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Descricao referente a patente de
invencao de BEHRINGWERKE AKTIENGES-
ELLSCHAFT, alema, industrial e
comercial, com sede em D-3550 Mar-
burg, Alemanha Ocidental, (invento-
res: Dr. Klaus Peter Radtke, resi-
dente nos Estados Unidos da Ameérica
e Prof. Dr., Norbert Heimburger
e Karlheinz Wenz, residentes na
Republica Federal Alema) para "PRO-
CESSO PARA A PURIFICAGAO DO INIBIDOR
DO ACTIVADOR DE ©PLASMINOGENIO 2
(PATI-2)"

DESCRICADO

A  presente invencao refere-se a
um processo para a purificacao do inibidor do activador de
plasminogenio 2 (PAI-2), por meio do qual se precipitam as

impurezas com uma base acridina ou quinolina.

Os activadores de plasminogeénio
. (PA) sao proteases de serina, que activam o sistema fibrinoli-
| tico. Transformam o pro-enzima inactivo plasminogenio no enzima
activo plasmina, que degrada a fibrina e o fibrinogenio., No
- organismo existem dois PA, o activador de tecidos (tissue
| plasminogen activator, t-PA) e o PA id&ntico a uroquinase
(u-PA), produzido pelas ceélulas dos rins e ainda por outras
celulas normais ou malignas. O t-PA tem um significado especial
na prevencao de tromboses. O u-PA inibe a formacao de aglomera-
dos de fibrina nas vias urinarias, mas contribui também para

a cicatrizacao de feridas e foi encontrado em formacao neoplé—

. sicas.,




A concentracao e a actividade dos

PA sao reguladas atraves da sua sintese e tambem por meio
de inibidores. Sao conhecidos dois inibidores especificos
de PA (Pai) gque nao inibem a plasmina ou outras proteases.
Um deles e produzido pelas celulas endotelicas (PAI-2) e o

outro pela placenta (PAI-2), tambem designado por "minactivina"

Partindo de um extracto de placenta
pode, de acordo com o estado da técnica, por meio de um fracci-
onamento com sulfato de amonio, adsorpgcao de impurezas em
CM-Sephadex 50, filtracao de gel e cromatografia em hidroxila-
patite, conseguir-se um enriquecimento de 120 vezes em PAI-
2. Obtém-se assim duas formas de PAI-2 com pesos moleculares
de 70 e 43 KDa. Utilizou-se tambem para a purificagao cromato-
grafia de afinidade imunologica bem como uma combinacao de
cromatografia de afinidade imunolodgica e cromatografia FPLC,
Uma combinacao de 8 passos processuais, constituida por uma
precipitagao com sais neutros, cromatografias em (R)Sepharose
CM e DEAE e hidroxilapatite, bem como por uma electroforense
preparativa, conduziu, partindo de placenta, a um PAI-2 puro
com um peso molecular de 47 KDa. Era tambem conhecido que
os passos de purificacao cromatografica eram favorecidos pela

adigao de agentes redutores do tipo do ditiotreitol.

O objectivo da invengao & o de
descobrir um processo mais facil, aplicavel a escala industri-

al, para a obtencao de PAI-2.

Descobriu-se surpreendentemente
que se podem precipitar impurezas a partir de uma solucao
de PAI-2, com lactato de 2-etoxi~6,9~diaminoacridina, enquanto

que o proprio PAI-2 se mantém dissolvido na camada sobrenadan-
te,.

Revelou-se vantajosa uma pré-incuba-
cao com ditiotreitol (DTT).

0 objectivo da invengao & um proces-
so para a purificagao de inibidor do activador de plasminogenio
2 (PAI-2), caracterizado por se pre-incubar uma solucao conten-

do PAI-2 com um agente de cisao de pontes di-sulfureto, de




preferéncia ditiotreitol (DTT) e se adicionar a quantidade
suficiente de uma base acridina ou quinolina adequada, soluvel
em égua, de preferéncia lactato de 2-etoxi-6,9~diaminoacridina,
de modo a que o precipitado formado contenha pouco PAI-2,
se separar este precipitado e se isolar o PAI-2 a partir da
camada sobrenadante e, conforme o caso, se continuar a purifi-

cagao de acordo com processos conhecidos.

Por adigao de menores gquantidades
de base acridina ou quinolina, em relagao a quantidade de
proteinas dissolvidas, precipita-se tambem o PAI-2. £ conveni-
ente uma concentracao de um sal da base, soluvel em égua,
de preferéncia lactato de 2-etoxi-6,9-diamino-acridina, de
200 mg a 2g/g de proteina na solugcao (o Pai-2 continua dissol-
vido). Trabalha-se a um PH de 5,5-8,5.

A solucao contendo o PAI-2 pode
pasteurizar-se previamente, conforme o caso, por adicao do

estabilizadores, de preferéncia glicina e/ou sacarose.

De preferéncia, a solucao contendo
PAI-2 & um extracto de placenta ou uma solucao contendo PAI-

-2 preparado por engenharia genéetica.

O agente de cisao de di-sulfureto
emprega-se numa concentracao de 10 mmol/l a 250 mmol/1, de
preferéncia 100 mmol/l. Efectua-se a pre-incubacao durante
15 minutos a 3 horas, de preferéncia 1 hora, a 10 a AOOC,

de preferéncia a cerca de 37°C.

Quando se proceda da forma acabada
de descrever, na camada sobrenadente encontram-se 85-907 da

actividade inicial do PAI-2, mas apenas 5-8% da quantidade

inicial de proteina.

A partir da camada sobrenadente,
apos a precipitacao, pode dessalinizar-se a base acridina,
de preferéncia com NaCl a 5%, e concentrar-se o PAI-2 por
meio de uma precipitacao com sulfato de amonio, por exemplo
por saturagao da solugao a 80% com sulfato de amonio, o que,

. [ . . -~ -~
eém conjunto com uma pre-precipitacao com uma saturagcao a 307%




da solugao com sulfato de amonio, conduz a uma purificagéo
adicional. Uma vez que, por precipitagéo com rivanol e sulfato
de amonio, se separam cerca de 90% da proteina utilizada,
pode submeter-se a pequena quantidade restante a processo
de purificagéo que estejam limitados a pequenos volumes: por
exemplo, uma cromatografia em DEae - RAffigel—-Blue, um gel
para cromatogrfia com afinidade bifuncional, constituido por
grupos dietillaminoetil e corante RCibacron Blue F3GA, ligados
covalentemente a agarose e a hidroxilapatite. Um material
com este grau de pureza pode ja ser adequado para utilizacao
com fins terapduticos. A ultima purificacao pode efectuar-
se por cromatografia hidrofobica numa coluna de fenilalanina,

havendo contudo que contar com perdas elevadas.

0 PAI-2 obtido pode, conforme o

caso, ser ainda pasteurizado, caso nao o tenha sido previamente.

Descreve-se em seguida o processo

de acordo com a invenc¢ao:

Para seguir a obtengao de PAI-2
utilizou-se um metodo amidolitico em conjugagao com o substrato
cromogénico S-2444 da firma Kabi (Glu-Glu_Arg-pNa).

Para a determinag¢ao incubaram-se 50 pl de uroquinase (u-PA)
(1000E/ml) com 100 pl da amostra contendo PAI-2, durante 4
minutos a temperatura ambiente e colocam-se 80 pl desta mistura
numa celula de plastico pre-aquecida a 37°C. Em seguida adicio-
naram-se-lhe 50 pl de tampao A e 20 pl de S-2444 (6 mM). Deter-
minou-se o aumento da absorpgao a 280 nm num analizador de
centrifugacao Cobas Bio. Compararam-se os valores medidos
com os de uma curva de diluigao obtida a partir de uma serie

de diluicao de um padrao de PAI-2.

Materiais utilizados para o isola-
mento de PAT-2:

- Lactato de 2-etoxi-6,9-diaminoa-
cridina (lactato de 6,9-diamino-2-etoxiacridina): Sigma Chemie
GmbH, D-6100 Darmstadt; para a precipitacao fraccionada utili-

zou-se uma solugao a 2,5% (p/v) em Tris 12,5 mM; pH 6,8.

- Ditiotreitol (DTT): Serva Feinbio-
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chemiKa GMbh & Co., D-6900 Heidelberg

- Hidroxilapatite: RBioRad, Richmond
CA, USA

- Fenilalamina - RSepharose e RSe—

. pharose 4B activada com CNBr: Deutsche Pharmacia GmbH, D-6900
. Freiburg

- S-2444 . Kabi Vitrum, S5-11287
Stockholm, Suecia

- Tris(hidroximetil)aminometano
(Tris): E. MercK, D-6100 Darmstadt

- Uroquinase (RActosolo): Behring-
werKe AG, D-3550 Marburg _

- Tampao A.: 50mM Tris; pH8,4: 1%
de poligeling; 100 mM NaCl; 0,01% de “Triton X 100 e 0,01%
de NaN

> - Tampao B: 20 mM Tris; pH 7,5;

20 mM DTT
- Tampao C: 20 mM Na,HPO,; pH 6,8;

20 mM DTT

- Tampao D: 20 mM Tris; pH 7,5
20 mM DTT; 307 de sulfato de amonio saturado

- Tampao E: 20 wM Tris; pH 7,5;
100 mM NaCl

- - Tampao F: 20 mM Tris; pH 6,8

Exemplo

Como materia prima para a preparacao

;de PAI-2 utilizou-se placenta humana isenta de sangue, lavada

e congelada, que se pulverizou num "cutter" e se extraiu em

' seguida com NaCl a 0,5% e EDTA 3mM. Os residuos celulares

removeram-se por centrifugacao e precipitou-se a camada sobre-
nadante com Rivanol a 8%, dissolveu-se o precipitado e subme-
teu-se a uma precipitagao fracionada com sulfato de amonio. O
precipitado, que continha o PAI-2, dissolveu-se em tampao

F e dializou-se neste. O extracto de placenta concentrado

rcontinha 4615 U de PAI-2/ml com uma actividade especifica




de 120 U/mg. Utilizou-se este material para posterior alta

purificacgao,

- Precipitagao com Rivanol e sulfato de

- .
amonio

Incubaram-se 500 ml do material

- de partida acima descrito (Tab. 1) com 7,7g de DTT (concentra-

cao final 100 mM) a 37°C durante 1 hora. A esta solucao adicio~
naram-se gota a gota e sob cuidadosa agitacao continua 1 520
ml de uma solugao de rivanol a 2,5%, atingindo-se assim uma
concentragao final de 200%. O precipitado obtido removeu-se
por filtracao e separou~-se o rivanol em excesso, a partir
da camada sobrenadante, por adicao de 100g de NaCl solido,
ate uma concentragéo final de 5%. Adicionou-se entao a camada
sobrenadante 343g de sulfato de amodnio so6lido, ate se atingir
uma concentragao final correspondente a uma saturacao de 30%.
Separou-se o precipitado por centrifugacao (20 minutos, 3000
u/min.) e adicionou-se em seguida 694g de sulfato de amonio
solido ate uma concentracao final de uma saturacao de 80%.
0 precipitado assim obtido dissolveu-se en tampao B concentrado

e dializou-se. Obteve-se assim 80 ml de residuo de sulfato

de amonio dissolvido e dializado.
~ Cromatografia em DEAE - RAffigel—Blue

Colocaram~se 80 ml do precipitado

com sulfato de amodonio numa coluna DEAE-Affigel-Blue (17,5

X 4,4 cmy 260 ml de camada de gel), equilibrada com tampao

B. Eluiu-se a coluna com um gradiante de NaCl em tampao B
(2 x 1000 ml), estendendo-se numa gama de 0 a 200 mM NaC1l,
a uma velocidade de fluxo de 90 ml/hora. No decurso da eluicao
mediu-se a concentracao de albumina pela densidade optica

(0D) a 280 om © determinou-se a actividade de PAI-2 como des-
crito.

- Cromatografia em hidroxilapatite

Recolheram-se 472 ml das fraccoes
contendo PAI-2, do passo anterior, dialisaram-se contra tampao

C e aplicaram-se a uma coluna de hidroxipatite (15 x 3,2 cm;
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56 ml de camada de gel) (Tab. 1), equilibrada com o mesmo
tampao. Eluiu-se a coluna com uma velocidade de fluxo de 50
ml/hora e com um gradiante de sal de fosfato de sodio (0,02
a 0,3M; 2 x 250 ml) em tampéo C. Determinaram-se continuamente

a concentragao de albumina e a actividade de PAI-2 no eluido.
- Fenilalanina - RSepharose

Recolheram—-se as fracgaes contendo
PAI-2, obtidas apos cromatografia em hidroxilapatite e, a
120 ml deste material adicionou-se 13,2 g de sulfato de amonio
s61ido, de modo a atingir uma saturacao de 30%. Aplicou-se
esta solugao a uma coluna do fenilalamina~RSepharose, equili-
brada com o tampao D. FEluiu-se a resina com uma velocidade
de fluxo de 20 ml/hora, com um gradiante constituido pelos
tampoes D e B(2 x 100 ml). recolheram-se as fracgoes contendo
o PAI-2 e caracterizaram-se. 0 material purificado ao mais
alto grau apresentava uma actividade especifica de 60 000
U(unidades)/mg e caracterizava-se na electroforese de gel
em SDS-poliacrilamida por uma banda com um peso molecular
de 43 KDa, que se pdde identificar num ensaio imunologico

. k] .
com um anti corpo monoclonal especifico.
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Processo para a purificagao do inibi-

dor do activador de plasminogenio 2 (PAI-2), caracterizado

' por se pre-incubar uma solucao contendo PAI-2 com um agente

de cisao de ligacoes em ponte dissulfureto, e se fazer reagir
com a quantidade necessaria de uma base de quinolina ou de

acridina adequada, soluvel em agua, de preferéncia com lactato

i de 2-etoxi-6,9-diaminoacridina, de, de modo que o precipitado

formado contenha gquando muito uma pequena quantidade de PAI-
-2, se separar em seguida este precipitado e se isolar o PAI-
-2 a partir da camada sobrenadante e, conforme o caso, se

continuar a purifica-lo de acordo com processo conhecidos.

Processo para a purificagao de PAI-
-2, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado por a solu-
950 contendo o PAI-2 ser um extracto de placenta ou uma solugéo

de PAI-2 preparado por engenharia genetica.

Processo para a purificacao de PAI-
-2, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado por o agente

de cisao do dissulfureto ser o ditiotreitol.

Processo para a purificacao de PAI-
-2, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado por o agente
de cisao de dissulfureto se empregar numa concentracao de
10 mmol/1 a 250 mmol/1, de preferé&ncia de 100 mmol/1.

Processo para a purificagcao de PAI-

-2, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por se
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efectuar a preé-incubagao durante um periodo de 15 minutos

a 3 horas, de preferéncia durante uma hora.

Processo para a purificagao de PAI-

-2, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado por se
. . ~ o}

efectuar a pre-incubagao a uma temperatura de 10 a 40°C, de

. 0
preferéncia a cerca de 37 C.

Processo para a purificagao de PAI-
-2, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado por se
fazer reagir, a base, em solucao, a um valor de pH de 5,5
a 8,5.

Processo para a purificagao de PAI-
-2, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado por se

proceder a pasteurizagao da solucao contendo PAI-2.

A requerente reivindica a prioridade
do pedido alemao apresentado em 6 de Setembro de 1989, sob
o N¢, P 39 29 504.4,.

Lisboa, 05 de Setembro de 1990
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RESUMO

"PROCESSO PARA A PURIFICACAO DO INIBIDOR DO ACTIVADOR DE PLAS-
MINOGENIO 2 (PAI-2)"

A invencao refere-se a um processo
para a purificagao do inibidor do activador de plasminogénio
2 (PAI-2), que compreende pre-incubar-se uma solugcao contendo
PAI-2 com um agente de cisao de ligacoes em ponte disulfureto,
e se fazer reagir com a quantidade necessaria de uma base
de quinolina ou de acridina adequada, soluvel em agua, de
preferéncia com lactato de 2-etoxi-6,9-diaminoacridina, de
modo que o precipitado formado contenha quando muito uma peque-
na quantidade de PAI-2, se separar em seguida este precipitado
e se isolar o PAI-2 a partir da camada sobrenadante e, conforme
o caso, se continuar a purifica-lo de acordo com processos

conhecidos.
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