando la CocE esta in vitro, por ejemplo para
termoestabilizar la CockE tras la purificacién o durante el almacenamiento.

La solicitud esta dirigida adicionalmente a una composicion de la invencion para usar en el tratamiento de un
mamifero que sufre una afeccidon inducida por cocaina. La composicién del compuesto — CocE descrita
anteriormente, polipéptido o acido nucleico debe administrarse al mamifero de un modo suficiente para reducir los
efectos de la afeccion inducida por cocaina en el mamifero.

Una determinacion de la necesidad de tratamiento normalmente se evaluarda mediante los antecedentes y una
exploracion fisica consistente con la afeccion inducida por cocaina. La afeccion inducida por cocaina se selecciona
del grupo que consiste en: sobredosis de cocaina, toxicidad de la cocaina y dependencia y/o adiccion a la cocaina.
El diagnéstico de dichas afecciones esta dentro de la experiencia en la materia. Por ejemplo, el diagndstico de
toxicidad de la cocaina puede incluir evaluacion de convulsiones, crisis de grand mal, parada cardiaca, infarto de
miocardio, arritmias cardiacas, hipertension arterial, ictus, psicosis inducida por farmacos, aneurisma diseccionante y
aumento de la demanda miocardica de oxigeno. Como otro ejemplo, en el caso de dependencia y/o adiccion a la
cocaina, los sintomas de abstinencia incluyen sensaciones subjetivas de disforia leve o grave, depresion, ansiedad o
irritabilidad. Los sujetos con una necesidad identificada de terapia incluyen aquellos con una afeccion inducida por
cocaina diagnosticada, una indicacion de una afeccion inducida por cocaina, y sujetos que han sido tratados, se
estan tratando o se trataran por una afeccioén inducida por cocaina. Las composiciones se pueden usar para tratar a
cualquier mamifero, incluyendo, entre otros, roedores, conejos, cobayas, caballos, vacas, perros, gatos, ovejas y
cerdos, y, lo mas preferentemente, seres humanos.

Una cantidad eficaz de las composiciones del compuesto — CocE descritas en el presente documento es, en
general, aquella que puede reducir la toxicidad por cocaina o la gravedad de una afeccion inducida por cocaina. La
reduccion de la gravedad incluye, por ejemplo, una detencién o disminucidon de los sintomas, indicadores
fisiolégicos, marcadores bioquimicos o indicadores metabdlicos. Cuando se usan en la invencién, una cantidad
terapéuticamente eficaz de las composiciones del compuesto — CocE descritas en el presente documento se puede
emplear en forma pura o, cuando existen dichas formas, en forma de sal farmacéuticamente aceptable y con o sin
un excipiente farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, las composiciones del compuesto — CocE se pueden
administrar en una proporcién beneficios/riesgos razonable a cualquier tratamiento médico, en una cantidad
suficiente para reducir sustancialmente la concentracion de cocaina en la sangre y/o los tejidos del sujeto.

La eficacia terapéutica y la toxicidad de las composiciones del compuesto-CocE se pueden determinar mediante
procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, para
determinar la DL50 (la dosis letal para el 50 % de la poblacion) y la DE5O0 (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50
% de la poblacién) u otros parametros.

La cantidad de las composiciones del compuesto-CocE que se puede combinar con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable para producir una uUnica forma de dosificacion variara en funcion del huésped tratado, y el modo de
administracion concreto. Los expertos en la técnica apreciaran que el contenido unitario del agente en una dosis
individual de cada forma de dosificacion no necesita constituir por si mismo una cantidad terapéuticamente eficaz, ya
que la cantidad terapéuticamente eficaz necesaria podria alcanzarse mediante la administracion de una serie de
dosis individuales. La administracion de la composicion del compuesto-CocE se puede producir como un unico
acontecimiento o en un curso de tiempo del tratamiento. Por ejemplo, una composicion del compuesto-CocE se
puede administrar a diario, semanalmente, bisemanalmente o mensualmente. Para algunas afecciones, el
tratamiento podria extenderse desde varias semanas a varios meses o incluso un afio o mas.

El nivel de dosis terapéuticamente eficaz especifico para cualquier sujeto concreto dependera de varios factores,
incluyendo la afeccién inducida por cocaina que se esta tratando y la gravedad de la afeccién inducida por cocaina;
la actividad del polipéptido de CocE mutante usado; la composicién especifica usada; a edad, el peso corporal, el
estado de salud general, el sexo y la dieta del paciente; el tiempo de administracion; la via de administracion; la
semivida en plasma del polipéptido de CocE mutante; la velocidad de excrecion del polipéptido de CocE mutante
usado; la duracion del tratamiento; los farmacos usados en combinacién o a la vez con el polipéptido de CocE
mutante empleado; y factores similares bien conocidos en las técnicas médicas (véase, por ejemplo, Koda-Kimble et
al. (2004) Applied Therapeutics: The Clinical Use of Drugs, Lippincott Williams & Wilkins, ISBN 0781748453; Winter
(2003) Basic Clinical Pharmacokinetics, 4th ed., Lippincott Williams & Wilkins, ISBN 0781741475; Shargel (2004)
Applied Biopharmaceutics & Pharmacokinetics, McGraw-Hill/Appleton & Lange, ISBN 0071375503). Un practicante
experto entendera que el uso diario total de las composiciones de compuesto-CocE para uso en realizaciones de la
invencion divulgadas en el presente documento se puede decidir sin experimentacion indebida por el médico
encargado de la atencion dentro del alcance del juicio médico sdlido.

Las composiciones de compuesto-CocE descritas en el presente documento también se pueden usar en
combinacién con otras modalidades terapéuticas. Por tanto, ademas de las terapias descritas en el presente
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documento, también se pueden proporcionar al sujeto otras terapias conocidas que son eficaces para afecciones
inducidas por cocaina concretas.

Por tanto, en algunas realizaciones de estos procedimientos, el mamifero es adicto a la cocaina. En otras
realizaciones, el mamifero esta sufriendo una sobredosis de cocaina.

La CocE para estos aspectos puede ser una mutante termoestable de una CocE silvestre que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N° 1. Estas mutantes preferidas tienen la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 1,
excepto por la sustitucion T172R, S159A, N197K, L169K, F189K, G173Q, T172R/G173Q, o L169K/G173Q. Los
mutantes de la CocE que tienen mas de una mutacién, preferentemente mas de una mutacién termoestabilizante,
también son utiles para estos procedimientos de tratamiento.

El compuesto que se va a usar es

Mas preferentemente, el compuesto es

o
(6031818).
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En estos métodos, la CocE se puede combinar con mas de un compuesto termoestabilizante, por ejemplo uno de los
compuestos descritos anteriormente, o con cualquier otro compuesto.
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La solicitud dirigida adicionalmente a un acido nucleico aislado que codifica un polipéptido de CocE que comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos un 85% con el polipéptido de la
SEC ID N° 1. En estas realizaciones, el polipéptido de CocE codificado tiene (a) las sustituciones L169K 'y G173Q, y
(b) la actividad esterasa con mayor termoestabilidad a 37°C en comparacion con la CocE silvestre. Véase el ejemplo
5, en el que se establece que este polipéptido tiene una semivida de aproximadamente 72 horas a 37°C, que es mas
de 300 veces mas largo que la enzima silvestre que tiene la secuencia SEC ID N° 1. Preferentemente, la secuencia
de aminoacidos tiene una identidad de secuencia de al menos un 90 % con el polipéptido de SEC ID N° 1. Mas
preferentemente, la secuencia de aminoacidos tiene una identidad de secuencia de al menos un 95% con el
polipéptido de SEC ID N° 1. Incluso mas preferentemente, la secuencia de aminoacidos tiene una identidad de
secuencia de al menos un 99% con el polipéptido de SEC ID N° 1. En las realizaciones mas preferidas, el acido
nucleico codifica un polipéptido de CocE que tiene la secuencia de la SEC ID N° 1. En las realizaciones mas
preferidas, el acido nucleico codifica un polipéptido de CocE que tiene la secuencia de la SEC ID N° 1, a excepcién
de las sustituciones L169K y G173Q.

La solicitud también esta dirigida a los polipéptidos de CocE codificados por cualquiera de los acidos nucleicos
anteriores que codifican un polipéptido de CocE que tiene las sustituciones L169K y G173Q. En algunas
realizaciones, el polipéptido de CocE esta en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La composicién de polipéptido o de acido nucleico también se puede usar en los aspectos terapéuticos de la
invencion como se ha descrito anteriormente.

Realizaciones preferidas de la invencién se describen en los ejemplos siguientes.

Ejemplo 1. Compuestos que termoestabilizan la CocE.

La cocaina esterasa es una proteina que se expresa en bacterias que cataliza la escision de la cocaina en dos
subproductos inactivos: éster metilico de ecgonina y acido benzoico. Tedricamente, la proteina podria usarse in vivo
para el tratamiento de la sobredosis y la adiccion de la cocaina, aunque la proteina silvestre no es estable a 37°C.

El andlisis de la accion de la CocE sobre la escisiéon de la cocaina se realiza usando las propiedades
espectroscopicas de la cocaina, que absorbe un maximo de luz a una longitud de onda de 240 nm. La actividad de
CocE se mide monitorizando la disminucion de la sefial a A240 usando varias concentraciones de cocaina y
determinando la velocidad inicial de la disminucién. A partir de estos valores se puede determinar la Vmax de la
enzima. Mediante la incubacion previa de la enzima a 37°C a varios tiempos antes de monitorizar la actividad se
puede calcular la semivida de CocE a 37° C.

En un esfuerzo constante de mejorar la termoestabilidad de CocE, se han producido varias mutantes de la proteina 'y
se ha analizado la semivida in vitro. El analisis posterior usando electroforesis en gel mostré que en condiciones
nativas, se pudo observar que las proteinas se agregan tras la incubacion previa a 37°C a varios tiempos
(publicaciéon PCT WO/2008/008358). La desaparicion del porducto inicial se puede medir mediante analisis
densitométrico y este analisis respaldd los datos espectroscopicos de que los mutantes tenian una semivida in vitro
mejorada sobre la WT y la S167A mutante.

Mientras que la incubacién previa a barios tiempos indica que la CocE silvestre tenia una semivida corta a 37° C (5
minutes), también se observé que si las mediciones espectrofotométricas se realizaban a 37°C, la CocE silvestre
seguiria escindiendo a una velocidad lineal durante mas de 60 minutos (FIG. 2, centro) o hasta agotar el sustrato de
la cocaina (FIG. 2, abajo). Esto sugirid que la enzima silvestre se estaba estabilizando en presencia de cocaina o
sus subproductos.

La CocE también puede escindir otro sustrato, el acetato de 4-nitrofenilo (FIG. 3). La escision se monitoriza
mediante la deteccién de la aparicién del producto de la reaccion 4-nitrofenol, que absorbe a 400 nm. El analisis de
la escision de este sustrato a 37°C muestra que el producto se produce inicialmente rapido, pero la reaccion se
ralentiza con el tiempo (FIG. 3, centro y abajo). Esto indica que el acetato de 4-nitrofenilo y los productos
probablemente no estan estabilizando la enzima, o al menos no en la medida en que lo hace la reacciéon de la
cocaina.

Para analizar la estabilizacion de la CocE silvestre por los sustratos y productos, la capacidad de cada compuesto
para inhibir la formaciéon de agregados de la proteina CocE se analizé tras la incubacion durante 1 hora a 37°C.
Tanto la cocaina como el acido benzoico inhibieron la formacion de agregados a ciertas concentraciones, pero el
éster metilico de ecognina y acetato sodico no pudieron (FIG. 4).

Se realizé otro andlisis espectrofotométrico de la estabilizacién de la cocaina, analizando la capacidad de la CocE
para escindir el acetato de 4-nitrofenilo, tras la incubacion previa a 37°C durante varios tiempos, en presencia de
varias concentraciones de cocaina. Se encontré que la cocaina era un inhibidor de la escision del acetato de 4-
nitrofenilo a concentraciones mas altas (62,5 y 125 uM) (FIG. 5). No se descubrié que concentraciones inferiores
fueran estabilizantes a 37°C. No obstante, la incubacién precia de CocE a las concentraciones mas altas durante
varios tiempos a 37°C indicé que la enzima se estabilizaba lo bastante como para poder escindir el sustrato de 4-
nitrofenilo (FIG. 5).
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El analisis espectrofotométrico cinético de la estabilizacion con acido benzoico, éster metilico de ecgonina y acetato
sédico de CocE no reveld ninguna estabilizaciéon por debajo de 125 uyM (FIG. 6). No obstante, se encontrd que el
acido benzoico inhibia y estabilizaba a concentraciones mas altas.

Para estudiar adicionalmente la estabilizacién de CocE con moléculas pequefas se consideraron otros inhibidores
de la reaccion de escision de CocE. El acido fenilborénico, un inhibidor irreversible de la CocE, que pudo estabilizar
la agregacion de la CocE silvestre a 37°C durante 1 hora, con una concentracion de estabilizacion al 50% de
aproximadamente 0,2 uM (FIG. 7).

Los datos descritos anteriormente indican que la CocE silvestre podia estabilizarse mediante la adicion de sustratos,
productos o inhibidores de la enzima. No obstante, todas estas moléculas pequefas inhibian la actividad enzimatica
hasta determinados grados. Se evalud si podria existir una molécula pequefia que pudiera prevenir la agregacion de
la CocE, sin inhibir la actividad enzimatica. Dicha molécula podria usarse como estabilizante in vitro, por ejemplo
durante la preparacion enzimatica, e in vivo. Se disefid un ensayo para cribar una biblioteca de 20.000 moléculas
pequefias para la estabilizacion de la CocE. En dicho ensayo, la enzima se mezcla con los compuestos en un
formato de placa de 96 pocillos y después se incuba a 37°C durante una hora. Los controles para el ensayo
normalmente son el diluyente del compuesto (p. ej.,, DMSO), enzima sin calentar y enzima mezclada con acido
benzoico 2000 uM. Tras incubar a 37°C, se analizan las mezclas de enzima/compuesto por la capacidad para
escindir el acetato de 4-nitrofenilo (FIG. 8). Solo los compuestos estabilizados podrian escindirse después de este
periodo de incubacion.

Primero se analizaron cuarenta compuestos. Los compuestos se analizaron por duplicado con los controles
adecuados. Se realizé una placa por duplicado (sin enzima) como control negativo para comprobar los compuestos
capaces de producir un incremento de la absorbancia a 400 nm en ausencia de CocE. Se encontré que varios
compuestos también aumentaban la absorbancia a 400 nm. Algunos pudieron hacerlo en ausencia de CocE. Estos
se descartaron como falsos positivos.

La FIG. 9 es un grafico de la velocidad inicial de la escision del acetato de 4-nitrofenilo para todos los compuestos,
después de restar la escision “sin enzima” de fondo. Los compuestos con una actividad significativa (2 desviaciones
estandar por encima de los controles con solo DMSO) estan marcados con un asterisco y se muestran las
estructuras quimicas de dichos compuestos.

El compuesto mas eficaz en el ensayo fue el compuesto 6031818 (FIG. 10). Dicho compuesto es un inhibidor débil
de la escision del acetato de 4-nitrofenilo (16 pM; FIG. 10, grafico de la izquierda) y no inhibe la escision de la
cocaina en absoluto (FIG. 10, grafico de la derecha).

El ensayo de estabilizacion en presencia de concentraciones altas de la enzima indicé que la actividad enzimatica
comienza a descender tras 60 minutos a 37° C (FIG. 11). Después de este tiempo, 6031818 pudo estabilizar la
semivida de la enzima silvestre, de forma que a 20 uM la semivida aumenta de 12 — 14 minutos a 60 - 70 minutos.

Otro compuesto eficaz, 6169221, tenia una estructura muy similar a 6031818. Este compuesto tampoco inhibio el
acetato de 4-nitrofenilo o la escision del sustrato de cocaina (FIG. 12). El compuesto 6169221 solo pudo estabilizar
débilmente la enzima, incrementando la semivida de 7 - 12 minutos a13 - 17 minutos.

Otro compuesto termoestabilizante es 5804238. Dicho compuesto tampoco inhibié la escision de acetato de 4-
nitrofenilo o de cocaina (FIG. 14). El 5804238 pudo estabilizar débilmente la enzima, aumentando la semivida de 9 -
10 minutos a 22 - 25 minutos (FIG. 15).

Ejemplo 2. Dicroismo circular de CocE silvestre y mutante.

Se realiz6 una caracterizacion adicional de la estabilidad de CocE silvestre (WT) y mutantes termoestables mediante
dicroismo circular, que detecta cambios pequefios en la conformacion y la estructura de las proteinas. El analisis
mediante mediciones CD repetidas a temperaturas crecientes permite el analisis de la termodinamica y la
temperatura de fusion (Twm) de la proteina, siempre que la fusion es reversible (es decir, la proteina retoma su
conformacion original después de enfriar). Por desgracia, la fusion de la CocE WT no es reversible, por lo que no se
puede determinar la termodinamica verdadera. No obstante, CD sigue siendo valioso para determinar la temperatura
para el desplegamiento. En estos ensayos, CocE WT (FIG. 16, arriba) se funde a aproximadamente 39° C, mientras
que el T172R mutante (FIG. 16, abajo) se funde a ~42° C, lo que muestra que la termoestabilidad de este mutante
conferida a 37° C se debe a una temperatura de fusion 2 - 3 grados mas que la silvestre.

La CocE WT en presencia de exceso de acido benzoico (FIG. 17, arriba) aumento la temperatura de fusion de la
CocE hasta 53° C, 10 grados completos mas que la T172R mutante. La molécula de acido benzoico a esta
concentracion era ligeramente espectroscopica y afecta a los espectros de la proteina, pero no a la fusiéon. El
analisis de la CockE WT en presencia de acido fenilborénico 5 molaridad (FIG. 17, abajo) aumentd la temperatura de
fusién a 73 °C, es decir, mas de 30 grados mas que la WT y la T 172R mutante.
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El analisis CD de otro mutante de la CocE, L169K, establecié6 una temperatura de fusién ~65° C sola y una
temperatura de fusién ~85° C e presencia de acido fenilboronico (FIG. 18), es decir, el acido fenilborénico confirié
una fusion adicional de 20°C a la ya elevada temperatura de fusion original para L169K.

El analisis CD de la CocE WT en presencia de 6031818 establecié una temperatura de fusién de ~42° C, similar a la
de la T172R mutante.

Ejemplo 3. Andlisis de |la termoestabilidad de varios compuestos con CocE silvestre y mutante.

La CocE silvestre o la CocE mutante L169K se incubd en presencia de varias moléculas pequefias a 37° C durante
varios puntos de tiempo, después se sometid a geles no desnaturalizantes. Los resultados se muestran en la FIG.
20. Se us6 densitometria puntual para analizar los geles con el fin de determinar la semivida de las enzimas CocE
en estas condiciones. Véase la FIG. 21. El acido fenilborénico fue el que mas aumenté la semivida de la CocE,
seguido de acido benzoico. El compuesto 6041818 aumento la semivida de la enzima silvestre en aproximadamente
un 50%.

Ejemplo 4. Identificacién de mutantes termoestables de CocE mediante andlisis basado en la estructura.

Resumen de ejemplo

A pesar de los avances en el desarrollo de terapéuticas dirigidas al transportador de dopamina, la identificacion de
terapéuticas que combaten el abuso y la sobredosis de cocaina ha sido menos fructifera. Abordajes mas clasicos al
desarrollo terapéutico contra el abuso y la sobredosis de cocaina tienen desafios inherentes en cuanto a que los
inhibidores competitivos y alostéricos de la uniéon de la cocaina al transportador exhiben efectos conductuales
similares a los de la cocaina: inhibicion de la captacion de dopamina. El uso de la cocaina esterasa se ha
desarrollado como terapia protectora contra la letalidad inducida por cocaina. La aceleracion de la digestion mediada
por enzimas de la cocaina sistémica mediante la adicion de cocaina esterasa exdgena representa un cambio de
paradigma significativo en la terapia del abuso de cocaina. En el presente documento, se notifica el disefio y la
generacion de preparaciones enzimaticas significativamente mas estables usando abordajes computacionales. Se
proporcionan pruebas de estudios in vitro e in vivo que indican que la enzima modificada muestra una semivida
prolongada (hasta 30 veces mas) y mejor termoestabilidad que la enzima silvestre. Ademas, se han obtenidos
pruebas de cristalografia de rayos x que proporcionan un fundamento estructural para la mejor estabilidad
enzimatica.

Introduccion

Se utilizaron abordajes basados en la estructura y computacionales para generar mutantes de CocE con mayor
estabilidad a 37° C. Se usaron la estructura cristalina de CocE (Larsen et al.,, 2002) y una combinacién de
modelacion molecular, minimizaciones de energia y simulaciones de dinamica molecular (MD) con el programa
RosettaDesign (Kirjegian et al., 2005; Kuhiman and Baker, 2000) y el programa AMBER (Case et al., 2004). Los
mutantes expresados y purificados se evaluaron para determinar su estabilidad intrinseca mejorada usando ensayos
in vitro. Es importante el hecho de que tres de 36 sustituciones predichas exhibian una mejora espectacular de la
semivida de la enzima evaluada por ensayos in vitro y mediante la proteccion in vivo contra la letalidad inducida por
cocaina. Las estructuras cristalinas de rayos X de estas mutantes se determinaron para investigar su base
estructural para una estabilidad térmica mejorada. En cada caso, las sustituciones aumentan los contactos entre
dominios de la enzima. La mejora espectacular de la estabilidad de la CocE mutante in vivo ilustra la promesa de
tanto este enfoque experimental como el uso de CocE en el abuso y la adicion a la cocaina.

Materiales y procedimientos

Materiales La cocaina se adquirié en Mallinckrodt Inc., St. Louis, MO. Todos los demas reactivos son de grado
analitico y se obtuvieron en Fisher Biosciences and Sigma-Aldrich Corp.

Disefio de mutaciones termoestables. En base a la estructura cristalina de rayos X (cédigo PDB 1JU3) de la cocaina
esterasa bacteriana (coce) (Larson et al., 2002), se construyé un modelo 3D completo de CocE unida a (-)cocaina
usando minimizaciones energéticas y simulaciones de la dinamica molecular (MD) cargados con el programa
AMBER (Case et al.,, 2004). Para aumentar la termoestabilidad de la CocE se us6 un método computacional
implementado en el programa RosettaDesign (Kuhiman and Baker, 2000), que pudo predecir mutaciones
termoestabilizantes dentro de un plegamiento dado al tiempo que se minimiza cualquier desplazamiento en la
estructura que podria alterar estructuralmente la estructura del sitio activo o inactivar su flexibilidad. El método
implementado en el programa RosettaDesign usa una funcion de energia para evaluar la idoneidad de una
secuencia concreta para un pliegue dado y un algoritmo de busqueda Monte Carlo para el muestreo de espacios de
la secuencia. Otros investigadores han usado con éxito el mismo método para aumentar la termoestabilidad de una
enzima sin reduccion de la eficiencia catalitica (Korkegian et al., 2005; Kuhiman and Baker, 2000). La modelizacién
computacional usando el programa RosettaDesign ha permitido la prediccién de un conjunto de mutaciones que
potencialmente pueden disminuir la energia y, por tanto, aumentar la mayor termoestabilidad de la CocE. Como
primera ronda del disefio racional, la computacién se simplificé considerando Unicamente las posibles mutaciones en
los residuos de aminoacidos que tienen una distancia de 6 - 25 A desde la cocaina.
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Mutagénesis dirigida a sitio. Se generaron mutaciones puntuales usando ADNc de CocE clonado en el vector de
expresion bacteriana pET-22b(+) como molde usando un protocolo de mutagénesis modificado QuickChange
(Stratagene) y cebadores de un solo oligonucleétido. Para la generacion de dobles mutantes se usaron ADNc con
mutaciones puntuales sencillas como moldes para una segunda ronda de mutagénesis. Todos los mutantes se
secuenciaron en ambas direcciones en la totalidad de la region de codificacion. Los mutantes de CocE vy silvestre se
expresaron como proteinas marcadas con 6 His en su extremo C en células de E. coli BL-21 Gold (DE3) cultivadas a
37° C. La expresion de proteinas se indujo con isopropil-B-tiogalactopiranosido 1 mM (IPTG, Fisher) durante 12
horas a 18° C.

Purificacién de la cocaina esterasa y mutantes. Las células se sedimentaron, resuspendieron en Tris 50 mM pH 8,0,
NaCl 150 mM con inhibidores de la proteasa (3 pg/ml de cada uno de leupeptina e inhibidor de la tripsina de soja o
de garrofon) y se lisaron usando una prensa francesa (Thermo Fisher Scientific Corp, EE.UU.). La CocE silvestre o
mutante se enriquecié usando cromatografia por afinidad de metales Talon (Clontech Laboratories, Inc, Mountain
View CA), se purifico usando cromatografia de intercambio aniénico (Q-Sepharose, GE Healthcare, Piscataway NJ)
La CocE se eluy6 de la columna Q-Sepharose con tampones en gradiente lineal de NaCl 150 - 450 mM que
contienen Hepes 20 mM, pH 8,0, MgCl, 2 mM, EDTA 1 mMy DTT 1 Mm. Las fracciones maximas se combinaron y
concentraron mediante Centricon-30 (Millipore), se congelaron instantaneamente en nitrégeno liquido y se
almacenaron a -80° C.

Cinética de Michaelis-Menten de la hidrdlisis de la cocaina Se usé un ensayo espectrofotométrico en tiempo real de
la hidrdlisis de cocaina para monitorizar la hidrdlisis de cocaina (Landry et al., 1993). Las velocidades iniciales (de Ia
deqradamon) se determinaron siguiendo el cambo en la absorbancia |ntr|nseca de la cocaina a 240 nm (6700 M

)(Xie et al., 1999) usando un lector de placas SpectraMax Plus 384 UV (Molecular Devices, Sunnyvale, CA)
usando el sof'tware SOFTmax Pro (Versién 3.1.2). La reaccion se inicié afadiendo 100 ul de una solucién enzimatica
2X (tampon fosfato 100 mM, pH 7,4, NaCl 300 mM) hasta 100 pl de una soluciéon de cocaina 2X (50 ug/ml de
enzima, tampoén fosfato 100 mM, pH 7,4 y NaCl 300 mM). Todos los ensayos se realizaron con DTT 100 uyM a
menos que se indique lo contrario. Las concentraciones finales de cocaina fueron las siguientes. 125, 62,5, 31,25,
15,63, 7,81, 3,91, 1,95 y 0,977 uM. Los valores de Vmax ¥ Kin se calcularon usando Prism (GraphPad Software, San
Diego). Para las mediciones de estabilidad, las enzimas silvestre y mutantes se diluyeron a una concentracion 2 X y
se incubaron a 37 °C para los tiempos indicados. Al final de cada punto de tiempo se retird un alicuota y se observo
la cinética como se ha indicado anteriormente.

Proteccién in vivo contra la letalidad de la cocaina. Ratones NIH-Swiss macho (25 - 32 g) se obtuvieron de Harlan
Inc. (Indianapolis, IN) y se alojaron en grupos de 6 ratones por jaula. Se dej6 que todos los ratones tuvieran acceso
ad libitum a alimentos y agua y se mantuvieron en un ciclo de 12 horas de oscuridad-luz, con luces encendidas a las
6:30 de la mafiana y la temperatura se mantuvo a 21 — 22°C. Se realizaron experimentos de acuerdo con la Guia
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals as adopted and promulgated by the National Institutes of Health.
Los protocolos experimentales fueron aprobados por el University Committee on the Use and Care of Animals at the
University of Michigan.

La toxicidad inducida por cocaina se caracteriz6 por la apariciéon de letalidad, definida como el cese de movimientos
y respiracion observados. Se introdujeron a los ratones individualmente en camaras de observacion de plexiglas (16
x 28 x 20 cm de altura) para su habituacion durante 15 minutos antes de la administracion del farmaco. Tras la
administracion intraperitoneal (i.p.) de cocaina, se introdujo al ratén individualmente en la misma camara para su
observacion. La presencia o ausencia de letalidad se registré durante 60 minutos tras la administracion de cocaina.
Se introdujo al ratén en una camara de restriccion pequefia (diametro del tubo externo: 30 mm; diametro del tubo
interno: 24 mm) que dejaba la cola expuesta. La cola se limpié con un pafio con alcohol y se insertdé una aguja
deslizante de precision de 30G1/2 (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) en una de las venas laterales para a infusion. El
volumen de inyeccion i.v. de CocE o CocE mutante fue de 0,2 ml por raton. Se aplicaron una gasa estéril y presion
en el sitio de la inyeccion para contener la hemorragia.

La potencia de las CocE mutante para proteger contra la toxicidad inducida por cocaina se evalud tras la
administracion i.v. de la enzima (0,3 o 1 mg) 1 min antes de la administracion de varias dosis de cocaina i.p. (180,
320, 560, y1000 mg/kg, n=8/dosis). Las curvas de respuesta a la dosis de la letalidad inducida por cocaina en
ausencia o presencia de una Unica dosis de la enzima se determinaron para demostrar los efectos protectores in
vivo de CocE mutantes.

La duracion de la proteccion contra la toxicidad de la cocaina proporcionada por CocE y CocE mutantes se evaluo a
través de la monitorizacion de la letalidad tras la administracion i.v. de la enzima (0,1, 0,3, y1 mg) antes de la
administracion i.p. de cocaina (DL1go, 180 mg/kg). La letalidad se monitorizd tras la inyeccion a 1, 5, 10, o 30 min, o
tras 1, 2, 3, 4, 5 horas de la administracion de la enzima. Cada tratamiento us6 8 ratones para evaluar el porcentaje
de letalidad (es decir, proteccion) en ratones tratados previamente con una Unica dosis de una esterasa en un Unico
punto de tiempo.

En el estudio de potencia, se calculd un valor de la DLsy del grupo mediante regresion por minimos cuadrados
usando la porcién de la curva de respuesta a la dosis que abarca el 50% de aparicion de letalidad. Estos valores se
usaron para comparar el grado de desplazamientos a la derecha de la curva de respuesta a la dosis de la cocaina
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en ausencia o presencia de pretratamiento enzimatico. En el tiempo del estudio, un punto de tiempo para la duracién
de la proteccion (es decir, 50% de letalidad) se estim6 usando cada curva de cada curso de tiempo que cruza el
50% de la aparicion de letalidad.

El hidrocloruro de cocaina (Mallinckrodt Inc., St. Louis, MO) se disolvié en agua estéril y se administré por via
intraperitoneal a un volumen de 0,01 ml/g. CocE o CocE mutante se diluyeron hasta diferentes concentraciones en
solucion salina tamponada con fosfato y se administraron por via intravenosa a un volumen de 0,2 ml/ratén.

Cristalizacion y determinacion de la estructura. Los cristales se sembraron mediante el método de difusion por vapor
o gota colgante como se ha descrito anteriormente (Larsen et al., 2002). Para la recoleccion, a cada gota pendiente
se afadieron 2 pl de crioprotector (Tris 5 mM a pH 7,0, sulfato aménico 1,5 M, HEPES 10 mM a pH 7,5, MgCl,2 mM,
EDTA 1 mM, NaCl 825 mM, 25 % de glicerol y DTT 1 mM cuando esté indicado) y, después, los cristales se
transfirieron a 100% de crioprotector y se congelaron de forma ultrarrapida en nitrégeno liquido. Los cristales se
recolectaron en 3 dias tras el establecimiento de la bandeja.

Las intensidades de la difraccion se recogieron en el Advanced Photon Source con haces soportados por GM/CA- y
LS-CAT y después se redujeron y escalaron usando HKL2000 (Otwinowski et al., 1997). Las fases iniciales
procedian de una sustitucion molecular directa usando estructuras publicadas anteriormente de CocE (Larsen et al.,
2002). Se us6 REFMACS5 para el refinado de la probabilidad maxima y la generacion de modelo y la adicién de agua
se realiz6 con O y COOT. Para todas las cadenas laterales mutadas habia una densidad no ambigua Se recogieron
veintitrés conjuntos de datos totales con multiples conjuntos de datos para cada tipo de cristal, por lo que podria
compararse el comportamiento del bucle H2-H3. Las figuras se generaron con PyMol [http://www.pymol.org]. Las
coordenadas y los factores de la estructura se depositan en el PDB con los cédigos de acceso 2QAY (T172R),
2QAX (G173Q), 2QAW (T172R/G173Q), 2QAV (L169K), 2QAT (silvestre sin ligando) y 2QAU (silvestre con el aducto
DTT).

Resultados

Disefio de mutaciones termoestables. La cocaina esterasa contiene tres dominios distintos. El dominio | (residuos 1 -
144 y 241 - 354) componen el pliegue candnico de la a/B-hidrolasa candnica. El dominio Il (residuos 145 — 240) es
una serie de 7 hélices a entre las hebras 36-37 del dominio I. El dominio Il (355 - 574) consiste principalmente en
laminas B y comprende una topologia de tipo rodillo gelatinoso global (FIG. 22A). Se realizaron estudios
computacionales, incluyendo simulacion MD vy el posterior analisis energético para identificar las sustituciones dentro
de la cubierta de 6-25 A que rodea al sitio activo que estabilizaria la CocE. Este disefio basado en la estructura y el
mecanismo de las CocE mutantes combind el uso de minimizaciones de la energia y simulaciones MD usando
AMBER (Case et al., 2004) y estudios de modelizacién adicionales usando el programa Rosetta Design (Kuhiman
and Baker, 2000). Aunque la CocE es un dimero en solucion y en cristales, la modelizacién se realizd con un
monomero. Los datos resumidos en la Tabla 1 sugieren que las siguientes mutaciones podrian estabilizar
termodinamicamente la estructura de la CocE.: R41l, N42V, K46A, S56G, T74S, F84Y, L119A, V121D, T122A,
Q123E, S140A, L146P, A149S, Y152H, S159A, L163V, V160A, S167A, T172R, G173Q, F189L, A193D, A194R,
1218L, W220A, V225I, T254R, V262L, S265A, W285T, A310D, C477T, L508G, K531A, Y532F, y D533S. Las
posiciones de las mutaciones sobre la estructura de la CocE se muestran en la FIG. 22A. Cada una de estas
mutaciones Unicas se ha predicho que estabilizan la estructura de la CocE en 2,1 a 4,5 kcal/mol, lo que sugiere que
el tiempo de semivida de la proteina deberia ser de aproximadamente 30 a 1000 veces mas largo a temperatura
ambiente (Tabla 1). Para comprobar estas predicciones, los ADNc que codifican las mutaciones en CocE se
expresaron en E. coli y las proteinas resultantes se caracterizaron mediante ensayos cinéticos y de estabilidad. De
los 36 mutantes analizados, tres mutaciones agrupadas alrededor de la hélice 2 del dominio Il parecieron mejorar la
estabilidad de la enzima a 37°C sin una reduccioén significativa de la eficiencia catalitica, como se describe mas
adelante.

Tabla 1. CocE mutante que muestra una estabilidad potenciada tras la incubaciéon a 37°C. Los 14,2 se determinaron
mediante preincubacion de la enzima a 37°C para tiempos variables. Las mediciones de la actividad se determinaron
a temperatura ambiente (25 °C). Las enzimas mutantes con T112,de 12 minutos (es decir, los Ty de la CocE silvestre
[wtf] o menos se consideraron no térmicamente estables. Esta tabla también se encuentra en el documento
WO/2008/008358.

Mutante Estabilidad a 37 (t12)
T122A No
Q123E No
S159A No
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Mutante

S140A

S167A/W52L

T172R

V121D

L163V

F189A

F189AI/T172R

C107S

W220A

F189L

A193D

T172RIA193D

G173Q

T254R

N42v

T172RIG173Q

G171Q/T172R/G173Q

G171A

G173A

wt-1175-G-D185

wt-T176-G-G-D185

T172R/G173Q-1175-G-D185

T172RIG173Q-1175-G-G-A186

T172RIG173Q-T176-G-G-D185

S177Q

D45R

F47R

Estabilidad a 37 (t12)
No

No

~46 min

No

No

No

~40 min (similar a T172R)
No

No

No

No

~40 min (a T172R)
~25 min

No

No

~ 326 min

No

No

No

No

No

~75 min
~75 min
No
No

No
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Mutante Estabilidad a 37 (t12)
L169K ~ 274 min

L174R No

A181K No

S179R No

F189K 25 min

V190K No

A194K No

R182K No

Ensayos de cinética in vitro. Para evaluar la actividad enzimatica de las CocE silvestre y mutante, la hidrdlisis de la
cocaina se midi6 directamente a 37 °C usando un ensayo espectrofotométrico (Xie et al., 1999). Después se usaron
las velocidades iniciales para determinar los parametros de Michaelis-Menten. Para evaluar la estabilidad térmica,
las preparaciones enzimaticas se preincubaron a 37°C para varios periodos de tiempo, antes de la medicién de las
actividades residuales (Tabla 1 y FIG. 23). La inactivacion a 37° C se produce en una degradacion dependiente del
tiempo. En ausencia de DTT, la preincubacion de la CocE silvestre a 37° C disminuye la actividad enzimatica
exponencialmente con una semivida de inactivacion Tinact. de aproximadamente 25 minutos. Tres de 36 de los
mutantes predichos aumentaron la estabilidad enzimatica de CocE. T172R (Tinact = 46 min), G173Q (Tinact = 35 min;
datos no mostrados) y L169K (Tinact~274 min). Mientras que los mutantes T172R y G173Q no parecian afectar de
forma perjudicial a la eficiencia catalitica de la enzima ((kear~ 1 X 10% y 2 x 10%, respectivamente), la keat de L169K de
redujo, en gran medida como resultado del incremento ~5 veces en su Ky, por la cocaina esterasa (Tabla 2). Es
interesante el hecho de que los mutantes que parecen mostrar una estabilidad significativa a 37°C, todos residen en
la hélice 2 del dominio Il (FIG. 22B). El dominio Il también se localiza en el sitio activo y puede, al menos en el caso
de L169K, justificar los efectos en la ket También es destacable la observacion de que la incubacion de la enzima
con DTT parece acelerar el deterioro para la enzima silvestre, pero no para T172R/G173Q y L169K (FIG. 24).
También se determiné que DTT puede inhibir la hidrdlisis de la cocaina con una Ki~380 uM (FIG. 25) de un modo
que parece mezclar las formas competitivas y no competitivas (no mostrado). No se observaron efectos de DTT
cuando se combinan las mutaciones parece potenciar adicionalmente la estabilidad de la enzima a 37° C (no
mostrado).

Tabla 2. Comportamiento cinético de las CocE silvestre y mutantes redisefiadas. El metabolismo de la cocaina
mediante preparaciones purificadas de wt-CocE, T172R, T172R/G173Q o L169K se midié6 como se describe en la
seccion Métodos. La constante de Michaelis Ky y la Kcat se estimaron usando Prism (Graphpad, San Diego, CA).

Enzima t1/2 (min) Kcat((mol*s'1*mol'1) Km(M) Eficiencia catalitica
Keat/Km(s™)

wt-CocE 12,2 2323 0,021 1,11 E+08
T172R 46,8 2502 0,024 1,05 E+08
T172R/G 173Q 326 2247 0,024 9,40 E+07
L169K 274 3104 0,105 2,90 E+07

La actividad de T172R/ G173Q, sensibles a la incubacion a 37°C, muestra una estabilidad potenciada y se deteriora
a Tinact 326 min. No obstante, la actividad catalitica observada alcanza una meseta a aproximadamente el 35% de
su velocidad catalitica maxima (es decir, a t= 10 horas). Este perfil de inactivacion fue diferente cualitativa y
cuantitativamente del comportamiento de los mutantes sencillos T172R y G173Q y de wt-CocE, pero similar al de
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L169K. Sorprendentemente, la mutante triple (L169K/G173Q/T172R) no mostrd una estabilizacion potenciada (datos
no mostrados).

Para analizar su la estabilidad enzimatica mejorada a 37° C representa mejor estabilidad térmica del plegamiento
proteico, se evalué la capacidad de la CocE a temperaturas progresivamente mas altas (FIG. 26). La actividad de wt
CocE se desploma precipitadamente tras 30 minutos a aproximadamente 30 - 35° C. Tanto L169K como
T172R/G173Q se inactivan a una temperatura mas alta (40 - 45° C). El analisis de dicroismo circular (analisis en el
UV cercano) a temperaturas variables compara wt-CocE y T172R/G173Q que tienen temperaturas de fusion de
acuerdo con la pérdida de actividad catalitica.

Ensayos in_vivo. El pretratamiento con wt-CocE, L169K, T 172R, o T172R-G173Q 1 minuto antes de la
administracion de cocaina protegid a los ratones contra la letalidad inducida por cocaina (FIG. 27). La proteccion
enzimatica (a 0,3 mg, o 9 mg/kg) alter6 el valor de la DLsp de la cocaina de 100 mg/kg, para el grupo tratado con
vehiculo, hasta 560 y 670 mg/kg para wt-CocE, T172R, o T172R-G173Q (FIG. 28). L169K fue ligeramente menos
eficaz y requirié dosis mas grandes (1 mg, o 30 mg/kg) para producir un desplazamiento a la derecha similar de 6 —
7 veces en la curva de la respuesta a la dosis de cocaina, consistente con la menor eficiencia catalitica observada
en los ensayos in vitro.

Aunque el pretratamiento (mayor de 30 minutos) con dosis bajas de cualquiera de las enzimas (0,1 mg) fue ineficaz
contra los efectos letales de la cocaina, dosis mas altas (0,3 mg y 1 mg) parecieron ser eficaces, cuyas duraciones
dependian de la mutacién (FIG. 28 y resumido en la FIG. 29). A las dosis mas altas analizadas (1 mg), el tiempo de
pretratamiento enzimatico necesario para proteger la letalidad del 50%, TLso, para wt-CocE fue de aproximadamente
14 minutos. Se observaron TLsy considerablemente mas largos para T172R (TLso~1,8 h), L169K (TLso~3,3 h) y
T172R-G173Q (TLso~4,5 h), consistente con los datos in vitro.

Anadlisis estructural de los mutantes estabilizantes. Se determinaron las estructuras cristalinas de rayos de alta
resolucién de wt-CocE (1,5A), asi como lis mutantes termoestables L169K (1,6 A), T172R (2,0 A), G173Q (2,5 A), y
T172R/G173Q (2,0 A). En la FIG. 30 se resumen algunos de los resultados. La delineacion de la estructura de la wt-
CockE sin ligar no se ha notificado anteriormente y fue necesaria para la comparacion en el estudio de los inventores.

Las estructuras de L169K, T172R, G173Q, y T172R/G173Q todas ellas muestran una densidad bien ordenada para
sus cadenas laterales mutadas (FIG. 31). En cada caso, las sustituciones parecen aumentar le nimero de
contactos/area de superficie enterrada entre los dominios de CocE. La elongaciéon de la cadena alquilo del grupo
lateral y la adicion del resto de guanidinio a través de la sustitucion de arginina en T172R genera tanto contactos de
van der Waals con el anillo aromatico de F189 en la hélice H3 como puentes de hidrogeno entre el resto de
guanidinio y el oxigeno de la estructura de F189 (FIG. 31A, B). La cadena lateral de guanidino también se
empaqueta contra la cadena lateral 1205 donada por la subunidad relacionada con el dimero. La cadena lateral de
G173Q forma un transdominio de puente de hidrégeno con el carbonilo estructural de P43 en el dominio | y
contactos de van der Waals con Y44, cuyo hidroxilo contribuye al orificio para el oxianién del sitio activo (FIG.
31C,D). La sustitucién L169K también forma contactos con el anillo fenilo de Y44 en el dominio | (FIG. 31E,F). La
cadena lateral mas larga de lisina podria afectar al sitio de union del anillo de tropano de la cocaina, lo que quiza
justifique la K mas alta exhibida por este mutante.

En estructuras notificadas previamente (1JU3 y 1JU4) y en las de los inventores, los inventores observaron multiples
conformaciones distintas para una region que abarca el extremo C de H2 y el bucle H2-H3 (residuos 171 - 183,
como se ilustra en la FIG. 32). Estas dos conformaciones estan, probablemente, en equilibrio en solucién, pero la
poblacién de estos dos estados parece estar afectada por las mutaciones en H2. Dado que los mutantes
estabilizantes se encuentran en la hélice H2, se postuld la hipétesis de que los mutantes pueden ayudar a reducir la
flexibilidad conformacional de esta regién y, por tanto, proteger térmicamente al plegamiento de la enzima. Para este
analisis, la conformacion "out" de esta region se definid como la tipificada por la estructura cristalina del aducto de
acido fenilboronico 1JU3, en la que esta region se dobla alejandose de las hélices H5-H6 del dominio | en hasta 3,3
A en comparacion con la conformacion "in", triplicada por la estructura cristalina del acido benzoico 1JU4. También
se observo una tercera conformacion de esta region bucle, que es similar a la de 1JU4 a excepcién de los residuos
178 - 181 tienen una conformacion Unica.

La flexibilidad global aparente de H2-H3 requiere distintas conformaciones de la cadena lateral dentro de cada
hélice. Por ejemplo, en la conformacion 'out', 1175 se mueve hacia H3, forzando F189 hacia fuera de la interfaz
hidrofébica entre H2 y H3, mientras que la conformacién 'in' permite que F189 esté fuera o dentro de esta interfaz.

La estructura del mutante T172R revela una tendencia de F189 a adoptar una posicién "out" a través de los
contactos estrechos de las cadenas laterales de R172 y F189, una tendencia que es mas prevalente en el mutante
T172R/G173Q. Estos datos sugeririan que el cierre de la conformacion planar de F189 puede contribuir a los efectos
estabilizantes térmicos de la sustitucion T172R. La sustitucion de alanina por fenilalanina en 189 no revela ninguna
potenciacién o disminuciéon de la estabilidad térmica en el T172R o el basico silvestre. Por tanto, las interacciones
de R172 con la hélice H3 o quizd con la subunidad relacionada con el dimero parecen responsables de la
potenciacion de la estabilidad.
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Formacién de un aducto DTT-carbonato en el sitio activo de CocE. La complicacién de estos estudios fue una
densidad excepcionalmente fuerte en el sitio activo que parecia corresponder a un aducto covalente con la serina
catalitica de CocE (Ser1 17). Dicha densidad no se notificéd previamente (FIG. 33) (Larsen et al., 2002). La densidad
de electrones correspondié a un anillo de cinco miembros con dos ramas sustituyentes. Mapas de Fourier con
diferencias andémalas conformaron la presencia de azufre en cada una de las ramas y mapas de omisiéon 2F,-F.
contorneados a niveles diferentes identificaron los atomos de oxigeno en el aducto (FIG. 33). Por tanto, se concluyé
que la densidad corresponde a DTT, que se incluyd en las soluciones de cristalizacion y de recoleccion (a 10mM),
que se hicieron reaccionar con bicarbonato en el sitio activo. El anillo de 2-oxo-dioxolano parece atrapado como un
complejo de extremo muerto del intermedio tetraédrico con uno de los oxigenos tetraédricos ocupando el orificio del
oxianion que forma el aducto, carbonato de 2-oxo-dioxolano butirilo o DBC. En la estructura de resolucién mas alta
(L169K), el carbono supuestamente donado por el carbonato en el anillo dioxolano esta a~1,6 A (la distancia no se
restringié en el refinado de las estructuras de la resolucion alta) desde el y-oxigeno S117, el oxigeno en el orificio del
oxianién y a 1,4 - 1,5 A del oxigeno en el orificio del oxianién y los dos atomos de oxigeno donados por el DTT, muy
consistente con los enlaces covalentes. La densidad de electrones de este carbono tetraédrico es mas débil que la
de los demas carbonos en el ligando DTT, lo que sugiere retirada de electrones. El aducto de 2-oxo-dioxolano
adopta una conformacion similar a la del aducto de 2-fenilboronato con CocE (Larsen et al., 2002), a excepcion de
que el centro tetraédrico esta rotado.

Para confirmar que la formacion de este complejo de aductos no era una consecuencia de los mutantes
estabilizantes de los inventores, la estructura de la wt-CocE se determind en presencia y ausencia de DTT, y las
estructuras de los mutantes estabilizantes de CocE también se determinaron en ausencia de DTT. En todos los
casos en los que DTT se cocristalizd con CocE, se observo el aducto y la posicion del inserto H2-H3 era
esencialmente la misma con o sin DTT. En las condiciones in vitro analizadas en el presente documento, es decir
tiempos de incubacion relativamente cortos con DTT (<60 min), DTT inhibe la actividad de CocE competitivamente
con el sustrato. Obsérvese que las condiciones de cultivo de los cristales son considerablemente diferentes con
tiempos de incubacion de dias a semanas, una escala de tiempo que podria permitir de forma concebible la
formacion del aducto DBC. La formaciéon de aductos también mostraria patrones de inhibicion marcadamente
diferentes y aparece como inhibidor no competitivo. Los cristales cultivados sin DTT o cultivados con DTT y
empapados después en el analogo de la cocaina atropina que parecian desplazar el aducto, mostraron en su lugar
una molécula de agua cerca de S117 y factores B altos para los residuos del sitio activo, incluyendo S 117 y H287
de la triada catalitica.

Discusién

Hasta la fecha, la CocE es el catalizador mas eficiente para la hidrélisis de la cocaina y para disminuir los niveles de
cocaina in vivo y proteger contra la letalidad inducida por cocaina en ratones y ratas (Turner et al., 2002; Ko et al.,
2007; Cooper et al.,, 2006; Garrera et al., 2005; Gasior et al., 2000; Daniels et al., 2006; documento
WO/2008/08358). La eficacia de este “antidoto” para la toxicidad de la cocaina en roedores indica que la CocE es
una potencial terapéutica en seres humanos. No obstante, wt-CocE muestra una inestabilidad considerable dado
que su semivida eficaz en la corriente sanguinea es~10 min. En comparacion, el BchE tetramérico permanece en el
plasma de ratones durante 16 horas y activo durante hasta 7 horas después de la inyeccion (Duysen et al., 2002),
mientras que el Ab anti-cocaina permanece en la circulacion del raton durante 8,1 dias (Norman et al., 2007). Incluso
asi, el potencial clinico de wt-CocE sugiere que su duracion de la proteccion es, probablemente, suficiente en los
casos de sobredosis aguda, tales como los debidos a inhalacién o inyeccion (Landry et al., 1993).

En los casos que implican sobredosis masivas, como es el caso para las “mulas de cocaina”, en los que se liberaran
cantidades grandes de cocaina en la circulacion sanguinea durante un largo periodo de tiempo, se desea una CocE
de accién mas prolongada. La corta semivida en plasma eficaz de CocE representa, por consiguiente, un obstaculo
principal en el desarrollo de esta terapéutica basada en proteinas para el tratamiento agudo de la letalidad inducida
por cocaina y para el tratamiento cronico del abuso de cocaina.

En el presente documento, se proporcionan datos in vitro que demuestran que la semivida relativamente corta in
vivo puede ser un resultado de la inactivacion térmica de la CocE observada facilmente in vitro. La sensibilidad
térmica de CocE puede reflejar el hecho de que Rhodococcus sp., el microorganismo del que se aislé CocE, crece
en el suelo debajo de las plantas de coca a temperaturas moderadas de aproximadamente 20° C (Mackay, 1886;
Martin, 1952), mucho menor que la temperatura corporal en roedores (37 - 38° C).

De los 36 mutantes predichos por ordenador, tres mutaciones mostraron una estabilidad térmica potenciada. Una
serie de mutantes no eran estables y no se pudieron sobre expresar y purificar como enzima funcional (Tabla 1).
Combinando dos de los mutantes puntuales termoestables se creé una mutante bastante termoestable de ose,
G173Q/T172R, que extiende la Tinact in vitro a 37° C desde 10 minutos a 4 - 1/2 horas o aproximadamente por 27. El
analisis in vivo de los mutantes en roedores, como una funcidon de su capacidad para proteger contra la letalidad
aguda inducida por cocaina, concordaban con los ensayos in vitro.

Los resultados de los estudios de modelizacién computacional fueron sorprendentes en cuanto a que se identificaron
varios mutantes estables en una enzima de 574 residuos de aminoacidos. Por desgracia, la resolucion de estos
métodos no fue suficiente para dilucidar el mecanismo preciso subyacente a los efectos termoestabilizantes de los
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mutantes. En combinacién con cristalografia en rayos X, fue posible determinar un modelo razonable para
representan la estabilidad potenciada en una resolucién atémica. En general, la sustitucion de residuos mas grandes
o cargados, tales como glutamina (por glicina), lisina (por leucina) o arginina (por treonina), ayudoé a estabilizar las
interacciones dominio-dominio. El dominio mas térmicamente estable en la enzima se identific6 como Dominio I,
que contiene las hélices H2 y H3.

La localizacion de las sustituciones térmicamente estables en las hélices H2 - H3 y la heterogeneicidad estructural
del propio bucle H2-H3 sugieren que la regién helical H2-H3 es inherentemente inestable y, en ultimo término, puede
nuclear o al menos contribuir considerablemente a la agregacion o desplegamiento de la CocE. Los ortélogos de
CocE de Listeria y Pseadomonas sp., ambas capaces de sobrevivir a 37°C, tienen hélices H2 y H3
significativamente mas cortas y, por tanto, un dominio 2 potencialmente mas estable (cédigos de acceso en
Genbank ZP 01928677 y YP 660510, respectivamente). El truncamiento o eliminacién completa del bucle entre las
hélices H2 y H3 en CocE, inactivé la enzima (véase la Tabla 1).

La presencia del aducto DTT-carbonato en el sitio activo de CocE esta aparentemente catalizado por la enzima.
Otros carbonatos, tales como carbonato de propileno (4-metil-2-oxo-1,3-dioxolano), se ha notificado que se
descomponen en propilenglicol y CO; en agua. Por tanto, se puede concebir la sintesis inversa desde DTT, un diol
vecino, y CO.. El aducto de DTT parece estar unido covalentemente al S117 catalitico gran parte globalmente como
el 4cido fenilbordnico (Larsen et al., 2002), aunque su longitud de unién de 1,6 A (frente a la distancia prevista de~
1,43 A) sugiere un caracter covalente parcial. El plano del anillo dioxolano de DBC solapa con el plano del anillo
fenilo de las formas de CocE unidas por acido fenilborénico y acido benzoico (Larsen et al., 2002). Dado que la
conformacion de los residuos del sitio activo de wt-CocE unido a DBC difiere muy poco de la forma unida al acido
fenilbordnico, es posible que el aducto no se observe en la estructura cristalina por Larson et al. (2002) debido a la
union mutuamente excluyente de acido benzoico o boronato de fenilo.

La estructura cristalina de CocE sugiere que la enzima existe como dimero, y los estudios preliminares sugieren que
el dimero es lo bastante estable a concentraciones bajas para su resolucion mediante filtracion en gel, aunque el
tratamiento previo a 37 °C induce agregacion proteica y elusion de una columna de exclusién por tamafio en el vacio
de la columna. Es interesante el hecho de que el analisis cuidadoso de la cinética de activacion de T172R/G173Q y
L169K revela que la actividad disminuye exponencialmente en la primera fase de la actividad, pero parece alcanzar
una meseta a aproximadamente un 35% de su actividad maxima. Esta actividad permanece incluso después de mas
de 8 horas, en contraste con wt-CocEk, G 173Q y T 172R, en las que la actividad decae a menos del 10% de la
actividad en 90 minutos. Una posible explicacion de esta conducta (de T172R/G173Q y L169K) es que sigue
quedando una porcion térmicamente sensible de la enzima que no produce una inactivacion completa de la enzima.
La region térmicamente sensible se puede localizar en la interfaz del dimero, cuya alteracién podria conducir a
agregacion. Los datos de cromatografia por filtracion en gel mencionados anteriormente coincidirian con esta idea
De hecho, otros estudios y la caracterizacion de mutantes adicionales dentro de la interfaz del dimero estan en
marcha.

Quiza el efecto mas espectacular de las mutaciones se revela por su capacidad in vivo para proteger contra la
letalidad inducida por cocaina. El efecto de las mutaciones equivalia a los datos in vitro de los inventores
prolongando la duracién del pretratamiento que la enzima es capaz de aguantar. EN el caso de T172R/G173Q, la
duracion del pretratamiento en el que la enzima seguia siendo capaz de proteger contra la letalidad inducida por
cocaina en un 50% se prolong6 en mas de 20 veces o hasta 4,5 horas. Esto sugiere fuertemente que la causa de la
inestabilidad in vivo de CocE es la misma que la observada para la enzima in vitro.

En resumen, el presente trabajo muestra que un abordaje de varias ramas que combina analisis computacionales,
bioquimicos y estructurales se puede usar para desarrollar racionalmente variantes de CocE que son
significativamente mas estables que la enzima nativa.

Ejemplo 5. Mutante de CocE L169K/G173Q

Se cre6 un mutante de CocE, L169K/G173Q y se caracterizé del siguiente modo.

Disefio de mutaciones termoestables. En base a la estructura cristalina de rayos X (cédigo PDB 1JU3) de la cocaina
esterasa bacteriana (CocE) (Larsen et al., 2002), se construyé un modelo 3D completo de CocE unida a (-)cocaina
usando minimizaciones energéticas y simulaciones de la dinamica molecular (MD) cargados con el programa
AMBER (Case et al., 2004) (véase el Ejemplo 4 anterior). Para aumentar la estabilidad térmica de CocE se us6 un
método computacional implementado en el programa RosettaDesign (Kuhiman and Baker, 2000; Korkegian et al.,
2005). Este método pudo predecir las mutaciones termoestabilizantes dentro de un plegamiento dado al tiempo que
se minimiza cualquier desplazamiento en la estructura que podria alterar estructuralmente la estructura del sitio o
inactivar su flexibilidad. EI método implementado en el programa RosettaDesign usa una funcién de energia para
evaluar la idoneidad de una secuencia concreta para un pliegue dado y un algoritmo de busqueda Monte Carlo para
el muestreo de espacios de la secuencia. Otros investigadores han usado con éxito el mismo método para aumentar
la termoestabilidad de una enzima sin reduccion de la eficiencia catalitica (Kuhiman and Baker, 2000; Korkegian et
al.,, 2005). La modelizacién computacional usando el programa RosettaDesign ha permitido la prediccion de un
conjunto de mutaciones que potencialmente pueden disminuir la energia y, por tanto, aumentar la mayor
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termoestabilidad de la CocE. Como primera ronda del disefio racional, la computacién se simplificé considerando
Unicamente las posibles mutaciones en los residuos de aminoacidos que tienen una distancia de 6 - 25 A desde el
sitio catalitico.

Mutagénesis dirigida a sitio. Se introdujeron mutaciones puntuales en las posiciones 169 y 173 en el ADNc de la
CocE clonado en el vector de expresion bacteriana pET-22b(+). Se generaron mutaciones usando un protocolo de
mutagénesis modificado QuickChange (Stratagene) y cebadores de un oligonucledtido. Para la generacion del
mutante doble, se usaron ADNc con la mutacion puntual sencilla G173Q como molde para la segunda ronda de la
mutagénesis para introducir L169K. El mutante se secuencié en ambas direcciones en la totalidad de la region de
codificacion. Los mutantes de CocE vy silvestre se expresaron como proteinas marcadas con 6 His en su extremo C
en células de E. coli BL-21 Gold (DE3) cultivadas a 37° C. La expresion de proteinas se indujo con isopropil-§-
tiogalactopiranésido 1 mM (IPTG, Fisher) durante 12 horas a 18° C.

Purificacién de la cocaina esterasa y mutantes. Las células se sedimentaron, resuspendieron en Tris 50 mM pH 8,0,
NaCl 150 mM con inhibidores de la proteasa (3 pg/ml de cada uno de leupeptina e inhibidor de la tripsina de soja o
de garrofon) y se lisaron usando una prensa francesa (Thermo Fisher Scientific Corp, EE.UU.). La CocE silvestre o
mutante se enriquecié usando cromatografia por afinidad de metales Talon (Clontech Laboratories, Inc, Mountain
View CA), seguido de cromatografia de intercambio aniénico (Q-Sepharose, GE Healthcare, Piscataway NJ) La
CocE se eluyd de la columna Q-Sepharose con tampones en gradiente lineal de NaCl 150 - 450 mM que contienen
Hepes 20 mM, pH 8,0, MgCl; 2 mM, EDTA 1 mM y DTT 1 Mm. Las fracciones maximas se combinaron y
concentraron mediante Centricon-30 (Millipore), se congelaron instantaneamente en nitrégeno liquido y se
almacenaron a -80° C.

Determinacién de la eficiencia catalitica. Para determinar la actividad catalitica se realizé un ensayo
espectrofotométrico. Se afiadieron muestras de L169K/G173Q CocE a una placa de 96 pocillos permeable a UV que
contiene concentraciones crecientes de cocaina (0,5, 2,5, 5, 12,5, 25, 50, 100, y 150 uyM), para dar una
concentracion final de 10 ng/ml de CocE en un volumen final de 200 pl. El cambio en la absorbancia a 240 nm se
midid en 20 minutos con lecturas cada 10 segundos mediante un lector de placas SpectraMax Plus 384 UV
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA) usando el software SOFTmax Pro (Version 3,1.2). El cambio en la absorbancia
se convirtié en el cambio en la concentracion y, adicionalmente, se determina la velocidad de deterioro por mol de
enzima (Kcat). Las Keat y Km de la enzima se determinan usando Prism (GraphPad software, San Diego). La mutacion
L169K/G173Q permite que cada molécula de la enzima convierta aproximadamente 6000 moléculas de cocaina por
minuto en metabolitos inactivos. El incremento de la Kcat sobre la silvestre y la mutacion previa T172R/G173Q se
acompafa de un incremento en la Ky, que tiene como resultado una eficiencia catalitica similar a la de la silvestre y
la mutacion T172R/G173Q (FIG. 34).

Determinacién de la semivida in vitro. Para simular la temperatura del cuerpo y la concentracion enzimatica en el
raton NIH Swiss se incubd la CocE en un bafio de agua a 37°C a una concentracion de 60 pg/ml en plasma humano
0 en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) a pH 7,4. Las muestras se afiadieron al agua a 37°C directamente
desde el almacenamiento a -80° C a varios tiempos (0, 24, 48, 77, 96, 120 horas) y todos se analizaron a una
concentracion final de 10 ng/ml como se ha descrito anteriormente.

La sustitucion de una lisina por un glutamato en las posiciones 169 y 173 respectivamente extiende la semivida in
vitro a aproximadamente 72 horas, que es 332 veces mas larga que la enzima silvestre y 17 veces mas larga que la
mutacion T172R/G173Q (FIG. 35).

Determinacién de la potencia in vivo EL incremento en la Kt también se ha mostrado in vivo. La CocE mutada
L169K/G173Q protegié de forma dependiente de la dosis a los ratones de dosis letales crecientes de cocaina (FIG.
36). La CocE se administré i.v. en la vena de la cola de ratones NIH Swiss en un volumen de 0,2 ml.
Concentraciones variables de cocaina se liberaron en la cavidad intraperitoneal 1 minuto después. Este mutante ha
demostrado ser mas potente que los mutantes de CocE previos, manteniendo alguin grado de proteccion a dosis tan
bajas como de 0,01 mg. La mayor potencia deberia permitir usar menos enzima y, por tanto, deberia disminuir las
respuestas inmunoldgicas innatas de los animales a la proteina. El incremento de la potencia también hace que esta
enzima sea mas eficaz contra dosis extremas de cocaina que se pueden ver en una sobredosis humana, a
concentraciones equivalentes a otra mutacién enzimatica.

Evaluacién de la semivida in vivo. La CocE se administra i.v. en la vena de la cola en un volumen de 0,2 ml. Los
animales son expuestos a 180 mg/kg de cocaina liberada por via intraperitoneal a un tiempo dado tras la
administracion de CocE. La mutante L169K/G173Q de CocE se analizé a 1 mg contra los demas mutantes porque 1
mg de CocE mostro la mayor separacion entre las estabilidades térmicas in vivo de diferentes mutantes de in vivo en
estudios preliminares (datos no mostrados). La mutante L169K/G173Q de CocE (1 mg) protegié al 50% de los
ratones NIH Swiss frente a la muerte durante hasta 7,5 horas. Dosis menores de la mutaciéon L169K/G173Q
muestran una proteccion extendida contra la letalidad en comparacion también con las mutaciones previas (FIG. 37).

SEC ID N° 1 — Secuencia de aminodacidos de la CocE de Rhodococcus

1 mvdgnysvas nvmvpmrdgyv rlavdlyrpd adgpvpvllv rnpydkfdvf awstgstnwi

25



10

15

20

25

30

35

40

ES 2510551713

61 efvrdgyaw iqdtrglfas egefvphvdd eadaedtlsw ileqawcdgn vgmfgvsylg
121 vtqwqgaavsg vgglkaiaps masadlyrap wygpggalsv eallgwsali gtglitsrsd
181 arpedaadfv glaailndva gaasvtplae gpligrlipw vidgvvdhpd ndeswgsisl
241 ferlgglatp alitagwydg fvgesirtfv avkdnadarl wgpwshsnl tgrnadrkfg
301 iaatypigea ttmhkaffdr hirgetdala gvpkvrlifvm gidewrdetd wplpdtaytp
361 fylggsgaan tstgggtlst sisgtesadt ylydpadpvp slggtlifhn gdngpadqrp
421 ihdrddvlcy stevltdpve vtgtvsarlf vsssavdtdf taklvdvfpd graialcdgi

481 vrmryretlv nptlieagei yevaidmlat snvflpghri mvqvsssnfp kydrnsntgg

541 viaregleem ctavnrihrg pehpshivlp iikr
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En vista de lo anterior, se comprobara que se logran las distintas ventajas de la invencion y se consiguen otras
ventajas.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién que comprende:
un polipéptido de cocaina esterasa (CocE); y
el menos un compuesto de termoestabilizacion,

en la que
la CocE en presencia del compuesto es mas termoestable que la CocE en ausencia del compuesto; y

el uno o mas compuestos de termoestabilizaciéon se seleccionan de

2. La composicion de la reivindicacion 1, en la que la CocE comprende:
(i) una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 1;
(i) una secuencia de aminoacidos al menos un 90% idéntica a la SEC ID N° 1, que tiene actividad esterasa; o

(iii) una secuencia de aminoacidos al menos un 90% idéntica a la SEC ID N° 1, con una o mas sustituciones
seleccionadas del grupo que consiste en L163V, V2251, 1218L, A310D, A149S, S159A, S265A, S56G, W220A,
S140A, F189L, A193D, T254R, N42V, V262L, L508G, Y152H, V160A, T172R, Y532F, T74S, W285T, L146P,
D533S, A194R, G173Q, C477T, K531A, R41l, L119A, K46A, F84Y, T172R/G173Q, L169K, F189A, N197K,
R182K, F189K, V190K, Q191K, A194K, y L169K/G1730, o una combinacion de los mismos, y que tienen
actividad esterasa.

3. La composicion de la reivindicacion 2, en la que la CocE tiene una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 1
con una o mas sustituciones seleccionadas del grupo que consiste en: T172R, S159A, N197K, L169K, F189K,
G173Qy T172R/G173Q.

4. La composicién de la reivindicacion 2, en la que la CocE tiene una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 1
con la sustitucion L169K/G173Q.

5. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 4, en la que la CocE es una CocE pegilada.

6. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 5, en la que el al menos un compuesto de
termoestabilizacion se selecciona de:
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7. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 6, en la que el al menos un compuesto de es:

(

S

o

5
8. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 7, que ademas comprende un vehiculo
farmacéuticamente activo.
9. Un método ex vivo de termoestabilizacion de una cocaina esterasa (CocE), comprendiendo el procedimiento
combinar un polipéptido de CocE con uno o mas compuestos de termoestabilizacién seleccionados de:
d o
o o
S /\_,N\/ \O)\/\N/\ﬁ/'\'\/
o i =0 :i
I R S\{D v i \= \\O
d H
& K/
10
= i o
s
Crm
o}
TN
™o :>—NH
8r o
10. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que el polipéptido de CocE comprende:
(i) una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 1;
(i) una secuencia de aminoacidos al menos un 90% idéntica a la SEC ID N° 1, que tiene actividad esterasa; o
15 (iii) una secuencia de aminoacidos al menos un 90% idéntica a la SEC ID N° 1, con una o mas sustituciones

seleccionadas del grupo que consiste en L163V, V2251, 1218L, A310D, A149S, S159A, S265A, S56G, W220A,

S140A, F189L, A193D, T254R, N42V, V262L, L508G, Y152H, V160A, T172R, Y532F, T74S, W285T, L146P,

D533S, A194R, G173Q, C477T, K531A, R41l, L119A, K46A, F84Y, T172R/G173Q, L169K, F189A, N197K,

R182K, F189K, V190K, Q191K, A194K, y L169K/G173Q, o una combinacién de los mismos, y que tienen
20 actividad esterasa.
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11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 9 — 10, en el que la combinacién del polipéptido de CocE
con uno o mas compuestos de termoestabilizacién se produce in vitro, durante la purificacion de CocE, durante el
almacenamiento de CocE, o una combinaciéon de los mismos.

12. Una composicién que comprende:
(i) un polipéptido de la cocaina esterasa (CocE) aislada, comprendiendo el polipéptido de CocE
(a) una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 1, a excepcion de las sustituciones L169K y G173Q; o

(b) una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos un 85% con la SEC ID
N° 1, en la que el polipéptido de CocE codificado tiene sustituciones L169K y G173Q y actividad esterasa con
una termoestabilidad incrementada a 37°C en comparacion con la CocE silvestre; o

(i) un acido nucleico aislado que codifica el polipéptido de (i); y
(iii) opcionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

13. Una composicion como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 - 8 o 12, para el uso en el tratamiento
de una afeccion inducida por cocaina seleccionada del grupo que consiste en sobredosis de cocaina, toxicidad por
cocaina, adiccién a la cocaina o dependencia de la cocaina.

14. Uso de una composicién para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una afeccién inducida por
cocaina seleccionada del grupo que consiste en sobredosis de cocaina, toxicidad por cocaina, adiccion a la cocaina
o dependencia de la cocaina, seleccionada la composicién de:

(i) una composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8; o
(i) una composicién de acuerdo con la reivindicacion 12.

15. La composicion para usar de acuerdo con la reivindicacién 13 o la reivindicacion 14, en la que la composicién se
formula para administracion intravenosa o administracion mediante minibomba de infusion.
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