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-RESUMO -

Y"PROCESSO PARA A PREPARACAQ DE VARIANTES DA ALFA-ANTITRIPSINA
HUMANA GLICOSILADA E VECTORES VIRAIS DE EXPRESSAO DA ALFA, -
AT "

0 presente invento diz respeito a um vector viral de
expressdo da alfal-AT ou ao processo de preparagdo de uma va-
riante da alfa,-AT escolhida entre [1A3SZ7 alfa,-AT, /AA35%7
alfa,-AT, [AA3%7 , AA35%7 alfa -AT e das variantes correspon-
dentes da forma truncada /delta 1—————65,7 alfa-AT assim como
[delta l ___, 5/ alfa,-AT.

0 vector viral & constituido por um virus hibrido da
vacina que compreende uma sequéncia de ADN que codifica para
a referida variante da alfal-AT inserida numa parte ndo essen
cial do genoma do virus e sob o controlo de uma sequéncia de

expressdo eficaz na vacina.
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DescricZo do objecto do invento

que
TRANSGENE S.A., Société Anonyme,
francesa, industrial, com sede
em 16 rue Henri Regnault 92400
COURBEVOIE, Franga, pretende obter
em Portugal para, "PROCESSO PARA A
PREPARACAO DE VARIANTES DA ALFA-AN-
TTTRIPSINA HUMANA GLICOSILADA E VEC-
TORES VIRAIS DE EXPRESSEO DA ALFAl-
~AT"

A alfal—antitripsina (alfal—AT) & o inibidor de protea
se mais abundante no plasma.

A inibic#o desta protease serina desempenha um papel
importante no controlo da elastase neutrbdfila humana e do
factor XIa. O centro reagente da alfal—AT 4 formado pelos
dois residuos amino-&cidos denominados P, e Py A natureza
do residuo Py determina a especificidade da inibigdo pela
alfa -AT e a substltulgao da metionina P natural pela argi-
nina (alfal—AT Met358 Ar 358) produz um inibidor que tem
uma afinicade muito aumentada para a trombina com uma dimi-
nuicdo concomitante da afinidade para a elastase neutrbdfila

humana.

0 variante alfa,-AT (Met358_—_%>Arg358) & também ca-
paz de inibir eficazmente enzimas de fase de contacto da
protedlise do plasma, isto em contraste com a proteina nati-
va. A inibigZ%o da calicreina e do factor XIa é aumentada en—
tre 20 000 e 70 000 vezes, respectivamente, pela presencga
da arginina na posigdo 358. O factor XII actividade (XIIf)
¢ também inibido de maneira eficaz, e a alfa —AT nativa ndo
tem nenhuma actividade em relagdo a esta protease. Como as
proteases do sistema de fase de contacto s3o activadas nas
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doencas como os choques sépticos, os ataques de angio-edema
hereditario e as sindromas de detrease resplratbrla dos adul
tos, a administragdo da alfal-AT(Met35§___> Arg35 ), pode
ser muito eficaz no controlo destas doengas.

A alfa ~-AT que se encontra no plasma & gllcollsada B
dese javel, porta*to, que a alfa -AT (Met358———a Arg35 ) pro-
duzida para a utilizagZo in vivo seja também modificada des-
ta maneira.

Analogamente, visto que a requerente demonstrou que hé&
interesse em utilizar outros variantes da alfal-AT, tem tam-
bém interesse poder preparar estes variantes sob forma gli-
colisada.

Trata-se em particular dos variantes truncados:

1

(delta Glu ._____9Glis) alfa.-AT que serdo designa-
1 q

dos por

[delta 1——>5/ alfa -AT assim como dos variantes
de alfa -AT ou de alfal—AT transformados na posigdo
357 a/ou 358 designados por /243577 alfa,=AT [hA35§7
alfa,-AT ou /Ba35T  an3587 alfa —AT.

Em particular, além dos variantes Arg 58, tém interes-

se os variantes seguintes, conforme & demonstrado na paten-
te WO 86 00337:

(1i3%8), (a1a2%%8), (113%8), (va1
(Phe358)
que também podem ser truncados. Além disso, o variante
111335%7 alfal—AT apreseata um determinado interesse como
inibidor especifico da plasmina.

Finalmente, os variantes na posicdo 357 como Ala
também t&m interesse, em particular o variante [h1a357
Arg35%7 que tém propriedades melhoradas em comparagao com O
variante Arg 58 descrito anteriormente.

Estes variantes s3o preparados, de acordo com O presen
te invento, por meio de cultura de células eucariotas, em

358) 358) o
?

(Leu

357
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particular células de mamiferos que compreendem um bloco de
expressdo do gene correspondente ao variante desejado.

Em particular, este bloco de expressdo esté situwado
sobre vector viral, particularmente um poxivirus como a va-
cina. Trata—-se de um vector viral de expressdo de um variante
da alfa;-AT, escolhido de entre: [AA3527 alfa, -AT, [AA35§7
alfa,-AT /an3%7, AA3537 alfa -AT e os variantes correspon-
dentes que tém a forma truncada /delta 1 — > 5/ alfa -AT
assim como /delta 1 — s 5/ alfa -AT, caracterizado por ser
constituido por um virus hibrido da vacina que compreende
uma sequéncia de ADN que codifica para o referido variante
da alfal-AT, inserido numa parte n¥o essencial do genoma do
virus e sob o controlo de uma sequéncia de express¥o eficaz
na vacina.

Este tipo de construgdo j& foi descrito pela requeren-
te, designadamente nas patentes WO 85/04810 e WO 85/05376.
A expressdo e modificagdo pbs-traducional correcta de dife-
rentes proteinas estranhas, nas células de mamiferos, utili-
zando o virus da vacina, foram descritos diversas vezes.

Para se conseguir isto, o gene correspondente ao va-
riante derivado da alfal-AT & inserido preferivelmente numa
parte do genoma n#o essencial do virus da vacina e de manei-
ra ainda mais preferivel num gene marcador como O gene TX.

A insercdo neste gene suprime a sua expressdo e as
células transfectadas pelo virus correspondente podem ser
seleccionadas, conforme ser& descrito mais adiante.

0 bloco de express3o compreenderd, preferivelmente,
uma sequéncia que promove a express¥o do gene em questdo nas
células, depois de transfecgdo, e em particular, o gene que
codifica para o variante da alfa,-AT ficar4 na dependéncia
de um promotor da vacina como o promotor do gene 7,5K que
ser& designado por P 7,5K.

células de mamiferos, em particular células BHK in-
fectadas pelo vector virus hibrido atras descrito, produzi-
r3o variantes de alfal-AT, se forem cultivadas em meios de
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cultura apropriados.

Os vectores em questdo sdo, de maneira geral, obtidos
por meio de co-transfecgdo de um virus vacina selvagem e de
un plasmideo que tem os elementos atrés indicados, e o virus
hibrido & constituido in vivo, por recombinagdo. Esta tecno-
logia esté& descrita nas patentes citadas anteriormente.

0 presente invento diz também respeito &s variantes da
alfal-AT, glicosilada assim obtida, podendo estes produtos
ser separados do meio de cultura por meio de processos conhe-
cidos na tecnologia das proteinas.

Trata-se, em particular, dos variantes

/23577 alfa, -AT

[ 8a>%%7 aifa -aT

[ an®7 4a3%%7 arga -ar

e dos variantes /delta 1 —35/ alfa,-AT correspondente as-

sim como dos variantes /delta 1 — 35/ alfa -AT, variantes
que s%o glicosilados e n¥o t&m residuo Met na extremidade 3'.

Entre estes variantes, & necessério citar os variantes:
[A1a357 Arg35§7 alfa,-AT glicosilado
[delta 1 5/ [krg35§7 alfa,-AT glicosilado
/delta 1 5/ /212397 Arg35%7 alfa,-AT glicosilado e
/Arg35%/ alfa,-AT glicosilado.
Estes variantes da alfa,-AT serdo fiteis como medicamen-
tos, em particular para a substituicZo da alfal-AT obtida por

meio de extracc¥o a partir do plasma, e alguns deles como
inibidores da calidreina.

Os exemplos que se seguem destinam-se mais particular-
mente a evidenciar as construc®es utilizéveis no &mbito do

presente invento.

EXEMPLO 1:
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CONSTRUCXO DO ADN DO PTG1952

EXEMPLO 2

0 plasmideo pTG1l952 tem a estrutura seguinte:

Na extremidade 5' do cADN da alfal—AT encontra-se a
sequéncia sinal (ss), uma sequéncia que é responsével pela
exportac3o da proteina para o exterior da célula. Durante a
maturac3o da proteina, esta sequéncia é clivada para produzir
a proteina nativa. Esta construgdo contém também o coddo ar-
ginina no amino-&cido 358. A clivagem deste plasmideo por
BglII produz um fragmento de 1,3 Kb que contém o conjunto do

CADN da alfa,-AT e a sequéncia sinal.

PREPARACAO DO pTG1954 ( Ffigura 1)

proteina da timidina quinase do virus da vacina. Um fragmento

EXEMPLO 3:

0 plasmideo pTG186 contém o gene que codifica para g

de ADN de pequena dimens¥o que contém o promotor 7,5 K do vi-
rus da vacina (VP) e um "polylinker" que tem diferentes lo-
cais de restric¥o, entre os quais BamiI, foram colocados no
gene da timidina quinase conforme & indicado adiante.

0 fragmento 1,3 Kb BglII de pTG1952 & inserido no
local BamHI do pTG186 para produzir o plasmideo pTG1954.

A orientacdo do fragmento BglII inserido & estudado
utilizando o local BamHI no cADN da alfal—AT e permite que O
terminal amino-&cido desta sequéncia de cADN esteja prbdximo
do promotor viral VP.

TRANSFECGAO DO pTG1954 NO VIRUS DA VACINA

Efectuaram-se a produgZo e selecgdo dos virus de va-
cina recombinantes TK wutilizando o pTG1954 por meio das téc-
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nicas conhecidas que est@o descritas, em particular, nas pa-
tentes PCT FR 85/00096 e WO 85/05376. Escolhem-se 8 placas e
utilizam-se para infectar mono-camadas de células BHK em cul-
tura de tecidos organicos.

0 ADN & preparado a partir das células infectadas com
recombinantes do virus da vacina TK por meio de técnicas co-
nhecidas. Depois de restrigZo com HindIII, o ADN & submetido
3 electoforese sobre um gel de agarose a 0,8%. O ADN é trans-
ferido sobre nitrocelulose e o gene da alfal—AT & detectado

com nuclebdtidos especificos fosfosilados no 32p.

0s 8 virus recombinantes TK mostraram ter integrado o
CcADN da alfal—AT no gene TK. Escolhe-se um destes para estudo
mais amplo.

EXEMPLO 4:

EXPERIBNCIA DE UM MEIO DEPOIS DE INFECGAO DAS CELULAS BHK COM

UM RECOMBINANTE VACINA QUE CONTEM pTG1954

Inibicdo da trombina

Depois de incubag®o a 37eC durante 24 horas, o meio &
centrifugado para eliminar as células e os detritos celulares
e experimentam-se alfquotas quanto & sua capacidade para ini-
bir a trombina.

A experilnciaefectua-se em tinas de 1 ml numa solugdg
que contém 150 mM NaCl, 100 mM Tris pH 8,0 e 0,1% de PEG cam
p3o TB). A trombina (240 mU) & incubada num tampdo TB com di-
ferentes quantidades de meio, durante 20 minutos & temperatu-
ra ambiente. A quantidade de actividade trombinica que resta,
& medida por meio da utilizac#o de 100 pl de substrato (Cro-
mozima TH Roehrimser Mannheim; 100 nanomoles) e medindo a mo-
dificac3o da densidade &6ptica a 410 nanbmetros, apbds 4 minu-
tos. A curva obtida a partir de uma experiéncia tipica esta
indicada na figura 2A. Obtém-se 50% de inibigZo com esta quay
tidade de trombina (240 mU) com 150 ul de meio. A curva 0—0
representa o virus recombinante e ¥—X o virus selvagem.

-6 -
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Inibic3o da calicreina

. Efectua-se a inibicZo da calicreina de maneira analo-
ga. A calicreina (4 mU) & incubada com diferentes quantidades
de meio, durante 30 minutos, a temperatura amb iente, em tinas
que contém 90 pl de tampdo calicreina (0,1 M fosfato de sbdio
(pH 6,5); 0,15 M Nacl). As experiéncias da actividade resi-
dual de calidreina efectuam-se por meio da adig¥o de substra-
to (225 nanomoles) e as modificagBes na densidade bptica a
410 nanbmetros sXo medidas apds 4 minutos. A curva obtida a
partir de uma experiéncia tipica esté& representada na figura
5B . Obt&m-se 50% de inibic¥%o com esta quantidade de calicrei-

na (4 mU) neste caso, com 120 pl de meio.

EXEMPLO 5:

IMUNOPRECIPITACXO DE ALFA,—-AT (ARGININA VARIANTE) MARCADA NO
355 PRODUZIDO POR CELULAS DE MAMIFEROS

Infectam-se mono-camadas de células BHK com 0,2 pfp
de virus vacina recombinante e em seguida incubam-se durante
6 horas a 379C em 1 ml de meio que contém 100 pci de metio-
nina 835. Efectua-se um controlo com um virus vacina selva-
gem. O meio é colhido como precedentemente e submetido a um
desafio com anticorpos anti—alfalantitripsina como segue. A
1 ml de meio junta-se tamp3o RIPA (1MKC1l), 2% Triton X-100,
100 mM Tris pH 8,0) e 5 pl de anticorpos alfa-antitripsina
(Dako Immunoglobulins, Dinamarca) e deixa-se repousar a mis-
tura durante 2 horas a 25¢C.

Adicionam-se ent3o 50 pl de tamp3o RIPA countendo 8 mg
de proteina A sefarose previamente equilibrada e deixa-se a
mistura incubar durante 1 hora a 252C, possivelmente com agi
tac%o. A sefarose proteina A é entdo colhida por meio de cen
trifugac3o e o depbsito é lavado 5 vezes com 0,5 M KC1, 10
nM Tris-PCl pH 8,8 0,5% Triton X-100 e 2 vezes com 2 x 10 mM
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Tris XKC1 pH 8,8. Os depbsitos s¥o dissolvidos em 100 pl de
tampdo Laemmli e colocam-se 20 pl num gel de poliacrilamida
a 10% que & depois autoradiografado apbs fluorografia.
segundo um perfil de gel tipico (Figura 3) e em compa-
rac%o com uma imunoprecipitag¥o que utiliza a antitripsina-
—alfa marcada metionina, obtida a partir de um extracto bac-
terlano pode observar-se que Se precipitou especificamente
uma proteina a partir do meio de células infectadas com os
virus vacina recombinantes. Esta proteina n#o est& presente
nos extractos celulares a partir de virus da vacina selvagem.
No entanto, esta proteina, reconhecida pelos anticorpos anti-
-alfa -AT, é maior que a encontrada nos extractos celulares
bacterlanos, o que constitui uma indicagdo de que a alfa -AT
variante arginina produzida nas células de mami feros f01 gli-
cosilada.

Utilizando em vez do plasmideo pTGl952, os plasmideos
descritos na patente WO 86 00337, obtém-se os variantes cor-
respondentes glicosilados.

Por exemplo, o pPTGL981 que & identico ao pTG1l954, ape-
nas com a diferenca de o gene introduzido em [Ala.358 - Arg
35847 alfa -AT ter sido construido da mesma maneira.

Os resultados dos ensaios de iiibic3%o da trombina e da
calicreina para o sobrenadante, foram representados na figu-
ra 4. Conforme foi abservado para a [kla357 358d7 alfa
-AT produzida pelo E. Coli, o produto segregado a partir de
células BHK & activado sobre calicreina, mas tem pouca ou
nenhuma actividade inibidora relativamente & trombina.

0 depbsito do primeiro pedido para o invento acima des
crito foi efectuado em Franca, em 2 de Julho de 1986, sob o
2. 86 09608.
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~-REIVINDICAGCOES -

12, - Vector viral de express#@o da alfal-AT ou de uma
variante da alfal-AT escolhido de entre:

[ an 37 7 ara-ar, [ an®% arra-ar /a7 an3587

alfal-AT e as variantes correspondentes da forma truncada
/delta 1—— 5/ alfa,-AT assim como [delta 135/ alfa -
AT, caracterizado por ser constituido por um virus hibrido da
vacina que compreende uma sequéncia de ADN que codifica para
a referida variante da alfal-AT inserida numa parte ndo essen
cial do genoma do virus e sob o controlo de uma sequéncia de
expressdo eficaz na vacina.

22, ~ Vector viral de expressdo de acordo com a reivin-
dicacdo 1, caracterizado por a sequéncia de ADN que codifica
para a referida variante ser precedida, pelo menos, por uma
parte da sequéncia sinal.

32, - Vector viral de express¥o de acordo com as rei-
vindicagBes 1 e 2, caracterizado por a sequéncia de ADN ser
inserida no gene TK.

42, - Vector viral de express¥o de acordo com as rei-
vindicacBes 1 a 3, caracterizado por a sequéncia de expressdo
compreender um promotor da vacina.

52, - Vector viral de express¥o de acordo com a reivind]
cac¥o 4, caracterizado por o promotor ser o promotor do gene
7,5K.

62. - Células de mamiferos caracterizadas por serem
transfectadas por um vector viral de acordo com uma das rei-
vindicagﬁesrl as.

72, - Células de acordo com a reivindicag®o 6, caracte-
rizadas por serem células BHK.

82, - Processo para a preparagdo de variantes da alfal—
-AT, caracterizado por se cultivarem células transfectadas de

- 0 -
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acordo com uma das reivindicacBes 6 e 7 num meio apropriado e
se recuperar a variante da alfal—AT obtida.

92, — Processo de acordo com a reiviadicagdo 8, cara-
cterizado por se preparar as variantes da alfal-AT

[ an3°7 ] area -aT

[ 4377 arfa -at
/4837 a3 7 arra -ar

e as variantes de [’delta 1—~——ﬁ>§7 alfal-AT correspondentes
na forma glicosilada.

102, - Processo de acordo com a reivindicagZo 9, ca-
racterizado por as variantes serem

/ Ala 357 Arg358)7 alfa,-AT glicosilada
~ 358
[ delta 1— 357 [ Arg>°] alfa -AT

glicosilada

[/delta 1 —— 55/ [ﬂla357 Ar935§7 alfa,-
—-AT glicosilada,
+ [lrg3si7 alfa -AT glicosilada.

2 st
Lisboa, N

Por TRANSGENE S.A., Soci&té Aaonyme

O AGENTE OFICIAL

~ 10 -




Modificacao de DO4I0 >

oly AT CDNA
Bosg A 3%Bg

$T°pTG 1952
\

BN\ Gene TK VIRICO
500 bp
e d

CHAVE : VP Promotor 7,5K
B

Bam H!
Bg Bglll
E Eco Ri
P Pst |

gf INIBIGAO DA TROMBINA
B" Y . B -
= *INIBICAO DA CALICREINA
b <
7; 8
a—a W T Vacina
6 e—¢ Recombinante o(lA‘I‘ Vacina'vgt?--
e
54 §1,01
o
H
44+ EO,B-
3} 061
21 044
14 02+
+ +- + > $ + + '
07100 200 aoo 07 100 200 300
Pl Sobreria:iante ’11 Sobrenadante



Ty

97 -

68 -

43—

26—

vy

FIG.3

E . coli

4+ 1

R
~ .~
w2 UL ?Q‘ 7
A 5
At
.',‘



81

=2 JL1

a4
LS

Mw

2juepeuaiqosg HK

ooe 002 00

7 9Old

= °
00
200
€00
" o \ .VO\D
< X
S00
*89s Qyz sopTaiooap
VNIZIDITVO VA OYDIHINI oy 0Q <

s1uepeuaiqog T

00€e 0ae o0

‘
S00
o
G0
— 2'o
X X
G20
*39s Q¥Z SOopTaiodap
VNIGWOYL Vd OYDIFINI Oy 0aQ ¢

A*mmv m.av BUTOBA Amgm_mhwmn_mv._k lp s3upurqEOdey O ——0

b 4

BUTOBA IM X



	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS
	DRAWINGS

