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"M&todo de produgf8o de tPA e de expres

s80 de genes estranhos em células de

Drosoghila“

para que

SMITHKLINE BECKMAN CORPORATICN, pre-
tende obter privilégio de invencgdo em
Portugal.

RESUMO

0 presente invento refere-se ao método de produgfo de
tPA (activador de plasminogénio de tecido) em células de Dro-
sophila, caracterizado por compreender a cultura de cédlulas
de Drosophila transfectadas com uma unidade de expressdo do
gene de tPA, de tal forma que o tPA seja expresso e segrega-

do, e a recolha do tPA segregado.

0 presente invento refere-se ainda a um método de ex-
press§o de um produto de gene heterblogo em Drosonrhila.,
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MEMORTIA DESCRITIVA

Ambito do invento

Este invento refere-se a um método para a expressdo
de genes estranhos em células de Drosophila. Mais especifi-
camente, o invento refere-se a um sistema para a expressdo
de niveis elevados do activador do plasminogénio tissular
(tPA) em células de Drosophila e & purificag¢fo do produto

de gene expresso.

Antecedentes do invento

0 tPA humano € uma glicoproteina de cerca de 70 000
dalton e 527 aminodcidos. ¥ segregado por vdrios tecidos hu
manos e encontra-se naturalmente presente no soro, O tPA a-
ctua na lise de codgulos, convertendo o plasminogénio em
plasmina, O tPA possui afinidade por fibrina e & mais acti-
vo na sua presencga, Assim, o tPA é (itil para o tratamento
de perturbac8es associadas & formagdo de trombos como trom-
bose das veias profundas, enfarte agudo do miocdrdio e embo

lia pulmonar,

Ve ja-se, na generalidade, Rijken et al,, Biochem. Bio-
phys. Acta 580:140 (1979), Vetterlein e col., J, Biol., Chem,
254:575 (1979), Rijken e col., J., Biol. Chem. 256:7035 /1981)
e Matsuo e col,, Nature 291:590 (1981).,

O tPA & sobre-produzido por certas linhas de c#lulas,
incluindo a linha de c4élulas do melanoma de Bowes. Veja-se,
por exemplo, Wilson e col., Canc, Res, 40:933 (1980) ., Collen
e col,, Patente Europeia (Ep-A)-41, 766, referem a purifica-
¢¥o do tPA derivado do melanoma de Bowes. Wilson, na EP-A-
-113, 319, refere a produgdo e a purificag8o de tPA usando
uma linha de células do melanoma de Bowes independente de so

ro. Brouty-Boye, Bio’Technology, Dezembro de 1984, pdg. 1058,
refere a produ¢cf8o de tPA por células pulmonares de embrido
humano. Schleuning e col,.,, Resumo da Sexta Conferéncia Inter
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nacional de Fibrinélise, Lausanne, Suiga, 22-23 de Julho,
1982 referem a producdo de tPA por células Hela,

O tPA pode também ser preparado por técnicas de ADN
recombinante, O isolamento do ARNm para o tPA é descrito,
por exemplo, por Opdenakker e col., EBur, J. Biochem,
121:269 (1982). O isolamento do ADNc para parte do tPA &
descrito por Edlund e col,, Proc, Natl, Acad. Sci USA
80:349 (1983), A clonag¥o do ADNc para tPA, em E, coli 4
referida por Pennica e col,, Nature 301:214 (1983), A clona
¢80 de ADNc para tPA em E, coli e em células de ovdrio de
criceto Chinés nor aplicagao de procedimentos de ADN recom-

binante rotineiros, € descrita por Goeddel e col.,, EP-A-93,
619 e por Tevinson e col,, EP-A-~117, 059, Goldberg e col,,
no pedido de patente PCT WO85-03949, descrevem a expressdo
de tPA em E, coli., Mevhack e col,, EP-A-143, 081, descrevem
a express&o de tPA em levedura., Robinson, W084-01786, des-
creve um tPA modificado no qual faltam todos, ou uma porgdo,
de grupos hidrato de carbono presentes no tPA nativo,

O desenvolvimento das culturas de células de Droso-
phila que s8o estdveis e que podem crescer em condigBes la
boratoriais tem j& sido referide. Veja-se Schneider, J, Em-
bryol. Exp. Morphol, 27:353 (1972), Vdrios sistemas de vecto
res contendo sequéncias de codificac8o especificas foram in-

seridos em Drosophila sob o controle do promotor de choque
térmico em Drosophila ou de promotores COPIA, DiNocera e col.
Proc. Natl, Acad. Sci USA 80:7095 (1983). Mais recentemente
o ARNm codificendo os promotores de choque térmico foi tradu-
zido em cé€lulas de Drosophila a velocidades elevadas, McGar=-
ry e col., Cell 42:903 f1985).

Sumdrio do Invento

Uma das concretizag@es do invento, refere-se ao desen
volvimento de um sistema de selecgdo para co-introduzir e ex
pressar genes estranhos em células de Drosophila, Pela utili

zagdo deste métodeo, o tPA pode ser produzido em cdlulas de
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Drosophila, pela cultura de células de Drosophila transfe-
ctadas com uma unidade de expressfo do gene de tPA de tal
forma que o tPA & expresso e segregado; e pela recolha do
tPA segregrado., O sistema de selecgdo desenvolvido pode
ser utilizado para co-introduzir e sobre-expressar outros

genes de interese,

Outra concretizacfo do invento refere-se ao tPA pro-
duzido por uma célula de Drosophila recombinante. Descreve-
-se uma unidade de expressfo do gene do tPA, compreendendo
uma sequéncia de codificag@o de ADN para tPA, ou uma sua va
riante activa, e um elemento regulador, necessdrio para a
transcric&o da sequéncia de codificagdo de tPA e subsequen-
te tradug8o na célula de Drosophila. © produto do gene de
tPA é ent8o segregado nos meios celulares e recolhido.

Numa outra concretizag¢f8o, o invento refere-se a um
método para a express@o de um produto de gene heterblogo em
Drosophila que compreende a co-transfecgdo de células de

Drosophila com um vector contendo a unidade de expressdo do
gene para o produto do gene e um vector contendo a S5'LTR
de um elemento COPIA integrado e uma higromicina B fosfo-
transferase ou marcador de selec¢&o de resisténcia a meto-
trexato; a cultura das células transfectadas sob condig8es
tais que o produto de gene seja expresso; e a recolha do

produteo do gene.

Descric8o detalhada do invento

Foi agora verificado que a produg¢fo de tPA em niveis
elevados pode ser obtida numa cultura de células de Drosophi-
la. As células de Drosophila s&o transfectadas usando técni-
cas padr%o de clonag8o que permitem a introdugdo de ADN es-
tranho numa célula hospedeira sem afectar adversamente o ADN
estranho ou a célula hospedeira., As células de Drosophila re
combinantes assim construfdas segregam tPA em niveis eleva-

dos.
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Podem utilizar-se quaisquer células de Drosophila

na prética do invento. Uma linha de células preferida & a
linha S,e A introdug¢f8o da sequéncia de codificagdo do ADNc
para tPA nas células 32 de Drosophila por técnicas de trans
fecgq®o de ADN produz quantidades inesperadamente elevadas
de tPA. As células s, (schneider, J. Embryol. Exp. Morph,.,
27:353 (1972)) s&o de culturas de cédlulas estdveis de célu-~
las de Drosophila embriondrias polipléides. O uso da célula
52 de Drosophila tem muitas vantagens incluindeo, mas ndo se
limitande, & sua capacidade para crescer até uma densidade

elevada 3 temperatura ambiente, A integracgdo estdvel do sis
tema de selecgfo produziu até 1000 cébpias da unidade de ex=~
press8o do gene transfectado nos cromossomas da célula. Ou-
tras linhas de células de Drosophila disponiveis s&o a Sye
53, KC-O e hydei.

As células de Drosophila podem ser cultivadas em di-
versos meios nutrientes, incluinde por exemplo o meio My (0]
meio M, consiste numa formulagdo de sais equilibrados e ami
nodcidos essenciais, a um pH de 6,6, A preparagdo do meio
efectua-se de forma substancialmente equivalente & descrita
por Lindquist, DIS, 58:163 (1982).

Uma unidade de expressfo do gene de tPA, que € uma mo
lécula de ADN recombinante e que pode ser utilizada para pre
parar as células de Drosophila recombinantes do invento, com
preende uma sequéncia de codificagdo de ADN para tPA, ou
para uma sua variante activa e regiBes de regulacfo necessd-
rias ou desejdveis para a transcrigf8o da sequéncia de codifi
cacqo de tPA e subsequente tradugdo.

A sequéncia de codificag8o para tPA encontra-se dispo
nivel em diversas fontes ou pode ser obtida a partir de célg
las humanas ou linhas de células como a linha de células do
melanoma de Bowes ou a linha de células Hela, Utilizam-se té
cnicas padr&o de engenharia genética para derivar uma sequén
cia de codificag8o para tPA a partir do ADN genbmico de uma
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célula humana., As variantes dessa sequéncia de codificagfe
podem também ser preparadas por técnicas padr8o de ADN re=-
combinante . Essas variantes compreendem moléculas de tPA
nas quais um ou alguns aminodcidos foram substitufdos, adi=-
cionados ou deleccionados sem afectar significativamente de
forma adversa a actividade trombolitica., Veja-se, por exem=-
plo Robinson, W084-01786; Rosa e _col,, WO86-01538; Heyneker
e col.,, GB2,173,804A,

A regifo reguladora compreende tipicamente uma regido
promotora que actua na ligag&o da ARN polimerase e na iniecia
¢%o0 da transcrigdo do ARN, A regifo promotora & tipicamente
encontrada a montante da sequéncia de codificagdo para tPA,
Os promotores gque se empregam geralmente nos vectores de ex
press&o de células de mamiferos incluindeo, por exemplo, o vi
rus do sarcoma de Rous de aves, LTR e o virus de STmio (pro-
motor anterior de SV40) exibem fungdo e expressdo pobres no
sistema de Drosophila. Os oromotores preferidos s&o de ori-
gem Drosophila. Verificou~se que o promotor anterior SV40
origina nfveis de express¥o inferiores aos do promotor meta-
lotioneina de Drosophila. Exemplos de outros promotores de
Drosophila incluem por exemnlo promotores de choque térmico
(Msp70) e promotores COPIA LTR.,

A sequéncia de codificacgfo para tPA é seguida por uma
regifo de poliadenila¢8o (poli A) no seio da unidade de expres
s¥o do gene de tPA, como uma regifo poli A anterior de SV40.
A regifio poli A, gue actua na poliadenilagdo dos transcritos
de ARN, parece ter um papel na estabilizag¢do da transcrigdo.
A regifo poli A pode ser derivada de uma larga variedade de
genes nos quais se encontra naturalmente presente, Outras re-
giBes poli A disponiveis incluem por exemplo os derivados da
hormona do crescimento e dos genes da metalotionefna. Essa re
gif¥o pode também ser modificada para alterar a sua sequéncia,
desde que as fung3es de poliadenilag8o e estabilizagdo da
transcrig¢fo nfo sejam significativamente afectadas de forma

adversa,
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A utilizagf8o do promotor metalotionefna de Drosophi-
la resulta na retengdo da regulagdo total pelo sistema de
vectores de metalotionefna, mesmo para ndmeros de cépia
muito elevados, Este resultado contrasta directamente com
os resultados obtidos em células de mamiferos usando o pro-
motor metalotioneina de mamiferos nos quais o efeito regula
dor do metal diminui com o aumento do némero de cépias. O
resultado da retencfo deste efeito indutor € o aumento da
exoress§o do produto de gene na célula de Drosophila a nime

ros de cbpia elevados.,

Uma vez construfdo o vector contendo a unidade de ex
press&o do gene de tPA, este pode ser transfectado para a
célula de Drosophila usando técnicas nadr&o de transfecgdo.
Essas técnicas incluem, por exemplo, co-precipitagdo com
fosfato de cdlcio, fusfo celular, electroporagdo, micro-in-

jecg8o e transfecgdo viral,

Tipicamente, na clonagdo de genes, incorpora-se O ge
ne escolhido numa molécula maior de ADN recombinante antes
de se efectuar a transfec¢8o., Essa molécula de ADN maior com
preende pelo menos um marcador de selecgdo genético em adi-
c¥o as fungBes do tPA, O marcador de selecgdo pode ser qual-
quer gene ou genes que provoquem uma variac8o fenotipica fa-
cilmente detectdvel numa célula hosrmedeira transfectada, Es-
sa variac¥o fenot{pica pode ser, por exemplo, resisténcia a
drogas como o gene para resisténcia a higromicina B.

Pode utilizar-se um sistema de selecgdo que use as
drogas metotrexato e di-hidrofolato reductase procariética
(DHFR), com células de Drosophila, O DHFR eucaribético endé-
geno das células é inibido pelo metotrexato. Assim, transfe-
ctando as células com um plasmideo contendo DHFR procaribti-
co que é insensivel ao metotrexato e efectuando a selecgdo
com metotrexato, apenas sobreviver&o as células transfecta-

das com o DHFR procaridtico e que o expressam.

Contrariamente & seleccfo com metotrexato de células
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de mam{feros e bacterianas transformadas, no sistema de Dro-
sophila, o metotrexato pode ser utilizado para seleccionar
inicialmente transfectantes com nimero de cbpias elevados.
Sobreviver&o apenas as células que possuam incorporadoc o ge
ne DHFR procaribtico protector. Concomitantemente, estas cé-
lulas possuem a unidade de exnressdo do gene de interesse.

Pode utilizar-se no presente invento um sistema de
dois vectores para co-transfectar na célula de Drosophila
uma unidade de express&o de gene para um produto de gene de
interesse e a regifo de codificag8o para o sistema de selec-
¢do a ser utilizado. Por exemplo, o sistema de expressdo
pbDM100, constitufdo pelos vectores pDM100O e pHGCO, pode ser
utilizado para preparar cédlulas 82 recombinantes contendo a
sequéncia de codificag8o de ADN para tPA., O vector, pDMIOO
compreende uma unidade de expressdo do gene tPA em que O
promotor é o promotor de choque térmico Hsp70 de Drosophila.
O Hsp70 € um promotor de choque térmico de Drosophila que
se verificou ser vantajoso para a expressfo de genes em cé-~
lulas de Drosophila (Ingolia, e col.,, Cell, 21:669 (1980)).
0 vector pHGCO compreende uma unidade de express&o do gene
DHFR e & co-transfectado com o vector pDM10OC proporcionando
assim o gene DHFR necessdrio para a selecgfo, Uma descrigdfo
mais detalhada desta concretizagdo do invento pode ser encon

trada no Exemplo 1.

Uma segunda concretizag¢8o ilustrativa do presente in-
vento é a produgdo de tPA usando um método com dois vectores
mas com uma unidade de expressdo do gene tPA que emprega o
sistema vectorial pCOHYGRO constitufdo pelos vectores
pCOHYGRO e pDMtPA,

O vector PCOHYGRO compreende uma unidade de expressdo
do gene da higremicina B, O vector pDMtPA contém a unidade
de expressdo do gene de tPA usando o promotor metalotioneina.
Uma unidade de expressd8o do gene de tPA que utilize o sistema
de vectores pCOHYGRO produzird tPA em células de Drosophila
por maximizag¢do da vantagem da resisténcia & higromicina B pa
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ra a selecgdo, Com este sistema o antibidtico higromicina B
pode ser utilizado para seleccionar as cédlulas contendo os

vectores transfectados,

0s dois vectores s8o co-transfectados na cédlula S2

de Drosophila utilizando o método descrito por Wigler e col.,
cell, 16:777 (1979). Os vectores s80 co~transfectados em di-
versas proporc¢des, dependendo do ntmero de cépias particular
desejado. As células transfectadas sdo entdo seleccionadas,
por exemplo em meio M, contendo soro e o agente de selec¢do

apropriado, por exemplo higromicina B ou metotrexato,

Outros sistemas de cultura de células de Drosophila
conhecidos que podem ser utilizados s8o, por exemplo, a li-
nha celular KC-0 de Drosophila melanogaster que é uma linha
de células isenta de soro, Schulz, e col,, Proc, Natl, Acad,
Sci USA 83:9428 (1986, Estudos preliminares usando a linha
KC-0 sugeriram que a transfecgdo é mais dificil que com as

células S, Outra linha celular que tem sido utilizada é uma
linha de células de Drosophila hydei, A expressfo da protef-
na pode ser obtida usando a linha de células hydei, mas, no
entanto , a transfecc¢do para esta linha de células pode resul
tar numa muito baixa eficiéncia da express8o do ADN transfe-

ctado, Sinclair, e col., Mol, Cell, Biol., 5:3208 (1985Y,

Uma vez que o sistema de vectores apropriado tenha si
do construfdo e transfectado na linha de células 52, a expres
s%0 de tPA € induzida pela adig8o de um agente indutor apro=-
priado, como o cddmio no caso do promotor metalotionefna, ou
calor no caso do promotor Hsp70. A transcrig&o da sequéncia

de codificagfo de tPA apbs indugdo, pode ser controlada.

A andlise de manchas Southern (Maniatis, e col,.,, Mole-
cular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Har
bor, N. Y. 1982) pode ser utilizada para determinar o ndmero

de cépias do gene de tPA, A andlise de manchas Northern (Ma-
niatis, Supra, p. 202) proporciona informac8o em relagdo ao
tamanho da sequéncia genética tramscrita., O nivel de tramscri
¢do pode também ser quantificado. Pode ser determinado um
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ARNm de tPA com aproximadamente 2,4 Kb, A expressdo de tPA
nas células recombinantes pode ser adicionalmente verifica-
da por andlise das manchas Western e testes de actividade sg

bre a protefina resultante,

As células S, do presente invento s&o particularmente
adequadas para a producdo de protefina com rendimento elevado.
As células podem ser mantidas em culturas de suspensdo & tem
peratura ambiente t24%1°c), 0 meio de cultura & M, suplemen-
tado com cerca de 5 a 10% (v/v) de soro bovino fetal inacti-
vado pelo calor, Na concretizac8o preferida do invento o
meio de cultura contém 5% de soro bovino fetal, Apds indugfo,
as células s8o cultivadas em meio isento de soro. Quando se
utiliza o sistema de vectores pCOHYGRO o meio é também suple=-
mentado com 300 Ug/ml de higromicina B, Neste meio as célu=~
1as_S2 podem crescer em culturas de suspensdo, por exemplo
em balBes, sob rotagfo,de 250 ml a 2000 ml, com agitagdo a
50-60 rpm., As densidades das células s8o tipicamente mantidas
entre 106 e 107 células por ml. Numa concretizagdo do presen-
te invento efectua-se o cultiveo das células antes da inducgdo
em balBes,sob rotag8o, de 1500 ml em meio contendo 5% de soro.

Apbds a cultura das células, o tPA pode ser isolado dos
meios consumidos por exemplo pelo uso de uma colund de afini-
dade para anticorpos monoclonais. Outros passos de purifica-
¢80 de protefnas conhecidos, por exemplo, quelatos metdlicos,
vdrios passos de cromatografia de afinidade ou cromatografia
de absorgfo, podem ser utilizados para purificar o tPA a par-
tir dos meios de cultura. A utilizac¢8o da linha de células s,
que segrega o produto de gene directamente nos meios é uma ca
racter{stica importante do presente invento, A secreg¢do dire-
cta nos meios permite a utilizagd8o de um sistema de purifica-

¢¥o0 eficiente num sé passo.

Utilizando uma coluna de anticorpos monoclonais dirigi
da contra tPA, os meios de cultura consumidos podem ser adi-
cionados directamente & coluna e o tPA elufdo usando KSCN

1,5 M em solugdo salina tamponada com fosfato.
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O sistema de cé€lulas de Drosophila tem sido utiliza-
do para produzir apenas tPA de cadeia simples., A proporgdo
de formas longas e curtas no terminal amino, verificou~se ser
totalmente oposta & encontrada em sistemas de mamiferos. Estu
dos preliminares de mobilidade em gel indicam que o tPA de
Drosophila difere também na glicosilag¢8o. Dado que o tPA huma
no estd a ser produzido num sistema de insecto, o tPA encon-
tra-se totalmente livre de materiais contaminantes de humanos,
ericeto ou ratinho., Em adig¢8o, o tPA humano produzido em Dro=-

sophila est§ isento de retrovirus de mamiferos.

Apbs os métodos adicionais de purificagdo de forma a
obter tPA de grau farmac&utico, o tPA é formulado numa compo-
sig¥o farmacéutica (Pedido de Patente Europeia 0,211,592) de
forma que cada unidade de dosagem compreenda uma guantidade
de tPA que seja nfo tébxica, isto &, isenta de efeitos secun-
ddrios adversos significativos, e que seja, eficaz para pro-
vocar trombdlise apds administra¢8o a um animal, particular=-
mente ao homem. Esta composi¢f8o farmacéutica para tratamento
do enfarte do miocdrdio encontra-se tipicamente numa forma
adequada para injecg&o ou infusdo intravenosa e compreende
0,1 a 10 mg/ml de tPA num diluente ou vefculo farmacéuticamen
te aceitdvel., Os diluentes e veiculos adequados sdo bem conhe
cidos para um quimico farmacéutico bem como o sfo as técnicas

de preparacfo da composigfo farmacéutica,

Apesar da descrigfo precedente e dos exemnlos que se
sequem versarem principalmente sobre a express8o de tPA em
Drosophila, os vectores de express8o e os sistemas de dois ve
ctores de express&o aqui descritos podem ser utilizados para
clonar e expressar outros genes e sequéncias de codificagdo
em Drosophila. Por exemplo, uma sequéncia de codificagdo para
uma hormona de crescimento, uma linfoquina uroquinase, em an-
tigénio ou outro produto de gene de interesse, podem ser inse
ridos numa unidade de express&o de um gene, num vector como
pDM10O ou pDMtPA e co-transfectados com um vector como pHGCC
ou pPCOHYGRO. As células transfectadas podem ent8o ser selec~-

cionadas como descrito anteriormente,
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Exemplos

Os exemplos que se seguem sfo ilustrativos e nfo limi

tam o invento,

Exemplo 1

Express8o de tPA usando o vector Hsp70 e um sistema
de selecgdo DHFR.

Construcdo de Vectores

PDMKAH

Como vector bdsico para expressfo de gene em Drosophi-
la utilizou-se pMLz, que é um vector pBR322 pequeno contendo
o gene(b—galactamase (Mellon e col,, Cell 27-297 (1982)), Es-
te vector foi digerido com Sall que faz um dnico corte no plas
mideo. Neste sf{tio inseriu-se uma "cassete" Sall contendo o
promotor anterior SV40, seguido pelo gene de galactoguinase e
pelo s{tio de poliadenilag@o anterior de SV40.

A "cassete" SalTl foi obtida a partir de pDSPI (Pfarr e
col., DNA 4:461 (1985)). A orientagdo da inserc¢do foi determi
nada por andlise de restrig8o fina usando HindIII e BamiI. A
nova construg8o pDMK possui a unidade de transcrig¢do para os
genes da galactoquinese e da(b-lactamase que decorre na direcgdo
oposta., O pDMKAH foi criado nela delecg&o de um sftio HindIII
na sequéncia de pBR322, 5' em relagdo ao promotor anterior
SV40, O pDMK foi digerido com HindIII e o s{tio foi preenchi-
do nas extremidades (Maniatis, Supra p-113) e o vector foi
re-ligado. O pDMKAH possui agora um nico sitio HindIII posi=-
cionado entre o promotor anterior SV40 e o gene da galactoqui

nase.,

PDMKHSP

O pDMKaH foi digerido com SmaIl e HindIII que libertam
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o promotor anterior SV40, O s{tio HindIII foi preenchido nas
extremidades e o fragmento do promotor HSP70 de Drosophila
foi inserido neste vector.

0 fragmento usado foi um fragmento com 460 pb obtido
pela digest8o de pDM30l com XbaI e XmnI (McGarry, e col,.,
Cell 42:903 71985)). Este fragmento contém aquilo que se jul
ga serem as sequéncias de regulagdo para a indu¢do por calor.
0 fragmento foi preenchido nas extremidades e ligado ao ve-

ctor cortado Smal, HindIII.

O ADN ligado foi transformado em E, coli e as colénias
contendo o plasmfdeo desejado foram identificadas por restri-
cc8o fina de minipreparag@es de ADN com HindIII e XhoI.

pDM100

O pDMKHSP foi cortado com XbaI, a seguir preenchido
nas extremidades e finalmente cortado com HindIII, liberta-
-se assim o gene da galactogquinase., A sequéncia de codifica~
c%o para tPA foi isolada de um clone de ADNc obtido de Schle-
ning, e col., supra, num fragmento HindIII-BalIl que inclui o
pre-pro-péptido e a sequéncia de codificagdo total para tPA.
Este fragmento foi inserido no vector pDMKHSP cortado, O ADN
ligado foi transformado em E. coli e o plasmideo correcto
foi identificado por restric8o com as enzimas HindIII, BamHI
e XbaI. As condigBes utilizadas para todas as restricgles fo
ram as recomendadas pelo fabricante (New England Biolabs).,

Transfeccfo em células Sp de Drosophila

O pDM100 foi co-transfectado em células S, de Drosophi-
la juntamente com pHGCO o qual € um plasmideo contendo o gene
procariético DHFR derivado de E. coli, conduzido por COPIA
5'LTR, (Bouronis e col., EMBO 2:1104 (1983)), O procedimento
de transfecg8o seguido foi substancialmente o descrito por
wigler e col,, Cell 16:777 (1979}, Co-transfectaram-se 20 Mg
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do plasmideo de ADN pDM1OO + PHGCO em diversas proporgdes,

dependendo do nidmero de cépias desejado, em 3xlO6 células, e
o precipitado foi deixado nas células durante 18 horas. As

células foram ent8o lavadas e permitiu-se o seu crescimento
durante 48 horas para se dar a expressdo de DHFR, As células
foram centrifugadas e ressuspensas em meio contendo metotre-
xato 2x1¢:)-7 M para seleccionar os transformantes que expres-
sam o gene DHFR, Os transformantes estdveis foram obtidos a-

pbs 6 semanas de selecgdo.

Andlise do produto do gene

As células resistentes foram semeadas a uma densidade
de 5x106 células/ml, em meio M, isento de soro. Permitiu-se
3s c€lulas expressarem tPA durante 3 dias antes de se efectuar
a recolha e ensaio do meio para andlise da presenga da prote{-
na tPA, A andlise Western, substancialmente de acordo com a
descrita por Bittner e col., Ann Biochem. 102:549 (1980) reve
lou a presenga de quantidades elevadas da protefna tPA, isto
&, a protefna possui o peso molecular esperado (aprox: 70 Kd)
por cadeia simples de tPA., A confirmagfo de que a proteina
tPA tinha sido expressa e se encontrava activa foi realizada
usando a andlise de actividade S$2251, Rauby e col,, Thromb,
Res, 27:743 (1982),

A andlise Southern das células policlonais produtoras
de tPA revelou que estas continham até 1000 cépias da unidade
de express¥o do gene de tPA por cada célula e que a unidade
de express8o do gene de tPA é amplificada e integrada nos cro

mossomas hospedeiros segundo um modelo cabega-a-cauda,

Exemplo 2

Expressdo de tPA usando o sistema de selecgd¥o com hi-

gromicina B,
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Construc&o de Vectores

PUCOPIA

Como vector bdsico de clonacqo para a express8o do
gene em Drosophila, usou-se pUC18 contendo um sftio BamHI
e SmalI., O 5'LTR de um elemento COPIA integrado (357 pares
de bases) foi clonado no s{tio BamHI do vector pUC1l8 resul-
tando o vector designado por pUCOPIA, COPIA 4 um elemento
representativo das sequéncias de repetig&o}ggggersas encon-
tradas difundidas no genoma de Drosophila (Rubin, e col.,
em Cold Spring Harbor Symp. Quant, Biol., 45:619 (1980)).

OHYGRO

O vector pUCOPIA foi cortado no sitio Smal e o gene
de E., coli codificandeo a higromicina B fosfotransferase ("cas
sete" de higromicina B) foi clonado em pUCOPIA, usando técni-
cas padr&o de clonagdo, A "cassete" de higromicina B foi iso-
lada num fragmento HindIII-BamHI de 1481 pares de bases a par
tir do vector DSP-hygro (Gertz, e col., Gene 25:179 (1983)).
A "cassete" de higromicina B contém a sequéncia de codifica=-

¢do para o gene de higromicina B fosfotransferase e a regifo
poli A anterior de SV40, Os sfitios HindIII e BamHI foram pre-

enchidos usando ADN polimerase de T, e a "cassete" de higromi
cina B foi ligada no sftio Smal do vector pUCOPIA,

pPDMtPA

0 plasmideo pBR322 contendo o gene da (b-galactamase
foi utilizado como vector bdsico, O promotor metalotionefna,
Lastowski-Perry, e col,, J. Biol. Chem, 260:1527 (1985) foi
isolado num fragmento EcoRI-Stul e foi inserido em pBR322 em

frente do gene de tPA completo contendo o pré-péptido, Um si
tio poli A anterior de SV40 estd a seguir ao gene de tPA,
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Transfecgdo em células S, de Drosophila

0 pCOHYGRO/%g-transfectado em células de S, de Droso-
phila juntamente com pDMtPA que transporta o gene de tPA, sob
o controlo do promotor metalotionefna de Drosophila. As célu-
las transfectadas foram seleccionadas em meio M3 com soro,
contendo 300 Ug“/ml de higromicina B. Apés 2 a 3 dias sob con-
digBes idénticas as células ndo transfectadas, deixam de se
dividir e comecam a morrer. O tempo de selecgdo de forma a
obter cdlulas em crescimento, resistentes 3 higromicina B es-
tdveis nas culturas transfectadas, é de aproximadamente duas

a trés semanas.

para obter culturas que possuam integrados nos seus
cromossomas, diferentes nimeros de cbépias do gene de tPA, as
proporg®es dos dois vectores variam na transfec¢8o de acordo

com o indicado na Tabela 1.

Tabela 1
NUmero de cépias
pDMtPA pCOHYGRO Culture policlo- aproximado
) Gene de
nal isolada Gene de higromicina B tPA
10mg 10mg A 50~100 30-40
18mg 2mg B 50~100 150
20mg 0,2mg C 50-100 200C

A express8o de tPA foi verificada apbs indu¢8o do pro-
motor metalotioneina com cddmio 10 uM. Detectou-se um ARNm de
tPA especifico com aproximadamente 2,4 Kb, por andlise de man
chas Northern, concomitantemente, a andlise de manchas Western
do sobrenadante consumido das culturas celulares induzidas re-

velou uma banda de tPA simples a aproximadamente 70 Kd.

O nivel de tPA nos sobrenadantes das células foi medi-
do usando o Teste de Actividade S2251, Semearam-se 5%10° célu
las em 1 ml de meio M, isento de soro e induziu=-se durante
3 a 4 dias. O nivel de tPA medido no sobrenadante € indicado
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na tabela 2,
Tabela 2

cdiulas n8%o induzi-~ Células induzidas

Cultura policlonal das (ng‘/ml) (ng’/ml)
A 160 500
B 99 1500
C 85 1300
controlo pCOHYGRO 0 0

O escalonamento da cultura policlonal B com culturas
de dois clones simples derivados da cultura policlonal B,
usando técnicas de clonag8o padrfo em &gar mole, resultou
num aumento significativo da produgf8o de tPA, como se mostra

na Tabela 3.

Tabela 3
Cultura Celular NUmero de Cbpias g/ml (apds 3 dias)
Cultura pvoliclonal B 100~150 1420
Clone simples T 30 3=12
Clone simples I 150 22=37

As cdlulas foram mantidas como culturas em suspensdo
em balBes, sob rotagfo,de 250 ml a 2000 ml., O meio de cultu
ra utilizado foi o meio M3 suplementado com 300 Hg/ml de hi
gromicina B, As culturas foram incubadas a 24119C e agita-
das a 50-60 rpm. As densidades celulares foram mantidas ti-
picamente entre 106 e 107 cdlulas por ml,

para a induc¢8o, as células foram recolhidas por cen-
trifugacqo a baixa velocidade e ressuspensas a uma densidade
de leo6 cdlulas por ml em meio M3 suplementado com higromi-
cina B, Adicionou-se cloreto de cddmio até uma concentragdo
final de 1O UM e as culturas foram deixadas em crescimento

durante 3 a 4 dias em meio isento de soro, antes de se reco-
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lher o tPA.

Exemglo 3

Purificacqo do tPA a partir de meios de cultura celulares

condicionados

PAM-2 Sepharose R (American Diagnostica, Greenwich,
Ct.) € o anticorpo monoclonal de tPA acoplado a Sepharose
4B, Transferiram-se 5 ml de PAM-2 Sepharose (aproximadamen=
te 10 mg de anticorpo monoclonal de tPA por volume de colu-
na) para uma coluna de 1x6 cm e efectuou-se a lavagem com
KSCN 2 M a 5 ml/h, durante a noite para remover os anticor-
pos monoclonais fracamente ligades. Apbs a lavagem, fizeram
-se passar através da coluna 50 ml de solugdo salina tampo-
nada com fosfato (PBS) de forma a equilibrar o gel.

O meio condicionado filtrado e estdéril das células de
Drosophila induzidas {1 litro) foi passado lentamente atra-
vés da coluna a 0,8 ml‘/min. A coluna foi entdo lavada com
30 ml de PBS seguidos de 30 ml de KSCN 0,5 M em PBS, a 0,8
ml/min. O tPA foi elufdo usando 30 ml de KSCN 1,5 M, seguido
de KSCN 2,0 M a um caudal de 0,8 ml/min., Mais de 9C% do tPA
foi elufdo num dnico pico com KSCN 1,5 M, Apds a eluig¢fo com
KSCN 2,0 M, para eluir qualquer tPA residual fortemente liga
do, a coluna foi lavada com 30 ml de PBS e entdo guardada em

0,01% de azeto de sbdio em PBS.

Uma andlise do tPA produzido nas células de Drosophi-
la revelou uma correlagdo directa entre a densidade celular
na altura da inducfo e a quantidade de tPA produzido, Verifi
cou~-se que a induc¢8o das células a uma densidade de 5x10° au
menta significativamente a concentragdo de tPA a ser segrega

do para o meio.

Andlises

A concentracg8o de tPA foi determinada usando vdrias
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andlises padrfo inclufndo HPLC, a andlise S2251, imunoan-
saio de fluorescé&ncia de particulas (PCFIA) efectuado de
acordo com o protocolo proporcionado pelo fabricante (Pan-
dex Laboratories, Inc., Mundelein, Ill,), e o imunoensaio en
zimdtico (EIA) efectuado substancialmente de acordo com o
protocolo proporcionado pelo fabricante (American Diagnosti

ca).

Usando a andlise 82251, verificou-se que a activida-
de do tPA purificado era pelo menos igual & maior referida

para a express&o em células de mamiferos.

A descric8o e exemplos acima descrevem totalmente o
invento, incluindo as suas concretizagdes preferidas., As mo
dificagBes aos métodos descritos, que s¥o Sbvias para os en
tendidos em gendtica molecular e ciéncias relacionadas, en-
contram-se também no 4mbito das reivindicag¢®es que se seguem.
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REIVINDICAGCOES

1 - M&todo de produg8o de tPA (activador de plasming
génio de tecido) em células de Drosophila, caracterizado por
compreender a cultura de células de Drosophila transfectadas
com uma unidade de express8o do gene de tPA, de tal forma que

o tPA seja expresso e segregado, e a recolha do tPA segrega-

doe

2 - Método de acordo com a reivindicag¢do 1, caracte-
rizade por a unidade de expressdo do gene de tPA estar inte-
grada e se encontrar nas células de Drosophila =m 1C-1C00 cé

pias por célula .

3 - Método de acordo com a reivindicag¥o 1 ou 2, cara
cterizado por se utilizar um sistema de dois vectores em que
um dos vectores tem inserida a sequéncia de codificag¢do para
DHFR (di-hidrofolato redutase) procaribtico e o outro vector
tem inserida a sequéncia de codificag&o para uma unidade de

express8o do gene de tPA,

4 - Método de acordo com a reivindicagdo 3, caracteri
zado por a célula de Drosophila ser co-transfectada com os
vectores pDM100, contendo a unidade de express8o do gene de
tPA, e pHGCO.,

5 - Método de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, cara
cterizado por se utilizar um sistema de dois vectores em que
um dos vectores tem inserida a sequéncia de codificagfdo para
higromicina B fosfotransferase e o outro vector tem inserida
a sequéncia de codificag¢do para uma unidade de expressdo do

gene de tPA,

6 - Método de acordo com a reivindicag8o 5, caracteri

zado por a célula de Drosophila ser co-transfectada com os
vectores pDMtPA, contendo a unidade de expressdo do gene de
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tPA, e pCOHYGRO.

7 - M&todo de acordo com a reivindicag8oc 1, 4 ou 6,
caracterizado por as células de Drosophila serem células
SZ’

g - Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracte-
rizado por o tPA ser segregado para ¢ meio celular consumido,

numa concentrac&o de pelo menos 6 Mg/ml,

9 - Método de express8o de um produto de gene heteré
logo em Drosophila, caracterizado por compreender a co-trans
fecgc8o de células de Drosophila com um vector contendo uma
unidade de express8o do gene para o produto do gene, € um Ve
ctor contendo o 5*'LTR dum elemento COPIA integrado e um mar-
cador de selec¢fo de resisténcia a higromicina B fosfotrans-
ferase ou a metotrexato; a cultura das cdlulas transfectadas
em condicBes que conduzam & expressdo do produto do gene; e
a recolha do produto do gene,

10 - M&todo de acordo com a reivindicagdo 9, caracteri
zado por os vectores serem construf{dos com uma regifo regula-
dora da metalotionefna na unidade de expressdo do gene e com

uma sequéncia de codificagdo para DHFR.

11 - Método de acordo com a reivindicagdo 9, caracteri
zado por os vectores serem construfdos com uma regifo regula-~
dora da metalotioneina na unidade de expressdo do gene e com
uma sequédncia de codificagdo para a higromicina B fosfotrans-

ferase,

12 - Método de acordo com a reivindicagdo 9, caracte-
rizado por um sistema de selec¢fo usando resisténcia a higro-
micina B fosfotransferase permitir a co-selec¢8o de células

que expressam o produto do gene,
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13 - M&todo de acordo com a reivindicagdo 12, cara-
cterizado por os vectores co-transfectados.na célula de Dro-
sophila conterem uma unidade de express&o do gene de tPA,

14 - Método de acordo com a reivindicagfo 13, cara-

cterizado por os vectores serem pCOHYGRO e pDMtPA,

15 - Método de acordo com a reivindicagdo 9, caracte-
rizado por um sistema de selec¢¥o para DHFR usando resistén-
cia a metotrexato permitir a co-selecgdo de cdlulas que expres

sam o produto do gene,

16 - Método de acordo com a reivindicagdo 15, caracte
rizado por os vectores co-transfectados nas células de Dro-
sophila conterem uma unidade de express8o do gene tPA,

17 - Método de acordo com a reivindicagdo 16, caracte

rizado por os vectores serem pDM10OO e pPHGCO.
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