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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "POLINU-
CLEOTIDEO E METODO PARA PRODUZIR UM OU MAIS POLIPEPTI-
DEOS DE PLASMINA RECOMBINANTE".

Referéncia Cruzada a Pedidos Relacionados

O presente pedido reivindica prioridade sob 35 USC § 119 ao
pedido de patente provisorio U.S. 60/991.148, depositado em 29 de Novem-
bro de 2007, incorporado aqui por referéncia.

Antecedentes da Invencdo

O plasminogénio humano é uma proteina de cadeia unica con-
tendo 791 residuos de aminoacidos. A ativacdo de plasminogénio para
plasmina resulta de uma unica clivagem da ligacéo peptidica Arg561-Val562
no zimogénio. A molécula de plamina resultante € uma serina protease liga-
da por dissulfeto em duas cadeias com especificidade semelhante a tripsina
(cliva depois de Lys e Arg).

A cadeia pesada do amino-terminal de plasmina (residuos 1-
561, ~60 kDa) é constituida de cinco dominios kringle, cada um contendo
aproximadamente 80 residuos de aminoacidos. Os dominios kringle sao
responsaveis pelas propriedades reguladoras de plasminogénio, tal como a
interagdo com inibidores de ativacéo, por exemplo, ions CI''; com estimulan-
tes de ativacao, por exemplo, acido g-aminocaproico; com células de mami-
feros e bacterianas; e com outras proteinas, tais como substrato fisiologico
de plasmina fibrina e inibidor de plasmina a2-antiplasmina. Entre todos cinco
kringles, kringle 1 € um dos mais multifuncionais: sua atividade ligante de
lisina demonstrou ser responsavel pela interagdo de plasmina com a2-anti-
plasmina e fibrina. Vide Wiman, B., et al., Biochim. Biophys. Acta 579:142-
154 (1979); e Lucas, M.A., et al., J. Biol. Chem. 258:4249-4256 (1983).

A cadeia leve do C-terminal de plasmina (residuos 562-791,
~25kDa) é uma serina protease tipica, homdloga a tripsina e contendo a tri-
ade catalitica serina protease classica: His603, Asp646 e Ser741. Plasmino-
génio contém 24 pontes dssulfeto e 2 sitios de glicosilagdo em Asn289 e
Thr346.

A protedlise limitada de plasminogénio por elastase demonstrou
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resultar em trés fragmentos principais (Sottrup-Jensen, L., et al., Prog.
Chem. Fibrinol. Thrombol., 3:191-209 (1978)). O primeiro fragmento, K1-3,
inclui os trés primeiros kringles e pode ser isolado em duas versoes, Tyr80-
Val338 e Tyr80-Val354. O segundo fragmento, K4, correspondeao quarto
kringle e inclui os residuos Val355-Ala440. O ultimo, fragmento do C-terminal
(o assim denominado miniplasminogénio) inclui os residuos Val443-Asn791
e consiste no quinto kringle e o dominio de serina protease. O miniplasmino-
génio pode ser ativado da mesma maneira que o plasminogénio, formando
miniplasmina.

Por causa da estrutura complexa da molécula de plasminogénio
de comprimento inteiro, os sistemas de expressao bacteriana ndo demons-
traram ser Gteis para a produgao recombinante de plasminogénio. O plasmi-
nogénio & produzido na forma de corpos de inclusdo insoltiveis e néo & re-
dobravel a partir daquele estado. Além disso, a expressao de plasminogénio
em células de mamiferos & complicada por ativagao intracelular de plasmi-
nogénio em plasmina e a citoxicidade resulante. A produgéo de plasminogé-
nio completamente ativo usando células de insetos & possivel; entretanto,
este sistema nao é apropriado para produgdo em larga escala devido ao bai-
xo rendimento. Além disso, da mesma forma que com qualquer esquema de
proteina recombinante, existe o potencial de encontrar problemas de imuno-
genicidade no individuo que recebe a proteina recombinante terapéutica.

A imunogenicidade pode ser uma barreira a utilizagdo eficaz
e/ou eficiente de certos esquemas terapéuticos com proteinas recombinan-
tes. A imunogenicidade é uma série complexa de respostas a uma substan-
cia (por exemplo, a estrutura quimica de uma proteina, que inclui a sequén-
cia de aminoéacidos) que & percebida como estranha e pode incluir a produ-
¢ao de anticorpos neutralizadores e nao-neutralizadores, formagao de com-
plexos imunes, ativagdo de complementos, ativagdo de mastécitos, inflama-
cao, e anafilaxia. A imunogenicidade pode limitar a eficacia e seguranca de
uma proteina terapéutica de multiplas maneiras. A eficacia pode ser reduzi-
da diretamente pela formagao de anticorpos neutralizadores. A eficacia pode

ser reduzida também indiretamente, pois a ligagéo a anticorpos neutralizado-
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res ou nao-neutralizadores leva tipicamente a uma rapida depuracao do so-
ro. Efeitos colaterais severos e mesmo morte podem ocorrer quando uma
reagao imune € provocada. Uma classe especial de efeitos colaterais resulta
quando anticorpos neutralizadores sofrem reagao cruzada com uma proteina
endogena e bloqueiam sua fungéo.

Conseguentemente, uma proteina recombinante modificada, que
possui as caracteristicas desejaveis (por exemplo, regides com estrutruturas
quimicas semelhantes 3s nativas) de plasmina/plasminogénio, embora care-
cendo de certas caracteristicas negativas e sendo capazes de producdo em
sistema de expressao de proteinas recombinantes, incluindo células bacteri-
anas em quantidades substanciais, é desejavel.

Sumadrio da Invencéao

Em um aspecto, a presente invengéo fornece um polinucleotideo
que compreende uma sequéncia de nucleotideos que codifica um polipepti-
deo que tem

a) um dominio kringle no N-terminal homdloge a um dominio
kringle de plasminogénio humano nativo, em que os gquatro Ultimos residuos
de aminoacidos dentro do dominio kringle sédo V, P, Q,e C; e

b) um sitio de ativagdo do dominio do C-terminal e dominio de
serina protease homdélogo aos dominios correspondentes no plasminogénio
humano; em que o polipeptideo se liga a lisina imobilizada.

Em outro aspecto, a presente invengao fornece um polipeptideo
que compreende:

a) um unico dominio kringle do N-terminal homélogo a um domi-
nio kringle de plasminogénio humano nativo, em que os quatro Gltimos resi-
duos de aminonoacidos dentro do dominio kringle sao V, P, Q, e C; e

b) um sitio de ativacdo do dominio do C-terminal & um dominio
de serina protease homoélogo aos dominios correspondentes em plasmino-
génio humano; em que o polipeptideo se liga a lisina imobilizada.

Em outros aspecios, a presente invencao fornece um vetor de
expressdo que compreende um polinucleotideo da presente invengao. Em

uma modalidade, o polinucleotideo compreende uma sequéncia de nucleoti-
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deos ilustrada em SEQ ID NO:1.

Em alguns aspectos, a presente invengédo fornece uma célula
cultivada que compreende um vetor de expressao que compreende um poli-
nucleotideo da presente invengdo. Em uma modalidade, o polinucleotideo
compreende uma sequéncia de nucleotideos ilustrada em SEQ ID NO:1. Em
outra modalidade, a célula cultivada é um organismo procariético. Em uma
modalidade, o organismo procariético € E. coli.

Em um aspecto, a presente invengao fornece um método para
produzir um ou mais polipeptideos de plasmina recombinante. O método
compreende:

a) disponibilizar um polipeptideo que tem um Unico dominio krin-
gle no N-terminal homélogo a um dominio kringle de plasminogénio humano
nativo, em que os quatro (ltimos residuos de aminoacidos dentro do dominio
kringle sao V,P,Q, e C; e um sitio de ativagao de dominio do C-terminal e
dominio de serina protease homodlogo aos dominios correspondentes em
plasminogénio humano; em que o polipeptideo se liga a lisina imobilizada.

b) colocar o polipeptideo obtido na etapa (a) em contato com
uma protease sob condicoes suficientes para clivar uma ou mais ligagbes
peptidicas, formando desta forma um ou mais polipeptideos de plasmina
recombinante.Em uma modalidade, disponibilizar compreende expressar
estrutura de leitura aberta que tem uma sequéncia correspondente a se-
quéncia ilustrada em SEQ ID NO:1, ou uma sua variante degenerada, em
um hopedeiro apropriado. Em outra modalidade, o polipeptideo tem uma
sequéncia de aminoacidos ilustrada em SEQ ID NO:2,

Breve Descricdo dos Desenhos

A figura 1 € uma representacao esquematica de plasmina nativa
depois da ativagcao por clivagem proteolitica. K1-K5 sao as regides de kringle
1-5; e SP é o dominio de serina protease. “a2-AP” € o sitio de ligagao de a,-
antiplasmina em kringle 1.

A figura 2 € uma representagio esquematica de uma delecdo de
plasminogénio mutante da inveng¢ao usando a mesma nomenclatura que na

figura 1, e ilustrando a delegéo de K2-5.
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A figura 3 ilustra a sequéncia de aminoacidos de plasminogénio
humano, ilustrando a sequéncia lider com 19 residuos numerados como —19
a —1, e a sequéncia de plasminogénio ilustrada como residuos 1-791 (vide
SEQ ID NO:3, a sequéncia do cDNA para plasminogénio humano; e SEQ ID
NQO:4, sequéncia de aminoacidos codificada, como ilustrada na figura 3). I-
nimeras das caracteristicas estao ilustradas, incluindo a seguinte: uma mo-
dalidade da sequéncia de plasminogénio (TAL6003) (sombreada); dominios
kringle 1-5 (sublinhado duplo); sitios de glicosilagao Asn289 e Thr346 (em
negrito); o sitio de ativagao Arg-Val (R*®'V®? em negrito); e sitios de ligagao
de lisina em kringle 1 (em sublinhado e com numeragao especifica da posi-
¢ao0).

A figura 4 ilustra comparagtes de sequéncias de polipeptideos
(isto €, um alinhamento de intervalos) entre os cinco dominios kringle (1-5)
de plasmina (plasminogénio) nativa humana. Os residuos de aminoacidos,
que sdo idénticos aqueles da mesma posigao relativa em kringle 1, estdo
indicados em sublinhado.

A figura 5 ilustra uma SDS-PAGE com gradiente de preparagio
de 8-25% de plasmina derivada de plasma (Fileira 1= nao-reduzido (NR);
Lane 2 = reduzido (R)) e (TAL6003)-plasmina (Fileira 3 = ndo-reduzido (NR);
Fileira 4 = reduzido (R)). A ativagao de estreptocinase do plasminogénio de-
rivado de plasma e plaminogénio (TAL6003) dentro de plasmina nativa e
recombinante (TAL6003)-plasmina, respectivamente, resulta na formacéo de
duas bandas correspondentes ao kringle e os dominios de serina protease.
Consequentemente, depois da incubagao com o agente redutor ditiotreitol
(DTT) antes da eletroforese, plasmina derivada de plasma e (TAL6003)-
plasmina, que &o uma unica banda em um gel nao reduzido, reduzem para
duas bandas correspondentes a kringle 1 (banda inferior) € o dominio de
serina protease (banda superior) no mesmo gel nao reduzido.

A figura 6 € uma representacdo grafica da ativacdo de
(TAL6003)-plasminogénio por estreptocinase.,

A figura 7 € um cromatograma que ilustra a ligagdo de
(TAL6003)-plasminogénio a lisina-SEPHAROSE 4B: 0,5 mg de (TAL6003)-
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plasminogénio purificado foi aplicado na mesma coluna de lisina-
SEPHAROSE 4B (1 x 3 cm) equilibrada com solugéo salina tamponada com
Tris, pH 7,4. A proteina ligada foi eluida a partir da coluna por um gradiente
de 0-20 mM de acido e-aminocaproico (e-ACA) como um unico pico. A ab-
sorvancia a 280 nm e a concentracdo de e-ACA, em fungédo do volume do
efluente estdo apresentadas no grafico.

A figura 8 ilustra a ligacdo de (TAL6003)-plasminogénio a fibrina
avaliada pela sua subsequente ativagéo por tPA e a lise do coagulo resultan-
te.

A figura 9 ilustra uma comparacgéo in vifro da eficacia tromboliti-
ca de (TAL6003)-plasmina com plamina derivada de plasma.

A figura 10 ilustra o padrao de ligagéo dissulfeto de (TAL6003)-
plasmina (SEQ ID NO:2). Na figura, (X) representa a sequéncia de aminoa-
cidos RDVVLFEK.

Descricéo da Invencao

Os presentes inventores descobriram polipeptideos de plasmi-
nogénio recombinantes inusitados, ou variantes deles, aqui referidos como
plasminogénios (TAL6003) que tém caracteristicas semelhantes ao plasmi-
nogénio nativo apesar da delecdo de 4 kringles da sua estrutura. Estes
plasminogénios (TAL6003), ou as variantes deles, sdo zimogénios que sao
capazes de se tornarem ativados para enzimas plasminas funcionais aqui
referidas como plasminas (TAL6003) depois de um epis6dio de ativagdo que
envolve pelo menos a clivagem proteolitica de uma ligacao peptidica Arg-Val
localizada entre o dominio kringle e o dominio de serina protease do zimo-
génio.

O plasminogénio (TAL6003), ou uma variante do mesmo, da
presente invengao tem ligagado de fibrina antiplasmina bem como proprieda-
des de ativacdo de plasminogénio humano nativo de comprimento inteiro.
Além disso, o plasminogénio (TAL6003) tem inimeras caracteristicas inusi-
tadas e desejaveis incluindo alto nivel de expressdo em produgdo recombi-
nante e certas estruturas quimicas de proteinas idénticas ou muito similares

as formas de ocorréncia natural de plasminogénio derivado de plasma hu-
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mano.

A plasmina ou plasminogénios (TAL6003) de acordo com a pre-
sente invengédo podem ser caracterizados pelo menos pelo seguinte:

i) os pesos moleculares mais baixos (por exemplo, em uma mo-
dalidade cerca de 36.911 a cerca de 37.039 Da) de plasminas (TAL6003)
criados depois da ativagdo de plasminogénios (TAL6003) resultam em ativi-
dade especifica aumentada (por mg de proteina);

ii) a falta de pelo menos dois sitios de glicosilagéo encontrados
na proteina nativa (vide a figura 3, isto &, N*®® e T3%), combinado com os
pesos moleculares mais baixos, facilitata a producédo recombinante desta
proteina usando sistemas de expressao bacteriana e em leveduras relativa-
mente baratos,

iii) os plasminogénios (TAL6003) podem ser ativados por ativa-
dores de plasminogénios tPA, urocinase, e estreptocinase;

iv) a presenca do tnico dominio kringle do N-terminal homdlogo
a um dominio kringle de plasminogénio humano nativo preserva as proprie-
dades de ligacao de fibrina da plasmina que sao importantes para a eficacia
frombolitica;

v) a presenca de sitios de ligacao de a2-antiplasmina no dnico
dominio kringle do N-terminal homélogo a um dominio kringle no plasmino-
génio humane nativo permite que as plasminas (TAL6003) sejam inibidas
rapidamente por este inibidor fisiolégico de plasmina (uma caracteristica que
pode prevenir sangramento);

vi) 0 menor tamanho das plasminas (TAL6003) pode facilitar sua
inibicdo par az-macroglobulina, diminuindo ainda mais a possibilidade de
complicagbes de sangramento em relacdo a plasmina nativa. Em modalida-
des especificas, a auséncia de kringle 5, que retém o sitio de ligagao prima-
rio para fibrina ou fibrinogénio nao digerido intacto, pode permitir o uso das
plasminas (TAL6003) com deplecdo reduzida de fibrinogénio circulante;

vii) a presenca de um anico dominio kringle no terminal homolo-
go a um dominio kringle de plasminogénio humano nativo, em que os Gtimos

quatro residuos de aminoacidos dentro do dominio kringle séo V, P, Q, e C,
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proporciona uma ligagdo semelhante a nativa do dominio de serina protease
(isto &, uma ligagao similar a jungao de dominios que ocorre naturalmente
entre o dominio kringle 5 e o dominio de serina protease de plasminogénio
humano); e

viii) depois da expressao do plasminogénio (TAL6003) recombi-
nante, seu N-terminal pode ser clivado de volta (por exemplo, clivado de vol-
ta durante a ativagao) para produzir um N-terminal semelhante ao nativo.

Genericamente, a invengdo fornece polipeptideos de plasmina
ou plasminogénio (TAL6003) recombinante tendo uma (nica regido de krin-
gle do N-terminal para o sitio de ativagao e dominio de serina protease, ten-
do certas vantagens em relagdo a miniplasmina ou miniplasminogénio. Em-
bora os plasminogénios (TAL6003) da invencao tém apenas um dominio
kringle, e assim sendo, o N-terminal para o sitio de ativagdo, algumas moda-
lidades incluem sequéncias adicionais no N-terminal para o sitio de ativagao.
As equéncias adicionais do N-terminal podem ser derivadas a partir daque-
las de regioes kringle nativas de plasminogénio.

Os dominios kringle do N-terminal da presente invengao incluem
sequéncias kringle de kringles 1 e 4 de plasmina ou plasminogénio nativo e
seus equivalentes funcionais. Particularmente, vide a discussao abaixo que
fornece orientacéo quanto a preservacao de fungao em variantes de polipep-
tideos, incluindo preservagao de residuos que participam ou influenciam a
ligacao de lisina.

Além disso, modalidades especificas dos polipeptideos da pre-
sente invencao podem apresentar imunagenicidade reduzida em virtude de
estruturas semelhantes as nativas. Por exemplo, em algumas modalidades,
o plasminogénio recombinante da presente invencao tem um N-terminal i-
déntico aquele de formas de ocorréncia natural de plasminogénio derivado
de plasma humano, o qual, apds ativag@o por estreptocinase, produz poli-
peptideos de plasmina que compreendem N-terminais semelhantes ao nati-
vo. Adicionalmente, os polipeptideos inusitados da presente invencdo tém
uma sequéncia entre 0s dominios Kringle e Serina protease que & similar a

juncd@o entre kringle 5 e o dominio SP em plasmina humana de ocoréncia
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natural.
Definigcdes

Os termos “dominio” e “regiao” de um polipeptideo séo generi-
camente sindbnimos como aqui utilizados, a menos que diferentemente indi-
cado. Quando enunciados junto com designagdes estruturais ou funcionais
bem reconhecidas, tais como “kringle” ou “serina protease,” etc., tais termos
introduzirdo uma caracteristica do polipeptideo referente a pelo menos al-
gumas caracteristicas comumente reconhecidas e entendidas como estando
associadas as estruturas de polipeptideos correspondentes a tais designa-
coes.

O termo “célula hospedeira cultivada”, como aqui utilizado, refe-
re-se a uma célula procaridtica ou eucariética que contém o DNA heterélogo
que foi introduzido na célula por qualquer meio, por exemplo, eletroporagéo,
precipitacdo com fosfato de calcio, microinje¢ao, transformacgéo, infecgao
viral, e técnicas similares.

O termo “heterolégo”, como aqui utilizado, significa “de origem
diferente da natural” ou representando um estado ndo-natural. Por exemplo,
caso uma célula hospedeira cultivada seja transformada com um DNA ou
gene derivado de outro organismo, particularmente de outra espécie, esse
gene é heterdlogo em relagao a célula hospedeira cultivada e também em
relagao aos descendentes da célula hospedeira cultivada que carregam esse
gene. Similarmente, “heterélogo” refere-se a sequéncia de nucleotideos de-
rivada de e inserida no mesmo fipo de célula original natural, mas que esta
presente em um estado nao-natural, por exemplo, um nidmero de copias di-
ferente ou sob o controle de diferentes elementos reguladores. Além disso,
quando utilizado no contexto de um acido nucleico ou sequéncia de aminoa-
cidos, o termo “heterélogo” pode se referir também a qualquer regiao da se-
quéncia que & de uma origem natural diferente do que outra regido da mes-
ma sequéncia. Por exemplo, caso uma proteina recombinante compreenda
um dominio kringle derivado de apolipoproteina (a) € um dominio de serina
protease derivada de plasminogénio, o dominio kringle e o dominio de serina

protease sé@o “heterélogos” um em relagdo ao ao outro, particularmente se
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cada dominio for derivado de uma espécie ou organismo diferente.

Uma molécula de “vetor” & uma molécula de acido nucleico den-
tro da qual pode ser inserido um &cido nucleico heterélogo que pode ser en-
tao introduzido dentro de uma célula hospedeira cultivada apropriada. Os
vetores tém, de preferéncia, uma ou mais origens de replicagdo, e um ou
mais sitios dentro dos quais o DNA recombinante pode ser inserido. Os veto-
res t€m frequentemente meios convenientes pelos quais as células com ve-
tores podem ser selecionadas entre aquelas sem, por exemplo, que elas
codifiquem genes de resisténcia a farmacos. Os vetores comuns incluem
plasmideos, genomas virais, e (principlamente em leveduras e bactérias)
“cromossomas artificiais”.

Como aqui utilizado, o termo “sequéncia de controle transcricio-
nal” refere-se a sequéncias de acido nucleicos, tais como sequéncias inicia-
doras, sequéncias intensificadoras e sequéncias promotoras, que induzem,
reprimem, ou controlam de outra forma a transcricao de sequéncias de &ci-
dos nucléicos que codificam proteinas as quais elas estao ligadas operacio-
nalmente.

O termo “polipeptideo” € aqui utilizado de forma intercambiavel
com os termos “peptideo” e “proteina”.

Os termos “polinucleotideo” e “acido nucleico” sao aqui utilizados
de forma intercambiavel, e podem se referir a qualquer acido nucleico que
contenha as informagdes necessarias para o proposite indicado pelo contex-
to. Isto &, o acido nucleico pode ser DNA ou RNA, seja ele de filamento tni-
co ou filamento duplo, ou outro acido nucleico, desde que o polimero seja
capaz de representar as informagdes apropriadas, por exemplo, em relagéo
a um peptideo codificado, e possa incluir sequéncias complementares, por
exemplo, filamentos senso e filamentos anfissenso de polimeros de acidos
nucleicos.

O termo “variante” de um polipeptideo refere-se a uma sequén-
cia de aminoacidos que € alterada por um ou mais aminoacidos. A variante
pode ter mudangas “conservativas”, em que um aminoacido substituido tem

propriedades esfruturais ou quimicas similares, por exemplo, substituicao de
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leucina por isoleucina. Alternativamente, uma variante pode ter mudangas
“ndo-conservativas”, por exemplo, substituicdo de uma glicina por um tripto-
fano. Uma variacdo analoga menor pode incluir também delegao ou insercio
de aminoacido, ou ambas. Uma forma especifica de um polipeptideo “varian-
te” & um polipeptideo “funcionalmente equivalente”, isto €, um polipeptideo
que apresenta atividade in vivo ou in vitro substancialmente similar & dos
exemplos do polipeptideo da invencao, como descrito mais detalhadamente
abaixo. Uma orientagdo ao determinar quais residuos de aminoacidos po-
dem ser substituidos, inseridos, ou deletados sem eliminar atividade biol6gi-
ca ou imunolégica pode ser encontrada usando os programas de computa-
dor bem-conhecidos nessas técnicas, por exemplo, o software DNASTAR
(DNASTAR, Inc., Madison, WI). Além disso, uma orientagdo especifica é
fornecida abaixo, incluindo aquela fornecida nas referéncias citadas que sdo
aqui inteiramente incorporadas por referéncia.

Os termos “N-terminal” e “C-terminal” sdo aqui utilizados para
designar a posicao relativa de qualquer sequéncia de aminoacidos ou domi-
nio ou estrufura de polipeptideo a qual eles sdo aplicados. O posicionamento
relativo ficara evidente a partir do context; isto €, uma caracteristica de “N-
terminal” ficara localizada pelo menos mais perto do N-terminal da molécuia
de polipeptideo do que outra caracteristica discutida no mesmo contexto (a
outra caracteristica possivel referida como “C-terminal” para a primeira ca-
racteristica). Similarmente, os termos “5-" e “3’-” podem ser utilizados para
designar as posicoes relativas de caracteristicas de polinucleotideos.

Os polipeptideos aqui referidos como tendo um dominio de N-
terminal “homélogo a um dominio kringle de plasminogénio humano nativo”
apresentam caracteristicas estruturais e funcionais similares aos dominios
kringle nativos de plasminogénio. Além disso, os polipeptideos aqui referidos
como tendo um dominio do N-terminal “homdlogo a kringle 1" apresentam
caracteristicas similares ao kringle 1 nativo, pelo menos até o grau em que
os polipeptideos podem ter uma afinidade mais alta por acidos w-amino-
carboxilicos (e homologos funcionais tais como acido trans-4-amino-metil-

cicloexano-1-carboxilico, um acido ciclico) do que kringle 5. Vide, por exem-
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plo, Chang, Y., et al., Biochemistry 37:3258-3271 (1998), aqui incorporado
como referéncia, quanto as condi¢des e protocolos para comparagao de li-
gacdo de polipeptideos com dominio kringle isolados com acido 5-amino-
pentanoico (5-APnA); 6-amino-hexanoico (6-AHxA), conhecido também co-
mo Aacido €-amino-caproico (eACA); acido 7-amino-heptanoico (7-AHpA); e
acido trans-4-amino-metil-ciclo-hexano-1-carboxilico (t-AMCHA).

Referéncias a dominios kringle “homologos a kringle 4” sdo defi-
nidas similarmente, como assinalado acima quanto a expressao "homélogos
a kringle 1”. Isto é, eles apresentam caracteristicas funcionais similares a
kringle 4 de plasminogénio humano nativo como discutido acima. Estes poli-
peptideos se ligam a lisina imobilizada como descrito acima.

Os polipeptideos da invengao se ligam a lisina imobilizada. Co-
mo aqui utilizada, a expresao “ligacao a lisina imobilizada” significa que os
polipeptideos assim caracterizados s&o retardados em sua progressao rela-
tiva para miniplasminogénio quando submetidos a uma cromatografia de
coluna usando lisina-SEPHAROSE como meio cromatografico. Tipicamente,
os polipeptideos da invencao podem ser eluidos a partir desse meio croma-
tografico (resinas de afinidade por lisina) usando solugdes que contém o li-
gante especifico, por exemplo, eACA, como eluentes.

Além disso, além de Chang et al., supra, outras referéncias po-
dem ser consultadas pelos versados nessas técnicas para determinar quais
residuos podem ser variados por substituicao, delecéo ou adicéo conservati-
va ou nao-conservativa, para produzir um mutante de delegao dentro do am-
bito da presente invencao. Por exemplo, as seguintes referéncias fornecem
informacdes quanto aos residuos especificos dos dominios Aringle nativos
que podem ser importantes para a ligagdo de acidos w-amino-carboxilicos:
patente n® US 6.538.103 expedida para Ji, et al; patente n® US 6.218.517
expedida para Suzuki; Douglas, J.T., et al., Biochemistry 41(10):3302-10
(2002); Zaijicek, J., et al., J. Mol. Biol., 301(2):333-47 (2000); Lee, H., et al.,
Arch Biochem Biophys., 375(2):359-63 (2000); Castellino, F. e S. McCance,
Ciba Found Symp. 212:46-60 (1997); McCance, S., ef al,, J. Biol. Chem.,
269:32405-32410 (1994); Rejante, M.R. e M. Llinas, Eur. J. Biochem.,
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221(3):939-49 (1994); Wu, T.P., ef al., Blood Coagul. Fibrinolysis, 5(2):157-
66 (1994); Hoover, C.J., et al., Biochemistry, 32(41):10936-43 (1993); Men-
hart, N., et al., Biochemistry, 32:8799-8806 (1993); Thewes, T., et al., J. Biol.
Chem., 265 (7):3906-3915 (1990); Novokhatny, V., et al, Thromb Res.,
53(3):243-52 (1989); Moita, A., et al., Biochemistry, 26(13):3827-36 (1987);
Novokhatny, V., et al., J. Mol. Biol., 179:215-232 (1984); Lerch, P.G., et al.,
Eur. J. Biochem., 107(1):7-13 (1980); Sottrup-Jensen, L., et al., Prog. Chem.
Fibrinol. Thrombol., 3:191-209 (1978); e Wiman, B. e D. Collen, Nature 272,
549-545 (1978), todos aqui incorporados como referéncia em sua totalidade.

Devido ao fato de os presentes inventores terem reconhecido
que pode ser preparada uma molécula de plasmina (plaminogénio) simplifi-
cada valiosa tendo um Gnico dominio kringle no N-terminal, que tem carac-
teristicas funcionais vantajosas (que podem ser avaliadas, em parte, testan-
do quanto a ligagao de lisina imobilizada como aqui descrito), a presente
invengao pode englobar outros dominios ligantes de fibrina ou regiées no N-
terminal para o sitio de ativagao. Por exemplo, a invengdo pode incluir poli-
peptideos nos quais 0 dominio de serina protease de plasmina esta anexado
a um kringle ligante de fibrina selecionado no grupo que inclui, porém sem
limitagdes, kringle 4 de plasminogénio humano, kringle 2 de tPA, ou um krin-
gle de apolipoproteina (a). Além disso, a invengdo pode incluir polipeptideos
nos quais um dominio de serina protease de plasmina esta anexado a
quaisquer outros modulos ligantes de fibrina conhecidos, tais como o domi-
nio “finger” de tPA ou fibronectina, ou o fragmento FAB de IgG especifica de
fibrina.

Em alguns aspectos, os polipeptideos da presente invengéo tém
estruturas quimicas de proteinas (por exemplo, N-terminal semelhante ao
nativo e jungio semelhante a nativa entre o dominio kringle e de serina pro-
tease) que sao idénticas as estruturas quimicas encontradas nas formas de
ocorréncia natural de plasmina(plasminogénio) derivado de plasma humano.
Sem estar ligado a uma teoria especifica, acredita-se que certas caracteristi-
cas de uma proteina podem contribuir para sua imunogenicidade, incluindo,

porém sem limitacoes, para sua sequéncia de aminoacidos. Consequente-
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mente, a presente invengao fornece uma proteina terapéutica eficaz basea-
da em plasminogénio (TAL6003) recombinante reduzindo premptivamente a
imunogenicidade potencial do plasminogénio (TAL6003) através da incorpo-
racao de sequéncias de aminoacidos que se assemelham as sequéncias de
plasminogénio humano nativo.

Em um aspecto, o polipeptideo de plasminogénio (TAL6003)
recombinante da presente inven¢do compreende (a) um nico dominio krin-
gle no N-terminal homdlgo a um dominio kringle de plasminogénio humano
nativo, em que os quatro dltimos residuos de aminoacidos dentro do dominio
kringle sao V, P, Q, e C; e (b) um sitio de ativagao do dominio do C-terminal
e dominio de serina protease homélogo aos dominios correspondentes no
plasminogénio humano; em que o polipeptideo se liga a lisina imobilizada.
Em uma modalidade, o Gnico dominio kringle do N-terminal & homélogo ao
kringle 1 ou kringle 4 de plasminogénio humano nativo. Em algumas modali-
dades, a lisina imobilizada ¢ lisina ligada a uma matriz de suporte sélido se-
lecionada no grupo que consiste em lisina-agarose, lisina-hidrogel, lisina-
agarose reficulada. Em outra modalidade, a lisina imobilizada é lisina-
agarose reticulada.

Os polipeptideos de plasminogénio (TAL6003) recombinante da
presente invencdo podem ser ativados pelos versados nessas técnicas para
produzir um polipeptideo de plasmina (TAL6003). Em uma modalidade, o
polipeptideo de plasmina (TAL6003) apresente uma atividade fibrinolitica
que & inibida por ag-antiplasmina em uma taxa de inibigao que é pelo menos
cerca de 5 vezes mais rapida do que a taxa de inibigao da atividade fibrinoli-
tica de miniplasmina por as-antiplasmina. Em outra modalidade, a taxa de
inibicao & pelo menos cerca de 10 vezes, 20 vezes, 30 vezes, ou 40 vezes
mais rapida do que a taxa de inibicdo de miniplasmina.

Em uma modalidade, o polipeptideo de plasminogénio
(TALB003) recombinante € pelo menos 90% ou 95%, ou 98% idéntica a se-
quéncia ilustrada em SEQ ID NO: 2. Em outra modalidade, o Ginico dominio
kringle do N-terminal é pelo menos 30% idéntico ao dominio kringle 1 ou

kringle 4 de plasminogénio humano nativo; e o dominio do C-terminal & pelo
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menos 90% idéntico ao dominio do sitio de ativagao e de serina protease de
plasminogénio humano. Em algumas modalidades, o polipeptideo tem uma
sequéncia de aminoacidos como ilustrada em SEQ ID NO: 2, e suas substi-
tuicbes conservativas. Em outras modalidades, o polipeptideo tem um resi-
duo de arginina em uma posicado relativa analoga aquela da posicao 85 da
sequéncia de aminodcidos ilustrada em SEQ ID NO: 2.

Em outras modalidades, o Unico dominio kringle do N-terminal
tem pelo menos uma identidade de residuo de sequéncia de aminoacidos
maior com kringle 1 ou kringle 4 de plasminogénio humano nativo do que
kringle 5 de plasminogénio humano nativo, € em que as substituicées con-
servativas do unico dominio kringle do N-terminal em relacao as sequéncias
nativas de kringles 1 e 4 de plasminogénio humano ndo sao consideradas
como diferindo das sequéncias nativas para os propositos da comparagéo
de identidades com kringle 5.

Por exemplo, o plasminogénio (TAL6003) descrito nesta inven-
¢ao faz uso de modificagées de residuos de aminoacidos para a regiao de
juncdo que une o Unico dominio kringle e o dominio de serina protease.
Consequentemente, esta jungéo entre os dois dominios se assemelha mais
intimamente & jungdo de ocorréncia natural entre o dominio kringle 5 e o
dominio de serina protease do palminogé&nio humano.

Em outra modalidade, o plasminogénio (TAL6003) descrito nesta
invencdo compreende ainda uma sequéncia do N-terminal semelhante a na-
tiva. O plasminogénio (TAL6003) produzido de forma recombinante pode ser
clivado depois da ativacdo para produzir polipeptideos de plasmina
(TAL6003) recombinante que também tém N-terminais semelhantes aos na-
tivos.

Em modalidades especificas, os residuos em certas posigoes do
dominio kringle do N-terminal de plasminogénio (TAL6003) sao conservados
em relagdo ao kringle 1 de plasminogénio humano nativo. Estes podem ser
residuos em posicdes associadas a igagdes dissulfeto de ligagao de lisina, e
incluem Cys84, Cys105, Cys133, Cys145, Cys157, e Cys162, e Pro136-
Pro140, Pro143-Tyr146, e Arg153-Tyr156, respectivamente (posigcdes nume-
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radas como indicado na figura 3). Adicionalmente, modalidades especificas
da invengao podem ser caracterizadas quimicamente por contraste com mi-
niplasmin(ogénio) que tem uma composicdo analoga de dominios (isto &,
kringle-serina protease (K-SP) (vide Sottrup-Jensen, L., et al., “Progress in
Chemical Fibrinolysis and Thrombolysis”, Volume 3, (Editores: J. F. David-
son, ef al.) Raven Press, New York (1978)), mas, inter alia, carece de uma
arginina (Arg) em uma posicao relativa andloga aquela da posicao 85 da se-
quéncia de aminoacidos ilustrada em SEQ ID NO: 2. Em algumas modalida-
des, plasminogénio (TAL6003) da invengdo compreende um Unico dominio
kringle no N-terminal que compreeende um residuo Arg em uma posicio
refativa analoga aquela da posigao 85 da sequéncia de aminoacidos ilustra-
da em SEQ ID NO: 2. Os exemplos nao-limitativos de uma posigdo relativa
analoga aquela da posicao 85 da sequéncia de aminoacidos ilustrada em
SEQ ID NO: 2 incluem as posi¢cdes Arg(153), Arg(234), Arg(324), e Arg(426)
da sequéncia de aminoacidos ilustrada em SEQ ID NO:4.

Em outras modalidades, as posigdes especificas dos residuos
nominados podem variar um pouco enquanto ainda estdo presentes no poli-
peptideo em posigoes estrutural e funcionalmente analogas (isto &, em rela-
¢ao a estrutura kringle do dominio do N-terminal; vide Chang, Y., ef al., como
discutido acima). Em algumas modalidades, o Unico dominio kringle do N-
terminal do polipeptideo de plasmino(génio) (TAL6003) tem pelo menos uma
identidade percentual maior de residuo com kringle 1 ou kringle 4 de plasmi-
nogénio humano nativo do que com kringle 5 de plasminogénio humano na-
tivo.

Além disso, modalidades especificas da invengdo podem ser
caracterizadas funcionalmente por contraste com miniplasmin(ogénio). Em
modalidades preferidas, a plasmina (TAL6003) da invengao apresenta uma
taxa aumentada de inibigcao por az-antiplasmina, por exemplo, tanto quanto
cerca de uma ou duas ordens de magnitude mais rapida do que a taxa de
inibigdo de miniplasmina. Além disso, em modalidades especificas, plasmina
(TAL6003) se liga a lisina imobilizada (por exemplo, lisina-SEPHAROSE).

A caracterizagdo da Unico dominio kringle do N-terminal de
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plasminogénio (TAL6003) como “N-terminal” significa apenas que o dominio
esta presente no N-terminal para o sitio de ativacdo e nao significa que resi-
duos de aminoacidos adicionais do N-terminal para o dominio em si ndo es-
tao presentes. Além disso, o nimero ¢ a identidade de residuos intercalados
entre o residuo de cisteina mais C-terminal do dominio kringle do N-terminal
(isto €, o residuo de Cys mais C-terminal ilustrado na figura 4) e o sitio de
ativagdo de plasminogénio podem ser variados sem fugir do ambito da pre-
sente invengdo. Os versados nessas técnicas devem ser capazes de deter-
minar estas variagdes que atingem os beneficios da invengio (ligagao seme-
lhante a kringle 1 de acidos w-aminocarboxilicos, sem substancial aumento
no tamanho do mutante de delegdo ou introdugdo de sitios de glicosilagao
potencialmente problematicos) sem experimentagao excessiva, baseado na
presente descrigdo e nas referéncias aqui citadas para orientacdo guanto &
funcao e estrutura de kringle 1.

Consequentemente, a invencao refere-se a polinucleotideos,
polipeptideos, métodos recombinantes para produgéo de polipeptideos, ve-
tores contendo os polinucleotideos, sistemas de expressao para produzir os
polipeptideos, e células hospedeiras cultivadas que compreendem tais sis-
temas de expressao.

Como assinalado, em um aspecto, a invengao refere-se a um
polinucleotideo que codifica o polipeptideo aqui descrito ou um polipeptideo
gue tem suas substituicbes conservativas de aminodcidos. Uma orientacédo
quanto a selecdo de substituicdes de aminoacidos “conservativas” é forneci-
da mais detalhadamente abaixo. Em uma modalidade, o polinucleotideo &
DNA.

Em outro aspecto, a invengao refere-se a um método para pre-
parar um vetor, compreendendo inserir o polinucleotideo da invencao em um
vetor. Em outro aspecto, a invengao refere-se a um vetor produzido pelo mé-
todo da invengéao.

Em outro aspecto, a invencao refere-se a um método para pre-
parar uma célula hospedeira cultivada, compreendendo introduzir o vetor da

invengcao em uma célula hospedeira cultivada. Em outro aspecto, a invengéo
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refere-se a uma célula hospedeira cultivada produzida pelo método da in-
vengao.

Em outro aspecto, a invengéo refere-se a um polipeptideo isola-
do da invengao, produzido por um método que compreende: (a) introduzir
um vetor que compreende um polinucleotideo que codifica o polipeptideo em
uma célula hospedeira cultivada; (b) cultivar a célula hospedeira; e (c¢) recu-
perar o polipeptideo. Em outro aspecio, a invengao refere-se a um método
para produzir um polipeptideo, compreendendo: (a) cultivar a célula hospe-
deira da invencao sob condigGes nas quais o vetor € expressado; e (b) recu-
perar o polipeptideo.

Em outro aspecto, a invencdo refere-se a células que contém
pelo menos um polinucleotideo da invencao.

Em uma modalidade, o polinucleotideo compreende a sequéncia
de nucleotideos ilustrada em SEQ ID NO: 1. Em outra modalidade, o polinu-
cleotideo compreende os nucleotideos 4 até 1.032 da sequéncia de nucleo-
tideos ilustrada em SEQ ID NO:1. Em outras modalidades, o polipeptideo
compreende a sequéncia de aminoacidos indicadas em SEQ ID NO: 2.

Polinucleotideos

Os polinucleotideos da invencgdo incluem variantes que tém
substituicées, delecdes efou adigbes que podem envolver um ou mais nu-
cleotideos. As variantes podem ser alteradas em regidées codificadoras, regi-
o6es nado-codificadoras, ou ambas. As alteragées nas regides codificadoras
podem produzir substituicoes, delecbes ou adigoes conservativas ou nao-
conservativas de aminodcidos. Sao especialmente preferidas entre estas a
substituicoes, adictes e delegdes silenciosas, que nao alteram as proprieda-
des e atividades da proteina de plasmin(ogénio) (TAL6003) ou suas partes.
Sao também especialmente preferidas a este respeito as substituicdes con-
servativas (vide abaixo).

Outras modalidades da invencgédo incluem moléculas de acidos
nugleicos que compreendem um polinucleotideo que tem uma sequéncia de
nucleotideos pelo menos 90% idéntica, e mais preferivelmente, pelo menos

95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica a (a) uma sequéncia de nucleotideos
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que codifica um polipeptideo que tem a sequéncia de aminoacidos completa
em SEQ ID NO:2; (b) uma sequéncia de nucleotideos que codifica um poli-
peptideo que tem a sequéncia de aminoacidos em SEQ ID NO:2; e (c) uma
sequéncia de nucleotideos complementar a qualquer uma das sequéncias
de nucleotideos em (a) ou (b) acima.

Em uma modalidade, a molécula de acido nucleico da presente
invencao compreende um polinucleotideo que tem uma sequéncia de nucle-
otideos que codifica um polipeptideo que tem a sequéncia de aminoacidos
indicada em SEQ ID NO: 2. Em outras modalidades, a molécula de &cido
nucleico compreende um polinuclectideo que tem a sequéncia de nucleoti-
deos indicada em SEQ ID NO:1, ou uma variante degenerada dela.

Pretende-se que um polinucleotideo que tem uma sequéncia de
nucleotideos pelo menos, por exemplo, 95% “idéntica” a uma sequéncia de
nucleotideos referencial, que codifica um plasminogénio (TAL6003), signifi-
gue gue a sequéncia de nucleotideos do polinucleotideo seja idéntica a se-
qguéncia referencial exceto quando a sequéncia do polinucleotideo puder in-
cluir até cnco mutagées pontuais por cada 100 nucleotideos da sequéncia de
nucleotideos referencial que codifica o polipeptidec do plasminogénio
(TAL6003). Em outras palavras, para obter um polinucleotideo que tem uma
sequéncia de nucleotideos pelo menos 95% idéntica a uma sequéncia de
nucleotideos referencial, até 5% dos nucleotideos na sequéncia referencial
podem ser deletados ou substituidos por outro nucleotideo, ou um nimero
de nucleotideos até 5% dos nucleotideos totais na sequéncia referencial po-
dem ser inseridos na sequéncia referencial. Estas mutagdes da sequéncia
referencial podem ocorrer nas posigdes dos terminais 5' ou 3' da sequéncia
de nucleotideos referencial ou em qualquer lugar entre essas posicoes ter-
minais intercaladas seja individualmente entre nucleotideos na sequéncia
referencial ou em um ou mais grupos contiguos dentro da sequéncia refe-
rencial.

Como assinalado acima, duas ou mais sequéncias de polinucle-
otideo podem ser comparadas determinando sua identidade percentual. Du-

as ou mais sequéncias de aminoacidos podem ser similarmente comparadas
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determinando sua identidade percentual. A identidade percentual de duas
sequéncias, sejam elas sequéncias de acidos nucleicos ou peptideos, &
descrita genericamente como o nimero de equivaléncias exatas entre duas
sequéncias alinhadas dividido pelo comprimento da sequéncia mais curta e
multiplicado por 100. Um alinhamento aproximado para sequéncias de &ci-
dos nucleicos & fornecido pelo algoritmo de homologia local de Smith e Wa-
terman, Advarices in Applied Mathematics 2:482-489 (1981). Este algoritmo
pode ser estendido ao uso com sequéncias de peptideos, usando a matriz
de pontuagdo desenvolvida por Dayhoff, “Atlas of Protein Sequences and
Structure”, editor M. O. Dayhoff, suplento 5, 3:353-358, National Biomedical
Research Foundation, Washington, DC, EUA, e normalizada por Gribskov,
Nucl. Acids Res. 14(6):6745-6763 (1986). Uma implementacao deste algo-
ritmo para sequéncias de acidos nucleicos e peptideos é fornecida por Ge-
netics Computer Group (Madison, Wis.) em sua aplicagdo de utilidade
BESTFIT. Os parametros de omissdo para este método estdo descritos no
Wisconsin Sequence Analysis Package Program Manual, Versao 8 (1995)
(disponivel em Genetics Computer Group, Madison, Wis.).

Por exemplo, devido a degeneragao do codigo genético, os ver-
sados nessas técnicas reconhecerao imediatamente que um grande numero
das moléculas de &acidos nucleicos que tém uma sequéncia pelo menos
90%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% idéntica a4 sequéncia de acidos nucléi-
cos indicada em SEQ ID NO: 1 codificara um polipeptideo de plasminogénio
(TAL6003). De fato, devido ao fato de que todas as variantes degeneradas
destas sequéncias de nucleotideos codificardo o mesmo polipeptideo, isto
ficara evidente para os versados nessas técnicas mesmo sem realizar
quaisquer ensaios ou medicdes funcionais aqui descritas. Deve ser ainda
reconhecido nessas técnicas que, no caso das moléculas de acidos nucléi-
cos, que ndo sdo variantes degeneradas, um nimero razoavel também codi-
ficara um polipeptideo que tem atividade de polipeptideo do plasminogénio
(TALB003). Por isso & que os versados nessas técnicas estéo inteiramente a
par de substituicdes de aminoacidos que sao menos possiveis ou impossi-

veis de efetuar significativamente a fungao da proteina (por exemplo, substi-
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tuindo um aminoacido alifatico por um segundo aminoécido alifatico).

Recentemente, avangos na produgao sintética de sequéncias de
polinucleotideos mais longas permitiram a producao sintética de acidos nu-
cléicos que codificam polipeptideos significativamente mais longes sem o uso
de técnicas de clonagem tradicionais. Os provedores comerciais desses ser-
vigos incluem Blue Heron, Inc., Bothell, WA (http://mww.blueheronbio.com). A
tecnologia utilizada pela Blue Heron, Inc. esta descrita nas patentes n® US
6.664.112; 6.623.928; 6.613.508; 6.444.422; 6.312.893; 4.652.639; pedidos
de patente publicados n® US 2002/0119456A1; 2002/0077471A1; e pedidos
de patente internacionais publicados n® (publicagdes n®%) WO 03054232A3;
WO 0194366A1; WO 9727331A2; e WO 9905322A1, fodos aqui incorpora-
dos como referéncia.

Evidentemente, técnicas tradicionais de biologia molecular, mi-
crobiologia, e acido nucleico recombinante também podem ser usadas para
produzir os polinucleotideos da invengao. Estas técnicas sdo bem conheci-
das e estdo explicadas, por exemplo, em “Current Protocols in Molecular
Biology”, editor F. M. Ausebel, Volumes |, Il e lll (1997); Sambrook et al.,
“Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, 2% Edigdo, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (1989); “DNA Cloning: A Practical
Approach”, editor D. N. Glover, Volumes | e Il (1985); “Oligonuclectide Syn-
thesis”, editor M. L. Gait (1984); “Nucleic Acid Hybridization”, editores Hames
e Higgins (1985); “Transcription and Translation®, editores Hames e Higgins
(1984); “Animal Cell Culture”, editor R. |. Freshney (1986); “Immobilized Cells
and Enzymes”, IRL Press (1986); Perbal, “A Practical Guide to Molecular
Cloning”; a série, “Methods in Enzymology”, Academic Press, Inc. (1984);
“Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells’, editors J. H. Miller e M. P. Ca-
los, Cold Spring Harbor Laboratory (1987); e “Methods in Enzymology”, edi-
tores Wu e Grossman e Wu, respectivamente, Volumes 154 e 155, todos
aqui incorporados como referéncia.

Vetores e Células Hospedeiras Cultivadas

A presente invencao refere-se também a vetores que incluem as

moléculas de acidos nucleicos isoladas da presente invengéo, células hos-
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pedeiras cultivadas que sdo geneticamente manipuladas com vetores re-
combinantes, e a produgdo dos polipeptideos de plasmin(ogénio) (TAL6003)
por técnicas recombinantes.

Os constructos recombinantes podem ser introduzidos em célu-
las hospedeiras cultivadas usando técnicas bem-conhecidas tais como in-
fecgdo, transducgao, transfecgdo, transvecgao, electroporagdo e transforma-
¢ao. O vetor pode ser, por exemplo, um fago, plasmideo, vetor viral ou retro-
viral. Os vetores retrovirais podem ser competentes em replicagao ou defei-
tuosos em replicagéo. Neste ultimo caso, a propagagéao viral ocorrera gene-
ricamente apenas em células hospedeiras cultivadas complementares,

Os polinucleotideos. podem ser unidos a um vetor que contém
um marcador selecionavel para propagagdo em uma célula hospedeira culti-
vadas. Genericamente, um vetor plasmidico € introduzido em um precipita-
do, tal como um precipitado com fosfato de caicio, ou em um complexo com
um lipideo carregado. Caso o vetor seja um virus, ele pode ser empacotado
in vitro usando uma linhagem apropriada de células empacotadoras e depois
transduzido em células hospedeiras cultivadas.

Sao preferidos os vetores que compreendem regidées de controle
atuantes em cis para o polinucleotideo de interesse. Os fatores atuantes em
trans podem ser supridos pela hospedeira cultivada, supridos por um vetor
complementar ou supridos pelo vetor em si depois da introdugao na célula
hospedeira cultivada.

Em certas modalidades a este respeito, os vetores proporcionam
expressao especifica, que pode ser induzivel e/ou especifica do tipo de célu-
la. Sao particularmente preferidos entre tais vetores aqueles induziveis por
fatores ambientais que sdo faceis de manipular, tais como temperatura e
aditivos nutrientes.

Os vetores de expressao Uteis na presente invengio incluem
vetores derivados de cromossomas, epissomas € virus, por exemplo, veto-
res derivados de plasmideos bacterianos, bacteriéfagos, epissomas de leve-
duras, elementos cromossomicos de leveduras, virus tais como baculovirus,

papovavirus, virus da vacinia, adenovirus, virus do epitelioma contagioso,
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virus da pseudorraiva e retrovirus, e vetores derivados de combinagdes de-
les, tais como cosmidios e fagomidios.

As inserctes de DNA devem ser ligadas operacionalmente a um
promotor apropriado, tal como o promotor do fago lambda PL, os promotores
lac, trp e TAC de E. coli, os promotores precoce e tardio de SV40 e os pro-
moteres de LTRs retrovirais, para mencionar alguns. Outros promotores a-
propriados devem ser conhecidos pelos versados nessas técnicas. Os cons-
tructos de expressao devem conter ainda sitios para iniciagdo e terminagao
da transcrigdo e, na regido transcrita, um sitio de ligagao de ribossoma para
traducdo. A parte codificadora dos transcritos maduros expressados pelas
constructos pode incluir um cédon iniciador da tradugao no inicio € um cédon
de terminagéo (UAA, UGA or UAG) adequadamente posicionados na extre-
midade do polipeptideo a ser truduzido.

Como indicado, os vetores de expressao devem incluir, de prefe-
réncia, pelo menos um marcador selecionavel. Tais marcadores incluem a
di-hidrofolato redutase ou genes de resisténcia a neomicina para cultura de
células eucaridticas e genes de resisténcia a tetraciclina ou ampicilina para
cultivar em bactérias E. coli e oufras bactérias. Os exemplos representativos
de células hospedeiras cultivadas apropriadas incluem, porém sem limita-
¢oes, células bacterianas, tais como células de E. coli, Streptomyces e Sal-
monella typhimurium; células fingicas, tais como células de leveduras; célu-
las de insetos, tais como células de Drosophila S2 e Spodoptera Sf9; células
de animais tais como CHO, COS e células de melanoma de Bowes; e célu-
las vegetais. Os meios de cultura e condiges apropriadas para as células
hospedeiras cultivadas descritas acima s&o conhecidas nessas técnicas.

Dentre os vetores preferidos para uso em bactérias estao inclui-
dos, por exemplo, pET24b ou pET22b disponiveis na Novagen, Madison, WI
(pET-24b(+) e pET-22b(+) = Sistema de Expressao pET 24b (N do Catalogo
69750) e 22b (N® do Catalogo 70765), respectivamente, EMD Biosciences,
Inc., Novagen Brand, Madison, WI; vide http://www.emdbiosciences.com se-
¢ao de informagoes de produtos quanto a pET-24b e pET-22b para detalhes
quanto ao vetor), pQE70, pQE6B0 e pQE-9, disponiveis na Qiagen Inc., Va-
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lencia, CA; vetores pBS, vetores PHAGESCRIPT, vetores BLUESCRIPT,
pNHB8A, pNH16a, pNH18A, pNH4BA, disponiveis na Stratagene, LaJdolla, CA;
e ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRITS disponiveis na Pharmacia
(agora Pfizer, Inc., New York, NY). Dentre os vetores eucariéticos preferidos
estdo pWLNEQO, pSV2CAT, pOG44, pXT1 e pSG disponiveis na Stratagene;
e pSVKS3, pBPV, pMSG e pSVL disponiveis na Pharmacia. Outros vetores
apropriados devem ficar facilmente evidentes para os versados nessas téc-
nicas.

Os promotores bacterianos apropriados para uso na presente
invengao incluem os promotores lacl e lacZ de E. coli, os promotores T3 e
T7, o promotor gpt, os promotores lambda PR e PL, e o promotor trp. Os
promotores eucaridticos incluem o promotor precoce imediato de CMV, o
promotor de timidina cinase de HSV, os promotores precoce e tardio de
SV40, os promotores de LTRs retfrovirais, tais como aqueles do virus do sar-
coma de Rous (RSV), € os promotores de metalotioneina, tal como o promo-
tor de metalotioneina-1 do camundongo.

A introducdo de um constructo de vetor na célula hospedeira
cultivada pode ser efetuada por fransfeccdo com fosfato de calcio, transfec-
¢do mediada por DEAE-dextrana, transfecgéo mediada por lipideo catiénico,
eletroporagao, transdugao, infeccdo ou outros métodos. Tais métodos estao
descritos em muitos manuais de laboratério padronizados, tais como Davis
et al., “Basic Methods [n Molecular Biology”, 22 Edi¢ao (1995).

A transcricdo do DNA que codifica os polipeptideos da presente
invengdo por eucariotos superiores pode ser aumentada inserindo uma se-
quéncia intensificadora no vetor. Os intensificadores séo elementos atuantes
em cis do DNA, usualmente cerca de 10 a 300 pb que atuam para aumentar
a atividade franscricional de um promotor em um dado tipo de célula hospe-
deira cultivada. Os exemplos de intensificadores incluem o intensificador de
SV40, que fica localizado no lado tardio da origem de replicagédo em pb 100
a 270, o intensificador do promotor precoce de citomegalovirus, o intensifi-
cador de polioma no lado tardio da origem de replicagao, e os intensificado-

res de adenovirus.
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Para secrecao da proteina traduzida dentro do limen do reticulo
endoplasmatico, dentro do espago periplasmatico ou dentro do ambiente
extracelular, sinais apropriados de secregdo podem ser incorporados dentro
do polipeptideo expressado. Os sinais podem ser endégenos ao polipepti-
deo ou eles podem ser sinais heterélogos.

O polipeptideo pode ser expressado em uma forma modifica-
da,tal como uma proteina de fusado, e pode incluir ndo apenas sinais de ex-
pressao, mas também regides fincionais heterélogas adicionais. Por exem-
plo, uma regido de aminoacidos adicionais, particularmente aminodacidos
carregados, podem ser adicionados ao N-terminal, por exemplo, ao polipep-
tideo para melhorar a estabilidade e persisténcia na célula hospedeira culti-
vada, durante a purificacdo, ou durante o subsequente manuseio e estoca-
gem. Além disso, porgoes peptidicas podem ser adicionadas ao polipeptideo
para facilitar a purificagdo. Tais regiées podem ser removidas antes da pre-
paracdo final do polipeptideo. A adigdo de porgdes peptidicas aos polipepti-
deos para engendrar a secregéo ou excregio, para melhorar a estabilidade e
para facilitar a purificagdo, dentre outros, sao técnicas conhecidas € rotinei-
ras nesse campo. Uma proteina de fusao preferida compreende uma regido
heteréloga de imunoglobulina que é Util para solubilizar proteinas. Por e-
xemplo, o documento n® EP 0 464 533 A1 (equivalente canadense,
2.045.869) descreve proteinas de fusdo que compreendem varias partes da
regido constante de moléculas de imunoglobulina junto com outra proteina
humana ou parte dela. Em muitos casos, a parte F¢c em uma proteina de fu-
sdo é perfeitamente vantajosa para uso em terapia e diagndstico, e assim
sendo, resulta, por exemplo, em melhores propriedades farmacocinéticas.
Por outro lado, para alguns usos seria desejavel ser capaz de deletar a parte
Fc depois que a proteina de fusdo foi expressada, detectada e purificada da
maneira vantajosa descrita. Este € o caso quando a parte Fc comprova ser
um impedimento para ser usada em terapia e diagnéstico, por exemplo,
quando a proteina de fusdo vai ser usada como antigeno para imunizagées.
Na descoberta de farmacos, por exemplo, as proteinas humanas foram fun-

didas com partes Fc com o propésito de ensaios de triagem com alta produ-
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¢ao (tais como receptor de hlIL5, para identificar antagonistas de hiL-5). Vide
Bennett, D., et al, J. Molecular Recognition, 8:52-58(1995) e Johanson, K. et
al., J. Biol.Chem., 270(16):9459-9471 (1995).

O plasminogénio (TAL6003) pode ser recuperado e purificado a
partir de culturas de células recombinantes por métodos bem-conhecidos,
incluindo aqueles descritos nos exemplos abaixo. Os polipeptideos da pre-
sente invengdo incluem produtos naturalmente purificados, produtos de pro-
cedimentos sintéticos quimicos, e produtos produzidos por técnicas recom-
binantes a partir de uma célula hospedeira procariética ou eucariética culti-
vada, incluindo, por exemplo, células bacterianas, de leveduras, plantas su-
periores, insetos e mamiferos. Além disso, os polipeptideos da invencao po-
dem incluir também um residuo de metionina inicial modificado, em alguns
casos como resultado de processos mediados pela célula hospedeira.
Polipeptideos

Os polinucleotideos da invengédo incluem aqueles que codificam
variacbes e exemplos especificos dos polipeptideos da invengéo. Por exem-
plo, uma orientacao referente a como preparar substituigbes de aminoacidos
fenotipicamente silenciosos [e fornecida em Bowie, J. U. et al., “Deciphering
the Message in Protein Sequences: Tolerance to Amino Acid Substitutions,”
Science 247:1306-1310 (1990), em que os autores indicam que proteinas
sdo surpreendentedmente tolerantes a substituicoes de aminoacidos. Embo-
ra qualquer nimero de substituigdes dentro do ambito da invengdo possa ser
obtido por aplicacdo desses principios genéricos, para orientagdo especifica
referente a substituigdes, as referéncias aqui citadas quanto a estrutura e
funcdes de dominios kringle 1 podem ser consultadas pelos versados nes-
sas técnicas.

Deve-se avaliar ainda que, dependendo dos critérios usados, a
“posicdo” exata ou a sequéncia do kringle, o sitio de ativagio, e os dominios
de serina protease do plasminogénio (TAL6003) podem diferir ligeiramente
em variacdes especificas dentro do &mbito da presente invengao. Por exem-
plo, a localizacdo exata do dominio kringle em relagdo ao sitio de ativagéo

pode variar ligeiramente efou o N-terminal da sequéncia para o dominio
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kringle pode variar em comprimento. Assim sendo, a invengao inclui tais va-
riagdes de polipeptideos de plasminogénio (TAL6003) que apresentam ativi-
dade de polipeptideo de plasminogénio (TAL6003), como aqui descrito. Tais
variantes incluem delecbes, insercdes, inversdes, repeticoes, e substitui-
¢oes. Como indicado acima, uma orientagdo quanto a quais mudancas de
aminoacidos sdo possivelmente fenotipicamente silenciosas pode ser encon-
trada em Bowie, J. U., et al., “Deciphering the Message in Protein Sequen-
ces; Tolerance to Amino Acid Substitutions,” Science 247:1306-1310 (1990).

Assim sendo, fragmentos; derivados ou analogos do polipepti-
deo de SEQ ID NO:2 podem ser (i) agueles nos quais um ou mais dos resi-
duos de aminoacidos (por exemplo, 3, 5, 8, 10, 15 ou 20 residuos) sao subs-
tituidos por um residuo de aminoacido conservado ou nao-conservado (de
preferéncia, um residuo de aminoacido conservado). Tais residuos substitui-
dos de aminoacidos podem ou nao ser codificados pelo cédigo genético, ou
(ii) agueles nos quais um ou mais dos residuos de aminodcidos incluem um
grupo substituinte (por exemplo, 3, 5, 8, 10, 15 or 20), ou (iii) aqueles nos
quais o polipeptideo maduro esta fundido com outro composto, tal como um
composto para aumentar a meia-vida do polipeptideo (par exemplo, polieti-
lenoglicol), ou (iv) agueles nos guais aminoacidos adicionais estdo fundidos
ao polipeptideo maduro, tal como um peptideo da regido de fusdo Fc de 1gG
ou sequéncia lider ou secretéria ou uma sequéncia que € empregada para
purificagao do polipeptideo maduro ou uma sequéncia de pré-proteina. Tais
fragmentos, derivados e analogos sao julgados como estando dentro do am-
bito dos presentes ensinamentos.

Como indicado, as mudangas séo, de preferéncia, de uma natu-
reza desimportante, tal como substituicoes conservativas de aminoacidos
que ndo afetam significativamente a dobragem ou atividade da proteina. E-
videntemente, o nimero de substituicdes de aminoacidos que os versados
nessas técnicas fariam depende de muitos fatores, incluindo agqueles descri-
tos acima. Dito genericamente, o nimero de substituigbes para qualquer da-
do polipeptideo de plasminogénio (TAL6003) ndo sera maior do que 50, 40,
30, 25, 20, 15, 10, 5 ou 3.
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Os aminoacidos no plasminogénio (TAL6003) da presente in-
vencao que sdo essenciais para a funcao podem ser identificados por méto-
dos conhecidos nessas técnicas, tais como mutagénese direcionada a sitio
ou mutagénese de varredura de alanina (Cunningham e Wells, Science
244:1081-1085 (1989)). Este altimo procedimento introduz mutagdes indivi-
duais de alanina em cada residuo na molécula. As moléculas mutantes re-
sultantes séo entdo testadas quanto & atividade biolégica, por exemplo, co-
mo indicado nos exemplos aqui fornecidos. Os sitios que sao criticos para a
ligagdo de ligantes também podem ser determinados por analise estrutural
tais como cristalizagdo, ressonéncia magnética nucleagdo ou marcacgdo de
fotoafinidade (Smith, et al., J. Mol. Biol. 224:399-904 (1992), e de Vos, ef al.
Science 255:306-312 (1992)). Mesmo se a dele¢do de um ou mais aminoa-
cidos do N-terminal de uma proteina resultar em modificagdao ou perda de
uma ou mais fungdes bioldégicas da proteina, outras atividades biolégicas
ainda podem permanecer retidas.

Contempla-se também que os polipeptideos Uteis na produgao
dos “polipeptideos isolados” da invengao podem ser produzidos por métodos
de sintese em fase sélida. Vide Houghten, R. A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
82:5131-5135 (1985); e patente n® US 4.631.211 expedida para Houghten ef
al. (1986).

Os polipeptideos da presente invengdo podem ser fornecidos em
uma forma isolada. O termo “polipeptideo isolado” significa um polipeptideo
removido do seu ambiente nativo. Assim sendo, um polipeptideo produzido
e/ou contido dentro de uma célula hospedeira recombinante cultivada & consi-
derado isolado com os propositos da presente invengdo. O termo “polipepti-
deo isolado” significa também polipeptideos que foram purificados, parcial ou
substancialmente, a partir de uma Célula hospedeira recombinante cultivada.

Os polipeptideos que tém uma sequéncia de aminoacidos com
uma identidade percentual indicada a uma sequéncia de aminoacidos refe-
rencial de um polipeptideo de plasminogénio (TAL6003) podem ser determi-
nados usando os métodos, incluindo métodos assistidos por computador,

indicados acima no caso de polinucleotideos. As sequéncias de aminoacidos
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de polipeptideos sdo examinadas e comparadas apenas como sdo as se-
quéncias de nucleotideos na discussao precedente. Os versados nessas
técnicas devem reconhecer que conceitos tais como ponios finais molecula-
res discutidos para polinucleotideos ter&o andlogos diretos quando se consi-
dera o uso correspondente de tais métodos e programas para andlise de
polipeptideos. Por exemplo, as corregdes manuais discutidas no caso de
polinucleotideos se referem aos pontos finais 5 e 3' de acidos nucleicos,
mas a mesma discussao sera reconhecida como aplicavel aos N-terminais e
terminais C de polipeptideos.

A invencao engloba polipeptideos de plasminogénio (TAL6003)
que sao modificados diferencialmente durante ou depois da tradugéo, por
exemplo, por glicosilagéo, acetilagao, fosforilagao, amidagéo, transformagao
por grupos protetores/bioqueadores conhecidos, clivagem proteoilitica, liga-
¢do a uma molécula de anticorpo ou outro ligante celular, etc. Qualquer uma
entre inimeras modificagdes quimicas pode ser conduzida por técnicas co-
nhecidas, incluindo, porém sem limitagbes, clivagem quimica especifica por
brometo de cianogénio, tripsina, quimiotripsina, papaina, S. aureus V8 pro-
tease, NaBH,; acetilagéo, formilagao, oxidagao, reducao; sintese metabdlica
na presencga de tunicamicina; etc..

Modificagbes pos-tradugao adicionais englobadas pela invengao
incluem, por exemplo, cadeias de carboidrato ligadas por N ou ligadas por O,
processamento de extremidades dos N-terminais ou C-terminais, anexagao
de porgdes quimicas ao esqueleto de aminoacidos, modificagdes de cadeias
de carboidratos ligadas por N ou ligadas por O, e adi¢céo de um residuo de
metionina ao N-terminal-C-terminal como resultado de vetores e constructos
adaptados para expressao de polipeptideos de plasminogénio (TAL6003) em
células hospedeiras procaridticcas cultivadas. Os polipeptideos podem ser
modificados também com um marcador detectavel, tal como um marcador
enzimatico, fluorescente, isotopico ou de afinidade, para permitir a detecgao
e isolamento da proteina.

Composictes Farmacéuticas e Métodos de Tratamento

O plasmin(ogénio) (TAL6003) pode ser formulado para uso tera-
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péutico de acordo com os métodos e composigées descritas no pedido de
patente n? US 10/143.112; e Novokhatny, V., et al., J. Thromb. Haemost.
1(5):1034-41 (2003), ambos aqui incorporados como referéncia. Por exem-
plo, um tampao com baixo pH (entre cerca de 2,5 e cerca de 4), e baixa ca-
pacidade de tamponamento pode ser usado para a formulagao de plasmina
(TAL6003). Adicionalmente, outros métodos e formulagdes conhecidas pelos
versados nessas técnicas, como praticados com plasmina, miniplasmina,
e/ou microplasmina, podem ser usaos para formular a plasmina (TAL6003)
da invengao para administragdo terapéutica.

O plasmin(ogénio) (TAL6003) pode ser usado para tratar uma
série de doengas ou condigdes trombéticas, por exemplo, de acordo com os
métodos descritos nas patentes n® US 6.355.243, 6.964.764, e 6.969.515,
todas aqui incorporadas como referéncia. Novamente, da mesma forma que
com as formulagbes farmacéuticas possiveis aplicaveis a plasmina
(TAL6003), a plasmina (TAL6003) também pode ser administrada terapeuti-
camente por métodos conhecidos nessas técnicas, por exemplo, aqueles
atualmente praticados com plasmina, miniplasmina, e/ou microplasmina.

Exemplos
Desenho de Vetores de Expressao

A sequéncia de aminoacidos para plasminogénio (TAL6003) es-
ta indicada em SEQ ID NO: 2. Um polinucleotideo que tem a sequéncia de
nucleotideos que codifica o plaminogénio (TAL6003) foi otimizada com c6-
dons para expresdo em E. coli e estabilidade de RNAm para produzir a se-
guéncia de DNA indicada em SEQ ID NO:1. Este polinucleotideo foi clonado
nos sitios Ndel e BamH1 do veotr de expressdo em E. coli pET24b(+) (No-
vagen; Madison, WI) para produzir proteina citosolica.

Como ilustrado na Tabela 1, a expressdo em bactérias (por e-
xemplo, E. coli) produziu um polipeptideo de plasminogénio recombinante
(TAL6003) que tem a sequéncia de aminoacidos indicada em SEQ ID NO: 2
(isto €, um plasminogénio (TAL6003) recombinante com uma metionina no
N-terminal (isto €&, M1) imediatamente precedente ao residio de aminoacido

arginina (isto &, R?) correspondente 2 arginina na posicgo 70 (isto &, R™) da
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sequéncia de aminoacidos do plasminogénio humano nativo indicada em
SEQ ID NO: 4 (vide também, por exmeplo, a figura 3). Tal produto recombi-
nante era suscetivel a clivagem adicional para produzir proteinas adicionais
que tém diferentes N-terminais que incluem uma proteina com uma lisina
(isto &, K') ou valina (isto é, V'") no N-C-terminal correspondente, respecti-
vamente, & lisina na posigao 78 (isto &, K’®) ou & valina na posigao 79 (isto &,
V") de plasminogénio humano nativo.

Tabela 1: N-terminais de plasmin(ogénio) nativo (por exemplo,
baseado em SEQ ID NO: 4) e plasmin(ogénio) (TAL6003) (por exemplo, ba-

seado em SEQ ID NO: 2, ou uma sua variante)
Plasminogénio Nativo que compreende 19 sequéncias de aminoacidos
lideres (por exemplo, baseada em SEQ |ID NO: 4):

4 i) ]
MEHKE ... E>'PLDDY ... M°9R7°DWLFEKK7%V79YLSEC ......
“Lys-Plasminogénio” Nativo (sto é, cliavagem de sequéncia lider):

A 1 1
EYPLDDY ... M*R™DWVLFEKK™V®YLSEC ......
(SEQ ID NO:5)
Espécies possiveis de Plasmina Nativa, baseado na clivagem, caso haja,
de Lys-Plasminogénio:
(SEQ ID NO:6) M**R™DVVLFEKK®V"®YLSEC ......
(SEQ ID NO:7) K’®VYLSEC ......
(SEQ ID NO:8) VYLSEC ......
Polipeptideos de Plasminogénio (TALB003) recombinante da presente in-
VENgao:

L4
(por exemplo, baseado em SEQ ID NO: 2) M'RZDWALFEKK'V'YLSEC ......
Proteinas adicionais baseadas em clivagem adicional de um plasminogé-
nio (TAL6003):

(SEQ ID NO:9)K'V'"YLSEC ......
(SEQ ID NO:10) V''YLSEC ......

| indica sitios de clivagem potenciais.
Expressao e Purificagdo de Plasminogénio (TALE003)

O vetor de expressdo que compreende o DNA que codifica o
plasminogénio (TAL6003) foi transformado em uma série de células incluin-
do BL21(DE3) RIL (Stratagene, La Jolla, CA), BL21(DES3) (gendtipo: FrompT
hsdSg (rg'mg’) gal dem (DE3)) (EMB Biosciences, Inc., San Diego, CA), e
BLR(DE3) (gendtipo: FompT hsdSg (rgmg) gal dem (DE3) A(sr-
recA)306:: Tn10(Tet®)), e superexpressao de proteina depois da indugao por
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IPTG 1 mM (isopropil-beta-D-tiogalactopiranosideo) foi analisado por SDS-
PAGE. As estimativas de expressao foram pelo menos cerca de 250 mg/L
de cultura de células em frascos de *shaker (pag 16 linha 15).

O tipo de célula BL21(DE3) RIL é manipulado para expressar
tRNAs raros de E. coli que codificam Arg, lle, e Leu. Além disso, BL21(DE3)
e também BLR(DE3) sao cepa B de E. coli que & classificada como nao-
patogénica para seres humanos e animais, baseado na auséncia de fatores
de viruléncia e colonizacdo. As células BLR(DE3) carecem do gene recA
para recombinacdo de DNA, e a indugdo de fago lambda néo foi relatada
com estas células. Um banco de células para pesquisa do constructo do
plasminogénio (TALS003) em células BLR(DE3) foi produzido e testado
quanto a pureza, identidade, e indigdo de bacteriéfago em Charles River La-
boratories (Malvern, PA). Os testes confirmaram a identidade e pureza do
banco de células para pesquisa e as células passaram no teste de indugzo
com nenhum fago observado (dados nédo indicados).

A produgado de plasminogénio (TAL6003) (isto €, baseado em
SEQ ID NO: 2) foi confirmada em expressdo em escala maior na qual as
células foram lisadas e proteina solGvel e corpos de inclusao purificados fo-
ram examinados por SDS-PAGE.

O seguinte protocolo tipico foi usado para a expressao de plas-
minogénio (TAL6003):

Uma U(nica coldnia de células de E. coli (por exemplo,
BL21(DE3) RIL, BL21(DE3), ou BLR(DES3) que contém o vetor de plasmino-
génio (TALB003) foi usada para inocular 5 mL de LB/canamicina (30 pg/mL)
e foi incubada por 8 horas a 37°C em uma *batedeira (pag 27 linha 13). De-
pois disso, uma aliquota de 50 pL foi retirada da suspensao bacteriana culti-
vada para desenvolvimento adicional em meio fresco. O procedimento foi
repetido depois de 16 horas com 6 mL de cultura bacteriana e 250 mL do
meio. As culturas foram desenvolvidas com agitagdo a 37°C até uma
DO600 nm de ~ 1,0 e IPTG foi adicionado até uma concentragao final 1 mM.
As culturas foram desenvolvidas por mais 5 horas. As células foram colhidas

por centrifugacao a 5.000 x g e os péletes celulares foram dissolvidos em
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Tris 20 mM, pH 8,0, contendo EDTA 20 mM e congelados a —80°C.

Para purificar o plasminogénio (TAL6003),0s péletes celulares
foram descongelados e um tampao foi adicionado até que o volume da solu-
¢do atingisse aproximadamente um vigésimo daquele volume original da
cultura de células. Depois disso, lisozima foi adicionada até uma concentra-
¢ao final de 0,5 mg/mL e as células foram agitadas rapidamente a 4°C por
10 - 15 minutos. Depois, Triton X-100 foi adicionado até uma concentragdo
final de 1% e a agitagao foi continuada por mais 10 min. DNAse [ (0,05
mg/mL) e MgCl; (2,5 mM) foram adicionados e a gitagédo foi continuada a
4°C por 30 minutos ou até que a solugcdo nao estivesse mais viscosa. A so-
lugao final foi centrifugada a 4°C por 30 min a 15.000 x g e o sobrenadante
foi descartado.

O pélete celular foi lavado trés vezes com solugdo de lavagem
(Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, contendo EDTA 10 mM, 1% de Triton-X-100, e 0,5
M de urpeia), e o pélete final foi dissolvido em 40 mL de tampao de extracdo
(PBS, pH 7,4, contendo EDTA 10 mM, DTT 20 mM, e guanidina-HCI 6 M) e
estocado a 4°C de um dia para o outro. Depois de 16 horas, a solugao foi
centrifugada por 30 minutos a 15.000 x g para remover os sélidos, e o so-
brenadante foi adicionado lentamente a solugao de redobragem (Tris-HCI 50
mM, pH 8,3, guanidina.HCI 3,5 M, arginina.HCI 0,5 M, EDTA 10 mM, GSH 3
mM, GSSG 0,3 mM) sob agitagdo a 4°C. O procedimento de redobragem foi
conduzido em uma concentracio de proteina de cerca de 0,29 g/L.

A solucao de redobragem foi mantida por 2 dias a 4°C sem im-
perturbada e depois dialisada contra um volume de 8 vezes de Tris-HCI 0,1
M, pH 8,0, contendo EDTA 10 mM, NaCl 0,15 M, arginina-HC 0,15 M, duran-
te um periodo de 8-10 horas com mudangaas frequentes da solugéo do tam-
pao.

A solucéo de proteina foi entdo removida da dialise e concentra-
da usando filtros AMICON com a membrana cortada em 10 kDa até aproxi-
madamente 10-20 mL e dialisada durante a noite inteira versus um volume
de 100 vezes de Tris 0,1 M, pH 8,0 contendo EDTA 10 mM, NaCl 0,15 M.

Este material foi centrifugado para remover particulados, e depois passado
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sobre resina de afinidade de lisina (Lysine-SEPHAROSE 4B; Amersham Bi-
osciences, Piscataway, NJ). O plasminogénio (TAL6003) foi eluido da resina
usando solugdo salina tamponada com Tris, pH 8,0, contendo 0.2 M Acido &-
amino-caproico (eACA).

Tipicamente, 80 mg de corpos de inclusdo poderiam ser isolados
a partir de 1 litro de cultura de células e 40 mg poderiam ser eluidos na eta-
pa de cromatografia com lisina-SEPHAROSE.
Propriedades de plasminogénio (TAL6003)

O plasminogénio (TAL6003) purificado apareceu como uma
banda na regido de 3540 kDa na analise por SDS-PAGE de proteina redu-
zida (tratada com ditiotreitol) e ndo-reduzida. Sua massa molecular, determi-
nada por espectrometria de massas MALDI, foi de cerca de 38.140 Da, o
que é perto do valor esperado.

Para determinar a taxa de ativagéo do plasminogénio (TAL6003)
por estreptocinase, 1 mg/mL de plasminogénio (TAL6003) recombinante foi
misturado com estreptocinase em uma razdo 1:100 plasminogénio
(TALB003) para estreptocinase e incubado a temperatura ambiente em pH 7.
Em vérios pontos no tempo, amostras foram removidas e extintas com tam-
pao de SDS-PAGE e analisadas em SDS-PAGE reduzido, e em seguida, por
densitometria para determinar a conversao da molécula de plasminogénio
(TAL6003) de cadeia Unica em uma plasmina (TAL6003) de duas cadeias. A
ativacdo percentual do plasminogénio (TAL6003) por esfreptocinase esta
ilustrada na figura 6 como perda de plasinogénio (TAL6003) de comprimento
inteiro no decorrer do tempo, como determinado por SDS-PAGE.

Para confirmar a funcionalidade de kringle 1, determinou-se a li-
gacao de plasminogénio (TAL6003) a lisina-SEPHAROSE 4B. Como ilustrado
na A figura 7, o plasminogénio (TAL6003) ligou-se a lisina-SEPHAROSE e
pode ser eluido da coluna por um gradiente de eACA 0-20 mM como um Uni-
co pico a cerca de 4 mM. A capacidade de plasminogénio (TAL6003) redo-
brado se ligar a lisina-SEPHAROSE indica que o dominio kringle da molécu-
la esta adequadamente dobrado e o sitio de ligacao de lisina esta comple-

tamente ativo.
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Para confirmar ainda mais a funcionalidade de kringle 1, a liga-
¢ao de eACA ao plasminogénio (TAL6003) foi medida monitorando as mu-
dancgas associadas na fluorescéncia da proteina, como descrito por Matsuka
et al., Eur. J. Biochem., 190:93-97 (1990) e Douglas et al., J. Biochemistry
41:3302-3310 (2002), ambos aqui incorporados como referéncia. A ligagao
de €ACA ao kringle 1 do plasminogénio (TAL6003) resulta em um decrésci-
mo na fluorescéncia, possivelmente devido a extingdo dos residuos de tripto-
fano que fazem parte do sitio de ligagao de lisina.

Para monitorar este processo, aliquotas de 4 pL a 16 yL de uma
solugdo concentrada de eACA foram adicionadas a 2 mL de plasminogénio
(TALB003) 5 pM em tampao Tris 50 mM, contendo NaCl 20 mM, pH 8,0, 25
OC. A fluorescéncia foi monitorada em um comprimento de onda de excita-
¢ao de 298nm e um comprimento de onda de emissdo de 340nm em um
espectrofotometro de fluorescéncia FLUOROMAX (Jobin Yvon, Inc., Edison,
NJ); depois de cada adicdo de eACA, a solucao foi deixada equilibrar até que
nao sejam observadas mais quaisquer mudancas no fluorescéncia.

Os valores resultantes da fluorescéncia foram corrigidos para
diluicdo e plotados versus a concentragao de eACA entre uma faixa 0 - 50
UM de €ACA. Os dados foram ajustados por regressao nao-linear para obter
uma K4 de cerca de 19 uM.

Uma propriedade do plasminogénio é sua capacidade de se ligar
a fibrina. Para determinar se o plasminogénio (TAL6003) retém a capacidade
de interagir com com fibrina, suas propriedades de ligacao a fibrina foram
testadas em um ensaio com placa de microtitulagdo, no qual a ligagédo de
plasminogénio (TAL6003) a fibrina foi avaliada por sua subsequente ativagéo
por tPA e lise de coagulo resultante. Com este propésito, 100 uL de 5mg/mL
de fibrinogénio foram polimerizados com trombina em cada pogo da placa de
microfitulagdo. Varias concentracdes de plasminogénio (TAL6003) foram
adicionadas sobre o topo dos coagulos de fibrina incubadas por 1 hora a
37°C. A placa foi lavada amplamente com PBS enquanto os coagulos de
fibrina ainda estavam intactos e afixados aos pogos. Depois da lavagem,
uma solucdo de 0,1 mg/mL de tPA foi adicionada a cada pogo e a placa foi
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incubada por 2 horas a 37°C. Como resultado,alguns dos coagulos foram
dissolvidos completamente e alguns foram parcialmente dissolvidos, en-
quanto que os pogcos com quantidades muito pequenas de plasminogénio
(TAL6003) e os pogos de controle permaneceram praticamente intactos. O
grau de fibrindlise foi monitorado medindo a absorvancia em 280 nm dos
coagulos remanscentes entre os coagulos iniciais reconstituidos em NaOH 1
M. Os valores da absorvancia foram plotados em fungao da concentragao de
palsminogénio (TAL6003).

Como ilustrado na figura 8, a ligagcdo de plasminogénio
(TALB003) a fibrina seguiu uma curva de ligagao sigmoide classica. Usando
este ensaio, descobriu-se que o plasminogénio (TAL6003) se liga a fibrina
com afinidade comparavel aquela do plasminogénio de comprimento inteiro,
e a Cso desta interagdo (~0,3 uM) é comparavel a K4 de ligagao de fibrina do
plasminogénio de comprimento inteiro.

Estes experimentos indicam que o plasminogénio (TAL6003)
pode se ligar a fibrina. Além disso, pela menos a interagao de plasminogénio
(TALB003) com lisina-Sepharose, sua capacidade de se ligar a eéACA com a
Kd esperada, sua capacidade de se ligar 2 fibrina, e sua capacidade de ser
ativado por por um ativador de plasminogénio tudo indicou que esta molécu-
la foi produzida no sistema de E. coli em uma forma completamente funcio-
nal.

Purificacéo e Formulagao de Plasmina (TAL6003)

A adicdo de SK a solugdo de plasminogénio (TAL6003) purifica-
do efetua a conversao de plasminogénio (TAL6003) em plasmina (TAL6003).
A proteina foi concentrada até 2 mg/mL e diluida 1:1 com glicerina a 50%
para produzir uma solugdo a 1 mg/mL em glicerina a 25%. A solugao foi le-
vada até a temperatura ambiente e a estreptocinase foi adicionada em uma
razédo molar 1:100 de SK:plasminogénio (TAL6003). A reacdo foi incubada
sem agitar a temperatura ambiente por 4,5 h. A reacgao foi entdo desacelera-
da pela adigao de NaCl até uma concentracaa final 0,5 M. A analsie da ati-
vagao por SDS-PAGE indicou um rendimento de 90% de proteina ativada.

A plasmina (TAL6003) ativada foi purificada por Cromatografia
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de Afinidade com Benzamidina. O propésito da purificagdo por afinidade com
benzamidina foi a separagdo de plasminogénio (TAL6003) nao ativado e im-
purezas, incluindo produtos da degradagdo de plasmina (TAL6003), da
plasmina (TAL6003) ativa. A solugéo de ativagéo de SK foi aplicada a uma
coluna com Fluxo Rapido de Benzamidina-SEPHAROSE 4. A plasmina
(TAL6003), grampeada e intacta, foi capturada pela resina de afinidade en-
quanto que as impurezas supramencionadas escoavam através da coluna. A
coluna foi lavada com o tampao de equilibragao até que a absorvancia em
280 nm atingisse um valor basal. A plasmina (TAL6003) ligada foi entéo elu-
ida usando uma etapa com ¢ACA em pH baixo para extrair toda proteina
remanescente da coluna. Os rendimentos tipicos foram 75%, com proteina
que é 95% ativa como medida pelo ensaio de poténcia de plasmina cromo-
génica.

Devido ao fato de que a plasmina (TAL6003), similarmente &
plasmina de comprimento inteiro, & suscetivel a uma autodegradacao em pH
fisiolégico, um pH 3,6 foi escolhido para a formulacéo final (acidificada com
acido acético-solugdo salina). Como ilustrado anteriormente para plasmina
por Novokhatny et al., J. Thromb. Haemost., 1(5):1034-41 (2003), aqui incor-
porado como referéncia, e confirmado em experimentos com plasmina
(TALB003), esta formulagdo em baixo pH de baixa capacidade de tampona-
mento nao apenas permite a estocagem segura de plasminas ativas por pe-
riodos de tempo prolongados, mas é também compativel com a administra-
¢ao parenteral destes tromboliticos diretos. Quando misturada com plasma
ou tampdes de pH neutro, a plasmina (TAL6003)é reativada rapidamente.
Propriedades Enzimaticas da Plasmina (TAL6003)

A atividade amidolitica da plasmina (TAL6003) foi examinada
usando o susbtrato de plasmina D-Val-Leu-Lys-p-nitroanilida (S-2251) (Dia-
Pharma, West Chester, OH).

Para plasmina (TAL6003), em pH 7.4, 25°C em tampéo de PBS,
a constante Michaelis-Menten (Ku) para S-2251 foi descoberta como sendo
também 141 uM (Tabela 3). A kcat para a preparagao foi encontrada como

sendo cerca de 725 min"'. Usando titulagio com cloridrato de 4-nitrofenil 4-
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guanidinobenzoato (pNPGB) (Chase, T. e E. Shaw, Methods Enzymol.
197:20-27(1970)), a porcentagem de sitios funcionais foi encontrada como
sendo 67%. Corrigindo kcat para sitios de ativacdo percentual, uma kcat de
cerca de 725 min™ foi determinada. Este valor era muito perto do valor de-
terminado ne mesmo ensaio para plasmina de comprimento inteiro, 820 +/-
23 min" e para microplasmina (sem todos cinco kringles), 795 +/- 24 min™.
Estes dados indicam que a presenca ou auséncia de kringles né afeta a ati-
vidade catalitica do dominio de serina protease.

Tabela 3. Parametros em Estado de Equilibrio para Vérias Espécies de

Plasmina com substrato S-2251, em tamp&o de PBS, pH 7.4, 25°C.

Ku Kear
Plasmina 220 +/-9 uM | 820 +/- 23 min™
Miniplasmina 160 +/- 30 yM | 770 +/- 70 min”’
Microplasmina 145 +/- 13 yM | 795 +/- 24 min™
Plamina (TAL6003) | 141 +/-9uM [ 725 min”

A taxa de inibigao de plasmina (TAL6003) por dz-antiplasmina foi
determinada como sendo 1.8 + 0,06 x 107 M™'s™ usando o método de Wiman
e Collen (Wiman, B. e D. Collen, Eur. J. Biochem. 84:573-578 (1978)) no
qual a plasmin e ag-antiplasmina sao misturadas e depois testadas quanto a
atividade S-2251 em pontos no tempo especificos (Tabela 4). Este valor &
comparavel aos valores relatados para plasmina de 2,5 x 10" M's™ (vide
Anonick, et al., Thrombosis Res. 59:449 (1990)).

Tabela 4. Taxas de Inibicdo para Varias Espécies de Plasminas e Inibidores
Determinados a 22°C em tampao de PBS, pH 7.4.

az-antiplasmina

Plasmina 2,5+-0,5x 10" M's™ (iit.)
Miniplasmina 24+-05x10°M"s”
Microplasmina 1,8 +- 0,2 x 10° M's™

Plasmina (TAL6003) | 1,8 + 0,06 x 10’ M's™

Os mesmos experimentos conduzidos com microplasmina reve-
laram taxas de inibigio por az-antiplasmina de 1,8 x 10° M7 s" e 3,1 x 10° M’
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"' em dois experimentos separados. A taxa de inibigio por az-antiplasmina
de miniplasmina (composi¢do de dominio de miniplasmina, K5-SP) foi de-
terminada como sendo 2,4 x 10° M s™'. Estes dados estio em concordancia
razoavel com os valores da literatura para microplasmina e miniplasmina e
indicam que a inibicdo de plasmina (TAL6003) por as-antiplasmina € 40 ve-
zes mais rapida do que a inibigdo de microplasmina ou miniplasmina. Assim
sendo, estes resultados indicam que a plasmina (TAL6003) deve ser inibida
rapidamente por az-antiplasmina devido a presenca de kringle 1 em sua es-
trutura. Na totalidade, os dados apresentados nesta sec@o indicam que as
propriedades enzimaticas e inibitdrias de plasmina (TAL6003) sao similares
a plasmina de comprimento inteiro.

Os valores da literatura foram retirados de Anonick, ef al., T-
hrombosis Res. 59:449(1990). Todas as taxas foram medidas de acrodo
com os métodos publicados em Anonick, et al.

Eficacia Fibrinolitica /n Vitro

A eficacia fibrinolitica de plasmina (TAL6003) foi testada em um
modelo in vitro de ensaio de lise de codgulos usando o seguinte protocolo
experimental.

Uma comparagéo in vifro da eficicia trombolitica de plasmina
(TAL6003) com plasmina derivada de plasma. Quantidades equimolares de
plasmina derivada de plasma (0,25 mg/mL) e plasmina (TAL6003) (0,11
mg/mL) foram misturadas com coagulos sanguineos no tubo de ensaio e o
grau de lise de coagulos foi monitorado por absorvancia Aygy de material li-
berado a partir do coagulo.

As concentracoes de plasmina ou plasmina (TAL6003) necessa-
rias para superar inibidores plasmaticos na presenca de fibrina e iniciar a lise

de coagulos estao ilustradas na figura 9.
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REIVINDICAGOES

1. Polinucleotideo, caracterizado pelo fato de que consiste em
uma sequéncia de nucleotideos apresentada na SEQ ID NO 1 ou sequéncias
de nucleotideos da mesma codificando um polipeptideo tendo um sequéncia
de aminoacidos como apresentada na SEQ ID NO 2, em que a SEQ ID NO 2
tem:

a) um dominio kringle no N-terminal unico homaologo a um dominio
kringle de plasminogénio humano nativo, em que os quatro ultimos residuos
de aminoacidos dentro do dominio kringle sé&o V, P, Qe C; e

b) um sitio de ativagao do dominio C-terminal e dominio de serina
protease homologo aos dominios correspondentes no plasminogénio
humano; em que o polipeptideo se liga a lisina imobilizada.

2. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que o polipeptideo codificado apresenta uma afinidade de ligagéao
por fibrinogénio inferior a afinidade de ligagdo por fibrinogénio de
miniplasmina.

3. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que o polipeptideo apresenta uma afinidade de ligagao por fibrina
parcialmente clivada superior a afinidade de ligag&o por fibrina parcialmente
clivada de miniplasmina.

4. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que o polipeptideo tem uma imunogenicidade reduzida em
comparagao com um polipeptideo de referéncia, em que o polipeptideo de
referéncia tem uma sequéncia de aminoacidos primaria idéntica a sequéncia
de aminoacidos primaria do polipeptideo, com a condicdo de que os quatro
ultimos residuos de aminoacidos do unico dominio kringle no N-terminal do
polipeptideo de referéncia ndo sejam V, P, Qe C.

5. Método para produzir um ou mais polipeptideos de plasmina
recombinante, tendo diferentes N-terminais, caracterizado pelo fato de que
compreende:

a) proporcionar um polipeptideo tendo uma sequéncia de

aminoacidos como apresentada na SEQ ID NO 2;

Peticao 870190032527, de 04/04/2019, pag. 7/14



b) contatar o polipeptideo obtido na etapa (a) com uma protease
sob condigdes suficientes para clivar uma ou mais ligagdes peptidicas,
formando desta forma um ou mais polipeptideos de plasmina recombinante
que tém diferentes N-terminais.

5 6. Método de acordo com a reivindicagédo 5, caracterizado pelo
fato de que proporcionar compreende expressar uma sequéncia de DNA
ilustrada em SEQ ID NO:1, ou sequéncias de nucleotideos degenerada da

mesma, em E. Coli.

Peticdo 870190032527, de 04/04/2019, pag. 8/14
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~19 1
MEHREVVLLLLLFLKSGQGEPLDDYVNTQGASLPSVTKKQLGAGSIEECAAKCEEDEEFTCRAFQ

78

YHSKEQQCVIMAENRKSSIITR e DR L

136 143 153 162

NS 1 .- £ FECMHCSGENYDG

kringle 1

234
KISKTMSGLECQAWDSQSPHAHGY IPSKFPNKNLKKNYCRNPDRELRPWCFTTDPNKRWELCDIFP
kringle 2

RCTTPPPSSGPTYQCLKGTGENYRGNVAVTVSGHTCQHWSAQT PHTHNRT PENF PCKNLDENYCR
kringle 3

324
NPDGKRAPWCHTTNSQVRWEYCKIPSCDSSPVSTEQLAPTAPPELTPVVODCYHGDEQSYRGTSS

426
TTTTGKKCQSWSSMTPHRHOKTPENY PNAGLTMNYCRNPDADKGPWCFTTDPSVRWEYCNLKKCS
kringle 4

GTEASVVAPPPVVLLPDVETPSEEDCMFGNGRGYRGEKRATTVTGTPCQIWAAQEPHRHSITFTPET
kringle 5

532 542 561

NPRAGLEKNYCRNPDGDVCGPWCY TTNPRELYDYC D N S

791

T e e S (SEQ ID NO:4)



HK1
HK2
HK3
HK4
HK5S

CKTGNGKNYR
CMHCSGENYD
CLKGTGENYR
CYHGDGQSYR
CMFGNGKGYR

(con’t)

HK1
HK2
HK3
HK4
HK5

CRNPDNDPQG

GTMSKTRNGI
GKISKTMSGL
GNVAVTVSGH
GTSSTTTTGK
GKRATTVTGT

PWCYTTDPER
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FIG. 4
TCQRWSSTSP

TCQHWSAQTR
RCQSWSSMTR
PCODWAAQEP

RYDYCDILEC

CRNPDRE-LR
CRNPDGK-RA
CRNPDAD-KG
CRNPDGDVGG

BWCFTTDPNK
BWCHTTNSQV
PWCFTTDPSV
PWCYTTNPRK

RWELCDIPRC
RWEYCKIPSC
RWEYCNLKKC
LYDYCDVPQC

HR-PRESPAT HPSEGLEENY
HA-HGYIPSK FPNKNLKKNY
HT-HNRTPEN FPCKNLDENY
HR-HQKTPEN YPNAGLTMNY
HRHSIFTPET NPRAGLEKNY

ID NO:11)
ID NO:12)
ID NO:13)
ID NO:14)
ID NO:15)

(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
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% de ativagéo
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FIG. 6

Taxa de ativagéo de estreptocinase
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Absorvéancia a 280 nm
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FIG. 8
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FIG. 10

1M (X)KVYLSE (FKT GNGKNYRGTMSKTKNGIT ?QKWSSTSPHRPRFSPATHPSE

1
59 GLEENY CRNPDNDPQGPW CYTTDPEKRYDY CDVPQCAAPSFD ?GKF'GVEP

108 KK € PGRVVGG SVAHPHSWFWQVSLRTRFGMHF (EGGTLISPE‘NVLTAAH L]L

158 EKSPRPSSYKVILGAHQEVNLEPHVQEIEVSRLFLEPTRKDIALLKLSSP

[ :
209 AVITDKYIPA CLPSPNYWADRTE CFITGWGETQGTFGAGLLKEAQLPVI

|
259 ENRY (iNRYEFLNGRVOSTEL ?AGHLAGGTDS CICIGDSGGPLV C FEKDKYIL

|
309 QGVTSWGLG CARPNKPGYVYVRYSRFVTWIEGVYMRNN
X=RDWVLFEK

(SEQ ID NO:2)
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