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" FARMITALIA CARLO ERBA S.R.L.

"PROCESSO PARA A PREPARACAO RECOMBINANTE DE HIRUDINAS"

A presente invencgao refere-se a preparagac de hirudi-
na que foi isclada e originalmente a partir de Sanguessuga Hiru-

do medicinalis assim como para a preparacao dos seus derivados.

Os péptidos anticoagulantes mais comuns sao provaval-
mente os que pertencem a familia das hirudinas. A hirudina, ini-
cialmente isclada a partir de sanguessuga medicinal, Hirudo me-
dicinalis, @ um polipeptido bem conhecido e bem caracterizado
inibidor da ‘txombina 1,2. Mais especialmente, esta liga-se com a
trombina por interacgdes idnicas, portanto, impedindo a cisao
do fibrincgénio com formagac de fibrina e a subsequente forma-
cao do coagulo de fibrina. Estudos em animais com hirudina de-
monstraram a eficacia desta para impedir a trombose vencosa, a
oclusdao de desvio vascular e a coagulagac intravascular disse-
minada induzida pela trombina. Além disso, a hirudina exibe bai
xa toxicidade, pouca ou nenhuma antigenicidade e tem um tempo
de depuragac muito curto na circulagéoB.

As trés variantes naturais da hirudina sac conheci-
das. A sequéncia duma primeira variante designada por HV1 foi
determinada por Dodt gg'él, FEBS 165, 180~184, (1984), A sequén-
cia de HV1 &, de acordo com o cddigo de trés letras, (Eur. J.
Biochem. 138, 9-37, 1984):
Val-Val-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-CGly-Gln-Asn-Leu-Cys-Leu-
Cys-CGlu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys—-Gly-Gln~Gly-Asn-Lys-Cys-Ile-Leu-
Gly-Ser-Asp-CGly-Glu-Lys-Asn-Gln~Cys-Val-Thr-Gly-Glu-Gly-Thr-

Pro-Lys~Pro-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-



Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln.
éO3H

A segunda variante designada por HVZ; foi descrita
por Dodt QE él, Biol. Chem; Hope-Seyler éﬁz; 803-811, (1986).

A HV2 difere da HV1 nos aspectos seguintes: Ile na
posicdo 1 em substituicdo de Val; Thr na posicac 2 em substitui
cdo de Val: Lys na posicdo 24 em substiuicac de Gln; Asn na po-
sicdc 33 em substituigdc de Asp; Lys na posigac 35 em substitui
cao de Glu; Gly na posic@o 36 em substituicac de Lys; Asn na po
sic3c 47 em substituicdo de Lys; Glu na posigac 49 em substitui
¢3o de Gln e Asn na posigac 53 em substituicac de Asp.

A terceira variante designada por HV3, foi descrita
por Harvey et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1084-1088 (1986).
A HV3 & idéntica 3 HV2 nas posigles de 1 a 32 e entac difere da
HV1 nos secuintes aspectos: Gln na posicdo 33 em substituigac
de Asp; Lys na posicao 35 em substituicao de Glu; Asp na posigao
36 em substituicdc de Lys; Gln na posi¢ac 53 em substituigaoc de
Asp; Pro na posicdc 58 em substituicdc de Glu; Asp na pesigao
62 em substituicdo de Glu; Ala na posigac 63 em substituigac de
Tyr (SO5H); Asp na posicdo 64 em substituicaoc de Leu e Glu na
posigdo 65 em substituicdo de Gln.

A nova via para a preparacao de hirudinas e polipepti
dos semelhantes a hirudina foi agora planeada. Esta via & basea
da na sintese quimica de uma sequéncia nucleotidica que codifi=-
ca uma hirudina ou um pcolipeptido semelhante a hirudina e & ex-
pressac da hirudina ou do polipeptido semelhante a hirudina em
organismos recombinantes. A cultura de organismos medificados
geneticamente conduz 3 produgao do produto pretendide que apre-

senta actividade bioldgica total.
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Deste modo, a presente invencac proporcicna um vector
de expressac que contém uma sequécia de DNA que codifica uma hi
rudina ou um polipeptidc semelhante a hirudina. A presente in-
vencao propercicona ainda um hospedeiro transformade com um vec-
tor de expressao compativel de acordo com a presente invengao
e também proporcicna uma DNA sint@tico que codifica uma hirudi-
na ou um polipeptido semelhante a hirudina. Um fragmentoc de DNA
que codifica uma hirudina ou um polipeptido semelhante a hirudi
na pode ser de cadeia dupla ou de cadeia simples.

Um hospedeiro em que uma hirudina ou um polipeptido
semelhante a hirudina estd apto a ser expresso & preparado me-
diante a transformacac de um hospedeiro com um vector de expres-—
sac compativel com a presente invencd@o. O vector de expressdo
€ geralmente preparado por:

(a) sintese quimica de DNA que codifica uma hirudina

ou um polipeptido semelhante a hirudina; e

(b) a insergao do referido DNA num vector de expres-
s3o0.

Uma hirudina ou um polipeptidc semelhante a hirudina
& consequentemente preparado por obtengac de um hospedeiro trans
formado de acordo com a presente invengdo scb tais condigCes que
a hirudina ou o polipeptido semelhante a hirudina & expresso nes
ta. A hirudina ou o polipeptido semelhante a hirudina pode de-
pois ser isolado. Neste sentido, pode cbter-se sob a forma pura
uma hirudina ou um polipeptido semelhante a hirudina.

O terme "uma hirudina ou um polipeptidec semelhante a
hirudina" como aqui se utiliza, refere-se a hirudina nas suas
formas naturais HVl; HY2 e HV3, assim como aos seus derivades,

por exemplo, por meio de substituicBes de aminodcidos, delecgdes,
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insercdes, extensdes, funcionalizagdc e medificagOes quimicas.
Esta invengdo, pode, portanto, ser aplicada a derivades de HV1,

HV2 ou HV3, exibindo actividade antitrombina.

A sequéncia de aminodcides HV1, HV2 ou HV3 pode ser

modificada por uma ou mais substituigdes, insergdes e/cu delec-

coes de aminodcidos ou por uma extrusao em qualquer das suas ex

tremidades. Um derivade composto de uma sequéncia destas modifi
cada deve evidentemente também exibir actividade antitrombina.
Tipicamente, existe um grau de homologia de 75% ou mais entre a
sequéncia de aminodcidos de HV1, HV2 ou HV3 e a sequéncia de
aminoacidos de um seu derivado. O grau de homologia pode ser
85% ou mais, ou 95% ou mais.

Por exemplo, um ou mais residucs de aminoacidos da se
quéncia de HV1, HV2 ou HV3 podem ser substituidos ou delectados
ou podem ser inseridos um ou mais residuos de amincacidos adi-
cicnais.

O caracter fisicoquimicc da sequéncia original pode

ser hidrofobicidado/hidrofilicidade, dimensdo e configuragao.

As substiuicdes candidatas, baseadas no cddigc de uma

letra (Eur. J. Biochem. 138, 9-37, 1984):

V por A, L ou G;
K por R;
S por T e vice versa;

E por D e vice versa; e

Q por N e vice versa.

Tanto quanto as extensBes estao em causa, pode ser pro
porciocnada em qualquer dos terminais uma sequéncia curta até 50

resIduos de aminodcido. A sequéncia pode ter até 30, por exemplo,



atd® 20 ou até 10 residucs de amincdcido.,

A hirudina ou o polipeptide semelhante a hirudina po-
dem ser submetidos a uma ou mais medificagdes pés-translacio-
nais tais como glicosilagao, sulfatagao, amidagaoc COOH, acila-
gac ou alteracgoes gquimicas da cadeia polipeptidica. O residuc
Tyr na posigao 63, por exemplo; pode ser sulfatado. Uma hirudi-
na ou um polipeptido semelhante a hirudina recombinantes obti-
dos de acordo com esta invencao nao sao normalmente sulfatados
nesta posicao, diferentemente de HV1, HV2 ou HV3 naturais. Além
disso, a presente invencac pode ser aplicada & produgao de deri
vados de peso molecular menor que hao tém as porgdes N-terminal
ou C-terminal de HV1, HV2 ou HV3.

A presente invencaoc & aplicavel particularmente a pro
ducac de HV1 e de um derivado de HV1 composta dos primeiros 46
residuos de HV1 seguida por uma sequéncia de amincicidos do re-
siduc 47 a 65 da variante HV2: HVL:
Val-Val-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-Leu-Cys-Leu-
Cys—Glu—Gly—Ser—Asn—Val—Cys—Gly-Gln—Cly-Asn—Lys—Cys—Ile-Leu—
Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-Thr-Gly-Glu-Gly-Thr-
Pro-Lys—-Pro-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-

Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln

Hybrid HV1/HV2 (designado HV12):
Val-Val-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-Leu-Cys-Leu-
Cys—Glu—-Gly-Ser-Asn-Val-Cys—-Gly-Gln-Gly~-Asn-Lys—-Cys-Ile-Leu-

Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-Thr-Gly-Glu~Gly~-Thr~-

Pro-Asn-Pro—~-Glu-Ser~His-Asn-Asn-Gly-Asp—-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-~

Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln

em que a sequéncia sublinhada constitui a fracgdo de HY2. O po-

lipeptido HV12, como descrito anteriormente e os seus derivados



constituem um cutro aspecto da presente invencgao.

As hirudinas e os polipeptidos semelhantes a hirudinas
sao preparados por tecnologia da fecombinagﬁo de DNA. Prepara-se
um gene sintético codificador de uma hirudina ou de um polipepti
do semelhante a hirudina.

A sequéncia de DNA codificadora nac inclui tipicamente
introns. O gene sintético & inserido num vector de expressac ap-
to a dirigir a produgdo do produto de recombinagao. O gene sinté
tico @ habitualmente preparado por sintese quimica de oligonucled
tidos que, no total, correspondem ac gene pretendido. Os oligonu
cledtidos sao depois reunidos para se cobter o gene.

0 gene pode, portanto, ser construido a partir de qua-
tro oligonucledtidos sintetizados por via quimica representando,
cada um, cerca de metade de uma cadeia de um gene de DNA de ca-
deia dupla. Os oligonucledtidos sao ligados e circularizades pa-
ra se obter o gene pretendido. Se apropriado, a sequéncia genéti-
ca pode ser modificada por mutagénese de sitio dirigido para se
introduzir uma ou mais alteractes de codac. Habitualmente, & cong
trulde um gene com sitios de restricao em cada extremidade a fim
de facilitar a sua manipulacac subsequente.

Uma sequéncia de DNA preferida codificadora de HV1 es-
ta representada na figura 1 dos desenhos acompanhantes. A sequén-
cia de DNA preferida codificadora de HV2 estd representada na fi-
gura 3. Qualguer das sequéncias pode ser modificada para codifi-
car para um derivado.

Pode proporcionar-se uma sequéncia de DNA que cedifique
tamb&m um péptido leader. O péptido leader & capaz de orientar a
secregao da hirudina ou do polipeptido semelhante a hirudina, das
c@lulas, em que a hirudina ou o polipeptido semelhante a hirudina

deve ser expresso. A sequéncia que codifica o péptido leader &
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normalmente fundida na extremidade 5' da sequéncia de DNA que

codifica a hirudina cu um polipeptido semelhante a hirudina.

0 péptido leader &, de prefer8ncia, o péptido leader
OmpA quando se requer a eXpressaQ num hospedeiro bacteriano, tal
como, E CQll. 0 péptido leader &, de preferéncia, a proteina G
do virus de estomatite vesicular (proteina VSV G) quando a ex-
pressac se destina a células de insecto. As sequéncias de DNA
apropriadas que codificam OmpA e a proteina leader VSV G estao
representadas nas Figuras 5 e 8, respectivamente.

Uma sequéncia de DNA pode ser proporcicnada a qual co-
difica uma proteina de fusdao que & cindivel para libertar uma hi
rudina ou um polipeptidc semelhante a hirudina. Pode ser utiliza
da uma sequéncia de DNA que codifica uma sequéncia polipeptidica
velcular ligada via uma ligacao cindivel a um terminal-N de uma
hirudina ou de um polipeptido semelhante a hirudina. A ligagao
cindivel pode ser uma ligagac cindivel por brometo de ciancgénio.

Para a expressac de um polipeptidc de hirudina ou seme
lhante a hirudina, constrdi-se um vector de expressac que contém
uma sequéncia de DNA que codifica um polipeptido de hirudina ou
semelhante a hirudina e que & capaz da expressac da hirudina ou
do polipeptide semelhante a hirudina quando proporcicnado num
hospedeirc apropriado. Sac fornecidos elementos de controle trans
cricional e translacional apropriados que inclui um promotor pa-
ra a sequéncia de DNA, um sitic de terminagao da transcrigac e co
ddes de infcio da tradugdo e de paragem. A sequéncia de DNA & pro
porcionada na cadeia correcta de tal forma que permite a expres-—
s30 de polipeptide em um hospedeiro compativel com o vector.

Habitualmente, o vector de expressdao contém uma origem

de replicagac e, se apropriade, um gene marcador selecciocnavel



tal comc um gene de resisténcia a um antibidtico. Operacionalmen
te, liga-se um premotor 3 sequéncia de DNA que codifica um poli-
peptide de hirudina ou um polipeptido semelhante a hirudina. O
vector de expressac pode ser um plasmido: Neste caso, preferen-
cialmente, o promotor & escolhido entre os promotores Ptr e

P

p ligado operacicnalmente 3 sequéncia de DNA. Alternati-

lcc/lac’
vamente, o vector de expressac pode ser um virus. O virus pode
ser um baculovirus recombinante em que © promotor de pelihedrina
é ligado de forma operacicnal & sequéncia de DNA que codifica
uma hirudina ou um polipeptidc semelhante a hirudina.

Um vector de expressao capaz de exprimir hirudina ou
um polipeptido semelhante a hirudina, pode ser preparado de qual
quer mode conveniente. Um fragmento de DNA que codifica hirudina
ou um polipeptidc semelhante a hirudina pode ser inseride num si
tio de restricado apropriade num vector de expressac, por exemplo,
num vector plasmidico. Pode preparar-se o baculovirus recombinan
te por:

(i) clonagem de um gene que codifica um polipeptido
de hirudina ou semelhante a hirudina ou um vector de transferén-
cia de baculovirus no sitio de restrigac a jusante do promotor
de poli-hedrina; e

(ii) co-transfecgdo de células de insectos susceptiveis
de infectarem baculovirus com © vector de transferé@ncia recombi-
nante preparado na fase (i) e DNA de baculovirus do tipo natural
intacto.

Ocorre recombinacao de homologus, resultante num bacu-
lovirus recombinante comportando um gene de hirudina cu um gene
que codifica um polipeptido idéntice a hirudina a jusante do pro

motor de polihedrina. O vector de transferéncia de baculovirus



pode ser um contendo um sitic de clonagem fnice a jusante do cd-
dac de iniciac@o ATGC de polihedrina. O produto que em seguida &
expresso pelo baculovirus recombinante resultante serd uma pro-
teina de fusac em que uma porgao N-terminal de proteina de poli-
hedrina se fundiu com o N-terminal de uma hirudina ou de um poli
peptido idéntico a hirudina. Como indicado anteriormente, pode ser
proporcionado uma ligagao de clivagem na jungaoc da fusao.

As células de insecto empregadas na fase (ii) sao tipi-

camente células de Spodoptera frugiperda. O baculovirus de tipo

" californica (AcNPY).

Um vector de expressac que codifica uma hirudina ou um
polipeptido semelhante a hirudina & proporcionado num hospedeiro
apropriado. As células sac transformadas com © gene para uma hi-
rudina ou para um polipeptido idéntico a hirudina. E proporcicna-
do uma hospedeira transformada scb tais condigdes que a hirudina
ou o polipeptido idéntico a hirudina sac expressos nesta. As célu
las transformadas, por exemplo, sao cultivadas de tal forma que
permite a ocorréncia da expressac. Qualquer sistema vectorial hos
pedeiro compativel pode ser utilizado.

A hospedeira transformada pode ser uma hospedeira euca-

ridtica ou procaridtica. Pode-se utilizar uma hospedeira bacteria

na ou de levedura, por exemplo de E. coli ou de S. cerevisiae. PO

de utilizar-se uma bacté@ria gram-pesitiva. Um hospedeirc bacteria

[}

no preferido € uma estirpe da E. coli do tipo B. As células de in
secto podem ser utilizadas alternativamente e neste caseo © siste-

ma de expressao baculovirus & o apropriado. As células de insecto

sao tipicamente células de Spodoptera frugiperda. Como uma outra

alternativa, podem ser transformadas células de uma linha de célu
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las de mamiferc. Pode-se proporcicnar um animal transgénico, por
exemplo, um mamifero ndc humanc em que & produzida uma hirudina
ou um polipeptide idéntice a hirudina. A hirudina ou © polipepti
do idéntico & hirudina gque & expressc podem ser iscolados e puri-
ficados.

Pode-se utilizar a hirudina ou o polipeptide semelhan-
te a hirudina preparade de acordo com a presente invengao em com
posigdes farmacéuticas conjuntamente com um velculo ou excipien-
te aceitavel sob o ponto de vista farmacdutice. Uma compesigao
destas & habitualmente para administragdc endovencsa e neste ca-
so o veiculo &, de um modo geral, uma solucdo de cloreto estéril
ou adgua de pureza aceitdvel. A hirudina, ou ¢ polipeptido seme-
lhante a hirudina preparados de acordo com a presente invencgao,
constitui uma anti-trombina e & apropriado para o tratamento de
eventos tromboembdlicos tais como a coagulacac do sangue, normal
mente num doente humano. Num aspecto da presente invengao, admi-
nistra-se a hirudina ou ¢ polipeptido idéentico a hirudina conjun
tamente com um activador do plasminogéniec, tal come o activador
do plasminogénic de tecido. A hirudina, cu o polipeptido semelhan
te a hirudina preparado de acordc com a presente invencao, tem-se
verificado ser compativel com este Gltime.

Os exemplos seguintes ilustram a presente invencao.

Nos desenhos acompanhantes:

A Figura 1 apresenta a sequéncia nucledtidica de qua-
tro oligonucledtidos que codificam para a maior parte da cadeia
de hirudina HV1. A sequéncia sublinhada indica o sitic Ball que
tem side utilizade para construgdes posteriores. A parte inferior
da figura mostra o modo de reunidc dos quatro oligonucledtidos.

Para permitir posteriores manipulagbes foram incluidos

-,
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sitios HindIII e PstI.

A Figura 2 representa o Esquema da construgac do plas
mide intermédic M13-HV1, que & origem de um fragmentc de DNA
BalI-BamHI para posteriores construcdes.

A Figura 3 representa a sequéncia nuclectidica de qua-
tro oligonucledtideos que codificam a maioria da cadeia de hiru-
dina HV12. A sequéncia sublinhada indica o sitio Ball gque tem
sido utilizado para construgCes posteriores. A parte interior
da figura mostra © modo de reunido dos quatro oligenucledtides.
E foram incluidos os sitios HindIIT e PstI para manipulagdes sub
sequentes.

A Figura 4 representa o Esquema da construcao do plas-
mido intermédio M13-HV12 que & origem de um fragmento de DNA
BalI-BamHI para todas as construgdes de hirudina subsequentes.

A Figura 5 apresenta esquematicamente a construcgac de
novos Ml3s recombinantes designados por OMP-HV1 e OMP-HV12 que
transportam respectivamente © gene completo de HV1 e © gene com-
pletc de HV12 ligado ac péptido leader OmpA. A sequéncia peptidi
ca leader estd sublinhada duas vezes enqguanto que a extremidade
cortada Ball ou a extremidade coincidente HindIII estaoc sublinha
das apenas uma vez.

A Figura 6 apresenta esquematicamente a construgao de
PFC-HV1 e pFC-HV12 que sac os plasmidos utilizados para a produ-
¢ac de HV1 e HV12 em E. coli.

A Figura 7 representa a estrutura geral do plasmido
pOMP-HV1 utilizado para a produgac de hirudina em E. coli. Utili
zaram-se técnicas de manipulacao genética tradiciocnais para pre-
parar este novo plasmido em que © gene de hirudina estd sob ©

controlo transcricicnal do promotor hibrido P Ainda nes-

lpp/lac”
te case, o péptidc leader OmpA conduz a secrecgado de hirudina pa-

T
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ra © periplasma de Eg coli.

A Figura 8 mostra a sequéncia nucledtidica e a reu-
nido de oligos sintéticos utilizados para a secregac de hirudi
na de células de insectos. A sequéncia sublinhada indica o pep
tido leader da proteina VSV G.

A Figura 9 & a representagac esquemdtica da constru-
¢ao de um novo ML3 reccombinante, designado por VSV-HV12 em due
o gene completo esta ligado ao peptido leader da proteina VSV G.

A Figura 10 mostra a construcao esquemidtica de pAc-
~HV12 que tem sido utilizada come vector de transfer@ncia para
o genoma de baculovirus pAcYMl & o plasmideo inicial utilizado
correntemente como um aceitador de sequéncias heterdlogas para
serem transferidas para o virus.

A Figura 11 mostra a sequéncia nucleotidica e a reu-
nidao de cligos sint@ticos que codificam para a iniciacdo da ca
deia de hirudina. O codao ATG que codifica o residuo metionina
adicional esta sublinhado.

A Figura 12 mostra esquematicamente a construcgac de
PACFT1 gue tem sido utilizada para a expressao intracelular de
hirudina.

A Figura 13 & a representagac esquemidtica dos novos
plasmidecs de transferéncia designados por pAcFTl e pAcFTl-
~HV12, que transportam, respectivamente, as sequéncias de HV1
e HYV12 completas ligadas acs primeircs dezoito amincacidos de
polihedrina., Estes plasmidecs tém sido utilizados para trans-

ferir a sequéncia heterdloga para © gencma de baculovirus.

VERY
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"Exemplo 1: Sintese gquimica dos genes de HYL e HYI12

As sequéncias codificadoras de nucleftide foram desig

~ . S
nadas com base nos codoes preferideos de Escherichia coli ™.

Além disso, foi construldo por técnicas de gendtica
um sitio de restrigdc Ball muito prdxime da extremidade 5' dos
genes sint@ticos para permitir a insercdo de sequéncias codifi
cadoras em diferentes vectores de expressao.

De facto, os mesmos genes sinté@ticos foram utilizados
para a expressac em células bacterianas e de insectos. No caso
de ceélulas de insecto os métodos foram desenvolvidos para pro-
duzirem predutos segregados ou citoplasmicos.

Todas as manipulagdes de DNA plasmidico foram realiza
das como descrito por Maniatis et ELS.

Foi sintetizado © gene HV1 e reunido do seguinte modo:
guatro oligonucledtidos complementares sintéticos foram prepara
dos através da aplicagdo de um sintetizador de DNA automatico
(Applied Biosystems) e a sua sequéncia estd representada na Fi-
gura 1. Ap®s a fosforilagdo enzimatica dos quatro oligos foram
reunidos utilizando-se DNA ligase e a sequéncia de dupla cadeia
resultante foi inserida no vector figico M13, mpl8, obtendo-se
© plasmideo recombinante M13-HV1 que estd representadc na Figura
2.A fim de permitir a insergac do gene da hirudina no vector MI13
foram adicionados també&m sitios HindIII e PstI nos oligos sin-
téticos. A sequéneia nuclebtidica correcta foi verificada pelo
método de Sanger na cadeia finica do DNA fégidoe.

Foi utilizado o plasmido recombinante M13-HV1 cocmo
fonte do gene HV1 para tedos os vectores de expressac utilizados
nos Exemplos,

O gene HV12 foi sintetizado e reunido da mesma manei-
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ra. Os oligos utilizados para reunir © gene estac representados
na figura 3. Os oligos 3 e 4 codificam para aminocacidos diferen
tes dos oligos 3 e 4 da Figura 1. Na Figura 3 estd representado
© plasmido recombinante M13-HV12 cbtido.

~

Exemplo 2: Expressao e secrecaco da hirudina de c@lulas de E. coli

A fim de se obter a secregac no periplasma do produ-
to recombinante & necessario sintetizar as moléculas de HVL e
HV12 cada uma na forma de uma pré-proteina. Mais particularmen-
te, deve estar presente, uma sequéncia de aminodcidos designada
por "péptidc leader" responsdvel por uma secregao eficiente na
extremidade NH2 de HV1 cu HVl27'8. Esta sequéncia extra & depois
separada in vivo, durante a secregac, por uma peptidase leader
de E. coli especifica, produzindo a sequéncia madura correctag.

Na bibliografia foram descritos muitos exemplos de sis
temas secretoreslo'll. Entre estes seleccionou-se © sistema com
base no sinal de secregac da proteina de membrana mais externa
de E. coli (OmpA) publicada anteriormentel?. Portanto, designa-
ram-se dois oligonucledtidos complementares adicionais que codi
ficam para o© péptido leader OmpA precedido por uma sequéncia
OmpA Shine-Dalgarno conhecida por ser responsdvel pela traducao
eficiente do RNA mensageirol3.

A sua sequéncia, representada na Figura 5, inclui tam
bém a iniciacac do gene HV1 que codifica para os primeiros dez
aminodcidos. A presencga do sitio Ball permitiu a juncdo desta
peca sintética ao resto da sequéncia codificadora de HY1l enquan
to que a presenca do sitio HindIII a montante permitiu a liga-

gao correctora M13. Portanto, o fragmento sintético HindIII-

-Ball foi ligadc a uma peg¢a BalI-BamHI de M13-HV1 e inserido em



M13mpl8 cbtendo-se um nove plasmido designade por OMP-HYI.

A representagac esquemdtica desta nova construc@o
plasmidica tamb&m estd representada na Figura 5. Manipulacdes
equivalentes partinde de M13-HV12 fornecerem OMP~HV12 (Figura
5).

A partir de OMP-HV1 pode ser excisado o gene de hiru
dina scb a forma de um fragmento HindIII-BamHI que codifica pa
ra OmpA Shine-Dalgarnc e péptido leader seguido por uma sequén
cia codificadora de hirudina. Este fragmento restrigac esta de
nove pronto para ser inseride no vector de expressac apropria-
do.

Teoricamente, podem ser utilizados varios sistemas de
expressac para se obter uma produc@c elevada de proteinas hete-
rdlogas nas bact@rias. O sistema com base no promotor Ptrp tem
sido utilizado com éxito no laboratdrio, no passadolB. De novo,
no caso do promotor escolhide, os niveis de expressac de um da-

do polipeptido ndo se podem prever. O uso do promotor P para

trp
a expressac de hirudina nunca foi referido at@ ac presente momég
to.

O plasmide pFC33, representado na Figura 6, ja tem si-
do citado na bibliografia (13). Este transporta a resist@ncia 3
ampicilina e o promotor bacteriano Ptrp' que orienta a expressao
de proapclipoproteina Al. Apds a digestao de pFC33 com HindIIT
e BamHI foi isclado o grande fragmento HindIII~BamHI transpor-
tando o gene da resisténcia ac antibidtico e o promctor e liga-
do com o fragmento HindIIT-BamHI de OMP-HV1 ou de OMP-HV12 que
codifica para a hirudina HV1 ou para o seu derivado HY12. Os

pormencres desta construgao estaco apresentades na Figura 6. Iso

laram-se novos plasmidos designados por pFC-HV1 e por pFC-HV12
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que sdo os plasmidios finais para a produgdc de HV1 de HV12 em
E. coli.

0 objectivo principal da presente invengac & a utili-
zagac das estirpes de E;-céii do tipo B para a expressac e se-
cregéo no periplasma de hirudina e seus derivados. De facto, ve
rificamos que a insercdo do plasmidic pFC-HV1 em estirpes do ti
po B da bactéria E. coli confere uma grande producac de hirudi
na. £ interessante que diferentes estirpes de E. coli nao sac
tao eficientes e, portanto, parece que © tipo de estirpe hospe-
deira & crucial para o sucesso da produgao de hirudinas.

Estdo disponiveis varios tipos de estirpes B de E. co-
1li e podem ser utilizadas para a producdao de uma hirudina ou de
um polipeptido idéntico a hirudina. As estirpes preferidas s30
ATCC 12407, ATCC 11303, NCTC 10537. Em seguida apresenta-se um
exemplo da transformacac da estirpe NCTC 10537 com o plasmidio
pFC~HV1 e subsequente cultura da transformante.

Foram pxreparadas células competentes da estirpe NCTC
10537 utilizando-se © processc do cloreto de cadlcio de Mandel
e Higal4. Transformaram-se aproximadamente 200 pl de uma prepa
racao destas células na concentragac de 1x10° células por mili
litrc, com 2 Fl do DNA plasmidico (concentragac aproximada 5
pg/ml) .

As transformantes foram escolhidas em placas de L-
~agar contendo 100 Fg/ml de ampicilina. Duas pequenas coldnias
foram inoculadas com palhetas de 1la para dentes (cada uma ao
longo de 1 cm aproximadamente) em L-agar contendo o mesmo anti-
bidtico. Apds 12 horas de incubag¢doc a temperatura de 37°¢ foram
retiradas algumas porgdes dos sulcos e testadas para a produgac

de hirudina por inoculac@c em 10 ml de meio LB (contendo ampici-
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lina com uma concentragao de 150 Pg/ml) e incubadas durante a
noite a temperatura de 37%. No dia seguinte, as culturas fo-
ram diluidas 1:100 com um meic M9, contendo a mesma concentra-—
gao em ampicilina, e incubaram=se de novo durante 6 horas a
temperatura de 37OC.

Centrifugaram—se 20 ml desta cultura a 12000 x g a
temperatura de 4OC, durante 10 minutos. Resuspendeu-se o aglo-
merado bacterianc em 2 ml de 33 mM HCl Tris pH 8; em seguida,
adicionou-se igual volume de uma segunda solugaoc de 33 mM EDTA,
sacarcse a 40% e incubou-se a mistura total sob condigles de
agitacao moderada a temperatura de 37°C, durante 10 minutos.
ApOs centrifugagado, resuspenderam-se as células permeabilizadas
em 2 ml de agua arrefecida e abandonaram-se durante 10 minutos
sobre gelo. O scbrenadante resultante foi isclado por centrifu-
gagac representando a fracgao periplasmitica da célula bacteria
na.

Utilizando-se um ensaio cromogénico que & baseado na
inibigac da capacidade da trombina para cindir um substrato sin

tético s-2238%°

; mediu-se a presenca da actividade anti-trombi-
na na fracgao periplasmdtica das cé€lulas produtoras de hirudina.
Nestas amostras, a actividade de hirudina apresentou-se com um
valor aproximado de 50 Pg/ml. Esta actividade naoc se apresen-
tou nas fracgdes periplasmaticas de controlo. No caso de pFC-
-HV12, a produtividade da hirudina na variante HVI12 foi equiva-
lente a 80 Pg/ml.

Com aproximagac semelhante também se construiu um no-
vo plasmidic de expressao/secrecac para hirudina em qgue © pro-

motor P ® esta presente em substituigdo do prometor P

1
lpp/lac trp®
Este plasmidic diferente designado por pOMP-HV1 estd represen-
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tado na Figura 7. Apds a insercao deste plasmidio em estirpes
E. coli do tipe B, cbtiveram-se tamb&m grandes niveis de hiru-
dina activa (40-80 Pg/ml); Ccmb plasmidio de iniciagdo para a
construgao de pOMP-HV1 utilizou-se o plasmidic pIN-IITI-cmpA3
descrito por Ghrayb gg'élls. As condicgOes para cultura e indu-
cao da expressdo com isopropil—ﬂ—D—ticgalactopiranosido (IPTG)

. : 16
foram descritas anteriormente™ .

Exemplo 3: Actividade anticoagulante de HY1l recombinante obtido

em E. coli

A actividade anticoagulante da variante de hirudina
HV1 também foi testada num teste de determinacdo do tempo de
tromboplastina parcial activada e no teste tempo de trombina
(T.T.). Ambos os testes se realizaram num coaguldmetro automa-
tico, ACL300 Research, Instrumentation Laboratory, Milaoc, Ita-
lia.

Adicionaram-se a plasma humano citratado normal, con
centragtes crescentes de hirudina HV1 produzida por via recom-
binante. As amostras foram em seguida analisadas num coagulémg
tro automdticc permitindc a determinagdo dos tempos de aPTT e
T.T. mediante a adigac automatica ac plasma de reagentes apro-
priados e registo da velocidade de formagdo do codgule. O tem-
po aPIT foi determinado aplicando-se cefalina e cloreto de cil
cic (reagente APTT automatizado, General Diagnostic, USA) e o
T.T. fol determinado com trombina humana (Fibrindex, Ortho Diag
nostic, Mildo, Itdlia) na concentracado de 50 V.I./ml. Prepara-
ram-se Os reagentes, concentraram-se e aplicaram~se de acordo

com as instrugSes dos preparadores.
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Os tempos de cepagulacac cbtidos nos testes aPIT e T.T.

foram colocados versus concentragoes da proteina recombinante.
Em cada teste, calcularam-se as concentragdes que duplicaram os
tempos de coagulagac relativos a um plasma normal, O valor obti
do para © teste aPTT foi de 210 ng/ml e para © teste T.T. 90 ng/
/ml.

Para se obter a secregao de HYV12 de c@lulas de insec-
tos, juntaram-se a sequéncia codificadora de HV12 com um pébtido
leader que & eficaz em reconhecer estas células. Utilizou-se o
péptido leader da protefna G do virus da estomatite Vesicular

(VSV) 17

. A utilizacdao desta sequéncia para a producaoc de hirudi-
na e dos seus derivados em células de insecto nunca fora referi
da. Identicamente ao descrito anteriormente, preparocu-se uma se
quéncia de DNA sintética codificadora para o peéptido leader da
proteina G (VSV) seguida por a iniciagdo do gene de HV12 e a se-
quéncia nucleotidica estd representada na Figura 8. Tamb&m neste
caso se proporcicnaram sitics de restrigac convenientes, IndIII,
BamHI e Ball para permitir a jungaoc ou © resto do gene de HV12

e para o0 vector de expressao.

0 fragmento sintético HindIII-Ball foi unido com um
fragmento purificadc BalI-BamHI de M13-HV12 transportando o gene
HV12 e inseriu-se em M13mpl8 preyiamente cortado com HindIII e
BamHI. Esta construcao que gerou um nove plasmidic designado por
VSV-HV12 estégmquematicamente representada na Figura 9. De VSV-
~-HV12 exciscou-se um fragmento de DNA BamHI-BamHI transportando o©

gene HV12 unido com o péptido leader VSV que tinha side entdo in
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serido no vector pAcYMlls, come se representa na Figura 10, O
plasmidio resultante foi designade por p2Ac-HV12.

Para se obter a expressao em células de insectos, a
sequéncia codificadora VSV-HV12 teve que ser transferida para
© gencma de baculovirus scb o controle transcricicnal do promo
tor de poli-~hedrina. Para este fim; co-transfectaram-se célu-
las de insecto com um DNA de baculovirus do tipo natural e com

um vector de transferé@ncia pAc-HV12. Como células de insecto,

escolheram-se as células de Spodoptera frugiperda para servirem

como células hospedeiras. Os pormenores experimentais sio os se
guintes:

Transfectaram-se células §. frugiperda com uma mis-

tura de DNA AcNPV infeccicso e DNA plasmidio representando os
vectores de transferéncia recombinantes individuais por uma mo-
dificagac do processo descrito por Summers et gllg. Misturcou-se
um micrograma de DNA viral com 25-100 Pg de DNA plasmidico e
precipitou~se com (concentracoes finais) cloreto de calcio 0,125M
na presenga de 20 mM de tampac HEPES, pH 7,5, 1 mM de hidrocgeno-
ortofosfato digsddico, 5 mM de cloreto de potassio, 140 mM de
cloreto de sbdio e 10 mM de gluceose (volume total 1 ml).

A suspensac de DNA foi inoculada numa monocamada de

lO6 células S. frugiperda numa placa de cultura de tecidos de

35-mm deixando-se absorver as células durante 1 hora a tempera
tura ambiente e em seguida substitui-se com 1 ml de meio. Apds
incubag¢ac 3 temperatura de 280C, durante 3 dias, recolheram-se
os liquidos sobrenadantes e utilizaram-se para a produgac de pla

cas em monocamadas de células de §. frugiperda. As placas conten

do o virus recombinante foram identificadas pela sua auséncia de

olihedra quando examinadas ao microcdspio., Q virus destas pla-
p q p p
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cas foi recuperado e, apbs posterior purificacie da placa, foi
utilizadoe para produzir esteques de virus negativeos a poli-hedri
na.

O processo descrito anteriormente permitiu isclar um
baculovirus recombinante cujo genoma transportava o gene HV12
sob o control do promotor de poli-hedrina e do pdptido leader

da proteina VSV G. Utilizou-se este virus para infectar células

de S.'frugiperda por processos bem reconhecidoslg, numa multipli
cidade de infecgac de 10, As c&lulas infectadas foram em seguida
cultivadas numa cultura giratlria ou em monocamadas na presenca
de soro de vitela fetal a 10% de acordo com métodos publicadoslg.
Em diferentes momentos apls a infecg¢do avaliocu-se a actividade

antitrombina (ATU) no sobrenadante utilizando-se © ensaio cromo-

génico S-2238. O Quadro seguinte resume os resultados:

Quadro: ACTIVIDADE DE HIRUDINA

ATU/lO6 células

tempc pds-infeccao

0 horas 24 horas 48 horas " 72" horas
Cultura Spinner 0,8 0,9 1,4 1,8
Monocamadas 0,8 0,8 2,0 5,1

Exemplo 5: Expressac de HYL e HYL2 em citoplasma de cé@lulas de

insecto

A hirudina e o0s seus derivadcs podem também ser produ-

zidos e acumulados ne citoplasma de células de S. frugiperda. Es-

ta via geralmente fornece um rendimento melhor de proteinas hete-

rélogas, uma vez que utiliza sinais de expressio de poli-hedrina
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que & uma proteina viral nado segregada.

Esta via, para se obterxem grandes quantidades de HVL
e HV12 recombinantes, tem como base a expreSsEo de um polipepti
do de fusao em que os primeiros 18 aminoacidos da poli-hedrina
estao ligados na cadeia com 65 aminoééidos de HV1 ou HV1Z. A pre

senca da sequéncia da extremidade NH., de poli~hedrina permite

2
grandes niveis de expressaozo. Além disso, entre a fracgao de po
li-hedrina e a sequéncia de HV1 ou HV12 colocou-se um residuc me
tionina que permite a libertagac da fraccao de HYL ou de HV12 me
diante o tratamento da proteina hibrida com cianeto de bromo.
Tdenticamente as vias anteriores, preparou-se um frag-
mento de DNA sint@tico que permite a ligagao do fragmento BalI-
-BamHI de ML3-HV1 ou M13-HV12 a um vector de transferéncia apro-
priado. A nova pega sintética, apresentada na Figura 11, também
inclui os sitics BamHI e Ball para manipulacoes subsequentes.
Obteve-se um vector de transferéncia diferente, pAcCFT1,
transportando a sequéncia nucleotidica codificadora para os 18
aminoacidos de poli-hedrina (Figura 12). Resumidamente, o frag-

mentoc EcORV-BamHI de pAcYMll8

tinha sido substituide por um oli-
gonucledtido sintético contendo a sequéncia do gene dé poli-hedri
na do nucledtide =92 até ao nucledtide +55. Depois desta sequéncia
estava presente um sitic conveniente de BamHI e foi utilizado pa-
ra a insercao da sequéncia ceodificadora completa de HV1 ou HV12
de acordc com © esquema representado na Figura 13. Através desta
construgao obtiveram-se dois plasmidics, designados por pAcFT1-
-HV1 ‘e pAcFT1-HV12, que tinham sido utilizados para transferir os
genes hibridos para © gencma de baculevirus.

Obtiveram—-se os baculovirus recombinantes como descrito

no Exemplo 4. A infecgao de células S. frugiperda foi realizada
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de acordo com pProcessos convencionaislg. ~
A cultura de células de insectos infectadas conduziu

& acumulagac no citoplasma da proteina de fusdo. Esta proteina

hibrida foi a fonte de HV1 ou HV12 recombinantes. Estdo disponi

veis varios mé&todos na biblicgrafia que se podem utilizar para

21,22 4 aplicagao

separar o hibrido com brometo de cianogénio
do método de Olseon et alzz, tem permitido a obtencao de HV1 e
HV12 de sequéncias polipeptidicas correctas. Estas duas molécu-

las desempenham actividade anti-trombina.
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REIVINDICACOES

1.~ Processo para a preparagao de um polipeptido seme-

lhante a hirudina de HV12 com a sequéncia seguinte:

Val-Val—Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-ser—Gly—Gln-Asn-Leu-Cys—Leu-
Cys-Glu-Gly-Ser—Asn-Val-Cys-Gly-Gln—Gly-Asn-Lys-Cys-Ile—Leu-
GIy-ser-Asp—Gly—Glu-Lys-Asn—Gln—Cys-Val-Thr-Gly-Glu—Gly—T‘r-
Pro-Asn-?rc-Glu—Ser-His-Asn-Asn-Glv—Asn-Phe-Glu—Glu—Ile-Pro-

Glu-Glu-Tvr-Teu-Ggln

caracterizado pelo facto de utilizar a recombinacao de ADN e de
incluir a obtencdo de um hospedeiro transformado com um vector
de expressdo compativel que comporta uma sequéncia de ADN codifi

cadora do referido polipeptido semelhante a hirudina de HV1Z2.
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g 2.~ Drocesso de acordo com a reivindicacido 1, carac-
terizado pelo facto de a segquéncia de ADN codificar também um
peptido lider capaz de dirigir a secrecdo do referido polipepti
do idéntico @ hirudina das células em que & expresso esse polip

tido idéntico & hirudina.

3.- Processo de acordo com a reivindicacgdo 2, carac-
terizado pelo facto de o peptido lider ser OmpA ou o peptido 11

der da proteina G de virus da estomatite vesicular (VSV).

4.- Processo de acordo com a reivindicacdo 1, carac-
terizado pelo facto de a sequéncia de ADN codificar uma protei-
na de fusdo que & separavel para libertar o referido polipepti-

do identico a hirudina.

5.- Processo.de acordo com a reivindicacao 1, carac-
terizado pelo facto de o referido vector de expressdo ser um

plasmideo.

6.~ Processo de acordo com a reivindicacgido 5, carac-
terizado pelo facto de um promotor seleccionado entre os promo-

tores P estar ligado de modo operativo & referida

trp & Plpp/lac
sequéncia de ADN.

7.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, carac-
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terizado pelo facto de o referido vector de expressio ser um vi-

rus.

8.- Processo de acordo com a reivindicacdo 7, caracte
rizado pelo facto de o virus ser um baculovirus recombinante, em
que o promotor de poli-hedrina estid ligado de modo operativo &

referida sequéncia de ADN.

9.- Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracte

rizado pelo facto de o hospedeiro ser uma bactéria.

10.- Processo de acordo com a reivindicacao 9, carac-
terizado pelo facto de a bactéria ser de uma estirpe de E. coli

tipo B.

1l1.- Processo de acordo com a reivindicacio l, carac-
terizado pelo facto de o hospedeiro ser um hospedeiro eucaridti-
co seleccionado entre leveduras, linhas de células de mamiferos,

linhas de células de insectos e animais.

1l2.- Processo.de acordo com a reivindicagao 11, carac
terizado pelo facto de o hospedeiro ser uma linha de células de

Spodoptera frugiperda.

13.~ Processo de recombinacio de ADN para a prepara-



cdo de hirudinas ou de polipeptidos semelhantes & hirudina,.ca—
racterizado pelo facto de incluir a obtengZo de uma linha de cé

lulas de Spodoptera frugiperda transformada com um vector de ex

pressio de baculovirus recombinante, 0 gual contém um promotor
de poli-hedrina ligado de modo operativo a uma sequéncia de ADN
codificadora de hirudina ou de um polipeptido semelhante a hiru

dina.

l4.~ Processo de acordo com a reivindicacdo 13, ca-
racterizado pelo facto de a sequéncia de ADN também codificar
um peptido lider, capaz de dirigir a secregao da hirudina ou do

polipeptide semelhante & hirudina, das células de Spodoptera

frugiperda.

15.~ Processo de acordo com a reivindicacio 14, ca-
racterizado pelo facto de o peptido 1lider ser o.peptido lider

da proteina G de VSV.

16.~ Processo de acordo com uma qualquer das reivin-
dicacdes 13 a 15, caracterizado pelo facto de o polipeptido de

hirudina ser hirudina de HV1.

Lisboa, 8 de Maio de 1991

# Agents Oficiat aa Proprisdade inaustrias
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RESUMO

"PROCESSO PARA A PREPARACAP RECOMBINANTE DE.HIRUDINAS"

Descreve-se um processo para a preparacao de hirudinas
ou de polipeptidos semelhantes & hirudina por meio de técnicas de
recombinacdo de ADN, o0s quais apresentam actividade antitrombina.
A hirudina ou o éolipeptido semelhante d hirudina & expresso de
preferencia em células de E. coli ou células de insectos. O polip
tido semelhante & hirudina & de prefer@ncia uma proteina hibrida

de HV1 ou de HV2 com a sequéncia de aminoacidos seguintes:

Val-Vél-Tyr-Thr-Asp—Cys-Thr;Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-LeujCys-Leu—
Cys-Glu-Gly-ser—Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-Ile-Leu-
Gly-Ser—Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln~Cys-Val-Thr-Gly-Glu-Gly-Thr-
Pro-Asn-2ro-Glu-Ser-Hig-Asn-Asn-Glv-Asp-Phe-Glu=Glu-Ile-Pro=

Glu=-Glu-Tvr=Leu=-Cln

cuja porcaoc sublinhada representa a sequéncia da porcdo de HV2.

Lisboa, 8 de Maio de 1991
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