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RESUMO

"PLASMINA MODIFICADA DE FORMA RECOMBINANTE"

Polinucledétidos e polipéptidos relacionados com
uma molécula de plasmin(ogénio) modificada de forma
recombinante. A molécula de plasmin(ogénio) possui um
dominio kringle tUnico N-terminal em relacdo ao sitio de
ativacdo presente na molécula de plasminogénio humana
nativa, combinada de modo a gue nao estejam presentes
sequéncias estranhas e apresente carateristicas de ligacéo
a lisina e enzimdticas significativas associadas a enzima

nativa.
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DESCRICAO

"PLASMINA MODIFICADA DE FORMA RECOMBINANTE"

Antecedentes da invencéo

O plasminogénio humano € uma proteina de cadeia
simples contendo 791 residuos de aminodcidos. A ativacgdo do
plasminogénio em plasmina resulta de uma clivagem simples
da ligacgado peptidica Argb61-vValb562 no zimogénio. A molécula
de plasmina resultante ¢é uma protease serinica de duas
cadeias, com ligacao persulfureto com uma especificidade de

tipo tripsina (cliva apds Lys e Arg).

A cadeia pesada amino-terminal da plasmina (resi-
duos 1-561, ~60 kDa) ¢é composta por cinco dominios krin-
gle, dada um contendo aproximadamente 80 residuos de
aminodcidos. Os dominios kringle s&do responséaveis pelas
propriedades reguladoras do plasminogénio, tais como a
interacdo com inibidores de ativacédo, e.g., 1des Cl™; com
estimuladores de ativacdo, e.g., &acido g-aminocaprdéico; com
células de mamiferos e bacterianas; e com outras proteinas,
tais como o substrato fisioldgico da plasmina, fibrina e
inibidor de plasmina, oZ2-antiplasmina. De todos os cinco
kringles, o kringle 1 é um dos mais multi-funcional: a sua
actividade de ligacdo a lisina demonstrou ser responséavel

por interacdo da plasmina com oZ2-antiplasmina e fibrina.
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Ver Wiman, B., et al., Biochim. Biophys. Acta 579: 142-154
(1979); e Lucas, M.A., et al., J. Biol. Chem. 258: 4249-

4256 (1983).

A cadeia leve C-terminal da plasmina (residuos
562-791, ~25kDa) & uma protease serinica tipica, homdloga
a tripsina e contendo a triade catalitica de protease
serinica cléssica: His603, Asp646 e Ser741. O plasminogénio
contém 24 pontes persulfureto e 2 sitios de glicosilacédo em

Asn289 e Thr346.

A protedlise limitada do plasminogénio pela
elastase demonstrou resultar nos trés fragmentos principais
(Sottrup—-Jensen, L., et al., Prog. Chem. Fibrinol.
Thrombol. 3: 191-209 (1978)). O primeiro fragmento, K1-3,
inclui os primeiros trés kringles e pode ser isolado em
duas versodes, Tyr80-vVal338 e Tyr80-Val3b54. O segundo
fragmento, K4, corresponde ao quarto kringle e inclui os
residuos Val355-Alad440. O ultimo, fragmento C-terminal (o
denominado mini-plasminogénio) inclui os residuos Vald4d3-
Asn791 e consiste no quinto kringle e o dominio da protease
serinica. O mini-plasminogénio pode ser ativado do mesmo

modo que o plasminogénio, formando mini-plasmina.

Devido a estrutura complexa da molécula de
plasminogénio de comprimento  total, 0s sistemas de
expressdo em Dbactérias nédo provaram ser Uteis para a

produgcdo de plasminogénio recombinante. O plasminogénio é
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produzido na forma de corpos de inclusdo insoluveis e nao
se pode remoldar a partir desse estado. Para além disso, a
expressao do plasminogénio em células de mamifero é
complicada pela ativacdo intracelular do plasminogénio em
plasmina e a citotoxicidade resultante. A produgadao de
plasminogénio totalmente ativo utilizando células de inseto
é possivel, contudo, este sistema ndo é adequado para a
producdo em grande escala devido ao baixo rendimento. Além
disso, como com gqualquer esquema de proteina recombinante,
existe um potencial para encontrar problemas de
imunogenicidade no individuo que recebe a proteina

recombinante terapéutica.

A imunogenicidade pode ser uma barreira para a
utilizagcdo eficaz e/ou eficiente de certos esquemas de
proteina terapéutica recombinante. A imunogenicidade € uma
série complexa de respostas a uma substancia (e.g., a
estrutura quimica de uma proteina incluindo a sequéncia de
aminodcidos) que é percebida como estranha e pode incluir a
producdo de anticorpos neutralizantes e ndo-neutralizantes,
formacdo de imunocomplexos, ativacdo complementar, ativacéao
de mastdécitos, inflamacédo, e anafilaxia. A imunogenicidade
pode limitar a eficdcia e a seguranca de uma proteina
terapéutica de multiplas formas. A eficdcia pode ser
reduzida diretamente pela formacdo de anticorpos neutra-
lizantes. A eficdcia também pode ser reduzida indire-
tamente, uma vez gque a ligacdo a anticorpos neutralizantes

ou nao-neutralizantes <conduz tipicamente leads a uma
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eliminacédo réapida do soro. Podem ocorrer efeitos colaterais
graves e mesmo a morte quando surge uma reacdo imunitéaria.
Resulta uma classe especial de efeitos colaterais quando os
anticorpos neutralizantes reagem de forma cruzada com uma

proteina enddgena e bloqueiam a sua funcgao.

Consequentemente, é desejavel uma proteina
recombinante modificada, possuindo as carateristicas
desejaveis (e.g., regides com estruturas quimicas de tipo
nativo) de plasmina/plasminogénio embora ndo possuindo
certas carateristicas negativas e sendo capaz de producgdo
em sistemas de expressdo da proteina recombinante incluindo

células bacterianas em quantidades substanciais.

O Pedidos de Patente PCT WO 2007/047874 A revela
delta-plasminogénio, um plasminogénio mutante com wuma
delecdo, no qual a porgdo média da molécula é removida,
contudo a molécula resultante ¢é diferente daquelas a

presente invencgéo.

Por outro lado, Medynski D. et al (Medynski et
al. "Refolding, purification, and activation of
miniplasminogen and microplasminogen isolated from E. coli
inclusion bodies", Protein Expression and Purification,
Academic Press, San Diego, CA, wvol. 52, no. 2, 26 de
outubro de 2006, paginas 395-402) revelam um reenrolamento,
purificagdo, e ativagdo de miniplasminogénio isolado a

partir de corpos de inclusédo de E. coli.
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Sumario da Invencédo

Num aspeto, a presente invencao proporciona um
polinucledétido que compreende uma sequéncia de nucledtidos

que codifica um polipéptido possuindo:

(a) um dominio kringle N-terminal simples
homélogo a um dominio kringle de plasminogénio humano
nativo, em que os Ultimos quatro residuos de aminocacidos no
dominio kringle sdo V, P, Q, e C; e

(b) um sitio de ativacdo do dominio C-terminal e
dominio da ©protease serinica homdélogos aos dominios
correspondentes no plasminogénio humano; em que o)
polipéptido se liga a lisina imobilizada e é capaz de se
tornar ativado para enzimas de plasmina funcional apés um
evento de ativagdo que envolve, pelo menos, a clivagem
proteolitica de uma ligagdo peptidica Arg-Val localizada

entre o dominio kringle e o dominio da protease serinica.

Noutro aspeto, a presente invencao proporciona um

polipéptido codificado pelo polinucleétido acima.

Noutros aspetos, a presente invencao proporciona
um vetor de expressdo que compreende o polinucledétido da
presente invencgao. Numa forma de realizacgéo, o
polinucledtido compreende uma sequéncia de nucledtidos como

apresentada na SEQ ID NO: 1.

Em alguns aspetos, a presente invencao
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proporciona uma célula cultivada que compreende um vetor de
expressao que compreende um polinucledtido da presente
invencao. Numa forma de realizacgao, o polinucleétido
compreende uma sequéncia de nucledtidos como apresentada na
SEQ ID NO: 1. Noutra forma de realizacgao, a célula
cultivada ¢é um organismo ©procaridético. Numa forma de

realizacdo, o organismo procaridético é E. coli.

Num aspeto, a presente invencdo proporciona um
método para produzir um ou mais polipéptidos de plasmina
recombinante possuindo terminais N diferentes. O método

compreende:

(a) proporcionar o polipéptido acima

(b) contatar o polipéptido proporcionado no passo
a) com uma protease em condig¢des suficientes para clivar um
ou mais ligag¢des peptidicas formando desse modo um ou mais
polipéptidos de plasmina recombinante possuindo terminais N
diferentes. Numa forma de realizacéao, proporcionar
compreende expressar uma grelha de leitura aberta possuindo
uma sequéncia correspondente a sequéncia como apresentada
na SEQ ID NO: 1, ou uma sua variante degenerada, num
hospedeiro adequado. Noutra forma de realizacao, o
polipéptido possul uma sequéncia de aminodcidos como

apresentada na SEQ ID NO: 2.

BREVE DESCRIGCAO DOS DESENHOS

A Figura 1 ¢é uma representacdo esquematica da
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plasmina nativa apds ativacdo por clivagem proteolitica.
K1-K5 sdo regides kringle 1-5; e SP é o dominio da protease
serinica. "a2-AP" é o sitio de ligacdo a aZ2-antiplasmina no
kringle 1.

A Figura 2 €& uma representacdo esquemdtica de um
mutante de plasminogénio da invencdo com uma delecdo
utilizado a mesma nomenclatura gque na Figura 1, e
apresentando a delecdo de K2-5.

A Figura 3 apresenta uma sequéncia de aminodcidos
de plasminogénio humano, apresentando a sequéncia lider de
19-residuos com os numeros -19 até -1, e a sequéncia de
plasminogénio apresentada como os residuos 1-791 (ver SEQ
ID NO: 3, a sequéncia de cDNA para o plasminogénio humano;

e SEQ ID NO: 4, a seguéncia de aminodcidos codificada, como

apresentado na Figura 3). Séo apresentadas varias
carateristicas, incluindo as seguintes: uma forma de
realizacéo da sequéncia de plasminogénio (TAL6003)
(sombreado) ; dominios kringle 1-5 (duplo sublinhado);

sitios de glicosilacdo Asn289 e Thr346 (a negrito); o sitio
de ativacdo Arg-Val (R561-V562 a negrito); e sitios de
ligagdo a 1lisina em kringle 1 (em sublinhado e com
numeracado de posicdo especifica).

A Figura 4 apresenta comparacdes de sequéncias de
polipéptidos (i.e., um alinhamento gap) entre os cinco
dominios kringle (1-5) do plasmin(ogénio) humano nativo. Os
residuos de aminodcidos que sé&o idénticos aqueles da mesma
posicado relativa em kringle 1 sao apresentados em
sublinhado.

A Figura 5 apresenta um gradiente de 8-25% em
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SDS-PAGE de preparacao de plasmina derivada de plasma
(Pista 1 = ndo reduzida (NR); Pista 2 = reduzida (R)) e
(TAL6003) -plasmina (Pista 3 = ndo reduzida (NR); Pista 4 =
reduzida (R)) . A ativacao pela estreptoquinase de
plasminogénio derivado de plasma e (TAL6003)-plasminogénio
em plasmina nativa e (TAL6003) -plasmina recombinante,
respetivamente, resulta na formacao de duas bandas
correspondentes ao dominio kringle e ao dominio da protease
serinica. Consequentemente, apds incubacdo com o agente
redutor ditiotreitol (DTT) antes da eletroforese, plasmina
derivada do plasma e (TAL6003)-plasmina, gque sao uma banda
tnica num gel em condig¢bdes de reducao, reduzido a duas
bandas correspondentes a kringle 1 (banda inferior) e o
dominio da protease serinica (banda superior) no mesmo gel
em condicbdes de nao reducéo.

A Figura 6 ¢é uma representacdo grafica da
activacdo de (TAL6003)-plasminogénio pela estreptoguinase.

A Figura 7 é um cromatograma apresentando ligacgédo
de (TAL6003)-plasminogénio a lisina-SEPHAROSE™ 4B: foi
aplicado 0,5 mg de (TAL6003)-plasminogénio purificado na
coluna de lisina-SEPHAROSE™ 4B (1 x 3 cm) equilibrada com
soro fisioldégico tamponado com Tris, pH 7,4. A proteina
ligada foi eluida a partir da coluna por um gradiente de 0-
20 mM de &cido e-aminocaprdéico (e¢-ACA) com um pico unico. A
absorvéncia a 280 nm e a concentracdo de ¢-ACA, como uma
funcdo do volume efluente sdo apresentadas no grafico.

A Figura 8 apresenta a ligacadao de (TAL6003)-
plasminogénio a fibrina como avaliado pela sua ativacgao

subsequente por tPA e resultante lise do coagqulo.
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A Figura 9 apresenta a comparacdo in vitro da
eficdcia trombolitica de (TAL6003)-plasmina com plasmina
derivada do plasma.

A Figura 10 ilustra o padrao da ligacao

persulfureto de (TAL6003)-plasmina (SEQ ID NO: 2). Na
figura, (X) representa uma sequéncia de aminocacidos
RDVVLFEK.

DESCRIGCAO DA INVENGAO

Os presentes inventores descobriram novos
polipéptidos de plasminogénio recombinantes, ou variantes
destes, agqui referidos como (TAL6003)-plasminogénios que
possuem caracteristicas do tipo do plasminogénio nativo
apesar da delecdo de 4 kringles da sua estrutura. Estes
(TAL6003) -plasminogénios, ou suas variantes, sdo zimogénios
que sao capazes de se tornar ativados como enzimas de
plasmina funcionais (aqui referidos como (TAL6003) -
plasminas) apds um evento de ativacdo gque envolve pelo
menos a clivagem proteolitica de uma ligacdo peptidica Arg-
Val 1localizada entre o dominio kringle e o dominio da

protease serinica do zimogénio.

O (TAL6003)-plasminogénio, ou uma sua variante,
da presente invencao possuli ligacdo a fibrina e a anti-
plasmina assim como propriedades de ativacdao do plasmino-
génio humano nativo de comprimento total. Para além disso,
o) (TAL6003)-plasminogénio possui varias carateristicas

novas e desejaveis incluindo expressdo de nivel elevado na
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produgdo recombinante e <certas estruturas gquimicas da
proteina idénticas ou muito semelhantes as formas que
ocorrem naturalmente de plasminogénio derivado do plasma

humano.

O(s) (TAL6003)-plasmin(ogénio)s de acordo com a
presente invencao podem ser caraterizados pelo menos pelo
seguinte:

(1) os pesos moleculares inferiores (e.g., numa
forma de realizacdo cerca de 36,911 até cerca de 37,039 Da)
de (TAL6003) -plasminas criadas apobds a ativacdo dos
(TAL6003) -plasminogénios resultam num aumento da atividade
especifica (por mg de proteina);

(ii) a falta de pelo menos dois sitios de
glicosilagdo encontrados na proteina nativa (ver Figure 3,
i.e., N289 e T346), combinada com o0s pesos moleculares
relativamente Dbaixos, facilita a producdo recombinante
desta proteina utilizando sistemas de expressdo em
bactérias e leveduras de custo relativamente baixo;

(1ii) 0s (TAL6003) -plasminogénios podem ser
ativados por ativadores de plasminogénio tPA, urocinase, e
estreptoquinase;

(iv) a presenca do dominio kringle N-terminal
unico homdélogo a um dominio kringle do plasminogénio humano
nativo preserva as propriedades de ligacdo a fibrina da
plasmina que sao importantes para a eficédcia trombolitica;

(v) a presenca de sitios de ligacdo a o2-
antiplasmina no dominio kringle N-terminal Unico homdélogo a

um dominio kringle de plasminogénio humano nativo permite
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que as (TAL6003)-plasminas sejam inibidas rapidamente por
este inibidor fisioldgico da plasmina (uma carateristica
que pode prevenir hemorragias);

(vi) o tamanho mais pequeno das (TAL6003)-plas-
minas pode facilitar a sua inibicdo pela aZ2-macroglobulina,
diminuindo ainda mais as probabilidades de complicacdes de
hemorragia em relacdo a plasmina nativa. Em formas de
realizacdo particulares, a auséncia de kringle 5, que retém
o sitio de ligacdo primario a fibrin(ogénio) nédo digerido
intato, pode permitir a utilizacé&o das (TAL6003)-plasminas
com reducgdo da eliminacdo do fibrinogénio em circulacéo;

(vii) a presenca de um dominio kringle N-terminal
unico homélogo a um dominio kringle de plasminogénio humano
nativo, em que os ultimos quatro residuos de aminodcidos no
dominio kringle sdo V, P, Q, e C, proporciona uma ligacéao
do tipo nativo ao dominio da protease serinica (i.e., uma
ligacdo semelhante a juncdo do dominio que ocorre natural-
mente entre o dominio kringle 5 e o dominio da protease
serinica do plasminogénio humano); e

(viii) apds expressdo do (TAL6003)-plasminogénio
recombinante, o seu terminal N pode ser clivado novamente
(e.g., clivado de novo durante a ativacdo) para propor-

cionar um terminal N de tipo nativo.

De um modo geral, a 1nvencdo proporciona poli-
péptidos de (TAL6003)-plasmin(ogénio) recombinante possuin-
do uma Unica regido kringle N-terminal para o sitio de
ativacdo e dominio da protease serinica, possuindo certas

vantagens em relagdo a mini-plasmin(ogénio). Embora os
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(TAL6003) -plasminogénios da invencdo apenas possuam um
dominio kringle, como tal, numa posigdo N-terminal em
relacdo ao sitio de ativacédo, algumas formas de realizacéo
incluem sequéncias adicionais numa posicdo N-terminal em
relacdo ao sitio de ativacdo. Sequéncias N-terminais
adicionais podem ser derivadas daqueles das regides kringle

nativas do plasminogénio.

Os dominios kringle N-terminais da presente
invengdo incluem sequéncias N-terminal dos kringles 1 e 4
do plasmin(ogénio) nativo e seus equivalentes funcionais.
Em particular, ver a discussao abaixo que proporciona
orientacdo em relacdo a preservacgdo da funcdo nas variantes
do polipéptido, incluindo a preservacgdo dos residuos gue

participam em ou influenciam a ligacdo a lisina.

Para além disso, formas de realizacdo particu-
lares dos polipéptidos da presente invencdo podem apresen-
tar 1munogenicidade reduzida em virtude de estruturas de
tipo nativo. Por exemplo, em algumas formas de realizacgéao,
o plasminogénio recombinante da presente invencdo possui um
terminal N idéntico aquele que existe em formas que ocorrem
naturalmente do plasminogénio derivado de plasma humano,
que apds ativacdo por estreptoquinase, produz polipéptidos
de plasmina que compreendem terminais N do tipo nativo.
Adicionalmente, o0s novos polipéptidos da presente invencdao
possuem uma sequéncia entre os dominios Kringle e da
protease serinica que é semelhante a jungdo entre Kringle 5

e o dominio SP na plasmina humana gque ocorre naturalmente.
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Definigdes

Os termos "dominio" e "regido" de um polipéptido
sdo geralmente sindénimos como aqui utilizados, salvo
indicagcdo em contrario. Quando referidos Jjuntamente com
designacdes estruturais ou funcionais bem reconhecidas,
tais como "kringle" ou "protease serinica", etc., esses
termos irdo introduzir uma caracteristica de polipéptido
relacionada com pelo menos alguma(s) caracteristica(s)
normalmente reconhecidas e entendidas como estando asso-
ciadas as estruturas de polipéptido que correspondem a

essas designacgdes.

Uma "célula hospedeira cultivada"™, como aqui
utilizada, refere-se a uma célula procaridética ou eucarid-
tica gque contém DNA heterdlogo que foi introduzido na
célula por qualguer meio, e.g., eletroporacdo, precipitacédo
com fosfato de cédlcio, microinjecédo, transformacédo, infecéo

viral, e semelhantes.

"Heterdélogo" como aqui utilizado significa "de
origem natural diferente"™ ou representando um estado néao
natural. Por exemplo, se uma célula hospedeira cultivada
for transformada com um DNA ou gene derivado de outro
organismo, particularmente de outra espécie, esse gene ¢é
heterdlogo em relacdo a essa célula hospedeira cultivada, e
também em relacdo aos descendentes da célula hospedeira

cultivada gue contém esse gene. De um modo semelhante,
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"heterdlogo" refere-se a uma sequéncia de nucledtidos
derivada de, e inserida, no mesmo tipo de célula original
natural, mas que estd presente num estado n&o natural,
e.g., um nuUmero de cépias diferentes ou sob o controlo de
diferentes elementos reguladores. Para além disso, quando
utilizado no contexto de uma sequéncia de acidos nucleicos
ou de aminodcidos, o termo "heterdlogo" também se pode
referir a qualquer regiao da sequéncia que tem uma origem
natural diferente de outra regido da mesma sequéncia. Por
exemplo, de uma proteina recombinante compreende um dominio
kringle derivado de apolipoprotein(a) e um dominio de
protease serinica derivado de plasminogénio, o dominio
kringle e o dominio da protease serinica s&o "heterdlogos"
um em relacdo ao outro, particularmente se cada dominio for

derivado de uma espécie ou organismo diferente.

Uma molécula de "vetor" ¢é uma molécula de &cido
nucleico na qual pode ser inserido um &cido nucleico hete-
rélogo que pode ser entdo introduzida numa célula hospe-
deira cultivada apropriada. Os vetores preferencialmente
possuem uma ou mais origens de replicagcdo, e um ou mais
sitios nos quais o DNA recombinante pode ser inserido. Os
vetores possuem frequentemente meios convenientes através
dos quais as células com vetores podem ser selecionados a
partir daqueles sem, e.g., genes que codificam resisténcia
a farmacos. Vetores comuns incluem plasmideos, genomas
virais, e (principalmente em leveduras e bactérias) "cro-

mossomas artificiais".
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Como aqui wutilizado, o termo "sequéncia de
controlo de transcricdo" refere-se a sequéncias de 4acidos
nucleicos, tais como sequéncias de iniciadores, sequéncias
de intensificador e sequéncias de promotor, que induzem,
repressado, ou de outra forma o controlo da transcricédo das
sequéncias de &cidos nucleicos que codificam proteinas as

quais estdao ligados operacionalmente.

O termo "polipéptido" ¢é aqui utilizado indis-

tintamente com os termos "péptido" e "proteina".

Os termos "polinucledtido" e "acido nucleico" séo
aqui utilizados indistintamente, e podem referir-se a
qualquer acido nucleico que contenha a informacao
necessaria para o objetivo indicado pelo contexto. Isto &,
o acido nucleico pode ser DNA ou RNA, seja de cadeia
simples ou de cadeia dupla, ou outro &cido nucleico, desde
que o polimero seja capaz de representar a informacao
apropriada, e.g., em relacdao a um péptido codificado, e
pode incluir sequéncias complementares, e.g., cadeias de
sentido e cadeias anti-sentido de polimeros de 4&cidos

nucleicos.

O termo "variante" de um polipéptido refere-se a
uma sequéncia de aminodcidos que € alterada em um ou mais
aminodcidos. A variante pode possuir alteracdes "conser-
vadoras", em gque um aminodcido substituido possui propri-
edades estruturais ou quimicas semelhantes, e.g., substi-

tuicdo de leucina por isoleucina. Alternativamente, uma
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variante pode possuir alteracdes "ndo conservadoras", e.g.,
substituicdo de uma glicina com um triptofano. Uma variacéo
andloga menor também pode incluir de delecdo ou insercédo de
aminoacidos, ou ambos. Uma forma particular de um
polipéptido "variante" € um polipéptido "funcionalmente
equivalente", i.e., um polipéptido que apresenta actividade
substancialmente semelhante in vivo ou in vitro como OS
exemplos do polipéptido da invencdo, como descrito em maior
detalhe abaixo. Orientacdo na determinacdo de gquais o0s
residuos de aminocdcidos que podem ser substituidos,
inseridos, ou removidos sem eliminar a atividade bioldgica
ou imunoldégica pode ser encontrada utilizando programas de
computador bem conhecidos na técnica, por exemplo, O
software DNASTAR (DNASTAR, Inc., Madison, WI). Para além
disso, é fornecida abaixo orientacdo especifica, incluindo
aquela que é fornecida nas referéncias citadas que sao aqui

incorporadas por referéncia na sua totalidade.

Os termos "N-terminal" e "C-terminal" s&o aqui
utilizados para designar a posicao relativa de qualquer
sequéncia de aminodcidos ou dominio de polipéptido ou
estrutura & qual sédo aplicados. O posicionamento relativo
serd o6bvio a partir do contexto. Isto &, uma carateristica
"N-terminal" estard localizada pelo menos mais prdxima do
terminal N da molécula de polipéptido do que outra
carateristica discutida no mesmo contexto (sendo a outra
carateristica possivelmente referida como "C-terminal" em
relacdo a primeira carateristica). De um modo semelhante,

os termos "5'-" e "3'-" podem ser aqui utilizados para



PE2220221 - 17 -

designar posicbdes relativas das carateristicas dos poli-

nucledtidos.

Os polipéptidos aqui referidos como possuindo um
dominio N-terminal "homdélogo a um dominio kringle do
plasminogénio humano nativo" apresenta caracteristicas
estruturais e funcionais semelhantes aos dominios kringle
nativos do plasminogénio. Para além disso, o0s polipéptidos
aqul referidos como possuindo um dominio N-terminal "homé-
logo ao kringle 1" apresentam carateristicas semelhantes ao
kringle 1 nativo, pelo menos até ao ponto em gue o0s
polipéptidos podem possuir uma afinidade mais elevada para
os acidos w-aminocarboxilicos (e homélogos funcionais tais
como o acidos trans—4 aminometilciclo-hexano-l-carboxilico,
um a&cido ciclico) do que o kringle 5. Ver, e.g., Chang, Y.,
et al., Biochemistry 37: 3258-3271 (1998), agqui incorporado
por referéncia, para condigdes e protocolos para a
comparacdo de ligacdo de polipéptidos de dominio kringle
isolado ao acido 5-aminopentandico (5-APnA); acido 6—-amino-
hexandico (6—AHXA), também conhecido como acido e—
aminocaprdico (e-ACA); acido 7-amino-heptandico (7-AHpA); e
acido trans-4-aminometilciclo-hexano-1l-carboxilico (t—

AMCHA) .

Referéncias aos dominios kringle "homdélogos a
kringle 4" s&o definidas de um modo semelhante, como
referido acima em relacdo a frase "homélogo a kringle 1."
Isto é, eles apresentam carateristicas funcionais semelhan-

tes a kringle 4 do plasminogénio humano nativo como
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discutido acima. Estes polipéptidos também se ligam a

lisina imobilizada como descrito acima.

Os polipéptidos da invencdo ligam-se & 1lisina
imobilizada. Como aqui utilizada, a frase "ligacdo a lisina
imobilizada" significa que os polipéptidos assim carate-
rizados sdo retardados no seu progresso em relacdao ao mini-
plasminogénio gquando sujeito a cromatografia em coluna
utilizando 1lisina-SEPHAROSE™ como o meio cromatografico.
Tipicamente, os polipéptidos da invencdo podem ser eluidos
a partir desses maios cromatografico (resinas com afinidade
para a lisina) utilizando solugbes que contém o ligando

especifico, e.g., €-ACA, como eluentes.

Para além disso, adicionalmente a Chang et al.,
supra, podem ser consultadas outras referéncias pelos
especialistas na técnica para determinar que residuos podem
ser variados por substituicao conservadora ou nao
conservadora, delecdo, ou adicao para produzir um mutante
de delecdo no admbito da presente invencdo. Por exemplo, as
seguintes referéncias proporcionam informacdo em relacdo a
residuos particulares dos dominios kringle nativos que
podem ser importantes para a ligacdo de 4cidos -
aminocarboxilicos: Pat. U.S. N¢. 6 538 103 atribuido a Ji,
et al.; Pat. U.S. Ne. 6 218 517 atribuido a Suzuki;
Douglas, J.T., et al., Biochemistry 41 (10): 3302-10 (2002);
Zajicek, J., et al., J. Mol. Biol. 301(2): 333-47 (2000);
Lee, H., et al., Arch Biochem Biophys. 375(2): 359-63

(2000); Castellino, F. e S. McCance, Ciba Found Symp. 212:
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46-60 (1997); McCance, S., et al., J. Biol. Chem. 269:
32405-32410 (1994); Rejante, M.R. e M. Llinas, Fur. J.
Biochem. 221(3): 939-49 (1994); Wu, T.P., et al., Blood
Coagul. Fibrinolysis 5(2): 157-66 (1994); Hoover, C.J., et
al., Biochemistry 32(41): 10936-43 (1993); Menhart, N., et
al., Biochemistry 32: 8799-8806 (1993); Thewes, T., et al.,
J. Biol. Chem., 265 (7): 3906-3915 (1990); Novokhatny, V.,
et al., Thromb Res. b53(3): 243-52 (1989); Motta, A., et
al., Biochemistry 26(13): 3827-36 (1987),; DNovokhatny, V.,
et al., J. Mol. Biol. 179: 215-232 (1984); Lerch, P.G., et
al., Eur. J. Biochem. 107(1): 7-13 (1980); Sottrup-Jensen,
L., et al., Prog. Chem. Fibrinol. Thrombol. 3: 191-209
(1978); e Wiman, B. e D. Collen, Nature 272: 549-545
(1978), todos aqui incorporados por referéncia na sua

totalidade.

Devido ao fato de os presentes inventores terem
reconhecido que ©pode ser preparada uma molécula de
plasmin (ogénio) wvaliosa, simplificada possuindo um unico
dominio kringle N-terminal possuindo carateristicas
funcionais vantajosas (que podem ser avaliadas, em parte,
testando a ligagdo da lisina 1imobilizada como agui des-
crito), a presente invencdo pode englobar outros dominios
de ligacéo a fibrina ou regides N-terminais em relagdo ao
sitio de ativacgédo. Por exemplo, a invengdo pode incluir
polipéptidos nos quais o dominio da protease serinica da
plasmina estd ligado a um kringle de 1ligacdo a fibrina
selecionado a partir de um grupo incluindo, mas ndo limi-

tado a, kringle 4 de plasminogénio humano, kringle 2 de
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tPA, ou um kringle de apolipoproteina(a). Para além disso,
a invencdo pode incluir polipéptidos nos quais um dominio
da protease serinica da plasmina ¢ ligado a qualquer um de
outros médulos de ligacdo a fibrina conhecidos, tais como o
dominio de "dedo" de tPA ou fibronectina, ou o fragmento

FAB de IgG especifico para a fibrina.

Em alguns aspetos, o0s polipéptidos da presente
invencdo possuem estruturas quimicas da proteina (e.g.,
terminal N de tipo nativo e juncdo do tipo nativo entre o
kringle e o dominio da protease serinica) que sdo idénticas
as estruturas quimicas encontradas nas formas que ocorrem
naturalmente de plasmin(ogénio) derivado de plasma humano.
Sem estar preso a uma teoria particular, acredita-se que
certas carateristicas de uma proteina podem contribuir para
a sua 1imunogenicidade, incluindo mas ndo limitado a sua
sequéncia de aminodcidos. Consequentemente, a presente
invencdo proporciona uma proteina terapéutica eficaz
baseada no (TAL6003)-plasminogénio recombinante reduzindo
preventivamente a imunogenicidade potencial de (TAL6003)-
plasminogénio através da incorporacdo de sequéncias de
aminocacido que se assemelham as sequéncias do plasminogénio

humano nativo.

Num aspeto, o polipéptido do plasminogénio
recombinante (TAL6003) da presente invencadao compreende (a)
um dominio homdélogo N-terminal uUnico homdélogo a um dominio
kringle do plasminogénio humano nativo, em que os ultimos

quatro residuos de aminoacidos no dominio kringle sé&ao V, P,
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Q, e C; e (b) um sitio de ativacdo do dominio C-terminal e
dominio da protease serinica homélogo aocs dominios
correspondentes no plasminogénio humano; em que o)
polipéptido se liga a lisina imobilizada e é capaz de se
tornar ativado em enzimas de plasmina funcionais apdés um
evento de ativagdo que envolve pelo menos a clivagem
proteolitica de uma ligagdo peptidica Arg-Val localizada

entre o dominio kringle e o dominio da protease serinica.

Os polipéptidos do (TAL6003) -plasminogénio
recombinante da presente invencdo podem ser ativados por
alguém com uma especialidade ordindria na técnica para
proporcionar um polipéptido de (TAL6003)-plasmina. Numa
forma de realizacgdo, o polipéptido da (TAL6003)-plasmina
apresenta uma atividade fibrinolitica que é inibida por o2-
antiplasmina a uma taxa de inibicdo que é pelo menos cerca
de 5 vezes mais réapida do que a taxa de inibicdo da
atividade fibrinolitica da mini-plasmina por o2

antiplasmina.

Em algumas formas de realizacdo, o polipéptido
possuil uma sequéncia de aminoacidos como apresentada na SEQ
ID NO: 2, e suas substituicdes conservadoras. Noutras
formas de realizacdo, o polipéptido possui um residuo de
arginina num andlogo de posicdo relativa ao da posicdo 85
de uma sequéncia de aminoacidos apresentada na SEQ ID NO:

2.

Por exemplo, o (TAL6003)-plasminogénio descrito
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nesta invencdo faz uso de modificag¢des de residuos de
aminocdcidos na regido de juncdo que une o dominio kringle
tnico e o dominio da protease serinica. Consequentemente,
esta juncdo entre os dois dominios tem uma maior semelhanca
com a Jjuncdo que ocorre naturalmente entre o dominio
kringle 5 e o dominio da protease serinica do plasminogénio

humano.

Noutra forma de realizacdo, o (TAL6003)-plasmi-
nogénio descrito nesta invencdo compreende ainda uma
sequéncia N-terminal de tipo nativo. O (TAL6003)-plasmi-
nogénio produzido de forma recombinante pode ser removido
por clivagem apds ativacdo para proporcionar polipéptidos
de (TAL6003) -plasmina recombinante também possuindo

terminais N de tipo nativo.

Em formas de realizacdo particulares, os residuos
em certas posig¢bes do dominio kringle N-terminal unico do
(TAL6003) -plasminogénio sdo conservados em relacdo ao krin-
gle 1 do plasminogénio humano nativo. Estes podem ser os
residuos em posicdes associadas com pontes persulfureto e
ligacdo a lisina, e incluem Cys84, Cysl1l05, Cysl1l33, Cysl45,
Cyslb7, e Cyslé62, e Prol36-Prold40, Prold3-Tyrld6, e Arglb3-
Tyrl56, respetivamente (posicdes numeradas como apresentado
na Figura 3). Adicionalmente, formas de realizacdo parti-
culares da invencdo podem ser caracterizadas qgquimicamente
por contraste com mini plasmin(ogénio) gque possuil uma
composicdo de dominio andlogo (i.e., kringle-protease

serinica (K-SP) (ver Sottrup-Jensen, L., et al., Progress
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in Chemical Fibrinolysis and Thrombolysis, Vol. 3, (Eds: J.
F. Davidson, et al.) Raven Press, New York (1978)) mas,
inter alia, nédo tem wuma arginina (Arg) numa pPOsigao
relativa andloga & da posicdo 85 de uma sequéncia de
aminodcidos apresentada na SEQ ID NO: 2. Em algumas formas
de realizacéao, o) (TAL6003) -plasminogénio da invencéao
compreende um dominio kringle N-terminal anico
compreendendo um residuo Arg numa posicdo relativa anédlogo
ao da posicdo 85 de uma sequéncia de aminoacidos
apresentada na SEQ ID NO: 2. Exemplos nado limitantes de uma
posicdo relativa andloga a da posicdo 85 de uma sequéncia
de aminodcidos apresentada na SEQ ID NO: 2 incluem as
posicdes Arg(153), Arg(234), Arg(324), e Arg(426) de uma

sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ ID NO: 4.

A caraterizagcdo do dominio kringle N-terminal
unico do (TAL6003) -plasminogénio como "N-terminal"
significa apenas que o dominio estd presente N-terminal em
relacdo ao sitio de ativacdo e néado significa gque néo
estejam presentes outros residuos de aminodcidos N-
terminais em relacgcdo ao prdprio dominio. Para além disso, o
nimero e a identidade de residuos i1nterpostos entre o
residuo de cisteina mais C-terminal do dominio kringle N-
terminal 1dnico (i.e., 0o residuo Cys mais C-terminal
apresentado na Figura 4) e o gsitio de ativacdo do
plasminogénio pode ser variado sem nos afastarmos do ambito
da presente invencdo. Um dos especialistas na técnica seré
capaz de determinar estas variagdes que alcangam O0S

beneficios da invencdo (ligacdo do tipo kringle 1 de &cidos
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®w aminocarboxilicos, sem aumentar substancialmente o
tamanho do mutante de delecdo ou introducdo de sitios de
glicosilacdo potencialmente problemdticos) sem experimen-
tacdo indesejada baseada na descricao aqui apresentada e
nas referéncias agqui citadas para orientacdo em relacdo a

fungcdo e a estrutura de kringle 1.

Consequentemente, a invengdo refere-se a polinu-
cledtidos, polipéptidos, métodos recombinantes para pro-
duzir os polipéptidos, vetores contendo os polinucledtidos,
sistemas de expressdo para produzir os polipéptidos, e
células hospedeiras cultivadas compreendendo esses sistemas

de expresséao.

Como referido, num aspeto, a invencao refere-se a
um polinucledtido que codifica o polipéptido aqui descrito
ou um polipéptido possuindo substituicdes de aminoacidos
conservadoras desta. E fornecida orientacdo em relacdo a
selecdo de substituicdes de aminodcidos "conservadoras" em
mais detalhe abaixo. Numa forma de realizacdo, o poli-

nucledtido €& DNA.

Noutro aspeto, a invencdo refere-se a células que

contém pelo menos um polinucledtido da invencéao.

Numa forma de realizacéao, 0 polinucledétido
compreende a sequéncia de nucledétidos como apresentada na

SEQ ID NO: 1. Noutras formas de realizacdo, o polipéptido



PE2220221 - 25 -

compreende uma sequéncia de aminodcidos como apresentada na

SEQ ID NO: 2.

Polinucledétidos

Os polinucledtidos da invencdo incluem variantes
que possuem substituicdes, delecdes, e/ou adicdes que podem
envolver um ou mais nucledtidos. As variantes podem ser
alteradas em regides codificantes, regides nado codifi-
cantes, ou ambas. Alteracdes nas regides codificantes podem
produzir substituicdes, delecbes, ou adigdes de aminodcidos
conservadoras ou nao conservadoras. Especialmente prefe-
ridas entre estas estdo substituicdes, adicgdes e delecdes
silenciosas, qgque nao alteram as propriedades e atividades
da proteina (TAL6003)-plasmin(ogénio) ou porgdes desta.
Também especialmente preferidas a este respeito s&o subs-

tituicgdes conservadoras (ver abaixo).

Numa forma de realizacdo, a molécula de 4&cido
nucleico da presente invencdo compreende um polinucledtido
possuindo uma sequéncia de nucledétidos que codifica um
polipéptido possuindo uma sequéncia de aminodcidos
apresentada na SEQ ID NO: 2. Noutras formas de realizacéo,
a molécula de &cido nucleico compreende um polinucledtido
possuindo a sequéncia de nucledétidos apresentada na SEQ ID

NO: 1, ou uma sua variante degenerada.

Obviamente, também podem ser utilizadas técnicas

tradicionais de biologia molecular, microbiologia, e &cido
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nucleico recombinante para produzir os polinucledtidos da
invencao. Estas técnicas sdo bem conhecidas e sao
explicadas em, por exemplo, Current Protocols in Molecular
Biology, F. M. Ausebel, ed., Vols. I, II, e III (1997);
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
2nd Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y. (1989); DNA C(Cloning: A Practical
Approach, D. N. Glover, ed., Vols. I e 1II (1985);
Oligonucleotide Synthesis, M. L. Gait, ed. (1984); Nucleic
Acid Hybridization, Hames e Higgins, eds. (1985) ;
Transcription and Translation, Hames e Higgins, eds.
(1984); Animal Cell Culture, R. I. Freshney, ed. (1986);
Immobilized Cells and Enzymes, IRL Press (1986); Perbal, "A
Practical Guide to Molecular Cloning"; a série, Methods in
Enzymology, Academic Press, Inc. (1984); Gene Transfer
Vectors for Mammalian Cells, J. H. Miller e M. P. Calos,
eds., Cold Spring Harbor Laboratory (1987); e Methods 1in
Enzymology, Wu e Grossman e Wu, eds., respetivamente, Vols.

154 e 155, todos aqui incorporados por referéncia.

Vetores e Células Hospedeiras Cultivadas

A presente invencdo também se refere a vetores
que incluem as moléculas de &cido nucleico 1isolado da
presente invencao, células hospedeiras cultivadas que séao
geneticamente modificadas com os vetores recombinantes, e a
producdo dos polipéptidos de (TAL6003)-plasmin(ogénio) por

técnicas recombinantes.
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Podem ser introduzidas construcdes recombinantes
em células hospedeiras cultivadas utilizando técnicas bem
conhecidas tais como infecéo, transducdo, transfecéao,
transvecao, eletroporacao, e transformacdo. O vetor pode
ser, por exemplo, um vetor fagico, plasmidico, viral ou
retroviral. Os vetores retrovirais podem ser competentes
para a replicacao ou defeituosos para a replicacdao. No
ultimo caso, a propagagdo viral 1ird geralmente ocorrer

apenas em células hospedeiras complementares cultivadas.

Os polinucledétidos podem ser unidos a um vetor
contendo um marcador de selecdo para a propagagao num
hospedeiro cultivado. De um modo geral, um vetor plasmidico
é introduzido num precipitado, tal como um precipitado de
fosfato de cdlcio, ou num complexo com um lipido carregado.
Se o vetor for um virus, pode ser embalado in vitro
utilizando um linha celular de empacotamento apropriada e

depois transduzido para células hospedeiras cultivadas.

Sdo preferidos vetores compreendendo regides de
controlo de atuacgdo em cis ao polinucledétido de interesse.
Os factores de transacdo apropriados podem ser fornecidos
pelo hospedeiro cultivado, fornecidos ou um vetor de
complementacao, ou fornecido pelo préprio vetor apds

introducéo no hospedeiro cultivado.

Em certas formas de realizacdo a este respeito,
os vetores proporcionam expressdo especifica, que pode ser

indutivel e/ou especifica para o tipo de célula. Séo
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particularmente preferidos entre vetores aqueles que sao
indutiveis ©por fatores ambientais que sdo faceis de

manipular, tais como temperatura e aditivos de nutrientes.

Vetores de expressdo Uteis na presente invencgéao
incluem vetores cromossémicos, epissdmicos e derivados de
virus, e.g., vetores derivados de plasmideos bacterianos,
bacteridéfagos, epissomas de levedura, elementos de
cromossoma de levedura, virus tais como baculovirus, virus
papova, virus wvaccinia, adenovirus, virus da variola
avidria, wvirus da pseudo-raiva e retrovirus, e vetores
derivados das suas combinacdes, tais como cosmideos e

fagemideos.

As insercdes de DNA devem ser ligadas
operacionalmente a um promotor apropriado, tal como o
promotor o promotor do fago lambda PL, os promotores lac,
trp e tac de FE. coli, o0s promotores precoce e tardio de
SV40 e os promotores de LTRs retrovirails, para mencionar
apenas alguns. Outros promotores adequados serao conhecidos
do especialista. As construgdes de expressao irao ainda
conter sitios para iniciacdo de transcricdo, terminacéao e,
na regido transcrita, um sitio de ligacdo ao ribossoma para
traducdo. A porgado codificante dos transcritos maduros
expressos pelas construcgdes podem incluir uma traducgcdo que
comegca no principio e um codédo de terminacédo (UAA, UGA, ou
UAG) posicionado apropriadamente no fim do polipéptido a

ser traduzido.
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Como indicado, os vectores de expressao incluiréao
preferencialmente pelo menos um marcador de selecdo. Esses
marcadores incluem di-hidrofolato redutase ou resisténcia a
neomicina para uma cultura de células eucaridéticas e genes
de resisténcia a tetraciclina ou ampicilina para cultura em
E. coli e outras bactérias. Exemplos representativos de
hospedeiros cultivados apropriados incluem, mas nao estao
limitados a, células bacterianas, talis como células de E.
coli, Streptomyces e Salmonella typhimurium; células de
fungos, tais como células de leveduras; células de insetos
talis como células de Drosophila S2 e Spodoptera Sf9;
células animais tais como células CHO, COS e de melanoma de
Bowes; e células vegetais. Meios de cultura e condicdes
apropriados para as células hospedeiras cultivadas acima

descritas sdo conhecidos na técnica.

Entre os vetores preferidos para utilizacdo em
bactérias incluem e.g., pET24b ou pET22b disponiveis em
Novagen, Madison, WI (PET-24Db (+) e pPET-22b(+) = pET
Expression System 24b (Cat. No. 69750) e 22b (Cat. No.
70765), respetivamente, EMD Biosciences, 1Inc., Novagen
Brand, Madison, WI; ver secdo de informacdo de produto em
relacdo a pET-24b e pET-22b para detalhes em relacdo ao
vetor), pPQE70, pQE60 e pQE-9, disponivel em Qiagen Inc.,
Valencia, CA; vetores pBS, vetores PHAGESCRIPT, vetores
BLUESCRIPT, pNH8A, pNHl6a, pNH18A, pNH46A, disponiveis em
Stratagene, LaJolla, CA; e ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3,
PDR540, pRITS disponiveis em Pharmacia (agora Pfizer, Inc.,

New York, NY). Entre outros vetores eucaridéticos preferidos



PE2220221 - 30 -

sdo PpWLNEO, pSV2CAT, pO0G44, pXTl e pSG disponiveis em
Stratagene; e pSVK3, pBPV, pMSG e pSVL disponiveis em
Pharmacia. Outros vetores adequados serdo rapidamente

6bvios para os especialistas na técnica.

Promotores bacterianos adequados para utilizacgao
na presente invencao incluem os promotores de E. coli lacl
e lacZ, os promotores T3 e T7, o promotor gpt, o0s
promotores lambda PR e PL, e o promotor trp. Promotores
eucaridéticos adegquados incluem o promotor precoce imediato
de CMV, o promotor da timidina cinase HSV, os promotores
precoce e tardio de sSv4o0, 0s  promotores de LTRs
retrovirais, tais como aqueles do virus do sarcoma de Rous
(RSV), e promotores de metalotioneina, tais como o promotor

da metalotioneina-I de murganho.

A introducdo de uma construcdo de vetor na célula
hospedeira cultivada ©pode ser realizada através de
transfecdo com fosfato de calcio, transfecdo mediada por
DEAE-dextrano, fransfecdo mediada por lipido catidnico,
eletroporacdo, transducao, infecao, ou outros métodos.
Esses métodos sao descritos em muitos manuais de
laboratdério convencionais, tails como Davis et al., Basic

Methods In Molecular Biology, 2nd Edition (1995).

A transcricdo do DNA que codifica os polipéptidos
da presente 1invencado por eucariotas superiores pode ser
aumentada inserindo uma sequéncia de intensificador no

vector. Os intensificadores sdo elementos de DNA de atuacao



PE2220221 - 31 -

cis, normalmente cerca de 10 até 300 pb qgue atuam para
aumentar a actividade de transcricdo de um promotor num
dado tipo de célula hospedeira cultivada. Exemplos de
intensificadores incluem o intensificador de SV40, que estéa
localizado no lado tardio da origem de replicacdo a 100 até
270 pb, o intensificador promotor precoce de citome-
galovirus, o intensificador de polioma no lado tardio da

origem de replicacgédo, e intensificadores de adenovirus.

Para a secrecdo da proteina traduzida para o
ltmen do reticulo endopldsmico, para o espaco periplésmico
ou para o ambiente extracelular, sinais de secrecéao
apropriados podem ser incorporados no polipéptido expresso.
Os sinais podem ser enddgenos para o polipéptido ou podem

ser sinais heterdlogos.

O polipéptido pode ser expresso numa forma
modificada, tal como uma proteina de fusdo, e pode incluir
nao apenas sinais de secrecao, mas também regides
funcionais heterdélogas adicionais. Por exemplo, uma regido
de aminodcidos adicionais, particularmente aminoacidos
carregados, podem ser adicionados ao terminal N, por
exemplo, o polipéptido para melhorar a estabilidade e a
persisténcia na célula hospedeira cultivada, durante a
purificacdo, ou durante o manuseamento e o armazenamento
subsequentes. Também  podem ser adicionadas unidades
peptidicas ao polipéptido para facilitar a purificacéo.
Essas regides podem ser removidas antes da preparacao final

do polipéptido. As adicgbes das unidades peptidicas aos
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polipéptidos para produzir secrecgdo ou excregdo, para
melhorar a estabilidade e para facilitar a purificacéo,
entre outras, sdo técnicas familiares e de rotina na arte.
Uma proteina de fusdo preferida compreende uma regido
heterdloga de imunoglobulina que € Util para solubilizar
proteinas. Por exemplo, EP 0 464 533 Al (homdélogo Cana-
diano, 2 045 869) revela proteinas de fusdo compreendendo
vadrias porcgcdes da regido constante de moléculas de
imunoglobulina Jjuntamente com outra proteina humana ou
parte desta. Em muitos casos, a parte Fc numa proteina de
fusdo é completamente vantajosa para utilizacdo em terapia
e diagndéstico e isso resulta, por exemplo, em propriedades
farmacocinéticas melhoradas. Por outro lado, para algumas
utilizagdes deve ser desejdvel ser capaz de remover a parte
Fc apdés a proteina de fusdo ter sido expressa, detetada, e
purificada do modo vantajoso descrito. Este & o caso quando
a porgcao Fc demonstra ser um impedimento para utilizacdao em
terapia e diagndstico, por exemplo, quando a proteina de
fusdo se destina a ser wutilizada como antigénio para
imunizacdes. Na descoberta de féarmacos, por exemplo, as
proteinas humanas foram fundidas com porgdes Fc para o
objetivo de ensaios de rastreio de elevado rendimento (tais
como o recetor hIL5, para identificar antagonistas de hIL-
5). Ver, Bennett, D., et al., J. Molecular Recognition, 8:
52-58 (1995) e Johanson, K. et al., J. Biol. Chem. 270(16):

9459-9471 (1995).

O (TAL6003)-plasminogénio pode ser recuperado e

purificado a partir de culturas de células recombinantes
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através de métodos bem conhecidos incluindo agqueles espe-
cificamente aqui descritos nos exemplos. Os polipéptidos da
presente invencado incluem produtos naturalmente puri-
ficados, produtos de ©processos sintéticos quimicos, e
produtos produzidos por técnicas recombinantes a partir de
um hospedeiro procaridético ou eucaridético cultivado, in-
cluindo, por exemplo, células bacterianas, de leveduras, de
plantas superiores, de insetos e de mamifero. Adicio-
nalmente, os polipéptidos da invencdo também podem incluir
um residuo de metionina modificado inicial, em alguns casos

como um resultado de processos mediados pelo hospedeiro.

Também estd contemplado que os polipéptidos Uteis
na producdo dos "polipéptidos isolados" da invencgdo podem
ser produzidos através de métodos de sintese em fase
s6lida. Ver Houghten, R. A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:
5131-5135 (1985); e Pat. U.S. Ne. 4 631 211 atribuida a

Houghten et al. (1986).

Os polipéptidos da presente invencdo podem ser
proporcionados numa forma isolada. Por "polipéptido iso-
lado™ entende-se um polipéptido removido do seu ambiente
nativo. Assim, um polipéptido produzido e/ou contido numa
célula hospedeira recombinante cultivada ¢ considerado
isolado para os objetivos da presente invencdo. Também &
entendido, como "polipéptidos isolados", que sao polipépti-
dos que foram purificados, parcialmente ou substancial-

mente, a partir de um hospedeiro recombinante cultivado.
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EXEMPLOS

Design de Vetor de Expressédo

A sequéncia de aminodcidos para (TAL6003)-plas-—
minogénio é apresentada na SEQ ID NO: 2. Um polinucledtido
possuindo a sequéncia de nucledétidos que codifica o
(TAL6003) -plasminogénio foi optimizada para os coddes para
expressdo em E. coli e estabilidade de mRNA ©para
proporcionar a sequéncia de DNA como apresentada na SEQ ID
NO: 1. Este polinucledétido foi clonado nos sitios Ndel e
BamH1 do vetor de expressao em E. coli pET24b (+) (Novagen;

Madison, WI) para produzir a proteina citossélica.

Como ilustrado na Tabela 1, a expressao em
bactérias (e.g., E. coli) proporcionou um polipéptido de
(TAL6003) -plasminogénio recombinante possuindo a sequéncia
de aminodcidos como apresentada na SEQ ID NO: 2 (i.e., um
(TAL6003) -plasminogénio recombinante com uma metionina N-
terminal (i.e., Ml) imediatamente antes do residuo de
aminodcidos arginina (i.e., R2) correspondendo a arginina
na posicdo 70 (i.e., R70) da sequéncia de aminoédcidos do
plasminogénio humano nativo apresentada na SEQ ID NO: 4
(ver também, e.g., Fig. 3). Um tal produto recombinante foi
suscetivel a posterior clivagem para produzir proteinas
adicionais possuindo terminais N diferentes incluindo uma
proteina com uma lisina N-terminal (i.e., KI10) ou valina

(i.e., V11) correspondendo, respetivamente, a lisina na
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posicao 78 (i.e., K78) ou a valina na posicao 79 (i.e.,
V79) de plasminogénio humano nativo.

Tabela 1: Terminais N do plasmin(ogénio) nativo (e.g.,
baseado na SEQ ID NO: 4) e (TAL6003)-plasmin(ogénio) (e.g.,

baseado na SEQ ID NO: 2, ou uma variante desta)

Plasminogénio Nativo compreendendo a sequéncia lider de 19

aminodcidos (e.g., baseado na SEQ ID NO: 4):

{

b
. N b o0 2 T o
MYEERE .. BUPLDDY .. M*'RDVVLFERK*V'YLSEC

"Lys-Plasminogénio" Nativo (i.e., <clivagem da sequéncia

lider):
e"pLpDY .. MPRIDVVLFEKK *V*YLSEC ...

(ver SEQ ID NO: 15)

Espécie de Plasmina nativa ©possivelmente Dbaseada

clivagem, se existir, de Lys-Plasminogénio:
(ver SEQ ID NO:14) M°°R/°DVVLFEKK '°V'°YLSEC
(ver SEQ ID NO:13) K'°V'’YLSEC ......

(ver SEQ ID NO:12) V’YLSEC ......

na

Polipéptidos do (TAL6003)-plasminogénio recombinante da

presente invencao:

(e.g., baseado na SEQ ID NO: 2)

MOIRMDUVLEERRIOVILYLSEC L

Proteinas adicionais Dbaseadas noutra clivagem
(TAL6003) -plasminogénio (e.g., baseado em SEQ ID NO:
(ver SEQ ID NO:11) K'V'YLSEC ......

(SEQ ID NO:5) VIYLSEC ......

de

2) :

um

l indica sitios potenciais de clivagem.
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Expressdo e Purificagdo de (TAL6003)-plasmi-

nogénio

O wvetor de expressadao compreendendo o DNA dgque
codifica o (TAL6003)-plasminogénio foi transformado numa
variedade de células incluindo BL21 (DE3) RIL (Stratagene,
La Jolla, CA), BL21(DE3) (gendétipo: F ompT hsdSB (rB mB)
gal dcm (DE3)) (EMB Biosciences, Inc., San Diego, CA), e
BLR (DE3) (gendétipo: F ompT hsdSB (rB mB ) gal dcm (DE3) A
(srl recA)306::Tnl0 (TetR)), e a sobre-expressao da
proteina apds inducdo por 1 mM IPTG (isopropil-beta-D-
tiogalactopirandsido) foi analisada por SDS-PAGE. As
estimativas da expressao foram com culturas de células de

pelo menos cerca de 250 mg/L em frascos com agitacéo.

O tipo celular BL21(DE3) RIL ¢é modificado para
expressar tRNAs de E. coli raros codificando Arg, Ile, e
Leu. Pata além disso, tanto BL21(DE3) como BLR(DE3) sado a
estirpe B de E. coli que é classificada como ndo patogénica
para humanos e animais baseado na auséncia de viruléncia e
factores de colonizacgdo. As células BLR(DE3) ndo possuem O
gene recA para recombinacdo de DNA, e inducdo do fago lamba
ndo foi reportado com estas células. Um banco de células
para investigacdo da construcdo do (TAL6003)-plasminogénio
em células BLR(DE3) foi produzido e testado para a pureza,
identidade, e inducdo de Dbacteridéfagos nos Charles River
Laboratories (Malvern, PA). O teste confirmou a identidade
e a pureza do banco de células para investigacdo e as
células passaram o teste de inducdo de fagos sem fagos

observaveis (resultados ndo apresentados).
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A  producédo do (TAL6003) -plasminogénio (i.e.,
baseada na SEQ ID NO: 2) foi confirmada em expressao a
maior escala em que as células foram lisadas e ambos a
proteina soluvel e os corpos de inclusédo purificados foram

examinados por SDS-PAGE.

O seguinte protocolo tipico foram utilizados para

a expressao de (TAL6003)-plasminogénio:

Foi utilizada uma coldnia isolada de células de
E. coli (e.g., BL21(DE3) RIL, BL21(DE3), ou BLR(DE3)
contendo o vetor do (TAL6003)-plasminogénio para inocular
5 mL de LB/canamicina (30 mg/mL) e foi incubado para 8
horas a 37 °C num agitador. Apds isso, foi retirada uma
amostra de 50 mL da suspensao bacteriana cultivada para
posterior em meio fresco. O procedimento foi repetido apds
16 horas com 6 mL de cultura de bactérias e 250 mL do meio.
As culturas foram cultivadas a 37 °C com agitacdo até uma
DO600 nm de ~1,0, e foi adicionado IPTG para uma
concentracdo final de 1 mM. As culturas foram cultivadas
durante mais 5 horas. As células foram recolhidas por
centrifugacdo a 5 000 x g e os sedimentos celulares foram
dissolvidos em Tris a 20 mM pH 8,0 contendo EDTA a 20 mM e

congelados a —-80 °cC.

Para ©purificar o (TAL6003) -plasminogénio, 0s
sedimentos celulares foram descongelados e foi adicionado
também até o volume da solucdo ser aproximadamente 1/20 do

volume da cultura de células original. Apds este
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procedimento foi adicionada lisozima para uma concentracgdo
final de 0,5 mg/mL e as células foram agitadas rapidamente
a 4 °C durante 10-15 minutos. Depois, foi adicionado Triton
X-100 para uma concentracdo final de 1% e a agitacéo
prosseguiu durante mais 10 min. Foram adicionados DNAse I
(0,05 mg/mL) e MgCl, (2,5 mM) e a agitacdo continuou a 4 °C
durante 30 minutos ou até a solucdo Jj& ndo ser viscosa. A
solucdo final foi centrifugada a 4 °C durante 30 min a

15,000 x g e o sobrenadante foi eliminado.

O sedimento celular foi lavado trés vezes com
solucdo de lavagem (50 mM Tris-HC1l, pH 7,4 contendo EDTA a
10 mM, Triton—-X-100 a 1%, e ureia a 0,5 M), e o sedimento
final foi dissolvido em 40 mL de tampao de extracao (PBS,
pH 7,4 contendo EDTA a 10 mM, DTT a 20 mM, e guanidina-HC1
a 6 M) e armazenados a 4 °C durante a noite. Apds 16 horas,
a solucéao foi centrifugada durante 30 minutos a 15 000 x g
para remover soé6lidos e o sobrenadante foil lentamente
adicionado a solucdo de redobragem (Tris-HCl1 a 50 mM, pH
8,3, guanidina-HC1 3,5 M, arginina-HCl1 a 0,5 M, EDTA a
10 mM, GSH a 3 mM, GSSG a 0,3 mM) durante agitacdo a 4 °C.
O processo de redobragem foil realizado a uma concentracéo

de proteina de cerca de 0,29 g/L.

A solucédo de redobragem foi mantida durante 2
dias a 4 °C sem ser perturbada e depois dialisada contra um
volume de 8 vezes de Tris-HCl a 0,1 M pH 8,0 contendo EDTA
a 10 mM, NaCl a 0,15 M, arginina-HCl a 0,15 M, durante um
periodo de 8-10 horas com alteracgdes frequentes da solucgdo

tampao.
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A solucdo de proteina foi entdo removida da
didlise e concentrada utilizando filtros AMICON com O
limiar de retencao da membrana de 10 kDa até
aproximadamente 10-20 mL e dialisada durante a noite contra
um volume de 100 vezes de Tris a 0,1 M, pH 8.0 contendo
EDTA a 10 mM, NaCl a 0,15 M. Este material foi centrifugado
para remover particulados, e depois fol passado por resina
de afinidade para a lisina (Lisina—-SEPHAROSE™ 4B; Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ). O (TAL6003)-plasminogénio foi
eluido da resina utilizando soro fisioldgico tamponado com
Tris, pH 8,0 contendo 0,2 M de acido épsilon aminocaprdico

(e—-ACA) .

Tipicamente, podem ser isolados 80 mg de corpos
de inclusédo a partir de 1 litro de cultura de células e
podem ser eluidos 40 mg no passo de cromatografia de

lisina—-SEPHAROSE.

Propriedades do (TAL6003)-plasminogénio

O (TAL6003)-plasminogénio purificado surge como
uma banda na regido dos 35-40 kDa por andlise em SDS-PAGE
da proteina reduzida (tratada com ditiotreitol) e nao
reduzida. A sua massa molecular, determinada por
espetrometria de massa MALDI, foi de cerca de 38 140 Da,

que &€ prdéximo do valor esperado.

Para determinar a taxa de ativacao do (TAL6003)-
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plasminogénio por estreptoquinase, foi misturado 1 mg/mL de
(TAL6003) -plasminogénio recombinante com estreptoquinase a
uma proporcdo de 1:100 de (TAL6003)-plasminogénio para
estreptoguinase e incubada a temperatura ambiente a pH 7.
Em véarios pontos de tempo, as amostras foram removidas e
interrompidas com tampao SDS-Page e analisadas em SDS-PAGE
reduzido seguido por densitometria para determinar a
conversdo da molécula de (TAL6003)-plasminogénio de uma
cadeia numa (TAL6003)-plasmina de duas cadeias. A
percentagem de ativacdo do (TAL6003)-plasminogénio por
estreptoquinase € apresentada na Figura 6 como perda do
(TAL6003) -plasminogénio de comprimento total ao longo do

tempo como determinado por SDSPAGE.

Para confirmar a funcionalidade de kringle 1, os
autores determinaram a ligacdo do TAL6003-plasminogénio a
lisina—-SEPHAROSE™ 4B. Como apresentado na Figura 7, o
(TAL6003) -plasminogénio ligado a lisina-SEPHAROSE™ e pode
ser eluido da coluna através de um gradiente 0-20 mM de &¢-
ACA como um Unico pico a cerca de 4 mM. A capacidade do
(TAL6003) -plasminogénio redobrado para se ligar a lisina-
SEPHAROSE™ indica que o dominio kringle da molécula ¢é
dobrado adequadamente e o sitio de ligacdo a lisina esta

totalmente ativo.

Para posterior confirmacdo da funcionalidade do
kringle 1, a ligagdo de e-ACA ao (TAL6003)-plasminogénio
foi medida monitorizando as alteracdes associadas na
fluorescéncia da proteina como descrito por Matsuka et al.,

Fur. J. Biochem. 190: 93-97 (1990) e Douglas et al., J.
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Biochemistry 41: 3302-3310 (2002), todos aqui incorporados
por referéncia. A ligagdo de ¢-ACA ao kringle 1 do
(TAL6003) -plasminogénio resulta numa diminuicgao na
fluorescéncia, provavelmente devido a interrupcdo dos
residuos de triptofano que sao parte do sitio de ligacao a

lisina.

Para monitorizar este processo, foram adicionadas
fragbes de 4 pL até 16 p.L de uma solugdo concentrada de g-
ACA a 2 mL de 5 mM de (TAL6003)-plasminogénio em tampéo
Tris a 50 mM contendo NaCl a 20 mM, pH 8,0, 25 °C. A
fluorescéncia foi monitorizada a um comprimento de onda de
excitacdo de 298 nm e um comprimento de onda de emissao de
340 nm num espectrofotdmetro de fluorescéncia FLUOROMAX
(Jobin Yvon, Inc., Edison, NJ); apds cada adicdo de e-ACA,
a solucédo foil deixada a equilibrar até ndo serem observadas

mais alteragdes na fluorescéncia.

Os valores da fluorescéncia resultantes foram
corrigidos para a diluicdo e representados versus a
concentracdo de ¢-ACA num intervalo de 0-50 uM de e¢-ACA. Os
resultados foram ajustados por regressao nao linear para

obter um Ky de cerca de 19 pM.

Uma propriedade do plasminogénio ¢é a sua
capacidade para se ligar a fibrina. De modo a determinar se
o (TAL6003)-plasminogénio retém a capacidade para interagir
com a fibrina, as suas propriedades de ligacdo a fibrina
foram testadas num ensaio de placa de microtitulacgdo no

qual a 1ligacdo de (TAL6003)-plasminogénio a fibrina foi
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avaliada pela sua subsequente ativacado por tPA e resultante
lise do coagulo. Para este efeito, foil polimerizado 100 pL
de 5 mg/mL de fibrinogénio com trombina em cada poco de uma
placa de microtitulacéo. Foram adicionadas varias
concentracdes de (TAL6003)-plasminogénio sobre os coagulos
de fibrina e foram incubados durante 1 hora a 37 °C. A
placa foili lavada extensivamente com PBS enquanto os
codgulos de fibrina estavam ainda intactos e ligados as
paredes. Apds a lavagem, foi adicionada uma solugédo de
0,1 mg/mL de tPA a cada poco e a placa foi incubada 2 horas
a 37 °C. Como resultado, alguns dos codgulos foram
completamente dissolvidos e alguns foram parcialmente
dissolvido, enquanto o©0s pocos com quantidades muito
pequenas de (TAL6003)-plasminogénio e os pogos de controlo
permaneceram praticamente intactos. O grau de fibrindlise
foi monitorizado medindo a absorvéncia a 280 nm do restante
dos coagulos iniciais reconstituidos em NaOH a 1 M. Os
valores de absorvéncia foram representados graficamente

como uma funcdo da concentracdo de (TAL6003)-plasminogénio.

Como apresentado na Figura 8, a 1ligacdo do
(TAL6003) -plasminogénio a fibrina seguiu uma curva de
ligagdo <classica, sigmoidal. Utilizando este ensaio,
descobriu-se que o (TAL6003) -plasminogénio se 1liga a
fibrina com uma afinidade compardvel aquela do plasmi-
nogénio de comprimento total e a Csy desta interacao (~0,3
pM) é compardvel a Ky da ligacdo a fibrina do plasminogénio

de comprimento total.

Estas experiéncias indicam que © (TAL60O03) -
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plasminogénio se pode ligar a fibrina. Para além disso,
pelo menos a interacdo do (TAL6003)-plasminogénio com
lisina—-Sepharose, a sua capacidade para se ligar a ¢e-ACA
com a Ky esperada, a sua capacidade para se ligar a
fibrina, e a sua capacidade para ser ativada por um
ativador de plasminogénio, todos indicaram qgue esta
molécula foi produzida no sistema de FE. coli numa forma

completamente funcional.

Purificagdo e Formulag¢do de (TAL6003)-plasmina

A adicdo de SK a solugdo de (TAL6003)-plasmi-
nogénio purificado é responsavel pela conversdao do
(TAL6003) -plasminogénio em (TAL6003)-plasmina. A proteina
foi concentrada para 2 mg/mL e diluida 1:1 com glicerol a
50% para produzir uma solucdo de 1 mg/mL em glicerol a 25%.
A solucdo foil levada até a temperatura ambiente e foi
adicionada estreptoquinase a uma proporcao molar de 1:100
de SK: (TAL6003)-plasminogénio. A reacdo foi incubada sem
agitacdo a temperatura ambiente durante 4,5 h. A reacdo foi
entdo abrandada através da adigdo de NaCl para uma
concentracgédo final de 0,5 M. A analise da ativacédo por SDS-

PAGE indicou um rendimento de 90% da proteina ativada.

A (TAL6003)-plasmina ativada foil purificada por
Cromatografia de Afinidade para a Benzamidina. O objetivo
da purificacédo por afinidade da benzamidina foi a separacéo
de (TAL6003) -plasminogénio ndo activado e impurezas,
incluindo produtos da degradacido de (TAL6003)-plasmina, a

partir da (TAL6003)-plasmina ativa. A solucao de atiwvacao
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de SK foi aplicada a uma coluna equilibrada de Benzamidina-
SEPHAROSE™ 4 Fast Flow. A (TAL6003)-plasmina, tanto a
cortada como a intacta, foi capturada através da resina de
afinidade enquanto as impurezas acima mencionadas fluiram
através da coluna. A coluna foi lavada com o tampdo de
equilibrio até a absorvéncia a 280 nm ter alcangado uma
linha de base. A ligacéo da (TAL6003)-plasmina foi entéo
eluida utilizando um passo de ¢-ACA a pH baixo para remover
toda a proteina que permanece na coluna. Os rendimentos
tipicos foram de 75%, com a proteina que é 95% ativa como

medido pelo ensaio da poténcia de plasmina cromogénica.

Devido a (TAL6003)-plasmina, semelhante a plasmi-
na de comprimento total, ser propensa a auto-degradacdo a
pH fisioldgico, pH 3,6 foi escolhida para a formulacgao
final (acidificada com &cido acético-soro fisioldgico).
Como apresentado previamente para a plasmina por Novokhatny
et al., J. Thromb. Haemost. 1(5): 1034-41 (2003),
incorporado por referéncia, e confirmado nas experiéncias
com (TAL6003)-plasmina, esta baixa capacidade tamponante,
formulacdo de pH baixo ndo apenas permite um armazenamento
com seguran¢a das plasminas ativas durante periodos de
tempo prolongados, mas também é compativel com a adminis-
tracdo parentérica destes tromboliticos diretos. Quando

misturado com plasma ou tampdes a pH neutro, a (TAL6003)-

plasmina é rapidamente reativada.

Propriedades Enzimaticas de (TAL6003)-plasmina

A atividade amidolitica da (TAL6003)-plasmina foi
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examinada utilizando o substrato de plasmina D-Val-Leu-Lys-—

pnitroanilida (S-2251) (DiaPharma, West Chester, OH).

Para (TAL6003)-plasmina, a pH 7,4, 25 °C em
tampdo PBS, a constante de Michaelis-Menten (Kvw) para S-
2251 foi observada como sendo também 141 uM (Tabela 2). A
k..+ para a preparacao foi observada como sendo cerca de 725
min'. Utilizando a titulacdo de cloridrato de 4-nitrofenil
4-guanidinobenzoato (pNPGB) (Chase, T. e E. Shaw, Methods
Enzymol. 197: 20-27 (1970)), a percentagem de sitios ativos
funcionais foi observada como sendo 67%. Corrigindo a Keat
para a percentagem de sitios ativos, foi determinada uma

1

k..t de cerca de 725 min *. Este valor estava muito préximo

do wvalor determinado no mesmo ensaio para a plasmina de

1

comprimento total, 820 + 23 min~ e para micro-plasmina

(sem todos os cinco kringles), 795 + 24 min .

Estes
resultados indicam que a presenga ou auséncia de kringles
ndo afeta a atividade catalitica do dominio da protease

serinica.

Tabela 2. Pardmetros cinéticos em estado estaciondrio para
varias espécies de plasmina com substrato S-2251, em tampio

PBS, pH 7,4, 25 °C.

Kn Kcat
plasmina 220 = 9 uM 820 + 23 min’
mini-plasmina 160 + 30 uM 770 + 70 min'
micro-plasmina 145 + 13 uM 795 + 24 min!
(TAL6003) -plasmina 141 £ 9 uM 725 min '
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A taxa de inibicdo da (TAL6003)-plasmina por o2-
antiplasmina foi determinada como sendo 1,8 * 0,06 x 10’ M*
st utilizando o método de Wiman e Collen (Wiman, B. e D.
Collen, FEur. J. Biochem. 84: 573-578 (1978)) em que a
plasmina e o2-antiplasmina sdo misturadas depois avaliada
para a actividade de $-2251 em pontos de tempo especificos
(Tabela 3). Este wvalor & compardvel com os valores

-1 -1

relatados para plasmina de 2,5 x 10" M S (de Anonick, et

al., Thrombosis Res. 59: 449 (1990)).

Tabela 3. Taxas de inibigcdo para vArias espécies de
plasmina e inibidores foram determinadas a 22 °C em tampéo

PBS, pH 7,4.

aZ2-antiplasmina
plasmina 2,5 + 0,5 x 10" M* s
mini-plasmina 2,4 £+ 0,5 x 10° Mt st
micro-plasmina 1,8 x 0,2 x 10° Mt st
(TAL6003) -plasmina 1,8 + 0,06 x 10" M* g*

As mesmas experiéncias realizadas com micro-
plasmina revelaram taxas de inibicdo de o2-antiplasmina de
1,8 x 10° M st e 3,1 x 10° M' s em duas experiéncias
separadas. A taxa de inibicdo de o«oZ2-antiplasmina mini-
plasmina (composigéo do dominio de mini-plasmina, K5-SP)
foi determinada como sendo 2,4 x 10° M' s'. Estes
resultados estdo em concordancia razodvel com 0s valores da
literatura para micro- e mini-plasmina e demonstram que a
inibicdo de (TAL6003)-plasmina por oZ2-antiplasmina € 40
vezes mails rapida do que a inibicdo de micro-plasmina ou

mini-plasmina. Assim, estes resultados indicam que a
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(TAL6003) -plasmina deve ser rapidamente inibida por o2-
antiplasmina devido a ©presenca de kringle 1 na sua
estrutura. Globalmente, o0s resultados apresentados nesta
secdo demonstram qgue as propriedades enzimdticas e
inibidoras da (TAL6003)-plasmina & semelhante a plasmina de

comprimento total.

Os valores da literatura s&o retirados de
Anonick, et al., Thrombosis Res. 59: 449 (1990). Todas as
taxas foram medidas de acordo com os métodos publicados em

Anonick, et al.

Eficacia Fibrinolitica In Vitro

A eficédcia fibrinolitica da (TAL6003)-plasmina
foi testada num modelo in vitro de ensaio de 1lise de

codgulos utilizando o seguinte protocolo experimental.

A comparacgcdo in vitro da eficdcia trombolitica
da (TAL6003)-plasmina com plasma derivado do plasma. Foram
misturadas quantidades equimolares de plasmina derivada do
plasma (0,25 mg/mL) e (TAL6003)-plasmina (0,11 mg/mL) foram
misturados com codgulos do sangue no tubo de ensaio e o
grau de lise do codgulo foi monitorizado por A280

absorvéncia do material liberta do coagulo.

As concentracdes da plasmina ou (TAL6003) -
plasmina necessdrias para ultrapassar os inibidores de
plasma na presenca de fibrina e iniciar a lise do coagulo

sdo apresentados na Figura 9.
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REIVINDICACOES

1. Polinucledétido compreendendo uma sequéncia
de nucledtidos que codifica um polipéptido que é pelo menos

95% idéntico a SEQ ID No. 2, possuindo

a) um dominio kringle N-terminal Unico homdélogo a um
dominio kringle de plasminogénio humano nativo, em que
0s UuUltimos quatro residuos de aminodcidos no dominio
kringle sao V,P,Q, e C; e

b) um sitio de ativacdo do dominio C-terminal e
dominio da protease serinica homdélogo aos dominios
correspondentes no plasminogénio humano; em gue o

polipéptido se liga a lisina imobilizada.

2. Polinucledétido da reivindicacédo 1, em que o
polipéptido codificado é a sequéncia apresentada na SEQ ID

NO: 2.

3. Polinucledétido da reivindicacdo 1, em que a
sequéncia de nucledétidos do polinucledtido € a sequéncia
apresentada na SEQ ID NO: 1, ou uma Ssua variante

degenerada.

4. Polinucledétido da reivindicacdo 1, em que o
polipéptido apresenta uma afinidade de 1ligacdo inferior
para fibrinogénio do qgque a afinidade de 1ligagdo ao

fibrinogénio de mini-plasmina.
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5. Polinucledétido da reivindicacdo 1, em que o
polipéptido apresenta uma afinidade de 1ligacdo superior
para fibrina parcialmente clivada do que a afinidade de

ligacdo para fibrina parcialmente clivada de mini-plasmina.

6. Polinucledétido da reivindicacédo 1, em que o
polipéptido teve imunogenicidade reduzida em comparagdo com
um polipéptido de referéncia, em que o polipéptido de
referéncia possul uma sequéncia de aminoadcidos primaria
idéntica a sequéncia de aminocdcidos primdria do polipéptido
com a condicdo de pelo menos os quatro ultimos residuos de
aminodcidos do dominio kringle N-terminal unico do

polipéptido de referéncia néo & V,P,Q, e C.

7. Polipéptido codificado pelo polinucledtido

de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 6.

3. Polipéptido da reivindicagdo 7, em gue o©
polipéptido apresenta uma atividade fibrinolitica que é
inibida pela oa2-antiplasmina a uma taxa de inibicgdo que ¢é
pelo menos cerca de 5 vezes mais rédpida do que a inibicédo
da atividade fibrinolitica da miniplasmina pela o2-

antiplasmina.

9. Polipéptido da reivindicagdo 7, em que O
polipéptido possui uma sequéncia de aminodcidos como
apresentada na SEQ ID NO: 2, e suas substituicbes

conservadoras.
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10. Polipéptido da reivindicagéo 7, em que o
polipéptido possui um residuo de arginina numa posigao
relativa andlogo ao da posicdo 85 da sequéncia de

aminocdcidos apresentada na SEQ ID NO: 2.

11. Vetor de expressao compreendendo o poli-

nucledétido da reivindicacédo 1.

12. Célula cultivada compreendendo o vetor de

expressdo da reivindicacgédo 11.

13. Método para produzir um ou mais polipéptidos de
plasmina recombinante possuindo diferentes terminais N,

compreendendo o método:

a) proporcionar um polipéptido de acordo com a
reivindicacao 7

b) contatar o polipéptido proporcionado no passo a)
com uma protease em condigdes suficientes para clivar
uma ou mais ligacdes peptidicas formando desse modo um
ou mais polipéptidos de plasmina recombinante

possuindo diferentes terminais N.

14. Método da reivindicagédo 13, em que o poli-
péptido possui uma sequéncia de aminodcidos apresentada na

SEQ ID NO: 2.
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15. Método da reivindicagdo 13, em que propor-
cionar compreende expressar uma sequéncia de DNA
apresentada na SEQ ID NO: 1, ou uma sua variante

degenerada, em E. Coli.

Lisboa, 30 de marco de 2015
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-19 : i
WLBLWLKS@GEFLNWASWSWKK@I&GSIEECMCEEDEEFTERAFQ
78
YHEREQGCVIMAENRKSSIIIR
136 143 * 153 162
ILEEEEECM&CSGEWDG
7 kringle 1
234
KIS MG L RO AWRS oS PHARGY T B R F PN RN LE N C RN PLH R LR PO RPN KREWELO DT
kringle 2 .

RO TP PP SSERPTYQCLEGTCENYRGMVAVIVSEHTC QWS AQT PETHNRT PENF FCRHLDENYCR

324
NPDERRAPWCHTTNSQVRNEYCKE PSCDSS PVRTEQLAPPAPPELTEVVOIC Y HGDGOS YRATSS

428
P R K WS S EH RO O P RN Y M A G L N Y C R P DA G PWCF T T RPSVRWEYONLEROS
ringie 4 :

ST EASVVA R PVVLLEDVE TR S EEDCMFONGREY RERRAT VG T FCODWAAQEPHRES TRTPET

532 543 561
HPRAGLEXNYCRNFDGUVECPRCY PINPRELY IFYC TS : . o

T8l

{SEQ ID NO:d)
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HEL
HK2
HEZ
HE4
HKS

3/7

FIG. 4
TCORWISTSE

CRTGNGENYR

CHMBCSGENYD
ELKGTGMN?R

CYﬁSDGQSYR

CMFC —NGKGE&

{cont)

HE1
HK2
HEK3
HEKS
HKE

CRNEDNDFOG
CRNPDRE-LR

CRNFDGE-RA
CRNEDAD~K(G

“RK?DGﬂVGG

GTMSKTENGI

GEISKTMSGL EﬁQRWDGQSF

KQQSWSSM“P
PCOLWARQER

GTSSTTTTGK
GERATTVIGY

PUCYTTOREK
g@gﬁﬁmﬁymx
EWCHTTNSQV
PWCFTTDESY

PWCETTNPRK

RWELCDIPRC
BWEYCKIPSC
RWEYCNLKKC
LYDYCDVRQD

RYDYCDILES

HR-PRFSPAT HPSEGLEENY
HA&RGYIP%K FENKNLRXNY
HT*HNRTPEN FPCKNLQ:NY

HR“HQQTPEN YFNAGL"MN?

HRHSIETPRT NERAGLEXNY

[SEQ th MO:11)
{SEQ ID HO:12)
{8EQ ID NO:13)
{SEQ ID NO:14)
{SEQ TD KO:15}
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FIGURA 1§

| MOOKVYLSE CKTGNGKNYRGTMSKTKNGHT  COKWSSTSPHRPRFSPATHPSE

- 3 - a0 ‘ " » - " . - ¢ ) N ‘; o
. 59 GLEERY QRHPDNUPQGPW CYTTDPEKRYDY QQWQ CAAPSFD ?GKF’CNEP

188 KK GPGRWGE gw«:pﬁmﬁmvs;mémmﬁ COGTLISFEWVLTAAH. Gl

169 EKSPRPSSYKVILGAHQEVNLEPHYQEIEVSRLFLEP TRKDIALLKLESP < -

208 AVITDRVIPA CLPSWWVA(}RTE SFIWETGGWWM{E&QW ”

E _ :
ABHLAGGTDS COGDSGGRLY CFEKDKYL

i _ .
09 QGVTSWOLG CARPNKPGYYVRVSRFVTWIEGVMRNN
' | R=ROVWFER .

‘SEQ ID NO:2)
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