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Resumo

O presente invento estd relacionado com
um processo para a preparagdo de activadores do plasminogénio
glicosilados derivados da urocinase de cadeia simples (scu PA)

alterada no dominio tipo Factor de Crescimento (aqui referidos
também como GASGAS).
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MODIFICADOS"




Os compostos do invento sdo de preferén-
cia preparados por engenharia genética do DNA codificador do
uPA e possuem propriedades farmacoldgicas melhoradas, nomea-

damente no tratamento de doencas trombdticas.

O processo de preparagdo consiste, es-
séncialmente em se proceder a) a modificaclo quimica de um
scu-PA ou uPA nativo, ou b) a alteragdo da regidio uPA codifi-
cadora da GFD (dominio tipo factor de Crescimento), por de-

lecgdo, insercdo ou mutacdo.




Este invento estd relacionado com um mé-
todo para a producdo de activadores do plasminogénio glicosi-
lados, derivados da urocinase de cadeia simples (scu-PA) com
o dominio do Factor de Crescimento (GFD) alterado (aqui refe-
ridos também por GASGAs). Mais particularmente, ele relacio-
na-se com um método para a produglo de GASGAs que se caracte-
riza pela recuperagdo do gene do uPA a partir de uma biliote-
ca gendmica, sua insercg8o num vector de expressdo, modifica-
cdo do plasmideo e alteracdo do GFD do gene uPA, introducio
dos vectores tipo plasmideo assim obtidos numa célula animal
para produzir com eles, transformantes e recuperacio dos ac-
tivadores do plasminogénio glicosilados, derivados de scu-PA
e com GFD alterado, a partir das células animais transforma-

das.

Um outro objectivo do invento & repre-
sentado por derivados do activador do plasminogénio de urina
humana tendo o dominio tipo Factor de Crescimento (GFD) alte-
rado. Mais particularmente, o presente invento engloba deri-
vados do activador do plasminogénio de urina humana de cadeia
simples ou dupla tendo alterada a regifo entre o am}noécido
9 e o aminodcido 50 da sequéncia do scu-PA humano (c.f. por
exemplo a sequéncia do u-PA publicada em EP-A-92182), de pre-
feréncia entre o aminodcido 9 e o aminodcido 45 e ainda mais

preferido entre o aminodcido 19 e o aminodcido 32.

A uroquinase (uPA) € um activador do
plasminogénio, obtido a partir de urinas humanas, que & usado
no tratamento de vdrias formas de trombose ou doencas deriva-
das a embolias. A produgdo de urocinase tem sido baseada na
purificacdo da enzima esséncialmente a partir de urina huma-
na. Com o desenvolvimento da tecnologia de cultura de célu- -
las e a disponibilidade de anticorpos especificos anti-uroci-
nase (anticorpos monoclonais assim como anticorpos policlo-

nais), mostrou-se que o uPA é um produto da activac8o do pro-
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-uPA produzido pelas células (Wun et a&{iil98§, J. Biol. Chen.
257, 7262-7268; Nielsen et al., 1982, Biochemistry 21, 6410-
-6415). Pro-uPA é uma proteina de cadeia simples, enquanto
que o uPA é uma proteina de duas cadeias. A conversdo de pro-
-uPA em uPA depende da clivagem de uma udnica ligacdo peptidi-
ca do pro-uPA (Verde et al., 1984: Proc. Natl. Acad. Sci. USA
81l; 4727-4731; (1984); Giinzler et al; Hoppe S. Zschrp. Phy-
siol. Chem. 363, 1155-1165, 1982). Esta clivagem especifica
do pro-uPA de cadeia simples resulta num aumento de cerca de
50 vezes da actividade especifica e é obtida com enzimas pro-
teoliticas tais como tripsina ou plasmina. Em particular, a
plasmina parece ser responsdvel por esta conversdo também in

vivo.

Uma forma inactiva do activador do plas-
minogénio foi identificada em culturas celulares de rim em-
briondrio humano por C. Nolon jd em 1977 et al., (Biochim
Biophys Acta 1977; 496:384-400). Esta substéncia, que os au-
tores consideraram como sendo uma forma de pro-activador da
urocinase, foi activada pela tripsina sem alteracdo do peso
molecular e, uma vez activada, foi inibida por anticorpos de
coelho contra urocinase humana. O "pro-activador" inactivo
foi separado da forma activa por meio de uma cromatografia de
afinidade em benzamidina-Sepharose. Stoppelli M.P. et al. des-
creveram o isolamento e caracterizacdo de um fragmento amino
terminal do uPA (ATF) indo do aminodcido na posicdo 1 até ao
da posigdo 135 em Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1985, 82, 4939-
-4943,

7

Na patente Europeia 40238 estd descrito
um activador do plasminogénio de cadeia simples tendo peso mo-
lecular de cerca de 56.000, uma actividade especifica de 40 .004
-50.000 unidades CTA/mg numa placa de fibrina e com uma afini-

dade elevada para fibrina.

O Pedido de Patente Europeia Publ. N@
92182 relaciona-se com a preparacdo de derivados da urocinase
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via tecnologia de DNA recombinante. Em particular, descreve
a purificag¢do e caracterizacdo de urocinase de baixo peso mo-
lecular (cerca de 30.000 daltons) obtida por técnicas de DNA

recombinante num hospedeiro procaridtico (E. coli).

No Pedido de Patente Europeia publicacédo
N2 154272 estd divulgado um método para a producio de uroci-
nase de cadeia simples glicosilada em células animais por tec-
nologia de cDNA recombinante usando um cDNA obtido a partir
do mRNA de uma linha celular estabelecida derivada de rim hu-
mano. A clonagem do gene do uPA humano foi descrita por Ri-
cio et al. (Nucl. Acid. Res., 1985, 13, 2759-2771).
codificadora estd-subdividida em onze exdes separados por dez
intrdes.

A regido

Eles divulgaram que os dominios funcionais na pro-
teina podem ser reconduzidos para diferentes exdes ou grupos
de exdes. Em particular, encontrou-se um certo grau de homo-
logia entre a sequéncia de aminodcidos de 10 a 50, que € na
sua maior parte sintetizada pelo exdo IV, e o factor de cres-
cimento epidérmico (EGF) e o factor transformante tipo alfa.
Este dominio tipo factor de crescimento parece estar envolvi-
do no reconhecimento e ligag¢do da proteina (uPA/scu-PA) pelos
receptores especificos da membrana celular (Stoppeli et al.,
Natl. Acad. , USA, 1985, 82, 4939-4943 e Appella

et al., J. Biol. Chem., 1987, 262, 4437-4440).

Proc. Sci.

Os derivados tipo urocinase com o GFD
alterado do invento (GASGAs) sio derivados do scu-PA/uPA em
gue a proteina GFD foi alterada por um dos meios conhecidos
para obter novos derivados com uma durag¢do prolongada da ac-
¢do quando. comparado com uPA. Esta acc¢do prolongada pode ser
mostrado em testes in vitro e em experiéncias in vivo (em par-
ticular, em modelos animais convencionais que se sabe preverem

a actividade no homem). Considerando a semi-vida curta do

uPA in vivo é evidente a necessidade de compostos tendo as
propriedades dos compostos do invento. Um outro grupo de com-
postos do invento é representado pelos compostos em gue uma

ou mais cdpias da sequéncia GFD estido inseridas, de preferén-
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cia imediatamente a jusante ou a montante do GFD "natural".

Os métodos até agora conhecidos para mo-
dificar uma proteina numa determinada sequéncia especifica
incluem modificagdo "directa" da proteina, e.g. por meios qui-
micos, e modificagdo "indirecta" da proteina, e.g. por manipu-
lacdo de engenharia genética da regido codificadora da protei-
na. As modificacles quimicas incluem reaccdo selectiva de
scu-PA ou uPA '"nativos" com reagentes de derivatizacdo de uma
ou mais das func¢des dosaminodcidos na regido entre o amino-
dcido 9 e o aminodcido 50, de preferéncia entre o aminodcido
9 e o aminodcido 45 e mais preferivel entre o aminodcido 19
e o aminodcido 32. Os agentes de derivatizacdo s3o conheci-
dos per se. Por exemplo, para aminodcidos bdsicos, tais como
lisina ou arginina, pode-se usar um reagente capaz de formar
ligag¢des amida ou outras ligac¢des organicas com uma funcdo
amino como sejam anidrido acético, 1,2-ciclo-hexadiona e fe-
nilklioxal, enquanto que para aminodacidos &dcidos, como seja o
dcido aspdrtico a esterificacdo poderd ser a derivatizacdo
mais conveniente. Caso seja necessdrio, as condig¢des de reac-
¢do selectiva podem ser acopladas a proteccdo de outras fun-
¢Oes susceptiveis na proteina por meio de agentes protecto-

res conhecidos per se.

Um método de modificacdo preferido € no
entanto representado pela engenharia genética da regifo codi-
ficadora da proteina e em particular das regides do DNA e/ou
mRNA codificadoras do dominio GF da proteina, i.e. as regides
codificando: pg aminodcidos entre 9 e 50, de preferéncia entre
9 e 45 e ainda mais-preferéncialmente entre 19 e 32, de modo
a introduzir modificagdes na proteina final para que nfo se
ligue ao seu receptor especifico nos mondcitos U937 (cf. Sto-
ppelli M.P. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82, 4939-4943,
1985). '

Uma modificacdo preferida é uma modifi-
cagdo de engenharia genética do DNA gendmico codificador do
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uPA entre 1027 pb e 1784 pb (assumindo 6 sitio de iniciacédo

da transcrigdo do mRNA como sendo pb 1).

As modificagles genéticas da regido ge-
nética codificadora da regifio de ligacdo da proteina "nativa"
podem ser efectuadas. em DNA gendmico ou ¢DNA. Elas incluem
delecgdes, mutagdes e insergdes dirigidas na sequéncia do dci-
do nucleico. O principal resultado destas modificacdes & im-
pedir a capacidade de ligacgdo de scu-PA ou uPA a receptores,
mantendo ao mesmo tempo a sua capacidade enzimdtica inaltera-
da. Ocasionalmente, e de facto frequentemente, pode ocorrer
um novo aminodcido na sequéncia da proteina modificada como
resultado das referidas modificagdes. Por exemplo, quando se
faz uma deleccdo entre o sitio PstI no intrdo C (i.e. no in-
trdo entre os exdes III e IV do gene do uPA) e o sitio BglIT
no intrdo D (i.e. o intrdo entre os exdes IV e V), obtem-se
um GASGA em que a delecgdo da sequéncia de aminodcidos entre
Serq e Asp45 é acompanhada pela introducdo no seu lugar de
um novo aminodcido, particularmente tirosina, codificada pelo

tripleto originando pelo processo de ligacl3o apds a deleccdo.

Uma execugdo preferida do invento é re-
presentada por um processo de modificacdo que inclui a delec-
¢do da regido correspondente ao ex3o IV num DNA gendmico ou
CcDNA do uPA ou num hibrido de DNA gendmico do uPA-cDNA. Quan-
do se faz isto numa sequéncia gendmica, é também possivel e
por vezes mesmo conveniente cortar a sequéncia de DNA nas re-
gides dos intrdes relativamente prdximas do exdo IV. 1Isto
pode ser feito por vdrios processos conhecidos per se. Unm
processo preferido é representado pela introducdo de sitios
de restrigdo uUnicos nos intrdes a volta do exdo IV num vector
contendo toda a ORF do uPA a jusante de um promotor, obtendo-
-se assim dois derivados de vector diferido apenas na presen-
ca de um novo sitio no intr3o C ou no intr3o D. A digéstdo
com enzimas de restricdo destes novos sitios assim como no
terceiro nesta regido que € comum nos dois plasmideos e reli-

gagdo dos fragmentos de plasmideo resultantes produz, entre
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outros, um novo plasmideo em que a regido a montante do novo

sitio no intrdo C foi fundida com a regio a jusante do novo
sitio no intr8o D, i.e. uma sequéncia sem virtualmente toda

a regido correspondente ao GFD do uPA. Um outro processo de
modificagdo preferido compreende a transformacdo, por técni-
cas conhecidas per se, do sitio PstI no intr8o C da regido
codificadora do uPA num sitio Sall e transformacdo do sitio
BglII no intrdo D num XhoI, delec¢do da regidio entre estes
dois sitios com as enzimas de restricio adeqﬁadas, e ligacdo
dos dois fragmentos um ao outro para se obter uma nova sequén-
cia codificadora de uPA que codifica um derivado GASGA em que
a sequéncia de aminqécidos entre Sery e Asp,s é substituida
por uma unidade Tir. Mais particularmente, o plasmideo re-
sultante ndo tem a sequéncia de aminodcidos entre Ser9 e
Lis23 e entre Fen25 e Asp45 enquanto Tir24 que € originalmen-
te codificada por um coddo TAC foi substituida por um residuo
Tir codificado pelo coddo TAT originado pela fusdoda ORF do
exdo III com a do exdoV. De preferéncia, o processo acima &
efectuado num vector que contem a ORF (grelha de leitura aber-
ta) do uPA de modo a obter-se directamente um vector de ex-
pressdo para GASGA. Como alternativa, também se pode obter
um mutante de delecgdo a partir de um plasmideo codificador
de uPA tendo um sitio udnico introduzido a jusante do exdoIV
como descrito atrds, (e.g. um sitio XhoI) por deleccdo de
porgdes de DNA maiores a montante e a jusante do ex3o0 IV e
substituindo estas sequéncias com um fragmento que reintroduz
uma parte da sequéncia eliminada que ndo inclui o exdo IV.
Mais particularmente, um vector contendo a ORF do uPA e si-
tios de restricdo uUnicos como descrito acima é tratada com a
enzima que é especifica para o sitio uUnico introduzido a ju-
sante do exdo IV, (e.g. XhoI) e com uma outra enzima que é
especifica para um outro sitio dnico a montante do exdo IV
(e.g. HindIIT que j& estd presente no intrfo B, i.e. o intrdo
que precede o exdo IV). O fragmento de plasmideo resultante.
a que falta o exdo III e IV é ligado através de extremos coe-
sivos e cegos adequados a um fragmento contendo apenas o ex3o

IIT (mas n8o o ex8o0 IV) na orientacdo correcta de modo a man-




ter a grelha de leitura correcta. O vector obtido &€ um vec-
tor de expressdo de GASGA codificador de uma proteina que é
um derivado de GASGA do invento. Numa execucdo preferida des-
te método, um vector de expressdo do uPA contendo a ORF deri-
vada do gene uPA é modificada por insercdo de um sitio XhoI
no lugar do sitio BglII presente no intrdo D (Fig. 3) segui-
do de digestd@o com XhoI e HindITI. Obteve-se e isolou-se um
fragmento de DNA contendo a maior parte do plasmideo original
mas esséncialmente sem a sequéncia correspondente aos exdes
ITT e IV. Este fragmento € ligado a um fragmento HindIII-
-Sall que se estende do intr3o B ao intrdo C, contendo assim
o exdo III, para se obter um vector de expressdo de GASGA do
invento em que existe uma sequéncia codificadora de uPA es-
séncialmente sem a sequéncia de DNA correspondente ao exdo IV,
na prépria grelha de orientacdo e portanto capaz de codificar
uma proteina GASGA do invento. O fragmento HindIII-Sall,
atrds mencionado, é obtido por digestdo do HindIII, seguindo-
-se uma ligagdo Sall as extremidades de um fragmento PstI
contendo esséncialmente exdo III que é obtido por tratamento
PstI de um vector contendo a sequéncia codificadora de uPA de
origem gendmica. O vector de expressdo obtido codifica um
GASGA a que falta os aminodcidos desde Ser9 até Lis23 e desde
Fen25 até Asp45 e em que Tir24 codificador por um coddo TAC,
foi substituido por uma Tir codificador pelo cod3o TAT ori-

ginado na fusdo da ORF do ex3o IIT com a do exdo V.

Como foi referido atrds, um derivado do
UPA do invento (GASGA) pode ser obtido também com insercdes
no GFD do uPA "natural" de modo a que a sua capacidade de li-
gagcdo ao receptor do uPA seja substidncialmente reduzida ou
completamente inibida. Um método preferido inclui modifica-

¢do de um gene ou cDNA codificador do uPA ou um hibrido gene

- do uPA/cDNA por engenharia genética. Sabe-se de facto que a

mutagénese de genes pode ser obtida com uma série de agentes
fisicos e quimicos tais como radiacdes ionizantes, U.V. ou

andlogos precursores do DNA. De qualquer modo, a via prefe-
rida é modificaf: directamente a sequéncia codificadora por
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engenharia genética e.g. usando mutagénese especifica de sitio
em vectores derivados de M13 (P. Carter, Improved oligonucleo-
tide site-directed mutagenesis using M13 vectors, Nucl. Acid.
Research 1985, 13, 4431) ou "Polymerase Chain Reaction" (PCR).
A sequéncia codificadora pode ser modificada no mesmo vector
usando na transfecgdo oumm vector diferente e subsequentemen-
te um fragmento adequado transferido para o vector de trans-
feccdo. A ordem destas operacdes depende da especificidade
dos substractos envolvidos e € determinada pelos técnicos da

especialidade com base na prdtica corrente.

Um sitio de restrigdo (ScaI) estd pre-
sente na sequéncia de DNA codificadora da porcdo do uPA impli-
cada na ligagdo ao receptor do uPA. E possivel abri-lo e in-
serir um segmento de DNA que ndo pare a traduclo da proteina
nem altere a grelha de leitura. De preferéncia e referido
segmento de DNA conterd um novo sitio de restrigdo para faci-
litar a identificacdo dos mutantes obtidos. O numero de pa-
res de bases adicionado pode ser trés ou um multiplo de trés.
Isto pode ser obtido directamente com um segmento de DNA do
tamanho pretendido ou por passos miltidos tais como por in-
sercdo de um segmento maior que é entdo reduzido ao tamanho

pretendido por restricdes adequadas.

A sequéncia codificadora obtida pode co-
dificar uma proteina com uma regido de ligacdo ao receptor do
uPA alterado e.g. devido a uma alteracdo nas folhas-beta, hé-
lices alfa da estrutura secunddria do uPA "original", como
seja introdugdo de voltas, espagamento dos residuos de amino-
dcidos implicados na ligacl3o, modificacdo do perfil de hidro-

paticidade ou uma combinacdo destes efeitos.

Brevemente, efectuam-se as operagdes que
se seguem:
- abertura de um vector de expressdo contendo o gene do uPA
humano por digestdo total ou parcial com Scal:

-inserc¢do de um novo sitio de restric8o através de um DNA adap-
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tador de sequéncia conhecida:

-modificacdo do referido sitio de restricdo para se obter uma
insergdo de trés pares de bases ou um miltiplo de trés;

- trasfeccgdo de células de mamifero com este vector na pre-
senca de um plasmideo portador da resisténcia a um agente de
seleccgéo;

-selecgcdo dos clones resistentes e, entre eles, aqueles que
produzem GASGAs no meio;

- colheita do meio e purificaclo da proteina a partir dele.

De acordo com o processo do invento tam-~
bém é possivel inserir um miltiplo do dominio GF num scu-PA
ou uPA "nativo" através da insercdo de uma, duas ou mais ré-
plicas da regido de DNA do uPA entre 1027 pb e 1784 pb na se-
quéncia codificadora do uPA, de preferéncia sequéncialmente
com a regido codificadora de GFD original entre 1027 e 1784
pb (i.e. es8encialmente exd3o IV). Estes derivados de GASGAs
com dominio poli-GF é de esperar que possuam uma capacidade
de ligagdo melhorada e mais selectiva ao receptor do uPA guan-

do comparado com a molécula nativa.

Um vector codificador de GASGAs tendo o
dominio GF alterado (e portanto incapaz de se ligar ao recep-
tor de uPA) pertencerd a serie identificada abaixo como "EO"
enquanto que os vectores que expressam GASGAs e contendo GFD
serdo identificados como pertencentes as séries "E2", "E3",
"E4", etc. dependendo do numero de unidades GFD incluidas. Os

derivados de GASGAs serdo identificados de acordo com isto.

O presente invento inclui os derivados
de GASGAs assim como suas formas alélicas tendo caracteristi-
cas de destruicdo ou reducdo substincial da actividade de 1li-
gagdo ao receptor do uPA. As formas alélicas podem ser obti-
das através da modificagdo de scu-PA e/ou PA "nativos" de pre-
feréncia através da modificaclo da regido codificadora do uPA
e expressao desta sequéncia modificada em células de mamifero.
Mais, o presente invento inclui activadores do plasminogénio
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alterados com dominio GF tendo outras regides modificadas, de

preferéncia a regifio que é exposta a clivagem pela plasmina.

Sdo exemplos de activadores do plasmino-
génio derivados de scu-PA, tendo uma regifo modificada de mo-
do a tornd-los mais resistentes a sua conversio em uPA, os
derivados modificados Lisl35, Lis136 e Arng6 LislS8 descri-
tos em EP-A200451 ou os derivados modificados Lisl37, Fen157
descritos em EP-A-216279. Estes compostos sdo modificados
na regido entre o aminodcido 9 e o aminodcido 50, de preferén-
cia entre o aminodcido 9 e 45, e ainda mais preferivel entre
o aminodcido 19 e o aminodcido 32 através de mutacgdes dirigi-
das especificas de sitio na sequéncia de cDNA ou na sequéncia
do DNA correspondente. A sequéncia codificadora resultante
inserida num vector de expressio € usada para transformar cé-
lulas animais adequadas para produzir os derivados do plasmi-
nogénio pretendidos alterados em GFD. Estes activadores do
plasminogénio derivados de scu-PA com GFD alterado, tendo
também a regifio geralmente exposta a clivagem tipo plasmina
modificada para conferir uma certa resisténcia a clivagem pro-
teolitica, devem possuir uma maior duracdo de acgao quando
comparado com os compostos de partida tendo GFD inalterado
e/ou podem ser administrados em doses menores para se obter
o efeito pretendido. A ordem e metodologia destas alteragdes
pode ndo ser critica, desde que seja mantida a caracteristi-
ca de ndo ligagdo ao receptor de uPA. Em particular, a muta-
¢do de GFD pode ser introduzida apds a mutacdo na regifo sen-
sivel a plasmina ou vice-versa, a mutacdo de GFD pode ser in-
troduzida antes da mutagdo na regifo sensivel & plasmina. O
fragmento de DNA de origem gendmica humana contendo a regifo
codificadora de uPA, que € usado numa execucgdo do presente
invento é obtido através de uma biblioteca gendmica humana
num vector adequado, como seja uma biblioteca preparada no
bacteridéfago lambda ou em cosmideos de acordo com técnicas
conhecidas per se, apds despiste da biblioteca com a sonda de
DNA adequada representada por uma porcdo do prdéprio gene ou

um fragmento de DNA sintético de um tamanho adequado prepara-
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do com base na sequéncia codificadora conhecida ou numa sonda
derivada de cDNA ou mRNA. Convenientemente este fragmento
codificador de uPA é o fragmento de 7,3 kb obtido por diges-
t3o parcial com SmaI do DNA clonado. Um segmento de DNA como
este serd referido na descrigdo e reivindicacdes como "grelha
de leitura aberta" (ORF), para significar uma sequéncia de
DNA gendmico incluindo a unidade de transcricdo-traducdo do
mRNA de uPA, possivelmente interrompida por intrdes e de pre-
feréncia incluindo regides ndo traduzidas 5' e 3' ou uma par-
te delas que confere eficdcia de traducdo ou estabilidade ao
mRNA. Um exemplo preferido de ORF é uma sequéncia definida
como atrds que é interrompida por 10 intrdes. Os vectores

de expressdo que podem ser usados no método do invento sio
quaisquer vectores conhecidos usados para transfectar céluas
eucaridticas e em particular células de mamifero. Esséncial-
mente eles incluem uma sequéncia que regula a traducdo do
mRNA, como seja um promotor e um sitio de poliadenilacdo. Por
vezes eles incluem uma origem de replicacfo eucaridtica. Em
particular, a regido do promotor pode ser qualquer uma das
conhecidas que podem ser usadas em engenharia genética de cé-
lulas animais. Os promotores heterdlogos podem ser obtidos

a partir de virus de mamiferos tais como retrovirus (e.g. RSV)
SV40 (precoce ou tardio) e adenovirus (precoce ou tardio).
Como alternativa podem ser usados promotores reguldveis de
origem animal ou humana que sejam induzidos para transcreve-
rem acima dos niveis normais utilizando indutores fisicos,
quimicos ou bioldgicos. S3o exemplos destes promotores regu-
laveis ou das metalotioneinas I e IT de ratinho ou humanos,
das proteinas de choque térmico, etc. que sdo encontrados em
publicacgdes de- referéncia tais como Hames et al Eukaryotic
Viral Vectors, Y. Gluzman ed., 1983, 7-12, Mayo et al., Cell,
29: 99-108 (1982) e Korin et al., Nature 308 513-519 (1984).
Além déstes promotores reguldveis encontrou-se também que a
regido do promotor do uPA ou um seu derivado pode ser adequa-'
damente usado como promotor eficaz para a expressdo de um ge-
ne colocado sob o seu controle em células de mamifero. A re-

gido do promotor do uPA humano € obtida a partir de uma biblio+
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teca gendmica humana (ver acima) por digest3o com Smal e con-
tem cerca de 2,38 kb, entre cerca de -2353 pb e cerca de +29
pb no gene do uPA humano. N&o sé este promotor do uPA humano
nativo poder ser usado para expressar um gene num sistema de
células de mamifero adequado mas também qualquer um dos seus
derivados obtidos por delecgdo, insercdo, substituicdo ou
mistura delas que mantém ou mesmo possuem uma melhor funcdo
reguladora podem adequadamente ser usados no método do inven-
to. Em particular, podem ser preferidos, pelo menos nalguns
casos, derivados obtidos por delecgdo da regido do promotor
de uPA. S3o exemplos representativos de derivados de delec-
¢do os obtidos por tratamento do promotor de uPA com OxaNI

ou EcoRV e subsequente ligagdo dos fragmentos obtidos. Em
particular, por digestdo com OXaNI obtem-se um derivado de
delecgdo a que falta um fragmento de 0,6 kb entre aproximada-
mente -1827 pb e -1202 pb, onde +1 é a primeira base trans-
crita no mRNA do uPA, enquanto que por digestdo com OxaNI e
EcoRV obtem-se um derivado de deleccdo a que falta um frag-
mento de 1,29 kb entre aproximadamente -1827 e -537 pb. En-
controu-se também que estes derivados obtidos por deleccdo

de promotor do uPA sdo capazes de conduzir a expressdo do ge-
ne regulado com rendimentos compardveis e mesmo superiores
aos dos promotores virais normalmente usados, como seja RSV,
gque sdo normalmente considerados sistemas promotores muito
eficazes. Como sitio de poliadenilac8o pode servir qualquer
um dos conhecidos, como seja o associado ao promotor nativo
do gene uPA ou derivado de um gene eucaridtico ou viral. Uma
vez preparada uma casste de expressdao contendo uma regido de
promtor; um iniciador de trascricdo e convenientmente um poli-
-adaptador, a sequéncia de gene escolhido pode ser inserida
nela para transformacdo de uma célula animal. Em geral, ndo
é critica a ordem em que as partes s3o misturadas, de modo
que as regides delimitantes sejam primeiro ligadas a um sis-
tema de replica¢do incluindo uma marca selectiva ou outras re-
gides, tais como potenciadores, regides reguladoras da trans-
cricgdo ou similares, antes da insercdo do gene. O modo como

os varios fragmentos s3o juntos dependerd de uma série de fac-
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tores relacionados com a facilidade da construcdo, escolha

dos sitios de restricdo, disponibilidade de fragmentos parti-
culares e similares, que em uUltimo caso estd3o dentro da capa-
cidade de escolha do técnico especializado. A escolha do sis-
tema de replicagdo depende, até certo ponto de se pretender
uma expressdo transitdria ou estdvel. Para expressdo transi-
téria usam-se elementos episomais baseados na sequéncia viral,
como seja SV40, contendo uma origem de replicacdo. A expres-
sdo estdvel pode ser conseguida usando elementos episomais
(e.g. vectores baseados no virus de papiloma bovino) ou se-
quéncias integradas no genoma. Uma série destas sequéncias
virais tém sido ligadas a marcas selectivas, tais como genes

gpt, neo e dhfr. Estas marcas permitem a seleccfo de células

contendo o vector e algumas delas a amplificacdo das sequén-

cias estranhas integradas.

Finalmente para aumentar a producdo da
substancia pretendida pode ser conveniente co-transformar as
células com uma primeira construcio contendo a cassete de ex-
pressdo de GASGA e uma segunda construcdo independente con-
tendo a marca selectiva. Como alternativa, o gene pode ser
amplificado preparando uma construcido em tandem onde a casse-
te GASGA estd em tandem com uma cassete de expressdo de um
gene tal como dhfr ou metalotioneina. As células hospedeiras
podem ser qualquer célula animal, de preferéncia uma célula
de mamifero ou avidria, que pode produzir um GASGA numa quan-
tidade recuperdvel quando da transformac8o com um vector de
expressdo de GASGA. Exemplos destas células que incluem ex-
pressamente células de origem humana, englobam linhas celula-
res estabelecidas conhecidas que podem ou ndo produzir pro-
-uPA em quantidades recuperdveis antes da transformacdo, como
seja LB6, uma linha de células fibroblastdides de murganho de-
rivada de células L parenterais (Corsaro C.M. e Pearson L.M.
Euhancing the efficiency of DNA-mediated gene transfer in ma-
mmalian cells, Somatic cell genetics 7, 603-616, 1981); CHO,
ovdrio de hamster chinés (Kao F.T., Puck F., Proc. Natl. Acad.
Sci., 60, 1275-1281, 1968) e A 431, uma linha celular de car-
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cinoma epidermdide humano (Fabricaﬁt;ifN., De Larco J.E., e
Todaro G.F., Nerve growth factor receptors on human melanoma
cells in alture, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 565-569, 1977)
As primeiras duas linhas celulares referidas atrds (LB6 e CHO)
ndo produzem pro-uPA enquanto que a dltima mencionada (A431)
produz. Em geral, no entanto, no processo do invento é ade-

quada a utilizacgdo de linhas celulares estabelecidas tais co-
mo CHO, COS, LTK, Hela e CN-1.

Quando da reclonagem repetida de uma lin-
ha celular CHO em monocamada, produtora de GASGA, podem ser
isoladas linhas celulares derivadas a partir do meio, as quais
retém a capacidade de producdo de uPA e que também sdo capa-
zes de auto-replicagdo em suspensdo. As vantagens de tais
linhas celulares em termos de facilidade de cultura e produ-
¢des mais elevadas por unidade de massa de fermentacdo sio
evidentes para os técnicos especializados. Estas linhas ce-
lulares CHO produtoras de GASGA capazes de crescer em suspen-—
sdo num meio de cultura representam uma execucido preferida
do presente invento. O vector de expressio pode ser introdu-
zido no hospedeiro através de quaisquer meios convenientes
tais como microinjecgdo, transfeccdo mediada por DEAE-dextran,
transfec¢do de DNA precipitado com fosfato de cdlcio e elec-
troporagdo (ver Bonerji J. et al., Cell 33, 729-740 (1983);
Graham F.L. e Vander Eb A.J., Virology, 52, 456-467 (1983) e
Potter H. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, 7161-7165
(1984). Apds transfecgdo as células sl3o cultivadas num meio
adequado, como seja o meio de Eagle modificac8o de Dulbecco
(DMEM) contendo 10% a 20% de soro fetal de vitela inactivada,
em que estas células sdo estdvelmente mantidas e depois intro-
duzido o agente selectivo adequado, e.g. um antibidtico. As
células seleccionadas s3o clonadas repetidamente e a sua pro-
ducdo de GASGAS é avaliada pelos métodos habituais como sejam.

ensaio fibrinolitico ou ensaio imunoamidolitico (IAA).

Este ensaio deve ser efectuado usando um
anticorpo monoclonal especifico para scu-PA e/ou uPA que ndo
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reconheg¢a ou se ligue especificamente a proteina GFD. S3o
adequados os anticorpos monoclonais que reconhecem a cadeia

B do uPA sem reconhecerem a cadeia A como sejam os descritos
por Herion P. et al em Bioscience Reports 1, 885-892 (1981),
Salermo M.G. et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1984, 81, 110-
-114 ou Kaltoft et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1982, 79-,
3720-3723 ou MAB 5B4 que foi descrito por Nolli et al em
Tromb: Haemostas 1980, 56, 214-218 e que se liga a regifio em
"ansas miltiplas" do uPA, sem ligacdo a regido GFD. Os clo-
nes isolados produtores de GASGA sido entdo cultivados em mas-
sa para produzir quantidades substanciais de GASGAs. Na cul-
tura em massa, uma execuglo preferida é representada pela adi-
¢do de aprotinina. O resultado da adicdo desta substancia no
meio original ou durante a cultura é que o pro-uPA é recupe-
rado em maiores quantidades. Tipicamente adiciona-se aproti-

nina numa concentracdo de 10-50 UI/ml e e de preferéncia a 20-
-25 UI/ml.

Dependendo da sequéncia condutora ter
sido retida ou ndo, e do produto ser capaz de secrecio, o meio
pode ser continua ou repetidamente mudado e os GASGAs isola-
dos a partir do meio. Se o condutor ndo tiver sido retido e
0 produto for mantido intracelularmente pode-se colher as cé-
lulas, matd-las e lisd-las, e isolar o produto. Para isola-
mento e purificacdo podem ser aplicadas as técnicas conven-
cionais como seja cromatografia de permuta idnica ou de afi-
nidade, HPLC e HPLC de fase reversa. Uma purificacdo adequa-
da por cromatografia de afinidade envolve a utilizacdo de um
anticorpo monoclonal anti-scu-PA ou uPA que n8o reconhece ou
liga a proteina GFD, como sejam os que se ligam a cadeia B
do uPA sem ligar a cadeia A ou que se ligam a cadeia A apenas
na regido de 'ansas multiplas" (ver atrds). Convenientemente,
pode ser usado o imunoadsorvente descrito por Herion P. e
Bollen A. em Bioscience 1983, 3, 373-379 assim como MAB5B4
(Nolli et al, ver atrds).

Um processo adequado para garantir que os
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compostos ndo se ligam de facto a GFD de uPA & representado
por um ensaio imunoamidolitico (c.f. Corti et al., Tromb. Hae-
mostas 1986, 56, 407-410; ver também 1.6.2 abaixo) que utili-
za um anticorpo monoclonal que ndo reconhece ou liga a regido
proteica incluindo o GFD (ver atrds para alguns exemplos es-
pecificos destes anticorpos) em paralelo ou seriadamente com
um ensaio imunoamidolitico usando um anticorpo monoclonal que
ndao reconhece ou liga a regifo proteica (como seja MAB CD6 ou

DC,, ver abaixo para mais detalhes).

Os anticorpos monoclonais com esta espe-
cificidade podem ser preparados de acordo com técnicas conhe-
cidas para fusdo de células através da aplicac8o de um método
de selecgdo correcto. O agente de imunizagdo pode ser scuPA,
tcu-PA, ATF ou uma mistura deles e podem ser seguidos os pro-
tocolos de imunizaglo convencionais. Os animais imunizados
com antigénio poderd3o ser quaisquer animais de laboratdrio
usados nesta técnica e de preferéncia roedores tais como ra-
tos, murganhos ou coelhos. A linha celular estabelecida a
ser fundida com as células do bago de animais tratados & qual-
quer uma das linhas celulares conhecidas e normalmente dispo-
niveis, como sejam de preferéncia linhas de células tumorais,
e.g. NSO de mieloma de murganho (sublinha de P3/NSl/lAg—4.l),
ATCC TIB 18): A sonda preferida para a seleccdo dos MABs com
as caracteristicas necessdrias é um fragmento peptidico (de-
signado F6) tendo um peso molecular aparente de cerca de 6000,
uma sequéncia de aminodcidos correspondende & sequéncia do
uPA indo aproximadamente desde o residuo leucima na posicio 4
até ao residuo de dcido glutdmico na posicdo 43, e correspon-
dendo ou sendo uma porg¢do importante ou ainda incluindo, o
chamado GFD do uPA.

Este fragmento € obtido por tratamento
controlado do ATF com uma enzima capaz de cortar uma sequén-
cia proteica perto de um residuo de dcido glutdmico, como seja

protease V8 derivado de Staphylococcus aureus. Como testemun-

ha positiva neste sistema de seleccdo & por vezes conveniente
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introduzir um outro fragmento obtido a par{ir de ATF com tra-
tamento por V8; i.e. um fragmento designado Bll tendo um peso
molecular aparente de cerca de 11000 e uma sequéncia corres-
pondendo esséncialmente a regido de 'ansas miltiplas" do uPA

e facultativamente um terceiro fragmento designado F12 obti-
do pelo mesmo processo tendo uma sequéncia que corresponde
esséncialmente 3 regifio de "ansas miltiplas" do uPA exceptuan-

do um segmento entre o aminodcido 52 e 53.

Os MABs que se ligam ao fragmento F6 as-
sim como ao uPA (scuPA e/ou tcuPA) sem ligac83o a regifo de
"ansas miltiplas" (fragmento Bll) ou regifo catalitica (ca-
deia B), e.g. numa experiéncia de iminoafinidade ou imunotrans+
feréncia, sdo ainda purifiéados, e.g. por cromatografia de
afinidade ou de permuta idnica e isolados. Eles possuem a
caracteristica pretendida de reconhecerem ou ligarem selecti-

vamente a regido GFD do uPA.

Para demonstrar que os dedvados GASGAs
do invento ndo se ligam ao receptor do uPA, como seja o exis-
tente nos mondcitos U 937 descrito por Stoppelli MP et al.,
em Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1985, 82, 4939-4943, pode-se
fazer um ensaio consistindo na repeticfo da experiéncia descri-
ta neste artigo mas usando o derivado GASGA. do invento em
vez de uPA, o qual pode ser introduzido na experi&ncia apenas
como controle positivo. Neste ensaio, a capacidade de liga-
¢do dos derivados de GASGA da série EO & bastante baixa. Em

geral, é inferior a 10% da capacidade de ligac3o do uPA.

Além de se usar os mondcitos U 937 ou em
vez deles, a experiéncia atrds pode ser efectuada usando cé-
lulas endoteliais da veia umbilical humana descrito por Ajjar
KA et al em J. Biol. Chem. 1986, 261, 11656-11662.

A actividade in vivo dos compostos do in-
vento pode ser confirmada por experiéncias em modelos tais co-
mo lise de codgulos em coelhos anestesiados como descrito por
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Collen D. et al. em J. Clin. Invest. 1983, 73, 368-376.

r

Os derivados GASGAs do invento podem por-
tanto ser usados como possiveis substituintes do scu-PA ou
uPA nas aplicagdes terapéuticas até agora sugeridas para es-
tas substancias, e.g. como tromboliticos. Com esta finalida-
de, os compostos do invento podem ser usados como tal ou de
preferéncia formulados de acordo com técnicas conhecidas per
se as quais estdo descritas em livros de referéncia como seja
Remington's Pharmaceutical Sciences, 172 Edicdo, 1985, Mack
Publishing Co.. Em particular, eles podem ser formulados de

modo semelhante a formulacdo corrente do uPA ou scu-PA.

Uma indicacgdo terapéutica preferida é
portanto, como tromboliticos, possivelmente nas fases preco~
ces de enfarte ou embolismo, como seja enfarte cardiaco, em-
bolia pulmonar ou embolia arterial periférica. A via de ad-
ministragdo € de preferéncia i.v. e o modo de administracédo
pode ser em bolus ou por perfusdo. De preferéncia uma admi-
nistragdo i.v. de um bolus de uma quantidade tromboliticamen-
te eficaz de um composto do invento é seguido, se necessdrio,
de uma perfusdo i.v. de uma dose mais baixa durante um perio-
do de tempo relativamente curto. A dose didria varia grande-
mente com a idade, tamanho, e estado do paciente e como indi-
cagdo na gama de 2-30 mg/dia de preferéncia 2-20 mg/dia e mais
preferivel 2-10 mg/dia. Como é do conhecimento, neste campo
particular da terapéutica a dose e esquema de administracdo
adequados podem ser decididos pelo médic¢o com base em casos

individuais.

A unidade de dosagem, que contem os agen-
tes estabilizadores habituais como descrito para uPA, scuPA
ou t-PA, pode conter GASGAs na gama de 0,5-2 mg por unidade,
correspondendo a cerca de 50000-200000 UI de uPA por unidade..
Um exemplo de uma formulagdo farmacéutica liofilizada para

reconstituicdo em 2 ml de soro fisioldgico estéril para injec-

¢ad e.v. é a seguinte:
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GASGA-EO (liofilizado) 1 mg
manitol
edetato de sddio

tampao de fosfatos q.s.

Os compostos do invento podem ser admi-
nistrados sdzinhos ou em terapia combinada com agentes anti-
coagulantes tais como heparina ou aspirina ou com qualquer
um dos outros PA, tais como scu-PA, uPA, t-PA ou suas formas
modificadas, tais como as descritas em EP-A 231883 e EP-A
236040, estreptoquinase ou suas misturas.

Breve descricdo dos desenhos

Os desenhos juntos sédo destinados a ilus-
trar o invento e a referéncia aos desenhos na descricdo e rei-
vindicagBes tem fins ilustrativos e ndo pretende ser uma li-
mitagdo do ambito do presente invento. A breve descricdo dos
desenhos que se segue destina-se & compreensio dos desenhos
e do invento como um todo.

Fig. 1 Estrutura do gene, mRNA e proteina uPA

De cima para baixo:

- mapa de restrigdo da insercdo do gene uPA no fago lambda-
-uPA2;

- mapa de restricdo da inserc¢do do gene uPA no fago lambda-
-uPAl;

- mapa de restricdo da grelha de leitura aberta do uPA (Ba:
BamHT; EI: EcoRI; S: SmaI; HIII: HindIII):

- estrutura de exdo/intrdo do gene uPA humano: caixas pretas:
regides 5' e 3' ndo traduzidas:; caixas sombreadas: exles

traduzidos; linhas: intrdes:

- estrutura exdo/intr8o do clone decDNA parcialmente "unspli-
ced" pHUK1;

- correspondéncia entre exdes e aminodcidos no mRNA de pro-uPA
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- correspondéncia entre dominios proteicos e aminodcidos no

pro~uPA.

Fig. 2 Construcdo de RSV-uPA

Um fragmento de DNA Smal contendo toda a
ORF do mRNA de uPA obtido a partir de lambda-uPAl (ver a par-
te de cima desta figura) é inserido na grelha obtida a partir
do plasmideo RSV-Neo por digestdo com HindIII e Hpal portado-
ra das funcdes do plasmideo bacteriano e a LTR do RSV (ver a
parte esquerda desta Figura). RSV-uPA tem a ORF de uPA sob
o control do promotor contido na LTR de RSV e pode expressar
a proteina quando inserido num hospedeiro eucaridtico adequa-

do (ver a parte de baixo desta Figura).

Fig. 3 Construgdo de vectores de expressio de GASGAs

Mapa de restricdo detalhado e estrutura
Ex3o/Intrdo de:
A) ORF de uPA humano (caixas: exdes; linhas: intrdes):
B) ampliagdo da regido a volta do Ex3o IV no plasmideo RSVuPA
mostrando também os nucleotideos em coddes que sdo divididos
em dois coddes adjacentes assim como os correspondentes ami-
noacidos,
C) a mesma regido descrita atrds (Fig. 3) B, em RSVuPA,
(esquerda) e RSVuPA

> 8
B> X (direita);

D) estrutura da regido GFD na ORF de RSVuUPA-EO (esquerda) e
RSVuPA-E2 (direita); os novos coddes e aminoacdidos criados

nos plasmideos quiméricos estdo apresentados por baixo dos ma-
pas; os exbes derivados de RSVuPAP>’S estdo identificados como
"1", enquanto os derivados de RSVuPAB:>X estdo identificados

como "2".
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Fig. 4 Mapa de restricdo de pBPV-230.8

pML2dx, derivado do pBR322 é inserido no
sitio dnico, BamHI do genoma de BPV-1 (Saver et al. Mol. Biol.
5, 3507; 1985) e o sitio BamHI adjacente ao extremo 3' da re-

gido transformante € modificado para Sall.

Fig. 5 Construc8o de uma cassete de expressdo do uPA humano

O plasmideo RSVuPA tem dois sitios de
restrigdo unicos, NdeI e Apal que estdo modificados com adap-
tadores XhoI obtendo-se o plasmideo p7l. A partir deste udl-
timo pode-se obter uma cassete de expressio do uPA (ver o fun-
do desta figura) por digestdo com XhoI. Este fragmento, que
é adequado a insercdo entre dois sitios XhoI e/ou SalI, pode

conduzir a trans€ricdo do gene do uPA humano.

Fig. 6 Insercdo da construgcdo RSV-uPA em vectores epissomais

O plasmideo pBPV230.8 € modificado por
substitui¢do de um dos trés sitios virais BamHI, HindIII e
Sall obtendo respectivamente pBB, pBH e pBS. O novo sitio
XhoI estd numa caixa em cada vector derivado. Os novos si-
tios BamHI e Sall resultantes da insercgdo do adaptador Xhol

e ladeando o sitio XhoI em pBB e pBS estdo sombreados.

Nos trés plasmideos a construcdo RSV/uPA
(ver Fig. 3) € inserida no sitio XhoI em ambas as orientacdes
obtendo-se os seguintes plasmideos:
- pBBuPAa, pBHuPA e pBSuPAa em que os mRNAs de uPA e BPV sido
transcritos no mesmo sentido:
- pBBuPAb, pBHuPAb e pBSuPAb, em que o mRNA de uPA e os mRNAs

de BPV sdo transcritos no direcgdo oposta.




24~

Fig. 7 Modificacdo da ORF do uPA em vectores derivados de BPV

Carta da construcdo dos vectores deriva-
dos do BPV expressando uPA (A), GASGA-EO (B) e GASGA-E2 (C).
No topo estdo indicados os derivados XhoI de pBPV230.8, hes-
querda os vectores de expressdo derivados de RSV-Neo que
d&o origem a cassete RSU/uPA (vectores de express3o de uPA)
(Fig. 7A) ou o fragmento BssHI/SacI (vectores de expressio de
GASGAs, Fig. 7B e C) que derivam respectivamente de RSVuPA-EO
e RSVuPA-E2.

Fig. 8 Construcdo de puPA2

O plasmideo pEMBL8-CAT deriva de pEMBLS
através da substituig8o do fragmento entre Clal e HindIII com
um fragmento portador do gene bacteriano CAT (Dente et al.,
Nucl. Acid. Res., 1645-1655, 1983). Um fragmento SmaI conten-
do o promotor de uPA é inserido a montante do gene CAT dando
origem ao plasmideo puPA2 (esta figura, & direita) que tem o

promotor na grelha com orientacdo correcta.

Fig. 9 Sequéncia do promotor uPA humano

Estd apresentado a sequéncia de um frag-
mento Smal de 2,38 kb de DNA do fago lambda-uPAl, contendo o
ponto de iniciac@o do mRNA, a caixa TATA e as regiBes regula-
doras a montante dorpromotor uPA. O nucleotideo +1 no mapa
corresponde ao primeiro nucleotideo no mRNA de uPA descrito

por Riccio et al usando a andlise por extensdo de iniciador.

Fig. 10 Mapa de restric8o do promotor uPA e seus derivados

Estd representado o mapa de restricdo
dos plasmideos puPA2 modificados indicando as regides onde o
promotor de uPA foi modificado; em particular:
- puPA2/41, em que o sitio SmaIl no extremo 5' do promotor &
convertido em XhoI;
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-puPA2/17, em que a regifo entre os dois sitios OxaNT foi

eliminada;

- puPA2/254, em que a regifio entre o sitio OxaNI e o sitio

ECoRV foi eliminado.

Fig., 11

vectores derivados do promotor uPA

Fig. 11A descreve o mapa de restriclo dos plasmideos puPA2/41

Fig. 11B
Fig. 11C
Fig. 12

puPA2/17 e puPA2/254

pPP17 e pPP254 que sido obtidos a partir de puPA2/41,
puPA2/17 e puPA/254 respectivamente, por excisdo do
gene CAT por digestdo com SalI/Xbal e 1ligaclo de
adaptadores SalI. Estes vectores contém o promotor
uPA (ou um seu derivado), a caixa TATA e o ponto de
iniciagdo do mRNA e podem ser usados para expressar
genes ou cDNAs inserindo-os, por exemplo, no extre-
mo cerse com sitio Smal ou com Sitio BamHI com frag-
mentos tendo extremos MboI, XhoII, BglII, BclI e
BamHI. Estas construcdes podem ser retiradas por
dupla digestdo com XhoI e Sall. A mesma dupla di-
gestdo pode ser usada para remover a construc¢do do
promotor para inseri-lo como "cassete de expressio"
num plasmideo diferente 5' relativamente ao gene ou
cDNA a ser expresso. O circulo a cheio indica a

origem de replicacdo do plasmideo.

descreve os plasmideos pPP41XS, pPP17XS e pPP254XS,
0s quais derivam de pPP41, pPPl7 e pPP254, respec-

tivamente, através da inserc3o de um fragmento Smal
de 7,3 kb contendo a ORF do uPA no sitio Smal do

plasmideo.

Construcdo de minigenes derivados de vectores de ex-

pressdo de GASGAs.

Os vectores que expressam uPA (pPP::XS,
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Fig. 12A) sdo modificados na ORF do uPA bara eliminar o ExdoIV
(pPP::Xs-EO, Fig. 12B) ou para o duplicar (pPP::XS-E2, Fig.
12¢C).

Fig. 13 Ensaio de ligac8o ao receptor do uPA

A figura mostra a inibigdo da ligacdo
de 125I—DFP-UK ao receptor de uPA em células U937 gquando se
adiciona sobrenadantes de cultura de células CHO transforma-
das com o vector GASGA-EO. uPA n3o marcado estd presente como

controle positivo.

Fig. 14 Construcdo de RSVyuPA-E0-49

RSV-uPA-E0-49 é um vector de expressio
contendo a ORF do uPA com uma delecc¢do correspondendo subs-
tdncialmente ao ex3o IV (i.e. a reido codificadora de GDF)
(cf. esta figura parte direita inferior). Obtem-se através
de ligacgdo de um fragmento RSV—uPAB_—> X contendo a maior par-
te do plasmideo mas sem os exdes III e IV (esta figura, parte
superior direita) com um fragmento de plasmideo HindIII-SalI
isto da parte 3' do intr3o B até& a parte 5' do intrdo C (ver
a parte inferior desta figura, no meio). O fragmento RSV-
-uPAL 5 o atrds mencionado é obtido por digestio de RSV-uPAy g o
com HindIII-SalI (fig. 2), enguanto o fragmeno HindIII-Sall
(que corresponde subst@ncialmente apenas ao ex3o0 III) & obti-
do por digestdo com HindIII de um fragmento de plasmideo deri-
vado de p7l por digestdo com PstI (ver fig. 5) cujos extremos

foram modificados com o adaptador Sall.

Fig. 15 Constru¢cdo de RSV-G-Asp

O plasmideo RSV-G-Asp (ver a parte infe-
rior desta figura) é construido por digest3o parcial de RSV-
uPA (ver a parte inferior desta figura) com Scal, modificacédo
dos extremos com um adaptador Asp718 e selecclo do padrdo de

restrigdo adequado. Este vector tem a ORF de uPA a jusante
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da insercdo que ndo estd na mesma grelha de leitura.

Fig. 16 Construcdo de RSVuPA-Tet

O plasmideo pBR13Tet estd representado
na parte inferior desta figura (d). E construido eliminando
a maior parte do gene de resisténcia a ampicilina em pBR322
através da digestdo com PstI e HindIII e recircularizacdo do
plasmideo apds terem sido tornado cegos os extremos protube-

rantes.

A partir deste plasmideo (pBR1Tet ver b)
um fragmento NdeI/PvuIl contendo o gene de resisténcia i te-
traciclina e a origem de replicagdo foi ligada ao fragmento
NdeI/HpaIl de RSVuPA (ver C) contendo o promotor RSV e o gene

uPA humano em adigdo ao seu prdprio sitio de poliadenilacdo
(PAS).

Fig. 17 Construcdo de RSVuPA-Tet modificados com adaptadores

O plasmideo RSVuPA-Tet (ver a parte de
cima desta figura), contendo um uUnico sitio Scal no ex8o IV
do uPA, é linearizado com Scal e modificado adicionando um
adaptador Asp718 obtendo-se o plasmideo RSVuPA-Tet-Asp (infe-
rior esquerdo), um adaptador ClaI obtendo-se um plasmideo de-
signado RSVuPA-Tet-Cla (inferior centro) ou um adaptador
XhoI obtendo-se um plasmideo designado RSVuPA-Tet-XhoI (infe-
rior direito). Estes plasmideos tém a regido codificadora
do uPA a jusante da insercgdo que jd n3o fica na mesma grelha

de leitura.

Fig. 18 Sequéncias de DNA e aminodcidos de GASGAs interrom-

pidos=: -

Os plasmideos RSV-uPA-Tet-Asp, RSV-uPA-
-Tet-Cla, RSV-uPA-Tet-XhoI que possuem a regifio codificadora
do uPA a jusante da insercdo e fora da grelha de leitura sio




modificados separadamente por digestdo com a enzima especifi-
ca para o sitio derivado do poliadaptador e preenchimento par-
cial ou total dos extremos protuberantes para restaurar a gre-
lha de leitura correcta. As sequéncias de DNA e de aminodci-
dos perto da modificagdo estdo apresentados nesta figura. A
coluna encimada por "sitio modificado" refere-se ao sitio mo-
dificado do plasmideo de partida (e.g. Asp718 indica o sitio
Unico de RSV-uPA-Tet-Asp que é usado como material de parti-
da para se obter o plasmideo modificado divulgado nesta figu-
ra, nomeadamente RSV-SAD no caso do preenchimento parcial ou
RSV-SVRTD no caso de preenchimento completo). Esta figura
mostra também os sitios de restrigdo introduzidos com o pre-
enchimento.

EXEMPLOS

Os exemplos que se seguem tém como fina-
lidade apenas a ilustracdo do invento e do modo como pode ser
explorado, ndo podendo ser considerados como limitacdo do seu
dmbito. Para tornar mais fdcil a compreensdo dos exemplos
que se seguem, referimos nos paragrafos anteriores aos exem-
plos (de 1.1 a 1.6.5) as técnicas e métodos (como sejam modi-
ficagdo enzimdtica de DNA, precipitaclo de DNA, purificacdo
de proteinas, etc.) que s3o aplicadas, esséncialmente do mes-
mo modo, em diferentes exemplos. De facto, nos exemplos, em
vez da repetigdo de todo o processo, é muitas vezes referido

o paragrafo onde estd descrito.

1.1 As células usadas podem ser adquiridas comercialmente ou

conseguidas através da comunidade cientifica ou depositdrio

autorizado.

1.2 As células s8o cultivadas num meio adequado como seja
meio de Eagle modificagdo de Dulbecco (DMEM) contendo 10% de

soro fetal de vitela inactivado pelo calor.




1.3 - Meios, tampdes e solugdes para biologia molecular

Quando disponiveis os reagentes si3o "grau

DNA/RNA" e "grau analitico" em todos os outros casos. A nio
ser que seja indicado, os meios liquidos e sdlidos para cres-
cimento de lactérias e fagos, tampdes e solucBes sdo prepara-
dos, guardados e usados como indicado em Maniatis T., Fritsch
E.F., Sambrook J., Molecular Cloning, a laboratory manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, (1982), aqui designado "Mania-
tis et al". A ndo ser que de outro modo seja indicado, o ma-
terial de vidro, material de pldstico e aparelhagem de labo-
ratério s8o preparados, guardados e usados como indicado na
mesma referéncia. Usa-se dgua desionizada/destilada e auto-

clava-se quando usada em tampdes de enzimas.
1.4 - Enzimas para biologia molecular

Endonucleases de restricdo, enzimas para
modificagdo de DNA e RNase sdo as disponiveis no mercado. Usd-
mos as adquiridas a Boehringer, Bethesda Research Laboratories
(BRL), Pharmacia; lisozima e albumina do soro bovina (BSA)
sdo adquiridas comercialmente. Comprdmos a lisozima a Sigma
e a BSA a Boehringer. Para cada reaccdo enzimdtica sio usa-
das solugdes tampdo convencionais. A sua composicdo e prepa-
racdo sao de um modo geral conhecidas e por conveniéncia sio
preparadas de acordo com a informacdo que acompanha cada uma
das enzimas, as preparagdes s3o esterilizadas por filtracso
e guardadas em pequenas quantidades a -20°C. Muitos tampdes
de uso corrente pode ser adquiridos no mercado como concentra-
dos. Pode-se adquirir fdcilmente adaptadores de DNA sintéti-
co assim como t-RNA e DNA de esperma de arenque.

Compramos os adapatadores de DNA sintético & P-L Pharmacia ou

New England Biolabs, enquanto que o tRNA e DNA de esperma de
arenque sdoda Boehringer.




~30-

1.5 - Técnicas de rDNA

A menos que de outro modo seja indicado
nos exemplos que se seguem, as técnicas de rDNA s3o efectua-
das como descrito em Maniatis et al., e nas referéncias ori-

ginais ali encontradas.
1.5.1 - DigestOes de restricdo e modificacdo enzimdtica do DNA

As digestOes de restrigdo multiplas e
simples e modificacdes enzimaticas do DNA sfo efectuadas como
€ do conhecimento geral e também como descrito nos livretes
dos fabricantes normalmente distribuidos e em Maniatis et al,
cap. 4. "Inactivacdo pelo calor" significa inactivacdo da en-
zima a 70°C durante 10-15 min., depois deixar a mistura entre
(0 a 15 min. a temperétura ambiente e centrifugagdo durante
2 min. numa centrifuga Eppendorf. De prefefencia, as diges-
tOes de restrigdo e os resultados da modificac8o enzimdtica
do DNA s8o testados em géis de agarose contendo 0,5 microg/ml
de brometo de etidio e migracdo a 100 U durante 1-2 h (ver
também Maniatis et al., cap. 5).

1.5.2 - Extraccdes em fenol/clorofdrmio

De preferéncia, as extracgdes com fenol/
/clorofdrmio de proteinas e dcidos nucleicos em solucdes aquo-
sas sdo efectuadas como descrito em Maniatis et al., pdg. 458;
O DNA é novamente extraido quando o volume de reacglo é infe-

rior a 200 microl.
1.5.3 - Precipitacdo de DNA

De preferéncia, as precipitagdes de DNA
sdo efectuadas adicionando 0,1 volumes de acetato de sddio 3M
pH 5,2 e 3 volumes de etanol (a -20°c). Adiciona-se 20 a 40
microg de tRNA apenas quando indicado nos exemplos que se se-

guem. A mistura é deixada num banho de neve carbdnica/etanol
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trifuga Eppendorf oumma centrifuga Sorvall.

1.5.4 - Desfosforilacdo 5

mercial (CIP), (da Boehringer) a 37°C durante 1 h.
durante 45 min.

1.5.5 - Ligacdo do DNA

do conhecimento geral.

¢Oes dos produtos de DNA-ligase de T4.

Por conveniéncia as
reacgles de ligase sdo efectuadas a 8°c quando se usam adap-

tadores sintéticos, entre 14 e 16°C em todos os outros casos.

Quando se liga DNA com extremos cerses adiciona-se PEG1500 ou
PEG4000 para uma concentrag¢do final de 10%.

Conveninetemente
1

usa-se tampdo de ligacdo 10x com a seguinte composicdo: 0,66 M
Tris-HC1 pH 7,6, 50 mM MgCl2

50 mM ditiotreitol e 5 mM ATP,
1.5.6 - Adaptadores de DNA

De preferéncia, usam-se DNAs adaptadores
fosforilados e testados como indicado em Maniatis et al., pda-
ginas 125-126, e usam-se como indicado na pdgina 392 e seguin-
tes.

As reacgOes de fosforilacdo, ligacdo e restricdo do adap-

tador sdézinho e dos fragmentos de DNA providos de adaptadores

sdo testadas por electroforese do adaptador num gel de 2% de

durante 15 a 30 minutos ou a -20° durante a noite e depois

centrifugada a 4°C durante 15 min. a 10 000 Xg numa microcen-

De preferéncia, os extremos 5' do DNA
sdo desfosforilados com fosfatase de intestino de vitela co-

movido por extracg¢do com fenol: clorofdrmio ou pela adicdo de
EGTA, dcido etileno bis (oxietilenonitrilo)-tetracético para

uma concentracdo final de cerca de 50 mM e aquecimento a 68°¢C

As ligacles do DNA sdo efectuadas como é

Por conveniéncia, seguem-se as intru-

|
w
|
|

O sedimento de

DNA é lavado uma vez com etanol a 70% e depois uma vez com
etanol a 100% e finalmente seco numa centrifuga de vdcuo Sa-
vant.

CIP & re-




agarose durante 10 a 20 min. e durante 1 a 2 horas no caso de
fragmentos com adaptadores e depois visualizado o DNA por au-

torradiografia como indicado em Maniatis et al., pdg. 172.
1.5.7 - Electroforese em gel preparativo

De preferéncia a electroforese em gel pre-
parativo é efectuada num gel de 0,7% a 0,8% de agarose conten-
do 0,5 microg/ml de brometo de etidio em tampdo TBE 1lx (0,089M
Tris, 0,089M dcido bdrico e 0,002M EDTA, Maniatis et al., pdg.
156). O DNA migra a 25V durante as primeiras 2 h e depois a
50V durante 16 a 20 h. Os fragmentos de DNA sdo visualizados
num transiluminador de UV a 305 nm e as bandas de DNA sdo re-
tiradas e electroeluidas num sistema de electroeluic8o (ISCO)
em TBE 0,1X (ver atrds), a 400V durante 10 a 15 min. O DNA
é ent8o purificado numa coluna Elutip-D (Schleicher & Schuell)
preparado e lavado com um tampdo de baixa concentracdo salina
e eluido com um tampdo de alta concentrag¢do salina. Tipica-
mente a coluna é preparada num tamp3o contendo 0,2M NaCl, 20
mM Tris-HC1 pH 7,3-7,5 (Tris é 2-amino-2-hidroximetil-1l,3-pro-
panodiol) e 1,0 mM EDTA. Este tampdo € também usado na lava-
gem enquanto o tampdo de eluig¢do contem 1,0M NaCl, 20 mM Tris-
-HCl pH 7,3-7,5 e 1,0 mM EDTA. Finalmente o DNA é precipita-
do como indicado em 1.5.3.

1.5.8 - Transformacdo de E. coli

De preferéncia a transformagdo de E. coli
(c.f. Hanahan D., Studies ou transformation of E. coli with
plasmids., J. Mol. Biol. (1983) 155 557-580) é efectuada usan-
do células competentes comerciais, ou de outra fonte, como
sejam as estirpes DH1, DH5 ou HB10l da BRL (Bethesda Research
Labs) de acordo com técnicas conhecidas per se que também es-
tdo resumidas na literatura do fornecedor. Por conveniéncia,
usa-se o protocolo de 100 microl (BRL) quando se insere um
fragmento de DNA num plasmideo diferente enquanto que se usa

o protocolo de pequena escala, 20 microl (BRL) gquando da con-
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versdo de sitios de restriclo por adaptadores de DNA. Apds
incubacdo sem antibidtico, as células sdo semeadas em placas
de agar LB (Maniatis et al. p. 440-444) e incubadas durante
a noite a 37°C na presenca do antibidtico adeguado.

1.5.9 - Despiste das células transformadas (andlise miniprep)

De preferéncia, as coldnias resistentes
das células de E. coli competentes transformadas com DNA sdo
despistadas através do crescimento de coldnias isoladas du-
rante a noite a 37°¢ em 5 ml de LB e o antibidtico adequado
(Maniatis et al., p. 440) e andlise de amostras (1,5 ml) da
cultura liquida com o método da fervura conforme descrito em
Maniatis et al., p. 366-367. Convenientemente podem ser as
variagdes seguintes:

- volumes de reacgdo aumentados até 1,5 vezes:

- E. coli estirpes DHl e DH5 sdo fervidas durante 60 seg.;

- precipitacdo de DNA efectuada sem adicdo de sal mas com adi-
G830 de 1 vol de isopropanol e deixando os tubos a -20°C duran-
te 20 a 25 minutos;

- o0 DNA precipitado € lavado uma vez com 1 ml de etanol a 70%

e uma vez com 1 ml de etanol a 100%;

- adiciona-se RNase sem DNase até 10 microg/ml e o DNA & in-
cubado 20 min. a 70°C.

1.5.10 - Preparagdo de plasmideos em larga escala

De preferéncia, as preparag¢des de plas-
mideo em larga escala s8o efectuadas como descrito em Mania—-
tis et al., cap. 3. De preferéncia usa-se o método de lise
alcalina para recuperar o DNA de plasmideo (c.f. Maniatis et
al, p. 90-91), o DNA de plasmideo & purificado duas vezes em
gradiente de CsCl contendo brometo de etidio, em seguida a
mistura é extraida com dlcool isoamilico e a fase aquosa con-‘
tendo DNA é separada e dialisada contra TE pH 8 (Maniatis et
al.) e guardados a 4°cC.
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1.6 - Purificacdo e caracterizacdo dos GASGAs obtidos
1.6.1 - Produtos quimicos:

_ Todos o0s reagentes usados sdo comerciais
ou fdcilmente preparados a partir de produtos comerciais. Por
exemplo, a lista que se segue inclui alguns reagentes usados
nos exemplos que se seguem e as suas fontes: Affi-Gel 10 (aga-
rose activada), acrilamida, bisacrilamida, dodecilsulfato de
sédio e Coomassie Brilliant Blue foram da Bio Red, Richmond,
USA; Sepharose activada com CnBr, Kit de calibragdo para elec-
troforese de proteinas de baixo peso molecular foram da Phar-
macia, Uppsala, Sweden. As anfolinas foram da LKB AB, Bromma,
Sweden; albumina do soro bovina (BSA), fracgdo Chon V, trip-
sina de porco, plasmina de porco, fracc8o I de fibrinogénio
tipo IV, benzamidina, foram da Sigma Chemical Co. St. Louis,
MO 63178, USA; aprotinina foi da Bayer, Leverkesen, GFR, gli-
copeptidase F da Boehringer Mannhein GmbH, FRG:; S-2444 da Kabi
AB, Stokolm, Sweden. Urocinase de allo peso molecular (HMW-
-uPA)e o chamado fragmento amino-terminal (ATF) foram produ-
zidos por Lepetit Research Laboratories SpA Milano, Itdlia.
Scu-PA (pro-uPA) pode ser preparado substdncialmente seguin-
do o processo descrito por Stump D.C., Thiebpoint M., Collen
D., J. Biol. Chem. 261, 1267-1273, 1986. A431 scu-uPA é ob-
tido de acordo com o método descrito por CortiA., Nolli M.L.,
Soffientini A., Cassani G., em Tromb. Haemostas 1986; 56,
219-224. Todos os outros reagentes foram produtos comerciais
grau analitico adquiridos a Merck Darmstad, GFR ou Carlo Erba,
Itdlia.

1.6.2 - Ensaios imunoldgicos e de actividade

O ensaio fibrinolitico é efectuado pelo
Mullertz S., The fi-
brin plate method for estimating fibrinolytic activity, Arch.
Biochem. Biophys 1952, 40: 346-351). O padr8o de referéncia
urocinase € usado para calibrar cada ensaio. A actividade é

método das placas de fibrina (Astrup T

*

medida em Unidades Internacionais (U.I.) relativa a Interna-




tional Reference Preparation como padrio primério. A activi-
dade fibrinolitica latente de sc-uPA (urocinase de cadeia sim-
ples produzida por células) é determinada apds activacdo como
se segue: plasmina (10 mg) € acoplada com Sepharose (agarose
interligada) activada com CNBr (2,5 ml) usando tampdo de car-
bonato de sddio 0,5M como agente de acoplagem. Uma suspensio
a 1:10 de plasmina-agarose (0,9 ml) em cloreto de sddio 0,15M,
tampdo de fosfato de sddio 0,05M pH 7,4 € misturado com amos-
tras de sc-uPA (0,1 ml) e agitado suavemente durante 1 h a
20°. & plasmina-agarose é removida por centrifugacdo 2 min

a 1000xg e o sobrenandante testado pelo ensaio de placas de
fibrina. As concentragdes de proteinas foram medidas de acor-
do com o método de Lowry (Lowry O., Rosebrough. H., Parr A.,
Randall R., Protein measurement with the Folin phenol reagent,
J. Biol. Chem., 1951, 193, 265-275). Os ensaios amidoliticos
sdo efectuados medindo a velocidade de hidrdlise do substrac-
to sintético piro-Glu-Gli-Arg-pNA, S-2444, (Claeson G., Fri-
berger P., Knos M., Eriksson E., Methods for determination of
pre-Kallikrein in plasma, glandullar Kallikrein and urokinase,
Haemostasis 1978: 7:76-78).

0 ensaio imunoadsorvente-amidolitico
(IAA) é efectuado como descrito, por Corti A., Nolli M.L.,
Cassani G., Differential detection of single-chain and two
chain urokinase type plasminogen activator by a new immunoad-
sorbent amidolytic assay (IAA), Tromb. Haemostas 1980, 56:
407-410. O ensaio combina a selectividade dos imunoensaios
com a especificidade dos ensaios de actividade enzimdtica ex-
plorando as propiredades antigénicas e enzimdticas das duas

proteinas.

Em ensaios separados sfo usados dois ti-

pos de anticorpos monoclonais:

a) um anticorpo monoclonal que reconhece a regido da protei-
na que inclui o dominio GFD sem reconhecer a parte catali-

tica da proteina ou o dominio de ansas muiltiplas (como se-




ja MAB CD; ou DCl).

b) um anticorpo monoclonal que reconhece o dominio cataliti-
co da proteina sem interferir com a actividade enzimdti-
ca e sem reconhecer a regido que inclui o dominio GF (co-

mo sejam os citados atrds na descricdo).

GASGAs ligam-se aos anticorpos monoclo-
nais do ponto a) atrds, mas ndo se ligam aos MABs do ponto b),
enquanto ao contrdrio, scuPA/tcuPA ligam ambas as séries de
MABs. GASGAs, ATF e scuPA/tcuPA ligam-se aos MABs que recon-

hecem o dominio de ansas miltiplas como seja MAB 5B4.

1.6.3 - FPLC de fase reversa

A cromatografia de fase reversa é efec-
tuada com um sistema FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography)
(Pharmacia Fine Chemicals) usando uma coluna de cromatogra-
fia de fase reversa pro-RPC HR5/10 (silica macroporosa de mi-
croparticulas com grupos Cl/C8 ligados), tampdes de eluicdo:
tampdo A, dcido trifluoroacético a 0,1% em dgua e tampdo B,
dcido trifluoroacético a 0,1% em acetonitrilo: modo de elui-
cdo: 100% de A durante 20 min, gradiente linear de 0 a.60% .
de B em A em 65 min, 100% de B durante 25 min; caudal 0,3ml/h.

1.6.4 - Processos electroforéticos:

A electroforese em gel de SDS-poliacri-
lamida (SDS-PAGE) foi efectuada de acordo com Laemmli UK (Clea-
vage of structural proteins during the assembly of the head
of bacteriophage T4, Nature 1970, 227: 680-685) em gel verti-
cal {(normalmente 1,5 x 120 x150 mm). Os gdéis de concentracio
e separacao continham 3% e 12,5% de acrilamida respectivamen-
te. Em cada gel migraram também proteinas marcadoras do "Kit-'I
comercial de calibracdo de electroforese para determinacio
dos pesos moleculares (Pharmaia). Usou-se 2-mercaptoetanol

como agente redutor e Coomassie Brilliant Blue R250 para a




coloragdo do gel. Quando o gel tem um teor diferente de acri-
lamida indica-se geralmente entre paréntesis. Fez-se imuno-
transferéncia esséncialmente como é do conhecimento geral

., Verde P., Nolli ML., Corti A., Szots H., Meo

T., Jonhnson J., Bullok S., Cassani G., Blasi F., Monoclonal

(cf. Salermo G

antibodies to human urokinase identify the single-chain pro-
-urokinase precursor, Proc. Natl. Acad. &i. U.S.A. 1984, 81:
110-114), usando anticorpos monoclonais purificados que n3o
reconhecem ou ligam a regido contendo o GFD de uPA como se-
jam os que reconhecem a cadeia B do uPA sem reconhecerem a
cadeia A, os quais est8o descritos por Herion et al. em Bio-
science Reports 1,885-892 (1981), Salermo M.G. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 1984, 81, 110-114, ou Kaltoft et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1982, 79, 3720-3723 ou um anti-
corpo monoclonal que se liga a cadeia A apenas na regiio de
'‘ansas miltiplas" como seja o MAB 5B4 (ver atrds, Nolli et
al).

1.6.5 - Purificac8o de GASGAs

Os GASGAs sdo purificados a partir dos
sobrenadantes de culturas celulares por imunocromatografia e
FPLC de permuta idnica como préviamente descrito para a pu-
rificagdo de A431-uPA a partir de de sobrenadantes de cdélulas
tumorais A431 (Corti A., Nolli, M.L., Soffientini A., Cassa-
ni G., Purification and characterization of single-chain uro-
kinase~type plasminogen activator (pro-urokinase) from human
A431 cells, Throm Haemostas 1986; 56: 219-224). Uma matrix
de agarose modificada portadora de um anticorpo monoclonal
que se liga a cadeia B do uPA sem se ligar & cadeia A (como
seja MAB AAU2 descrito por Herion P. e Bollen A. em Bioscien-
ce Reports 3, 373-379, 1983) é equilibrado com cloreto de sé-
dio 0,15M e tampdo fosfato de sdédio 0,05M pH 7,4 contendo 1%
de polietilenoglicol (PEG) 6000. A coluna é cheia com 2 li—‘
tros de sobrenandantes celulares a um fluxo de 50 ml/h a 4°C
e depois lavada com o tamp3o de equilibrio. A desabsorcio &

efectuada com cloreto de sdédio 1M e &cido acético 0,1M conten-
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do 1% de PEG 6000. Todas as frac¢des sio testadas por IAA
(ver 1.6.2) e as fraccdes que contém GASGAs sdo colhidas, reu-
nidas de acordo com o seu teor e ainda purificadas e concen-
tradas por cromatografia de permuta idnica num sistema FPLC
("fast protein liquid chromatography") (Pharmacia Fine Chemi-
cals, Swedén) usando uma coluna Mono S HR 5/5 (permuta catid-
nica forte baseado em esferas de resina hidrofilica com uma
distribuigdo estreita do tamanho das particulas: o grupo car-
regado é —CHZSO3H) pré-equilibrado com tamp3o acetato de sdé-
dio 0,05M, pH 4. A amostra € geralmente diluida duas vezes
com dgua destilada para reduzir a forca idnica e depois apli-
cada na coluna. Apds lavagem com o tampdo de equilibrio, as
proteinas s3o eluidas com um gradiente linear de sal/pH, mis-
tura de tampdo A (tampdo acetato de sédio, pH 4) e tampdo B
(cloreto de sdédio 1M, acetato de sdédio 0,05M, pH 5) de 30 a
70% de B em A em 50 min., depois 100% de B durante 20 min;
caudal 60 ml/h. O teor de GASGAs enzimdticamente activos e
inactivos, antigénio de GASGAs activdvel pela plasmina, & me-
dido pelo ensaio imunoadsorvente-amidolitico (IAA) (ver 1.6.2).
Os GASGAs enzimdticamente activdveis no produto final totali-
zam cerca de 95% do total. A andlise por FPLC de fase rever-

sa de GASGA resultou num unico pico de absorvancia a 280 nm.

Como alternativa, o processo acima é efec-
tuado numa matrix de afinidade que é uma matrix de Sepharose-
~MAB 5B4 preparada como descrito por Corti et al (ver atrds).

A eficdcia da purificac8o € semelhante a descrita atrds.




Exemplo EO

Biblioteca gendmica humana

Prepara-se uma biblioteca de DNA gendmi-
co humano em bacteriofago lambda Charon 28 por técnicas con-
hecidas (c.f. P.H. Hieter et al., Cell, Vol. 22, 197-207 (1980)
e Maniatis et al.). O lisado de lambda recombinante é titu-
lado em E. coli K12 estirpe LE 392 (Maniatis et al p. 504).

7

As técnicas para titulag8o em placas, assim como para despis-
te de uma biblioteca de fagos com uma sonda marcada por "nick-
-translation", s3o também bem conhecidas (Maniatis et al.) e
sdo aplicadas esséncialmentercomo descritas nas experiéncias
que se seguem. Para o despiste, 10 microlitros de uma dilui-
¢do de mil vezes do lisado sdo adsorvidos a 0,3 ml de uma cul-
tura 2,5 vezes concentrada de E. coli K12 LE 392 em 10 mM
MgSO4 e incubado durante 20 minutos a 37°C. Adiciona-se 7 ml
de agarose a 0,7% e toda a mistura & semeada em caixas de
pldstico de 150 mm contendo agar NZYMC. (Ver Maniatis et al.).
Usou-se um total de 0,41 ml de uma diluicdo de lO_3 do lisado
com um total de 41 caixas. Apds um dia de incubacdo observou-
~se uma média de l,5><104 placas/caixa. Observou-se um total
de 6x105 placas nas 41 caixas que é uma boa representacio.
Todas as placas de cada caixa sdo transferidas para dois fil-
tros de nitrocelulose (Schleicher and Schuell Co.). Secam-se
os filtros, lavam-se, incubam-se sob vdcuo e si3o pré-hibrida-
dos como descrito (ver Maniatis et al.). A hibridac8o é efec-
tuada com uma sonda marcada por "nick-translation" consistin-
do num fragmento de DNA isolado a partir de um cDNA de uro-
cinase humana (Verde A. et al., Proc. Natl. Acad. Sci 81
4727-4731, 1984).

. ’




EO.1 - "Nick-translation"

O plasmideo pHUK-I (verde et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. 81, 4727-4731, 1984) contem uma insercdo re-
combinante complementar do mRNA de urocinase humana. Um
fragmento de cerca de 1,5 kb é removido por tratamento com a
endonuclease de restrigdo Pst-I, isolado por electroforese em
gel de agarose, retirado na regido de gel correspondente e re-
cuperagdo do fragmento de DNA por electroeluicdo (1.5.7). O
fragmento PstI de 1,5 kb contem cerca de 75% da regido codi-
ficadora do mRNA da urocinase humana (Verde et al., Proc.
Natl. Acad. Sci., 81, 4727-4731, 1984). A marcaclo uniforme
deste fragmento PstI (5,0 microg) é efectuada com um "kit"
de "nick-translation" da Bethesda Research Laboratories na
presencga de alfa 32P—dCTP e de alfa 32P—dGTP, 200 microCi de
cada (c.f. Maniatis et al.). O rendimento de DNA marcado &
1,8-2,9 x108 cpm/microg. '

EO.2 - Isolamento de fagos positivos com genes uPA

Os 41 pares de filtros, s8o hibridados
com o fragmento PstI marcado por "nick-translation". Grupos
de 8 filtros sdo hibridados em 40 ml de solucdo de hibrida-
¢do num uUnico envelope de pldstico com cerca de 108 cpm de
DNA marcado. A hibridacdo é efectuada a 42°C durante 17 ho-
ras em 2 x SSC, 0,1% de dodecilsulfato de sdédio (SDS) (Mania-
tis et al.). Os filtros sdo lavados quatro vezes em 2 x SSC,
0,1% SDS durante 15 minutos a temperatura ambiente e uma vez
em 1 x 8SSC 0,1% SDS durante 2 horas a 68°C. Apds secagem,
os filtros sdo expostos a filmes de raios X (Kodak) durante
12-24 h e revelados. A partir deste despiste, as placas que
deram uma mancha de hibridacdo positiva em posicdes idénticas
em ambos os filtros dos duplicados (trés) s3o0 colhidas com um
pequeno volume de caldo NZYMC (Maniatis et al.) e usadas para
infectar E. coli K12 L392 em diferentes diluig¢des e espalha-
dos em caixas de 10 cm com agar NZYMC. As caixas que d3o en-

tre 500 e 5000 plcas sdo entdo seleccionadas e testadas no-
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vamente. Estas placas sdo transferidas para filtros de ni-
trocelulose em duplicado (Schleicher and Schuell Co.) e os
filtros sdo tratados e hibridados com o fragmento PstI de 1,5
kb marcado por "nick-translation" do ¢DNA de uPA humano des-
crito atrds. Prdticamente todas as placas d3o um sinal de hi-
bridagdo positivo, com um factor de enriquecimento de cerca
de 105. Os isolados de placas individuais das trés placas
positivas foram designadas lambda-uPA-1l, lambda-uPA-2 e lamb-
da-uPA-3.

EO.3 - Preparacdo de fagos em larga escala

As placas sdo amplificadas em E. coli
K12 LE 392 usando grandes lisados de cultura, os fagos sio
isolados por centrifugacdo repetida em cloreto de césio, pu-
rificados por extracgdo da fase aquosa com fenol e depois com
clorofdérmio/dlcool isoamilico (24:1) e precipitacdo do DNA
com etanol a partir da fase aquosa de acordo com o processo

descrito por Maniatis et al., cap. 3.

Exemplo El1

Expressdo do gene codificador de uPA em células de mamifero

El.l1 - Isolamento da ORF de uPA

200 microg de lambda-uPA-1 obtido essén-
cialmente como em EO.3 s3o digeridos em 80 microl com 30U de
SmaI a 25°C durante 1 h; a reaccdo é parada com EDTA (concen-
tragdo final 50 mM) e o DNA submetido a electroforese num gel
de 0,8% de agarose contendo brometo de etidio usando um pente
de 10 cm a 100V. Em seguida o gel é analisado com luz UV e a
segunda banda mais lenta, um fragmento Smal contendo a grelha
de leitura aberta (ORF) do gene do uPA humano, de cerca de 7,3

kb removida do gel. O DNA é electroeluido e purificado como
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descrito em 1.5.7.

El.2 - Preparacdo de DNA vector

Um fragmento derivado de RSV-neo conten-
do o promotor RSV e a resisténcia a ampicilina e origem de
replicagdo derivadas do pBR322 é preparado por digestdo com
HindIITI, preenchimento, digestdo com Hpal, tratamento com CIP

e separagdo do fragmento em gel de agarose.

Mais particularmente, o vector RSV-neo

é modificado como se segue (ver fig. 2):

El.2.1 - Digestdo com HindIII

20 microg de DNA do plasmideo RSV-neo €
totalmente digerido com 80U de HindIII durante 1 h a 37°C em
200 microl. A enzima de restricdo é inactivada pelo calor e
depois a mistura € extraida com igual volume de fenol: clo-
rofdrmio, o DNA € precipitado adicionando também 50 microg
de tRNA (1.5.3) e redissolvido em 20 microl de TE (Maniatis
et al).

El.2.2 - Preenchimento e digestdo com Hpal

Os extremos protuberantes do vector aber-
to preparado acima sdo tornados cerses incubabdo o DNA com 1U
do fragmento Klenow da DNA-polimerase I em 25 microl (Mania-
tis et al pag. 113) durante 1 h a 37% e purificando-o como
indicado em 1.5.2 e 1.5.3. Em seguida o DNA vector lineari-
zado e com extremos cerses € clivado com 8U de Hpal em 40 mi-
crol durante 1 h a 37°%C e purificado do mesmo modo. Estas
operagdes clivam o gene de resisténcia a noemicina deixando
um fragmento de DNA linear de 3,5 kb com extremos cegos tendo
RSV-LTR aberto entre a regido do promotor e o sitio de polia-
denilagdo e contendo a origem de replicacdo e o gene de re-

sisténcia a ampicilina derivada do plasmideo pBR322 (Fig. 2).




~-43-

El.2.3 - Tratamento com CIP

O DNA é tratado com 1,5U de fosfatase de
intestino de vitela (CIP) em 50 microl de meio de reacgdo (Vo-
lume final) de modo a remover o residuo fosfato 5' dos extre-
mos de DNA; a enzima é subsequentemente inactivada pela adi-
cdo do dcido etileno bis(oxietilenitrilo)tetracdtico (EGTA)

(concentracdo final 10 mM) e tratamento a 68°C (ver 1.5.4).

E.1.2.4 - Purificacdo do fragmento

Os fragmentos de DNA sdo separados usan-
do um gel preparative de 0,6% de agarose como indicado em
1.5.7. A porgdo do gel contendo a banda de 3,5 kb & removida
e o fragmento de DNA electroeluido (1.5.7), a mistura obtida
é ajustada a concentrag8o salina adequada e purificado numa
coluna Elutip-D (Schleicher and Schuell Co.). Apds eluicio,
etanol, Na-acetato e adicdo de tRNA veiculo a solucdo de DNA
e o DNA precipitado e redissolvido em 20 microl de TE como
descrito em 1.5.3.

E1.3 - Clonagem do gene uPA sob o controle do promotor de
RSV-LTR

3U de DNA-ligase de T4 e 2,5 microl de
tamp8o 10x (Maniatis et al., p. 246) sdo adicionados a 3 mi-
crog de DNA vector desfosforilado (preparado como descrito
em E1.2) e 7,5 microg do fragmento uPA de 7,3 kb (preparado
como descrito em E1.1). A mistura da reaccio de 25 microl &
incubada 16 h a 14°C (ver 1.5.5) e usada para transformar 100
microl de células competentes E. coli HB10l (ver 1.5.8). As
bactérias sdo seleccionadas durante 1 noite em placas de agar
LB contendo 50 microg/ml de ampicilina a 37%. Repicaram-se
coldnias isoladas, cultivaram-se em 5 ml de meio LB contendo
ampicilina e processaram-se por andlise convencional de mini-
-preparagdes (1.5.9). Os padrdes de restricdo dos DNA de
plasmideo purificados sdo estudados de modo a estabelecer a
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orientagdo correcta do gene uPA na grelha de leitura do vec-

tor. Um destes plasmideos tendo a orientacdo correcta foi
designado RSV-uPA, isolado e usado em experiéncias posterio-

res (Fig. 2).

E.1.4.1 - Transfeccio

RSP-uPA obtido acima é usado para trans-
fectar célulaé de mamifero. O processo usado estd descrito
mais detalhadamente no exemplo 2 quando do tratamento da trans+
fecgcdo com vectores GASGAs.

El4.2 - Cultura em massa

As células transformadas de elevada pro-
ducdo conforme obtidas atrds sdo ainda reclonadas e cultiva-
das em massa em grandes fermentadores de acordo com a técni-

ca descrita no pardgrafo correspondente do exemplo 2.

El.5 - Quantificac@o de uPA

A producdo de uPA pelas linhas celula-
res cultivadas como descrito acima & qguantificada directamen-
te nos clones resistentes G418 obtidos como descrito acima ou
aplicando diluic¢des seriadas$ dos sobrenadantes de células re-
sistentes G418 em placas de caseina /agarose/plasminogénio
conforme € conhecido através da avaliacdo da difusdo radial
do PA, apds activagdo da plasmina no caso de cadeia simples,
num gel de agar contendo caseina/plasminogénio substancialmen-
te como descrito por Schumaker GFB e Schill W.B., em Anal. Bio+
chem. 48, 9, 1972 e por Bjevum OJ et al., em Quantitative Im-
, N.H.
Axelsen ed., Aas e Wahl, Oslo, 1975, 82-83. Como alternativa

munoelectrophoresis, Scandinavian J. Immunol. supl. 2

a producdo pode ser avaliada por IAA (ver 1.6.2).

A andlise do uPA de duas cadeias activa-

do versus a correspondente forma de cadeia simples & efectua-




da por JAA (ver 1.6.2). T ?§?;1w>*

Exemplo 2

Construcdo de vectores de expressdo de GASGAs

Para se obter unidades de tfanscrigéo
expressando GASGAs de EO ou de E2 modificdmos o plasmideo
RSVuPA (ver E.1.1.3) através da inserc8o de um sitio dnico no
intrdo C (5' relativamente ao exdo IV, que contem a maior
parte da regido codificadora do dominio tipo EGF) ou no in-
trdo D (3' relativamente ao ex3o IV) (Fig. 3B). Os plasmideos
resultantes, RSVuPAP>’S e RSVuPA, . o (Fig. 3C), sdo usados
para mutagenizar a ORF do uPA humano por alteracdo de exdes
obtendo-se dois vectores de expressdo de GASGAs (Fig. 3D):
RSVuPA-EO, em que o exdo IV contendo o dominio
tipo EGF foi eliminado:

RSVuPA-E2, em que o exdo IV foi duplicado.

E2.1 - Construcdo de RSVuPAB:>X

5 microg de DNA de RSVuPA sdo parcial-
mente digeridos com BglII em vasos de reaccdo separados com
a enzima variando entrelOU e 0,12U em 12,5 microl de tampdo
(volume final) durante 30 minutos a 37°C para encontrar as
condigdes de reacgdo mais adequadas. Os tubos de reaccdo s3o
colocados em neve carbdnica/etanol, adiciona-se EDTA para
10 mM (concentracgdo final) e finalmente a enzima & inactivada
aquecendo durante 20 min. a 70°C. Uma amostra de cada tubo
é analisado em minigel. Obtiveram-se bons résultados,por di-
gestdo com 3,330 e 1,11U da enzima. Escolheram-se estas con-
dicdes de reacgdo e usou-se 5 microg de DNA de RSV-uPA. Os
extremos protuberantes 5' assim obtidos foram preendhidos se-~
paradamente usando 2U de DNA-polimerase de T4 na presenca de

dNTPs (concentracglo final 1 mM de cada) em 20 microl (volume
final) durante 15 min a 37°C. Em seguida, a polimerase é inacH




tivada aquecendo a 70°C durante 20 min > Adiciona-se 2 microg
de adaptador XhoI fosforilado e liga-se ao plasmideo a 8°%
durante 16 h em 80 microl de tampdo (volume final) contendo
10% de PEG1500 e lU de DNA-ligase de T4. Apds inactivac8o
pelo calor, adicionam-se 8 microl de tampdo XhoI, 80U em 1
microl de XhoI e 11 microl de dgua e o DNA € digerido durante
3h a 37OC; a enzima é ent8o inactivada pelo calor e o DNA pre-
cipitado, ressuspenso em 5 microl TE e ligado durante 3h a
15°C com 1U de DNA-ligase de T4 em 50 microl de tampio. 2,5
microl desta mistura sdo usados para transformar células com-
petentes de E. coli HB1l0l e as coldnias resistentes a ampici-
lina sdo despistadas por andlise de minipreparacdes (1.5.9).
Um plasmideo tendo um sitio BglII entre os exdes IV e V con-
vertido num sitio unico XhoI (este fragmento de DNA modifica-
do estd ilustrado na Fig. 3C, a direita) € isolado e designado

RSVuPAB>_X (agui referido também como pB >X).

E2.2 - Construcgdo de RSVuPAP >3

0 plasmideo RSVuPAP.>X
gestdo parcial de RSVuPA com PstI. As condicdes de restricdo

deixando aproximadamente 50% do DNA por clivar apds 1 h a 370C

é obtido por di-

sdo aumentadas proporcionalmente para uma digest3o de 50 mi-
crog/50 microl (0,0625U/microg) e apds precipitacdo do DNA,

os extremos protuberantes 5' s3oc tornados cerses por tratamen-
to com 2U de DNA-polimerase de T4 a 37°C durante 10 min. em

50 microl (volume final). 5 microg de DNA adaptador Sall fos-
forilado sdo entdo adicionados e ligados 16 h a 8°C em 100
microl (volume final) com 2U de DNA-ligase de T4 e 10% de PEG
1500. A ligase é inactivada pelo calor e o DNA digerido (300
microl de volume final do tampdo) com 80U de SalIl a 37°C du-
rante 3h. Finalmente o DNA obtido é aplicado num gel de 0,75%
de agarose e migrado em paralelo com DNAs de plasmideo linea-.
rizados (500 ng de cada). Uma porcgdo do gel contendo as ban-
das que migram perto do marcador linearizado é cortada, elec-

troeluida e purificada (1.5.7), ressuspensa em 5 microl de TE




e auto-ligada em 10 microl durante 4h a 15°C com 2U de DNA-
-ligase de T4 (ver Maniatis et al). Usaram-se 2,5 microl para
transformar células competentes de E. coli HB10l e as cold-
nias resistentes a ampicilina sdo seleccionadas por andlise

de minipreparag¢des (1.5.9). Um plasmideo tendo um unico sitio
Sall em vez de sitio PstI situado entre os exdes III e IV (es-
te fragmento modificado estd ilustrado na Fig. 3C a esquerda)

é isolado e designado plasmideo RSVuPA aqui referido tam-

P>s
bém como pP >S.

E2.3 - Preparacdo de fragmentos de DNA NdeI/XhoI a partir de

RSVuPAB S¥

15 microg de DNA de RSVuPAB:>X sdo com-
pletamente digeridos com 40U de NdeI durante 3 h a 37°C em

40 microl (volume final). Este volume & levado até 50 microl
com 5 microl de tampdo 10X (Maniatis et al.) 1lU de CIP e dgua.
O DNA é desfosforilado durante 60 min. a 37°C, extraido uma
vez com fenol:clorofdérmio, depois precipitado e ressuspenso
em 20 microl de TE (ver Maniatis et al). O plasmideo linea-
rizado é entdo totalmente digerido em 25 microl com 40U de
XhoI e migrado num gel preparativo de 0,75% (1.5.7). As duas
bandas que se formam sdo separadas, electroeluidas e purifi-

cadas como descrito em 1.5.7 e ressuspenso em 5 microl de TE.

E.2.4 - Preparacdo de fragmentos de DNA NdeI/Sall a partir
de RSVuPA

P>S

15 microg de DNA de RSVuPAP.>S sdo dige-
ridos totalmente com 40U de SalIl a 37°C durante 60 min (40 mi-
crol, volume final). O volume da reaccdo é levado até 50 mi-
crol com 5 microl de tampdo 10X, 1U de CIP e dgua e o DNA &

desfosforilado durante 60 min. a 37OC, purificado como descri-
to no pardgrafo anterior, digerido totalmente em 25 microl com
40U de NdeI a 37°C durante 5 h e os dois fragmentos de DNA re-

sultantes sdo separados e purificados como descrito em 1.5.7.




E2.5 - Construcdo de RSVuPA-EO

1 microg do fragmento NdeI/SalIl de 1,7
kb derivado de RSVuPAP‘>S obtido acima é ligado com 2,5 mi-
crog do fragmento XhoI/NdeI de 8,6 kb derivado de RSVuPA

em 20 microl com 2U de ligase a 15°C durante 16h. 5 mic?olX
desta mistura sdo usados para transformar células competentes
de E. coli HB10l e, entre as coldnias resistentes a ampicili-
na, isola-se o plasmideo RSVuPA-EO em que o exdo IV de uPA
estd eliminado pela fuslo dos intrdes C e D e em que uma uni-
dade de tirosina que é gerada pela fusdo de residuos de pares
de bases dos cod8es relativos a Ser9 e Asp45, estd inserida

entre Prog e Lis46 (Fig. 3D a esquerda).

E2.6 - Construcdo de RSVuPA-E2

1 microg do fragmento NdeI/XhoI de 2,2
kb derivado de RSVuPAB‘.>X é ligado a 2 microg do fragmento

SalI/NdeI de 9,1 kb derivado de RSVuPA indubando em 20 mi-

crol a 15°C com 2U de ligase. As coléﬁizi resistentes a am-
picilina derivadas das células competentes de E. coli HB101l
transformadas com 5 microl desta mistura sio testadas por
andlise de minipreparacdes para isolamento do plasmideo RSVuPA _
-E2 em que o exdo IV e parte dos intrdes ladeantes sfo dupli-
cados e os dois dominios tipo EGF sdo ligados por uma treoni-

na criada pelo coddo de fusdo (Fig. 3D, a direita).

E2.7 - Método alternativo para a construcdo de RSVuPA-EO

Um método alternativo para a construcdo
de GASGAs EO é retirar os ex3es III e IV de um plasmideo, co-
mo seja RSVHPAB;?X' por dupla digestdo com HindIII e XhoI e
substitui-los com um fragmento HindIII-PstI, incluindo apenas
o exdo III, em que o sitio PstI & convenienemente modificado
para unir o extremo XhoI (ver Fig. 14). Resumidamente, ob-

tem-se um fragmento de 275 pb a partir do plasmideo p71 (fig.5
por:
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-digestdo total com PstI;

- modificagdo dos extremos por DNA-polimerase de T4 e adicio
de adaptadores Sall;

- digest8o com HindIII e tratamento com CIP seguido de diges-
t8o com Sall;

- purificacdo do fragmento em gel.

Este fragmento foi inserido em vector

obtido a partir de RSVuPAB > x Por:
- digestdo com XhoI e tratamento com CIP:
- digestdo com HindIII;

- purificacdo em gel.

E2.7.1 - Preparacdo de um fragmento de 275 pb contendo o
exdo IIT

400 microgramas do plasmideo p7l1 & dige-
rido lh a 37°C com 800U de PstI em 350 microlitros de tampdo
(1.5.1), em seguida a fracg3o de DNA ¢ extraida e precipita-
da (1.5.2 e 1.5.3). 1Isola=se um fragmento de 0,69 kb e puri-
fica-se em gel preparativo de 1,2% de agarose (1.5.7). Este
fragmento é tratado com DNA-polimerase de T4 45 min a 37°C,

a enzima é entdo inactivada pelo calor, as condicdes de reac-
cdo ajustadas ao tratamento com CIP em 100 microl (1.5.4) e o
DNA desfosforilado 30 min a 37°C com 11U de CIP, extraido
precipitado e ligado a um adaptador SalI de 8 meros, durante
16 h a 12°C. Apés isto, a fracgdo de DNA é digerida com
HindII em 200 microl de tampd3o com 400U de HindIIT a 37°C du-
rante 30 min, depois adiciona-se mais 50U da enzima e a reac-
¢do continua durante mais 60 min. Em seguida a enzima é inac-
tivada pelo calor, as condig¢des de reaccdo s3o ajustadas as
condigdes de CIP em 400 ml de tampdo contendo 11U de CIP e o
DNA é desfosforilado durante 90 min a 37°C. Finalmente o DNA
é digerido com 180U de Sall em 200 microl de tamp3o (volume
final) durante 16 horas a 37°C e o fragmento de DNA de 275 pb

que se obtem é isolado e purificado num gel de 2% de agarose.




E2.7.2 - Preparacdo do fragmento XhoI-HindiII a partir de

RSVuPAB X

50 microgramas do plasmideo RSVuPAL X
é digerido em 350 microl de tampdo com 200U de XhoI a 37°C
durante 2h e 30 min (1.5.1), desfosforilado em 800 microl de
tampdo com 11U de CIP a 37°C durante 30 min, depois a 50°C
durante 60 min (1.5.4) e finalmente extraido e precipitado
(1.5.2 e 1.5.3) e totalmente digerido com HindIII a 37°C du-
rante 1 hora. O fragmento de DNA de 9,9 kb que se forma é
isolado e purificado por um processo de gel preparativo de

0,8% de agarose (1.5.7).

E2.7.3 - Construcdo de RSVuPA-E0-49

O fragmento de 275 pb preparado como em
E2.7.1 e o DNA vector obtido como descrito em E2.7.2 sdo mis-
turados numa proporgdo molar de 2:1 a diferentes concentra-
¢Bes (aproximadamente 600 ng/ml e 60 ng/ml, respectivamente)
e ligados com 5U de DNA-ligase de T4 a 16°C em 100 microl
durante 65 h, em seguida a fraccio de DNA é precipitada e res-
suspensa em 20 microl de dgua. Amostra desta solucdo sdo
usadas para transformar células competentes de E. coli DH5
(1.5.8). Entre as coldnias resistentes a ampicilina selec-
cionou-se uma para andlise de minipreparacdes para testa£ o
padréo de restrigdo esperado e designou-se RSVuPA-E0-49. (ver
Fig. 14).

E2.8 - Expressdo de GASGAs em células de mamiferos

Os vectores de expressao de GASGAs sido
transfectados em células LB6 de ratinho por técnicas de pre-
cipitagdo com fosfato de cdlcio e os clones produtores de
GASGAs sdo analisados por:

- ensaio de lise com caseina, como descrito por Piperno-Gra-
nelli e Reich (J. Exp. Med. 148: 223-234, 1978) de modo a se-

leccionar clones produtores de PA e para quantificar a quan-
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tidade de PA seleccionado no meio de cultura;

- método das placas de fibrina, como descrito por Astrup T.,
Mullertz S., Arch. Biochem. Bhiophys, 1952, 40, 346-351;

- IAA, (c.f. 1.6.2) de modoa estabelecer as quantidades rela-
tivas de PAs de cadeia simples versus activados de duas ca-
deias;

- ensaio de ligacdo a receptores (como descrito por M.P. Sto-
ppelli et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82, 4939-4943,
1985), para verificar a capacidade dos GASGAs para se ligarem
ao receptor de uPA em células U937 que se pensa ser o mesmo

ou muito semelhante ao receptor de uPA endotelial.

E2.8.1 - Transfeccdo de vectores de expressdo de GASGAs

Um dia antes das transfeccdes, as célu-
las (murinas LB6, descritas por Corsaro C.M. e Pearson L.M.
em Somatic Cell Genetics, 7, 603, 1981) sdo semeadas a uma
concentragdo de aproximadamente lO4 microl/cm2 em meio de Ea-
gle modificagdo de Dulbecco (DMEM, Flow Laboratories Inc.) su-
plementado com penicilina (50U/ml), estreptomicina (50 microg/
/ml), 2 mM glutamina e 10% de soro fetal de vitela inactivado
(FCS). No dia da transfeccdo as células estdo na fase de
crescimento logaritmico e s8o alimentadas 3 h antes da adicdo
de DNA. O método de coprecipitacdo de DNA com fosfato de cdl-
cio é esséncialmente seguido na transfeccdo (Graliam e Vom
der Eb, Virology 52, 456, 1983). O precipitado de DNA com
fosfato de cdlcio é preparado adicionando uma solucdo de DNA
(neste caso uma mistura do vector de expressdo de GASGAs, ver
atrds, e RSV-Neo, ver El.2 uma proporcido de aproximadamente
1:1) em CoCl, 2M (0,25 ml) (volume final) o tampdo HBS 2x
(137 mM NaCl, 0,7 mM Na,HPO,, 21 mM Hepes, dcido 4-(2-hidro-
xietil)-l-piperazino etanossulfdénico, pH 7,1) (0,25 ml). Esta
mistura de DNA coprecipitado é entdo adicionada hs células. .
Apds 3 h a 37°C, o precipitado é removido das células que s3o
lavadas duas vezes com DMEM (sem soro fetal de vitela), adi-
cionou-se 1,5 de uma solugcdo a 15% de glicerol em HBS, as cé-
lulas s8o incubadas 1-2 min a 37°C e o glicerol & removido por
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lavagem com DMEM (sem soro fetal de vitela). Em seguida as
céluas sdo alimentadas com DMEM completo (ver acima quando do
tratamento das culturas celulares) e deixadas a cerca de 37°C
durante aproximadamente 48h, tripsinizadas muito suavemente

e semeadas numa concentracgdo de cerca de 105 células/placa em
DMEM + 10% de FCS inactivado pelo calor + 50U/ml de penicili-
na, 50 microg/ml de estreptomicina, 2 mM glutamina + 0,8 mi-
crog/ml de G418 (Geneticin). Em seguida, as células s3o in-
cubadas durante cerca de 2-3 semanas, mudando o meio de 3 em
3 dias.

E2.8.2 - Selecgdo de clones produtores de GASGAs

Os clones de GASGAs sdo seleccionados
pelos ensaios de caseina ou fibrina referidos atrds (E.2.8).
O ensaio de lise com caseina é efectuado cobrindo a cultura
com uma camada de caseina-plasminogénio-agarose preparada para
cada placa como se segue:
- 0,25 ml de leite em pd sem gordura (8% p/v, aquecido 30 min
num banho-maria fervente);
- 0,50 ml1 de meio DME 2x:
- 50 microl de 7,5U/ml de plasminogénio, esterilizado num
filtro de 0,22 micrometros;

- 0,2 ml de agarose se uma solugdo a 5% autoclavada.

Estes componentes sido adicionados a uma
solug8o de agarose mantida num banho a 48°C e aplicados sobre
a cultura de células apds o meio ter sido removido. As célu-
las sdo incubadas a 37°C numa camara de 5% de CO2 humidifica-
da e controladas relativamente ao aparecimento de dreas cla-
ras na camada opaca as 2, 4 e 8 horas. Os clones que apresen-
tam a actividade mais elevada de PA sdo repicados aspirando-
-0s com uma pipeta de Pasteur préviamente cheia com aproxima-
damente 0,5% de DME, ressuspensas fortemente e semeadas de'nd—
vo em placas de 24 pogcos. Em seguida as células sio cultiva-
das até a confluéncia, tripsinizadas e Y5 semeado no mesmo
tipo de placas de cultura. Apds 48 h os sobrenadantes sdo
testados como descrito abaixo mais detalhadamente.




O ensaio das placas de fibrina €& efec-
tuado com um processo semelhante, mas substituindo os reagen-
tes descritos atrds por uma preparagfo de 2,5 ml/placa de 100

mm de fibrina-agarose (ver Astrup T., a referéncia citada)
em DME 1x (ver atrds).

E2.8.3 - Quantificacdo de GASGAs

a) Para quantificar o teor de PA, os so-
brenadantes dos clones que expressam GASGAs assim como de cé-
lulas A431 (testamunha positiva) s3o comparados com diluicdes
de uma concentragdo convené¢ional de uPA em placas de caseina-
-plasminogénio-agarose preparadas como descrito no paragrafo
anterior excepto a concentracdo final de agarose ser de 1,8%

e usar-se 5 ml para cada placa de 100 mm. Fazem-se buracos

em intervalos regulares aspirando com uma pipeta de Pasteur.

Os sobrenadantes colhidos sdo diluidos seriadamente a 1:2 com
tampdo e aplicado 10 microl de cada uma das diluicdes nas pla-
cas. A solugdo padrdo de uPA é primeiro preparada duas vezes
concentrado em dgua e depois diluida 1:1 com DME 2x para uma

concentracdo final de cerca de 400 UI/ml. A partir desta so-
lugdo fazem-se diluigdes seriadas a 1:2 em DME e aplica-se

10 microl de cada uma delas nas placas. Os clones produtores

de GASGA sdo classificados em trés classes diferentes e as
concentragdes de GASGa deduzidas por comparacdo com diluic8es

seriadas de uma preparacdo de uPA padrio.

b) Como alternativa contam-se as cold-
nias resistentes a G418 que sdo transferidas para placas de
microtitulacdo de 24 pocos e deixadas em cultura até h satura-

cdo antes de se testar os sobrenadantes. Os clones que apre-

sentam niveis idteis de producdo de GASGAs (superior a 0,5 mi-
crog/ml) sdo guardados em "stocks" congelados em azoto liqui-

do apds suplementar soro fetal de vitela inactivado pelo ca-

lor com 10% de DMSO. Estas células sfo também reclonadas pa-

ra seleccionar bons produtores que também sdo guardados con-
gelados como descrito atrds.




-54-

Os clones que-dfg prodﬁgées mais eleva-
das de GASGAs s30 reclonadas e cultivadas em massa. Os resul-
tados das experiéncias usando células CHO (Ovdrio de Hamster
Chinés) ou células LB6 de murganho est3o descritos abaixo na

Tabela 1:

Tabela 1

Linha Ne de clones N2 de clones N9 de clones Produgéb
Celular resistentes produtores selecciona- de GASGAs
a G-418 de pro-uPA dos (gramas )ml
CHO 67 3 1 2-10
LB6 80 59 5 0,5-1
1-3
1-5
2-10
5-10
E2.8.4 -~ Cultura em massa

Um reactor de células de 4 1 com controle
automdtico da tensfo de oxigénio dissolvido, pH e temperatura
€ usado para crescer um indculo do clone de producio mais ele-
vada obtido de acordo com o processo descrito nos exemplos aci-
ma. O meio para a cultura é DMEM com 5% de FCS inactivado pe-
lo calor, 1 mM glutamina, 25U/ml de penicilina, 25 microg/ml
de estreptomicina e 400 microg/ml de G418 ou uma formulacio
sem soro contendo DMEM como a base suplementado com albumina,
insulina, transferina, etanolamina, colina. vitaminas e me-

tais tipo micronutrientes. O indculo de células é cultivado

em frascos de 150 cm2

em DMEM mais 10% de FCS inactivado pelo
calor, 2 mM glutamina, 50U/ml de penicilina, 50 microg/ml de
estreptomicina, 400 microg/ml de G418 e as células sdo culti-

vadas em microveiculos Cytodex (Pharmacia). As células atin-
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giram um mdximo de densidade populacibnal de 2,5x10°/ml e os
GASGAs sdo sintetizados ao longo da duracgdo da cultura e tes-
tados por métodos conhecidos tais como método fibrinolitico
ou IAA (ver 1.6.2). Atingiu-se uma concentracdo mdxima de

20 microg/ml conforme testado por IAA.

E2.8.5 - Quantificagcdo de GASGAs activados

Para quantificar a gquantidade relativa
de PAs activados de duas cadeias em cultura de clones produ-
tores de GASGAs ou de células A431l, produtoras de u-PA (tes-
temunha positiva), os sobrenadantes das referidas culturas
sdo testados num ensaio TAA (1.6.1) usando anticorpos monoclo-
nais de ratinho que reconhecem o dominio catalitico do uPA ou
o dominio de ansas miltiplas sem interferéncia com a activi-

dade enzimdtica e sem ligacdo a GFD.

Os resultados indicam que de um modo ge-
ral a quantidade de PA activado de duas cadeias, varia entre
20% e 50% do PA total e que é inferior a 5% quando se adicio-

nam inibidores de proteases as culturas em crescimento.

E2.9 - Ensaio de ligac¢do a receptores

Os sobrenadantes dos clones produtores
de GASGAs ou das células A431 sdo testados quanto a sua ca-
pacidade para competir com a ligacdo de 125I—DFP—UK radioac-
tivo para o receptor de uPA em células U937 (Stoppelli M.P.

et al., Proc. Natl. Acad. Sci., U.S.A., 1985, 82, 4939-4943),

As coldnias que secretam uma substéncia
activa tipo PA sdo colhidas como descrito em E2.8.2, cultiva-
das até a confluéncia e os sobrenadantes s3o testados como .
descrito atrds. Os clones de elevada producdo (ver tabela 1)
e as células A43]1 sdo semeadas separadamente a 105 células/ml.
A concentracdo de PAs é medida por IAA em amostras de sobre-

nadantes usando anticorpos monoclonais como descrito em E2.8.5




-56-

acima. Prepararam-se dilui¢des de l:Zino-ﬁésmo meio usado
para a cultura para fazer o ensaio de ligag¢8o ao receptor es-
sencialmente éomo descrito por Cubellis et al. (J. Biolog.
Chem. 261: 15819-15822, 1986). Resumidamente, 200 microl de
cada diluigdo sdo usados para ressuspender l—2x106 células
U937 (ver acima) e adiciona-se a cada suspensio de células
uma quantidade de 125I—DFP—UK tendo uma actividade correspon-
dente a cerca de 20000-80000 cpm (concentracdo de scu-PA fi-

nal de aproximadamente 50 pM).

Na Pig. 13 estdo apresentados os resul-
tados de uma experiéncia representativa e demonstram que en-
quanto os sobrenadantes dos clones transfectados com RSVuPA-
-EO ndo sdo capazes de competir com o tcu-PA iodinado para a

ligacdo ao receptor de uPA.

E2.10 - Purificacdo de produtos GASGA-EO

O sobrenadante das células produtoras de
GASGA-EO crescendo na presenca de aprotinina é colhido e o
GASGA-EO purificado como descrito em 1.6.5 por imunocromato-
grafia, cromatografia de permuta idnica e cromatografia 1i-
quida de fase reversa (1.6.3) (Pureza superior a 95% por elec-

troforese em SDS-PAGE).

E2.11 - Caracterizagdo bioquimica e imunoldgica de GASGAs

GASGA-EO purificado apresenta um peso mo-
lecular aparente de aproximadamente 50 KD em condic¢des redu-
toras (1.6.4). Apds activacdo pela plasmina (1.6.2), a pro-
teina reduzida € uma proteina de duas cadeias formada por uma
cadeia de 30 KD que migra como a cadeia B do tcuPA e uma ca-
deia de 20 KD que migra mais rdpidamente do que a cadeia A do
tcu-PA. Conforme esperado , quando analisado por imunotrans-.
feréncia a proteina GASGA-EO reage com mAB 5B4 (reconhecendo
a regido de ansas miltiplas"), com soro total de murganho anti-]

-uPA mas que ndo reage com mABs DC, ou Cd6 que reconhece a re-




gido GFD (ver "preparacdo"').

E2.12 - Andlise da sequéncia de aminodcidos N-terminal

A sequéncia de aminodcidos N-terminal &
efectuada usando um sequénciador de proteinas de fase gasosa

Applied Biosystem modelo 470 obtendo-se o seguinte resultado:

GASGA-EO 1 5 10
a.a. Ser Asn Glu Leu His Gln Val Pro Tir Lis Ser Lis
5 8 (24) 46
GASGA-EO 15
a.a Tre --- Tir Glu Gli?Asn Gli His Fen Tir Arg Gli
uPA 50 55

Os nimeros referem-se a4 sequéncia de
de
9

GASGA-EO como resultado do coddo partilhado entre os exdes

GASGA-EO e de uPA: Tir24 no uPA é substituida por Tir

IIT e V no plasmideo recombinante RSVUPA-EO (ver Fig. 3) e
liga o dltimo aminoadido totalmente codificado no exdo III
(uPA Pros) ao primeiro aminodcido totalmente codificado no
exdo V (uPA Lis,.). A identificac&o do aminodcido no ciclo

19 ndo é clara e estd portanto indicado com um ponto de inter-
rogagdo. O ciclo 14 ndo indicou a presenca de qualquer ami-
nodcido detectdvel sugerindo, conforme esperado, a presenca

de um residuo cisteina ( que ndo é detectdvel com o sequencia-
dor usado nesta andlise a menos que seja protegido préviamen-

te por carbometilacdo).
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Exemplo E3

Produc¢do de GASGAs por vectores RSV-uPA-BPV

No DNA do plasmideo pRSVuPA as endonu-
cleases de restricdo NdeI e Apal cortam cada uma apenas uma
vez (Fig. 5), a primeira na regifo derivada do pBR322 perto
do promotor RSV e a segunda na regifo do SV40 3' relativamen-
te ao sitio de poliadenilacdo do uPA. Estes dois sitios po-
dem ser modificados com adaptadores XhoI para se obter, apds
digestdo com XhoI, um fragmento contendo a regifio codificado-
ra de promotor RSV/uPA adequado a clonagem num vector tendo
um sitio XhoI e/ou um sitio SalT.

E3.1.1 - 70 microg de DNA RSV-uPA sfo digeridos totalmente com
420U de NdeI em 300 microl durante 24h a 37°c (condigdes do
ensaio: 150 mM NaCl, 10 mM Tris.HC1 pH 7,8, 7 mM MgClz, 6 mM
2-mercaptoetanol, 100 microg/ml BSA). Apds inactivacdo pelo
calor, a concentragdo de NaCl é ajustada as condicBes de ApaI/
/6 mM NaCl, 6 mM Tris.HC1l pH 7,4, 6 mM MgClZ, 6 mM 2-mercap-
toetanol, 100 microg/ml BSA) e o DNA & totalmente clivado com
160U de Apal em 400 microl (volume final) em 4 h a 30°C. O DNA
é ent8o purificado e precipitado como em 1.5.3, redissolvido
em 20 microlitros de TE e os extremos protuberantes NdeI s3o
preenchidos com 5U de DNA-polimeraseI de E. coli incubando o
DNA (volume final de reacc8o 25 microl) durante 1 h a 37°%
seguido de inactivacdo da enzima pelo calor (Maniatis et al.
pag. 113).

E3.1.2 - O plasmideo RSV-uPA digerido com NdeI/Apal e com
extremos cerses conforme obtido atrds é misturado com o DNA
adaptador XhoI fosforilado (proporcdo molar de aproximadamen-
te 1:15) e incubado 18 h a 8°C (volume final 50 microl), con-
forme indicado em 1.5.5, seguido de inactivacdo da ligase pelé
calor. Em seguida o DNA é digerido com 120U de XhoI em 200

microl durante 4 h a 37°C e XhoI & inactivada pelo clor.
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E3.1.3 - Os fragmentos de DNA obtidos atrds sdo separados por
electroforese num gel de 0,75% de agarose contendo brometo de
etidio e migrados 20 h a 35V (ver 1.5.7 para mais detalhes),
as bandas obtidas sdo detectadas num transiluminador de uv, a
maior correspondendo a um fragmento de 8,35 kb da regifio co-
dificadora do promotor de RSV/uPA e a mais pequena ao fragmen-
to de 2,45 kb contendo a resisténcia a ampicilina e a origem
de replicagdo. As duas bandas s8o retiradas e purificadas
como em 1.5.7. A banda mais pequena € finalmente tratada com
3U de CIP durante 30 min a 37°C e 30 min a 56°C e purificada

e precipitada como descrito em 1.5.2 e 1.5.3. Os fragmentos
maior e menor sdo misturados em proporcdes molares diferen-—
tes variando entre cerca de 1l:1 e cerca de 4:1, ligados 3 h

a 14°C e uma fracgdo de cada uma das misturas de reaccdo &
usada para transformar células competentes de E. coli DHI co-
mo descrito em 1.5.8. As bactérias sdo cultivadas durante a
noite em placas de agar contendo ampicilina, os plasmideos de
coldnias isoladas s3o analisadas quanto ao padrdo de frag-
mentos de restrigdo correcto e um deles seleccionado como plas-
mideo p71, no qual o gene do uPA humano colocado sob o con-
trole transducional do promotor RSV € removivel do resto do

plasmideo pela clivagem com XhoI (Fig. 5 fundo).

E3.1.4 -~ Modificacdo dos sitios de restric3o de BPV

pBPV 230.8 (Fig. 4) é modificado em trés
sitios diferentes (BamHI, HindIII ou SalI, respectivamente)
através da inserg8o de um unico sitio XhoI que torna mais f&-
cil a insercdo da regifo codificadora do promotor RSV/uPA
(RSVUPA). Em todas as experiéncias usa-se um excesso da enzi-
ma de restrigdo adequada (BamHI ou HindIII ou SalI) para di-
geair totalmente 10 microg de DNA de BPV 230.8 durante 3 h a
37°C em 100 microl (volume final). A enzima é inactivada pelo
calor e o DNA é purificado como descrito em 1.5.3, novamente ‘
dissolvido em 10 microl de tampdo (Maniatis et al., pdg. 113)
e dotado de extremos cerses por tratamento com 5U do fragmento

Klenow da DNA-polimeraseI de E. coli durante 2 h a 37°C. Apds
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inactivagdo da polimerase pelo calor, o DNA'é desfosforilado
em 50 microl (volume final) com 5U de CIP durante 30 min a
37°C e durante mais 30 min a 56°C. Finalmente esta enzima é
inactivada aquecendo na presenca de EGTA e o DNA é purificado
como descrito em 1.5.2 e 1.5.3. Ao DNA linear, redissolvido

e com extremos cerses de BPV 230.8, adiciona-se DNA adaptador
XhoI marcado (proporgdo molar 100:1) e liga-se em 50 microl
(volume final) durante 15 h a 8°C na presenca de Z,SU de DNA-
-ligase de T4 (1.5.4). Apds inactivacdo da ligase pelo ca-
lor, uma amostra contendo cerca de 1% do DNA ligado é digeri-
do com 8U deXhoI, submetida a electroforese com igual quanti-
dade de DNA antes e apds a ligacdo e analisado como em 1.5.6.
Em seguida a concentragdo salina € ajustada a 100 mM NaC e o
pH é ajustado a cerca de 7,5 (Maniatis et al., pdg. 104 e Bio-
chemicals for Molecular Biology; Boehringer Mannheim, Munique,
1985), todo o DNA é clivado com XhoI, 1 h a 37°C em 200 mi-
crol, aplicado num gel de 0,6% de agarose, sujeito a electro-
forese e a banda correspondente ao plasmideo linearizado &
retirada, electroeluida e purificada como em 1.5.7. O DNA 1li-
near € auto-emparelhado por ligacdo e usado para transformar
células competentes E. coli DM5 (BRL) (ver 1.5.8). Os plas-
mideos de coldnias isoladas apds incubac3o durante a noite em
placas de agar contendo ampicilina s8o testadas por andlise

de minipreparac¢des (1.5.9) quanto & presenca do novo sitio
XhoI. Obtiveram-se os seguintes plasmideos derivados de

pBPV 230.8 (Fig. 6, no meio):

- pBB, em que é criado um sitio XhoI na posicdo BamHI e & de-
limitado por dois sitios BamHI;

- pBS, em que é criado um sitio XhoI na posici3o Sall e & de-
limitado por dois sitios Sall;

- pBH, em gue € criado um sitio XhoI na posicdo HindIII.




E3.1.5 - Em experiéncias diferentes, osZDNAs de pBB, pBH e
pBS, 50 microg de cada sdo digeridos totalmente com um exces-
so de XhoI (Sall no caso de pBS) em 50 microl, a 37°C duran-
te 2 h, a enzima é inactivada pelo calor, as condicdes de reac-
¢8o sdo modificadas com tampdo concentrado (1.5.1) conforme
necessdrio para duplicar o volume de reaccd3o e o DNA de plas-
mideo linearizado é desfosforilado com 1U de CIP como descti-
to em 1.5.4. Apds inactivac8o da enzima pelo calor, o DNA &
aplicado num gelo de 0,6% de agarose contendo brometo de eti-
dio e sujeito a electroforese durante 16 h a 30V. Uma banda
de DNA principal correspondendo ao plasmideo linear monoméri-
co é electroeluida, purificada e redissolvida como descrito -
em 1.5.7. De modo idéntico, 50 microg de DNA do plasmideo

p71 é digerido totalmente com 80U de XhoI, a enzima é inacti-
vada pelo calor e a mistura é aplicada num gel de 0,6% de
agarose contendo brometo de etidio e sujeito a electroforese
durante 16 h a 30V. A porgdo de gel com a banda de 8,35 kb,
que contem a construgdo promotor RSV/regifio codificadora de
uPA, é electroeluida, purificada e redissolvida como descri-
to em 1.5.7. O DNA vector de BPV (Fig. 6, no centro) e o DNA
da insergdo (Fig. 5, fundo) s3o misturados em proporcdes que
variam entre 2:1 e 1:4 e ligados com 2U/amostra de DNA-liga-
se de T4 durante 24 h a 15°C numa concentracgcdo de DNA de apro-
ximadamente 0,2 microg/microl. O meio de reaccdo é ajustado
com o tampdo e o DNA ligado € digerido 1 h a 37°C com 20U de
XbaTl em 15 microl (volume final). (Condicdes de ensaio: 50

mM NaCl, 6 mM Tris-HCL pH 7,9, 6 mM MgCl,, 100 microg/ml de
BSA). Esta enzima ndo cliva a construcdo RSV/uPA e corta ape-
nas uma vez os vectores derivados de BPV 230.8. Apds inacti-
vagdo de XbaI pelo calor, a mistura de DNA obtida & diluida

a 1 para 5 com dagua, adiciona-se tampdo de ligacdo 10X e in-
cuba-se 2 h a 14° com 2,5U de DNA-ligase de T4. Uma amos-
tra de 5 microl de cada experiéncia de reaccido & usada para
transformar células competentes de E. coli DH5 (1.5.8). Estaé
bactérias s8o cultivadas durante a noite em placas de agar
contendo ampicilina a 37°C e amostras das coldnias resultan-

tes sdo analisadas por andlise de minipreparacdes (ver 1.5.9).
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Os plasmideos de coldnias isoladas com o padrdo de restricdo

correcto sdo seleccionados (1.5.9, Fig. 6, fundo).

E3.2 - Modificacdo da unidade de transcricdo de uPA em vecto-

res de expressdo derivados de BPV

No fragmento SmaIl de 7,3 Kb contendo a
ORF do uPA as enzimas de restricdo BssHI e SacI cortam apenas
uma vez, cada uma, dando origem respectivamente a um extremo
protuberante 5' em nt4l3 e a um extremo protuberante 3' em
nt4344. Este fragmento compreende a regidio codificadora de
GFD do uPA, enquanto os fragmentos correspondentes no plasmi-
deo GASGAs derivados de RSVuPA( ver Fig. 3) contém as regides
GFDo e GFDZ.

O fragmento BssHI/SacI em todos os vec-
tores BPV € assim substituido com o fragmento BssHI/SacI de
RSVUPA-EO ou de RSVuPA-E2 para se obter:
- 0s vectores das séries EO, tendo uma ORF sem exdo IV:

- 0s vectores da série E2, tendo uma ORF com um duplicado do

exdo IV:

Resumidamente, as duas séries s3o prepa-
radas como se segue:

a) O DNA de RSVuPA-EO ou de RSVuPA-E2 €
completamente digerido com BssHI, tratado com CIP, totalmen-
te digerido com SacI e o fragmento de DNA mais pequeno é pu-
rificado em gel:

b) o DNA dos vectores de expressio de
uPA derivados de BPV é andlogamente totalmente digerido com
SacT, tratado com CIP, totalmente digerido com BssHI e o frag-

mento maior purificado em gel;

c) os fragmentos BssHI/SacI com o exdo IV
eliminado ou com o ex30 IV em duplicado s3o inseridos em cada
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um dos DNAs vectores epissomais obtidos atrds.

E3.2.1 - Preparacdo de cassetes BssHI/SacI "EO" ou "E2"

50 microg de DNA de plasmideo de RSVuPA-
-EO ou RSVuPA-E2 (fig. 3) sdo digeridos totalmente com 64U
de BssHi em 75 microl (volume final) durante 2 horas a 37°C.
A enzima é entfo inactivada pelo calor e o DNA é desfosfori-
lado com 2,5U de CIP em 150 microl (volume final). O DNA é
entdo purificado com fenol/clorofdrmio (1.5.2), precipitado
(1.5.3) e ressuspenso em 100 Fl de tampdo para o digerir com
80U de SacI a 37°C durante 3 horas. Obtem-se, respectivamen-
te, um fragmento contendo a cassete "EO" ou um fragmento con-

tendo a cassete "E2" que se purifica em gel de agarose (1.5.8).

E3.2.2 - Preparacdo de grelhas BssHI/SacI de vectores deriva-
: dos de BPV

20 microg de DNA de cada um dos vectores
de expressdo de uPA derivados de pBPV 230.8 (ver fig. 6, fun-
do) sdo totalmente digeridos com 40U de SacI durante 3 horas
a 37°C em 50 microl (volume final), a enzima € ent8o inacti-
vada pelo calor e o DNA é desfosforilado em 100 microl (volu-
me final) com 2U de CIP (1.5.4). Apds extracglo e precipita-
cdo (1.5.2, 1.5.3), o DNA é redissolvido em 100 microl de tam-
pdo e digerido com 40U de BssHI a 37°C durante 2 horas. O
fragmento maior que ndo possui a regido BssHI/SacI contendo

EGF é isolado em gel de agarose (1.5.8).

E3.2.3 - Insercdo de cassetes "EO" ou "E2" na grelha BPV/RSV/
/uPA

Este processo é usado para gerar a série
GFDO ("zero") ou a GFD, ("dois") em vectores de expressio de '
uPA derivados de BPV:
a) 1 microg do fragmento de DNA BssHI desfosforilado/SacI,

contendo a cassete GFDo ou GFD2 preparadas como descrito atrids
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(E3.2.1) é ligado a 4microg de DNA vector SacI desfosforila-
do/BssHI contendo a grelha BPV/RSVuPA (E3.2.2) durante 16 ho-
ras a 15°C com 2U de DNA-ligase em 20 microl (volume final):
b) 5 microl desta mistura sfo usados para transformar células

competentes E. coli DH5;

c) as coldnias resistentes a ampicilina sd3o testadas por mé-
todos de minipreparacdes (1.5.9) e os plasmideos que apresen-

tam o padrdo de restrig¢do esperado sido isolados.

Repetindo este processo partindo de cada
uma das séries de plasmideos produtores de scu-PA e derivados
de pBPV 230.8 (fig. 7A), obtem-se duas séries de vectores de
expressao de GASGA derivados de BPV:

- série "zero" em que pelo menos uma porc¢do do dominio tipo

EGF foi eliminado (sufixo EO): fig. 7B).

- =série "dois" em que a maior parte do dominio tipo EGF foi

duplicado (sufixo E2; fig. 7C).

E3.3 - Expressdo e anadlise de produtos GASGA

Os vectores de expressao de GASGA deri-
vados de BPV obtidos atrds sdo cotransfectados com RSV-Neo em
células LB6 de murganho ou células CHO (ver E.1.4) e os clo-
nes resistentes a G418 sdo seleccionados e analisados como

descrito em E2.8.

As propriedades enzimdaticas de PA, as
caracteristicas imunoldgicas e as propriedades de ligacio ao
receptor de uPA das proteinas obtidas refletem as obtidas com
RSVuPA-EO e RSVuPA-E2 (ver atrds).




Exemplo E4

Construgdo de derivados modificados da regifo do promotor de

uPA humano

E4.1 - Construgdo do plasmideo puPA2

50 microg de DNA de lambda-uPAl prepara-
do como descrito em EO0.3 s3o0 digeridos em 100 microl -(volume
final) com 30U de SmaI no tampdo adequado durante 60 min a
30°%. 500 ng do DNA obtido sdo analisados em gel de 1% de
agarose contendo brometo de etidio enquanto o restante é guar-
dado a -20°C. A enzima é entdo inactivada pelo calor a 68°C
(10 min) e a preparagdo de DNA resultante & aplicada num gel
preparativo de 0,8% de agarose contendo brometo de etidio. A
separag¢do electroforética decorre durante 20 h a 50V em tam-
pado TBE (Maniatis et al., cap. 5) e as bandas de DNA sdo vi-
sualizadas num transiluminador de UV de comprimento médio.
Retirou-se uma banda de aproximadamente 2,38 kb que contem o
promotor de pro-uPA e electroelui-se e purificou-se o DNA co-
mo descrito em 1.5.7. 50 microg de DNA de pEMBL8CAT (Fig. 8)
é digerido de modo idéntico durante 1 hora a 30°C com 30U de
SmaIl em 25 microl (volume final). Adiciona-se 64 microl de
dgua, 10 microl de tampdo CIP 10X e 1U de CIP em 1l microl (vo-
lume final) e a mistura de reaccio € ainda incubada durante
60 min a 37°C. CIP é inactivada adicionando EGTA e aguecendo
como descrito em 1.5.4 e o DNA € purificado num gel de 0,8%
de agarose contendo brometo de etidio nas condicdes descritas
em 1.5.7. 1,5 microg do fragmento de 2,38 kb derivado de
lambda-uPAl e 500 mg de DNA de pEMBLS8CAT linearizado e desfos-
forilado como preparado atras sio misturados e ligados em 20
microl do tampdo adequado contendo 10% de PEG e 2U de DNA-liga-
se de T4 durante 20 horas a 14°%c. 5 Fl desta mistura de reac-
¢do sdo entdo usadas para transformar células competentes de °
E. coli HB10l como descrito em 1.5.8. As coldnias resisten-
tes a ampicilina s8o analizadas e entre as que contém a in-

sercdo na orientagdo correcta € seleccionada uma que se de-




signa puPA2 (Fig. 8 & direita).

E4.2 -~ Construcdo do plasmideo puPA2/41

As condigdes Sptimas para se obter um
DNA de puPA2 parcialmente digerido com SmaI e na forma li-
nearizada sdo investigadas digerindo 250 ng deste plasmideo
respectivamente com 1,0, 2,0, 3,0 e 4,0U de SmaI em 10 microl
(volume final) do tampio adequado. 50% (v/v) de cada mistu-—
ra de reacgdo é transferido para um tubo diferente e congela-
do num banho de neve carbdnica/etanol apds 6 min de reaccdo
a 3OOC, enquanto as porgdes restantes sdo congeladas apds in-
cubagdo durante mais 9 min. Em seguida, cada amostra conge-
lada € ajustada a 10 mM coM EDTA, a enzima & inactivada pelo
calor e o DNA analisado num minigel de 1% de agarose conten-
do brometo de etidio. Conseguiram-se bons resultados incuban-
do com 2U durante 15 min e com 3U durante 6 min. Em seguida
fez-se uma digestdo preparativa como se segue: 5 microg de
DNA de puPA2 é digerido com 40U de SmaI em 50 microl do tam-
pao adequado, a reacgdo é parada adicionando 1 microl de 500
mM EDTA e congelando. Apds inactivaglio pelo calor da enzima
adicionada esta preparag@o de DNA de puPA2 € misturada com
2,25 microg de adaptador XhoI, fosforilado como descrito em
1.5.6 e ligado em 86 microl de uma mistura de reaccdo conten-
do 10% PEG 1500 e 2,5U de DNA-ligase de T4, incubando primei-
ro 6 h a 7°% depois aumentando lentamente a temperatura até
17°C e incubando durante mais 10 horas. A enzima de ligacdo
€ inactivada pelo calor, 10% do DNA ligado € digerido com
55U de XhoI durante 2 h a 37°C em 20 microl (volume final),
esta enzima € entdo inactivada pelo calor e o DNA precipita-
do como indicado em 1.5.3. O DNA precipitado é redissolvido
em 4 microl de TE (Maniatis et al), adiciona-se 1 microl de
tampdo de ligagdo 5X contendo 1lU de DNA-ligase de T4 (Mania-
tis et al), a mistura é deixada autoligar-se a 15°C durante .
2 h 30 m e depois usada para transformar células competentes
E. coli HB101l (1.5.8). As coldnias resistentes & ampicilina

sdo testadas por andlise de minipreparac3o. Uma destas, ten-
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do o sitio SmaI, que delimita o extremo 5' da insercdo de
2,38 kb contendo o promotor do uPA, convertido num sitio
XhoI (Fig. 10) é designado puPA2/41.

E4.3 - Andlise de CAT

puPA2, o seu derivado puPA2/42 e RSV-CAT
sdo testados quanto a sua capacidade para conduzirem a trans-
cricdo d o gene CAT. Os DNAs de plasmideo s30 transfectados
para uma linha celular humana A125 (1.1) derivado de um car-
cinoma do rim (Stoppelli M.P., Verde P., Grimaldi G., Loca-
telli E.K., Blasi F., J. Cell. Biol. 1986, 102, 1231-1241)
pelo processo de precipitagdo com fosfato de cdlcio e os ni-
veis da proteina CAT possivelmente produzida nas células

transfectadas sdo medidos apds 64 + 4 horas.

E4.3.1 - Purificacdo de DNA de plasmideo

Os DNAs de plasmideo sdo purificados
usando o método de lise alcalina como descrito por Birnboim
H.C. e Doly J. 1979, Nucleic Acids Res. 7, 1513 (descrito
também em Maniatis et al pdg. 90) a partir de 400 ml de um
caldo LB da cultura durante a noite de cada clone, bacteria-
no. O DNA de plasmideo assim obtido é purificado duas vezes
em gradientes de CsCl e brometo de etidio, a banda contendo-o
é colhida furando o tubo e extensivamente extraida com dlco-
ol isoamilico contendo brometo de etidio (ver Maniatis et al.
p. 93-94). A solugdo aquosa de CsCl contendo DNA é ent3o di-
luida a 1:4 com dgua e o DNA é precipitado adicionando 0,1
vol de Na-acetato pH 5,2 e.3 vol de etanol. Apds permanéncia
da mistura a -20°C durante 30 min, a fracgcdo de DNA é centri-
fugada a 10000xg durante 15 min a 4°C, lavada uma vez com
etanol a 70% e uma vez com etanol a 100%, seca, dissolvida em
2 ml de TE, reprecipitada e lavada do mesmo modo e finalmente
redissolvida em 1 ml de TE (Maniatis et al). Lé-se D.0.5¢0
e a concentrdo é ajustada até cerca de 500 ng/microl, testa-

da em minigel e medida novamente por espectrofotometria. Fi-
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nalmente os DNAs de plasmideo sdo diluidos a 1l:1 com etanol

absoluto e guardados a -20%.

E.4.3.2 - Precipitacdo pelo processo do fosfato de cdlcio

Para cada placa de Petri de 60 mm a ser
transfectada, 40 microl de solugdo de DNA em etanol/TE, equi-
valente a 10 microg de DNA, sdo secos numa centrifuga de va-
cuo Savant e redissolvidos em 220 microl de agua. Adiciona-
~se 30 microl de 2M CaCl2 (da Mallinkrodt ou Merck) e mistu-
ra-se rdpidamente. 250 microl de HBS2x (10 g/l de HEPES,
dcido 4-(2-hidroxietil)-l-piperazina etanossulfdénico, 16 g/1
de NaCl, pH 7,1 + 0,05, esferil) e 5 microl de PO, 100x (70
mM Na2HPO4 e 70 mM NaH2PO4, estéril) sdo misturados e a solu-
cdo de DNA/CaCl2 é lentamente adicionada gota a gota borbu-
lhando a solucdo com uma pipeta de Pasteur. Esta mistura é

entdo deixada a temperatura ambiente durante 30 min (Graham
e Van der Eb, Virology, 52, 456: 1984).

E.4.3.3 - Transfecg¢do de células Al251

As células Al251 sdo cultivadas até per-
to da confluéncia em meio completo / meio DME (Gibco) suple-
mentado com 10% de soro fetal de vitela (Hyclone) e 1% da so-
luc8o de antibidticos (Gibco) 7 numa clmara humidificada con-
tendo 5% de co, a 37°C. 24 horas antes da transfeccdo as cé-
lulas sdo repartidas por placas de Petri de 60 mm a lO5 cé-
lulas/placa e alimentadas com meio fresco 4 a 6 horas antes
da transfecgdo. Em to o DNA precipitado é adicionado e a mis-
tura é deixada durante 16 a 18 horas na cémara. Apds incuba-
cdo durante a noite, as células sdo lavadas uma vez com DME
(7.2) depois suplementadas com meio completo, deixadas para
completar a incubacdo e colhidas. Nas experiéncias com triplim
cados todos os passos apds dissolucdo do DNA seco sdo efectua-
dos separadamente para cada amostra. As células colhidas sdo

usadas nos passos subsequentes.
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E4.3.4 - Preparacdo de lisados celulares - -

64 + 4 horas a adigdo do DNA precipita-
do, as células (preparadas como em E3.3.3) sfo lavadas 3 ve-
** (80 g Nacl,
2 g KC1, 11,5 g NaZHPO4.2H20, 2 g KH,PO, por 1 litro de dgua
destilada, levado a pH 7,2, em seguida adiciona-se 1 ml de
STE (100 mM NaCl, 10 mM Tris, 1 mM EDTA) e a mistura & deixa-

da a temperatura ambiente durante 5 min. Apds isto as célu-

zZzes com tampdo de fosfatos salino (PBS) sem Ca

las sdo raspadas com um "policeman" de borracha e colocadas
num tubo Eppendorf, centrifugadas numa microcentrifuga 3 min
a 4°%C e ressuspensas em 100 microl de TRIS 250 mM pH 7,8. A
suspensdo de células é deixada 15 min em neve carbdnica/eta-~
nol e depois transferida para um banho a 37°C; este ciclo de
congelacdo/descongelacdo é repetido duas vezes, os nicleos
celulares sdo sedimentados em microcentrifuga a 4°C durante

5 min e o sobrenadante é transferido para um tubo arrefecido.
Para ultrapassar pequenas diferengas no teor proteico de cada
amostra devido a uma possivel ligeira diferenca no numero de
células de placa para placa, a concentracdo de proteina é de-
terminada em 10 microl de cada amostra de acordo com o méto-
do de Lowry (ver El1.6). A restante parte dos lisados é guar-

dada a -20° até ser usada no ensaio de CAT.

E4.3.5 - Ensaio de CAT

Um volume de cada lisado contendo 100
microg deproteina é levado até 133,5 microl com dgua e adi-
ciona-se-lhe 44 microl de uma solucdo pré-misturada contendo
22,5 microl de 2M Tris pH 7,8, 20 microl de uma solucdo pre-
parada de fresco de 3 mg/ml de acetilCoA (Sigma) e 1,5 microl
de 14

ra é incubada a 37°C durante 1 h, depois a reaccdo é parada

C-cloranfenicol (50-60 mCi/mmol, da Amersham). A mistu-

pela adigdo de 1 ml de acetato de etilo e vortex. As duas
fases que se formam sdo separadas numa microcentrifuga Eppen-
dorf (5 min) e a fase orgénica & transferida para um tubo

Eppendorf arrefecido, seca numa centrifuga de vdcuo Savant, ..




redissolvida em 20 microl de acetato de etilo e testada por
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TLC em placas de silica de 0,25-1 mm (Kodak). A cromatogra-—
fia decorre durante 2-3 h com clorofdrmio:metanol (grau de
pureza para HPLC), 95:5 como fase mdvel e as manchas radio-
activas correspondendo ao antibidtico marcado sdo visualiza-
das por autorradiografia. As dreas do cromatograma correspon-
dendo as manchas radioactivas sio removidas, colocadas num®
frasco com5 ml de uma solugdo de cintilacdo adequada como se-
ja Econofluor, (New England Nuclear) e a radioactividade &

medida num contador beta. Os resultados est3o apresentados
na Tabela 2 (ver E4.4.3).

E4.4.1 - Construgdo do plasmideo puPA2/17

300 ng de DNA de puPA2/41 (ver E3.2) &
completmante digerido com 4,2U de OxaNI durante 4 h a 37°C no
tampdo adequado (100 mM NaCl, 10 mM Tris.HC1 pH 7,5, 10 mM
MgClz, 10 mM 2-mercaptoetanol, 100 microg/ml de BSA). O corte
do DNA é testado num minigel contendo brometo de etidio (1.5.1
e a enzima é inactivada aquecéndo 10 min a 68°C. Adiciona-se
entdo 2 microl de dgua, 1,5 microl de tampdo 10X e 1,5 microl
de DNA-ligase de T4 e a mistura é incubada a 15°C durante 18h.
2,5 microl desta mistura s8o usados para transformar células
competentes E. coli HB10l (1.5.8). As coldnias resistentes 3
ampicilina s8o analisadas por andlise de minipreparacdes
(1.5.9). As que tém o padrio de restricio correcto s3o se-

leccionadas e uma delas foi designada puPA2/17. (Fig. 10).

E4.4.2 - Construgdo do plasmideo puPA2/254

4 microg de DNA do puPA2/41 (ver Fig. 10)
é totalmente digerido com 5U de EcoRV em 10 microl do tampdo
adequado (Maniatis et al) a 37°C durante 2 h, depois adicio-
na-se uma mistura de 7 microl de dgua , 2-microl de tampdo 10X
e 1U de CIP em 1 microl de tampdo (Maniatis et al). A mistu-
ra é incubada lh a 37OC, adiciona-se EGTA para uma concentra-
¢do final de 10 mM e a mistura é incubada a 68°C durante 45
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min. O DNA é precipitado, lavado e seco como descrito em
1.5.3 e finalmente redissolvido em 7,5 microl de TE (Mania-
tis et al). O DNA € totalmente digerido com 4,20 de OxaNI
durante 4 h a 37°C em 10 microl (volume final) e os extremos
5' s3o preenchidos com 1lU do fragmento Klenow da DNA PolI/20
microl, volume final) a 37°C durante 1 h. O DNA é entdo pre-
cipitado (1.5.3) e ressuspenso em 7,5 microl TE (Maniatis et
al). Adiciona-se 0,5 microl de 100 mM ATP, 1 microl de tam-
pdo 10X (Maniatis et al) e 2,5U de DNA-ligase de T4 (1 mi-
crol) e a mistura é incubada durante 18 h a 15°C. En segui-
da 2,5 microl desta mistura & usada para transformar células
competentes E. coli HB10l (1.5.8), as bactérias s3o semeadas
em placas LB contendo ampicilina (Maniatis et al). As cold-
nias tendo o padrdo de restrigdo correcto sdo seleccionadas
e uma delas foi designada puPA2/254 (Fig. 10).

E4.4.3 - Andlise de CAT

puPA2/41, os seus derivados de deleccdo
PuPA2/17 e puPA2/254 assim como RSV-CAT sio testados quanto
a sua capacidade para conduzirem a transcricdo do gene CAT.
Os DNAs de plasmideo sdo transfectados em linhas celulares
Al251 e HeLa (1.1) através da técnica de precipitacio com
fosfato de cdlcio e o nivel de CAT intracelular & medido apds
64+ 4 horas. A purificac3o do DNA de plasmideo, precipitacio
por fosfato de cdlcio, transformacio de células, preparacio
de lisados celulares e ensaio de CAT &30 efectuados substin-
cialmente como descrito em E3.3. Os résultados estdo apre-
sentados na Tabela 2.




. N
2 LN

. -72-
P
TABELA 2
A1251 HeLa
RSV-CAT 100 100
puPA2/41 128 32,3
puPA2/17 303,8 74,3
puPA2 /254 3785 174,3

E.4.5 - Constucio de vectores de expressdo derivados de uPA

O gene CAT bacteriano pode ser removido
dos plasmideos puPA2/41, puPA2/17 e puPA2/254 de modo a uss-
los como vectores de express3o. De preferéncia, as modifica-
¢des conservardo a sequéncia derivada do promotor de uPA, a
caixa TATA do uPA, o ponto de iniciagc8do do mRNA e o poli-adap-
tador derivado do pEMBL8. Os fragmentos de DNA compreenden-
do estas regides podem ser removidos do vector e inseridos
a montante de diferentes genes como "cassetes de expressdo”.
A partir dos plasmideos descritos atrds foram obtidos tréas
vectores de expressdo derivados do uPA removendo o gene CAT
bacteriano: pPP4l a partir de puPA/41, pPP17 a partir de
PuPA2/17; pPP254 a partir de puPA2/254.

E4.5.1 - Construgdo de pPP41

25 microg de DNA de puPA2/41 s3o0 parcial-
mente digeridos com 4U de XbaI a 37°C durante 45 min e a reac-
¢do parada adicionando EDTA (para 50 mM) e inactivagdo pelo
calor. Apds precipitacdo (1.5.3) o DNA & preenchido com 2,50
do fragmento Klenow da DNA-PolI (volume final 20 microl) a
37°C durante 1 h, ligado a um excesso molar de 50 vezes de
adaptador SalIl (1.5.5 e 1.5.6) durante 16 h a 8°C com 2U de
ligase e apds inactivac8o da enzima pelo calor, completamentel
digerido a 37°C durante 2 h com um excesso de SalI. Os frag-
mentos de DNA migraram num gel de 0,75% de agarose (1.5.7) e
a porgao de gel contendo um fragmento de DNA da gama 5-6 kb
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foi retirada. Este DNA & entfo extraido e purificado como
descrito em 1.5.7, ressuspenso em 10 microl de TE e 2 microl
desta solugdo sdo auto-ligadas a 16°C durante 4 h com 20U de
ligase (volume final 10 microl). 2,5 microl desta prepara-
¢do de DNA sdo entdo usados para transformar células compe-
tentes E. coli DH5. (1.5.8-1.5.9). Entre as coldnias re-
sistentes a ampicilina selecionou-se por andlise de minipre-
paragdes o plasmideo pPP41l, i.e. um plasmideo tendo a regido
compreendida entre o sitio Sall no poliadaptador e o sitio

Xbal a jusante do gene CAT eliminado (Fig. 11B).

E4.5.2 - Construgdo de pPP/17 e pPP/254

Seguindo substancialmente o processo
descrito atrds, obtem-se dois vectores de expressio por di-
gestdo completa de 10 microg de DNA de puPA2/17 ou 10 microg
de DNA puPA2/254, respectivamente, com 24U de XbaI a 37°C du-
rante 2 h. Os extremos protuberantes 5' do plasmideo linea-
rizado sdo preenchidos com o fragmento Klenow da DNA-PolT
(2,5U0) a 37°c durante 1 h e depois ligados a um excesso mo-
lar de 50 vezes do adaptador Sall (1.5.5 e 1.5.6) durante 16h
a 8°C com 2U de ligase e, apds inactivac8o da enzima pelo
calor, o DNA é completamente digerido a 37°C durante 2 h com
um excesso de SalI. Em seguida esta enzima é inactivada pelo
@lor e o DNA precipitado (1.5.3) e ressuspenso em 10 microl
de TE. 2 microl desta solucdo de DNA sido ligados a 15°¢ du-
rante 16 h com 2U de DNA ligase (volume final 10 microl) e
usou-se 2,5 microl para transformarcélulas competentes E. coli
DH5. Entre as coldnias resistentes a ampicilina, seleccionam-
-se os plasmideos pPP1l7 e pPP254 que possuem promotores de

deleccdo derivados do uPA e té&m as mesmas caracteristicas des-
critas para pPP41 em E.4.5.1 (Fig. 11B).




.

Y

Exemplo E5

—74-

/ P

E5 - Producdo de GASGAs por minigenes derivados de uPA com
GFD modificado

E5.1 - Purificacdo do fragmento SmaIl contendo uPA

Um fragmento SmaI de 7,3 kb contendo a
regido codificadora do uPA foi obtido a partir do fago lamb-
da como descrito em E.1.1 (Fig. 1).

E5.2 - Preparacdo de DNAs vectores

Os DNAs de plasmideo pPP41XS, pPP17XS
e pPP254XS, 20 microg de cada, sdo preparadas separadamente
digerindo-os com 50V de SmaI a 25°C durante 3 h (50 microl,
volume final), depois os plasmideos linearizados s3o desfos-
forilados com 1U de CIP a 37°C durante 1 h (150 microl, volu-
me final) e purificados num gel de 0,8% de agarose como des-
crito em 1.5.3. As preparac¢des de DNA separadas sdo ressus-

pensas em 20 microl de TE e guardadas a 4°c.

E5.3 - Constru¢des de minigenes derivados de uPA

Cada DNA de plasmideo linearizado e des-
fosforilado obtido atrds (E5.1) (3 microg) é misturado com
1 microg de u-PA-ORF (i.e. fragmento Smal de aproximadamente
7,3 kb contendo a regido codificadora do uPA obtida como des—
crito em E1.1) em 10% de PEG 1500 com 2U de ligase (volume
final 10 microl) durante 16 h a 15°C. Usou-se 2,5 microl de
cada mistura de reaccdo para transformar cdélulas competentes
E. coli DH5 (c.f. 1.5.8). Entre as coldnias resistentes &
ampicilina, os plasmideos pPP41XS, pPPl7XS e pPP254XS, que
derivam de pPP41, pPPl7 e pPP254, respectivamente, sdo selec-
cionados por andlise de minipreparacdes (c.f. 1.5.9) por te-

rem as seguintes caracteristicas (ver fig. 11C):
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- a regifio codificadora do uPA é insetrida no sitio SmaT do
vector contendo o promotor uPA

- o ponto de iniciagdo do mRNA de uPA é o mesmo do gene hu-
mano do uPA

- contem uma sequéncia derivada de pEMBLS8

- os minigenes derivados de uPA podem ser removidos daqueles
vectores e inseridos em diferentes vectores por digestdo
com XhoI e Sall

- 0s minigenes removidos podem ser inseridos em vectores ten-
do um sitio SalI ou XhoI.

- 0 minigene removide podem ser inseridos em vectores capa-
zes de os manter numa forma de epissoma quando inseridos
num hospedeiro adequado

- pPP41XS tem a regido codificadora do uPA sob o controle de
um fragmento de 2,35 kb derivado do promotor de uPA

~ pPP17XS tem a regido codificadora do uPA sob o controle do
mesmo fragmento de promotor contido em pPP41XS mas em que
foi criada uma delecgdo entre os dois sitios OxaNI

-~ PpPP254XS tem a regido codificadora do uPA sob o controle do
mesmo fragmento de promotor contido em pPP41XS mas em que
uma deleccdo foi criada entre o sitio 5' 0OxaNI e o sitio
EcoRV.

E5.4 - Construgdo de minigenes-expressando GASGAs

Uma substituicdo de um fragmento de DNA
BssHI/SacI, incluindo a ORF do uPA desde o exdo II ao intrido
J (c.f. Fig. 3A) nos vectores de express3o derivados de pPP
¢ feita esséncialmente como descrito para a obtencdo dos plas-
mideos expressando GASGAs derivados de BPV no Exemplo 3.

E.5.4.1 - Purificac8o do DNA vecor

20 microg de DNA dos plasmideos pPP41XS,
PpPP17XS ou pPP254XS é digerido com SacI, tratado com CIP e

cortado com BssHI como descrito em E3.4.3. As grelhas de vec-
tor contendo a regido de pEMBL8, o promotor de uPA ou seus de-




rivados e os extremos 5' e 3' da ORF de uPA (c.f. Fig. 123)
sdo purificados num gel de agarose (1.5.8) e o fragmento de

DNA ressuspenso em 10 microl de TE.

E.5.4.2 - Purificacdo de DNA da insercao

50 microg de DNA do plasmideo RSVuPA-EO
ou do plasmideo RSVuPA-E2 sdo digeridos com BssHI, desfosfo-
rilados com CIP e cortados com SacI como descrito em E3.4.1.
Os dois fragmentos, contendo a regido codificadora de "EO" ou
de "E2", s8o purificados em gel de agarose (ver 1.5.8) e res-

suspensos em 20 microl de TE.

E5.4.3 - Construcdo de minigenes expressando GASGAs

Para cada plasmideo derivado usa-se o
mesmo processo:
a) mistura de um DNA vector (preparado como descrito em
E5.4.1) e um DNA de insercdo (preparado como descrito em
(E5.4.2) numa proporcgdo molar de 1:2 (0,3 microg de DNA em
10 microl, volume final) e ligado a 15°C durante 16 horas com
2U de DNA-ligase de T4;
b) transformagdo de células competentes E. coli DH5 (1.5.8)
com 2,5 microl de cada uma das misturas obtidas atrds;
c) as coldnias resistentes a ampicilina foram analisadas
(1.5.9) quanto a possuirem a insercdo BssHI/SacI, obtendo duas

séries de trés plasmideos (Fig. 12B e 12C).

E5.5 - Expressdo e andlise de produtos GASGA

Vectores de expressdo de GASGA derivados
de minigenes de uPA obtidos como descrito atrds sdo cotrans-
fectados com RSV-Neo em células LB6 de murganho e células CHO
e os clones resistentes a G418 sdo seleccionados e analisados

como descrito em E2.8.

As propiredades enzimdticas, caracteris-
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ticas e propriedades de ligacdo ao receptor de uPA obtidas
para o PA sdo paralelas as obtidas com RSVuPA-EQO e RSVuPA-E2.

Exemplo E6

Producdo de GASGAs interrompidos

E6.1 - Modificacdo de sitios de restricdo: digestdo parcial

O plasmideo RSVuPA contem dois sitios
Scal, o primeiro no gene de resisténcia a ampicilina deriva-
do do pBR322 e o segundo GFD, que estd incluido no ex&o IV do

gene de uPA (ver fig. 2).

Para encontrar as condigdes Jdptimas de
linearizagdo do RSVuPA, 100 ng do plasmideo sdo digeridos com
Scal em 10 microl de tamplo a 37°% durante 1 hora (ver 1.5.1).
A quantidade de enzima adicionada vai de 10U a 0.,3U. Os re-
sultados Jdptimos sdo obtidos com 5 e 2,5U/100 ng. As reac-
¢Oes sdo aumentadas proporcionalmente para 1 micrograma de
ambas para ambas as concentracdes, em seguida, apds digestio,
adiciona-se EDTA para uma concentracdo final de 10 mM, as mis-
turas de reacgdo sdo reunidas e o DNA extraido e precipitado
(ver 1.5.2 e 1.5.3). Este DNA de plasmideo € ligado a um adap-
tador KpnI/Asp718 de 8 meros e fosforilado (ver 1.5.6) (Boeh-
ringer; sequéncia CGGTACCG) com uma proporcdo molar de plas-
mideo/adaptador de 1:100 em 20 microl de tamp3o (volume final)
durante 48 horas com 5U de DNA ligase de T4 (ver 1.5.5). A
enzima é entdo inactivada pelo calor e o DNA é digerido em 400
microl de tampdo com 360U de Asp718 (ver 1.5.1), precipitado
(ver 1.5.3) e aplicado num gel de electroforese preparativa
migrado durante 16 horas a 40V (ver 1.5.7). A banda de DNA
correspondendo ao tamanho do plasmideo linearizado (10,8 kb)

é electroeluido e purificada com em 1.5.7, quantificado em
minigel e 50 ng dele é auto-ligado com 2,5U de ligase em 24 mi-




crol de tampdo, precipitado e usado para transformar 100 mi-
crol de células competentes DH5 (ver 1.5.8). Entre os clones
resistentes a ampicilina um, tendo o padrfo de restricdo, foi
seleccionado e designado RSV-6-Asp (ver fig. 15). Para se
obter GASGAs interrompidos, RSV-G-Asp pode ser modificado co-
mo descrito abaixo para dar o plasmideo RSV-uPA-Tet-Asp (E6.2)
preenchendo totalmente o sitio Asp718 (como descrito em E6.3.1)
ou pelo seu preenchimento parcial seguido da obtencdo de ex-
tremos cerses (como descrito em E6.3.2) obtendo-se assim dois
vectores expressando produtos GASGAs que sdo equivalentes aos
obtidos expressando RSV-SVRTD (E6.3.1) ou RSV-SAD (E6.3.2).

E6.2 - Modificacdo de sitios de restric8o: digestdo total

Para se obter um plasmideo portador de
um unico sitio Scal a resisténcia & ampicilina e a resistén-
cia a tetraciclina (ver Fig. 16) é substituido por:

- deleccdo da maior parte do gene de resisténcia & ampicilina
no pBR322, obtendo o plasmideo pBR13Tet Amps, TetR;

- substituigcdo do fragmento HpaI-NdeI em RSVuPA com o frag-
mento NdeI-PvuII do pBR322 com deleccio.

No plasmideo obtido o sitio Scal estd
presente apenas na regido codificadora do uPA no exdo IV e

estd mutagenizado por insercio de uma série de adaptadores.

E6.2.1 - Construcdo de um plasmideo pBR322 com deleccgdo
(pBR13Tet )

100 ng de DNA de pBR32 €& digerido com
10U de PstI (1.5.1) 1 hora a 37°C em 50 microl de tampdo (vo-
lume final), a enzima é entfo inactivada pelo calor e as con-
digdes de reaccdo ajustadas a uma digestdo com 50U de HindIIT
durante lh a 37°C em 400 microl de tampdo, volume final ‘
(1.5.1). A fraccdo de DNA é extraida e precipitada (1.5.2 e
1.5.3), redissolvida e dotada de extremos cerses usando 4U de
DNA-polimerase de T4 (Maniatis et al) a 37°C durante 30 min.




Apdés extraccdo e precipitacdo o DNA € auto-ligado com 2,5U de
DNA-ligase de T4 (100 microl de tampdo, volume final) preci-

pitado e usado para transformar células competentes de E.coli

DH5. Entre as coldnias positivas para a tetraciclina selec-
cionou-se uma por andlise de minipreparacdes por ter o padrio

de restrigdo correcto e designou-se pBR13Tet (fig. 16b).

E6.2.2 - Substituicio

a) 2 microgramas de pBR13Tet é digerido
em 50 microl de tampdo (volume final) com 12U de NdeI a 37°%
durante 1 hora, em seguida as condic3es de reacc¢do foram mu-
dadas para tratamento com 2U de CIP (1.5.4) em 200 mic¢rol a
37°C durante 30 min, adicionarse EGTA para uma concentracio
final de 10 mM, extraiu-se a fracgdo de DNA, precipitou-se e
digeriu-se lh a 37°C com 20U de PvuII em 100 microl de tampad
(volume final), depois extraiu-se e precipitou-se novamente

e fianlemnte redissolveu-se em 10 microl de TE.

b) 20 microgramas de RSVuPA foram dige-
ridos em 150 microl com 100U de Hpal a 37°C durante 1 hora,
depois as condigbes de reacc¢cdo foram ajustadas ao tratamento
com 22U de CIP (1.5.4) em 300 microl de tampdo a 37°C duran-
te 30 min, adicionou-se EGTA para uma concentracdo final de
10 mM, a fracgdo de DNA foi extraida, precipitada e digerida
1 hora a 37°C com 60U de NdeI em 200 microl, extraida e pre-

cipitada de novo e finalmente redissolvida em 20 microl de
TE.

c) Fizeram-se trés reacgdes de ligacédo
diferentes (1.5.5) adicionando a 2,5 microl de pBR13Tet cor-
tado (ver E4.4a) diferentes quantidades de RSVuPA digerido
(ver E4.4b) para se obter proporcdes molares de 1:1, 1:2 e
1:4. A ligagdo é efectuada com 5U de DNA-ligase de T4 em 50
microl de tampdo, durante 1 noite. A enzima é entdo inacti-
vada pelo calor, a fracgdo de DNA precipitada, redissolvida

em 10 microl de dgua e 5 microl desta mistura foi usado para




transformar células competentes E. coli DH5. Entre as cold-
nias positivas para a tetraciclina seleccionou-se uma por
andlise de minipreparacdes por ter o padrdo de restrig¢do cor-

recto e designou-se RSVuPA-Tet (Fig. 164).

E6.2.3 - Modificacdo do sitio Scal

1 micrograma de RSVuPA-Tet foi completa-
mente digerido com 100U de Scal em 200 microl a 37°C durante
3 horas (1.5.1). O DNA foi extraido, precipitado e redissol-
vido (1.5.2 e 1.5.3) em 20 microl de TE. Em vasos de reaccio
separados, 2 microl de RSVuPA-Tet linearizado assim obtido
foi ligado a um excesso molar de 50 vezes dos adaptadores que
se seguem que ndo contém qualquer um dos sitios que estdo
presentes no plasmideo antes do tratamento:

-Asp718 8 meros (sequéncia CGGTACCG, da Boehringer):

- Clal 8 meros (sequéncia CATCGATG, da New England Biolabs):
- XhoI 8 meros (sequéncia CCTCGAGE, da New England Biolabs).
As reacgles de ligagdo sdo efectuadas como descrito em 1.5.5
em 10 microl de tamp8o com 12U de DNA-ligase de T4, a fracgdo
de DNA € extraida e precipitadé, redissolvida em 300 microl
do tampdo adequado contendo respectivamente 360U de Asp718,
200U de ClaI ou 240U de XhoI durante 16 horas a 37°C. As
fracgBes de DNA de trés misturas de reaccdo s3o extraidas se-
paradamente, precipitadas e o DNA € auto-emparelhado (1.5.5)
com 1U de ligase em microl de tampdo durante 16 horas. Apds
extracgdo e precipitacgdo, cada uma das fracgBes de DNA & re-
dissolvida em 5 microl de dgua e usada para transformar 100
microl de células competentes E. coli DH5. Entre as coldnias
positivas para a tetraciclina de cada uma das séries de trans-
formagdo, seleccionou-se uma coldénia por série por andlise de
minipreparagdes por ter o padrdo de restric8o correcto e de-
signou-se respectivamente, RSVuPA-Tet-Asp, RSVuPA-Tet-Cla e
RSVuPA-Tet-XhoI (Fig. 17).
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E6.3 - Preparacdo de vectores de expressdo de GASGAs

A regido de ligacdo ao receptor de uPA
(GFD) do uPA humano foi destruida abrindo os plasmideos des-
critos em E6.1 e .2 no sitio introduzido de novo e preenchi-
mento dos extremos protuberantes. Dependendo dos nucleoti-
deos adicionados durante a reacg¢ldo de preenchimento, o resul-
tado é uma insercdo de 12 pb ( quando se adiciona todos os
nucleotideos (ver E6.3.1)) ou uma insercdo de 6 pb (quando se
adiciona apenas o primeiro nucleotideo e o resto do extremo
protuberante € digerido pela DNA-polimerase de E. coli (ver
E6.3.2). Estes vectores de GASGAs mantém a grelha de leitu-
ra do uPA mas a proteina expressa ndo tem capacidade para se

ligar ao seu receptor celular.

E6.3.1 - Preenchimento completo

1 micrograma de cada um dos plasmideos
com Asp718 ou XhoI modificados descritos em E3.2 pode ser ain-
da modificados linearizado-os no adaptador inserido por di-
gestdo com 5U da enzima adequada em 50 microl a 37% (1.5.1)
obtendo assim extremos protuberantes de quatro nucleotideos
por lado. O DNA pode ser extraido e precipitado (1.5.2 e
1.5.3) redissolvido em 50 microl do tampdo adequado'(Maniatis
et al) contendo os quatro nucleotideos e tratado com 5U de
DNA-Polimerase, fragmento Klenow, a temperatura ambiente du-
rante 30 min. O DNA obtido com extremos cerses pode ser ex-
traido e precipitado como habitualmente. Uma porcdo corres-
pondendo a 10% deste precipitado é auto-ligada em 100 microl
(1.5.5) com 6U de DNA ligase durante 16 horas. Apds extrac-
cdo e precipitac8o, cada uma das fracgdes de DNA pode ser re-
dissolvida em 5 microl de dgua e usado para transformar 100
microlitros de células competentes E. coli DH5. Para cada
transformagcdo, entre as coldnias positivas para a tetracicli-
na pode~se seleccionar uma por analise de mihipreparagées por

ter o padrdo de restrigdo esperado e designou-se respectiva-
mente (Fig. 18):
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- RSV-SVRTD, derivado do preenchimento total do sitio Asp718
em RSVuPA-Tet-Asp e em que foi introduzido um novo sitio
SraBI:

- RSV-SSIED, derivado do preenchimento total do sftio, XhoI

em RSVuPA-Tet-Xho e em que foi introduzido um novo sitio PvulI.

E6.3.2 - Preenchimento parcial e/ou obtencdo de extremos cerses

1 micrograma de cada um dos plasmideos
modificados com adaptadores Asp718 ou Clal descritos em
E6.2.3 (RSVuPA-Tet-Asp e RSVuPA-Tet-Cla) podem ainda ser mo-
dificados por linearizacdo no adaptador inserido por digestdo
com 5U da enzima adequada em 50 microl de tamp3o (volume fi-
nal) a 37°C (1.5.1) obtendo-se assim extremos protuberantes
de 4 ou 7 nucleotideos. Em seguida o DNA pode ser extraido
e precipitado (1.5.2 e 1.5.3), redissolvido em 50 microl do
tampdo adequado (Maniatis et al) contendo apenas 2 mM dGTP no
caso do preenchimento de Asp718 ou dATP e dATTP, 2 mM cada,
no caso de se tornar cerses os extremos Clal e tratados com
12U de DNA-Polimerase de E. coli (sem DNAse; (Boerhringer))

a temperatura ambiente durante 30 minutos. O DNA com extre-

mos cerses obtido pode ser extraido e precipitado como habi-

tualmente e 10% do precipitado obtido & auto-ligado com 6U

de DNA-ligase em 100 microl do temp3o adequado (1.5.5) duran-
te 16 horas. Apds extracgdo e precipitacfo, cada preparagdo

de DNA € redissolvida em 5 microl de dgua e usada para trans-
formar 100 microl de células competentes de E. coli DH5. En-
tre as coldnias positivas para a tetraciclina, seleccionou-se

um clone por série de transformacdo através de andlise de mi-
nipreparagdes por ter o padrBo de restrigc3o experado e & de-

signado respectivamente (Fig. 18):

- RSV-SAD, derivado do preenchimento do sitio Asp718 em RSVuPA-
-Tet-Asp, em que foi introduzido um novo sitio EagI:

- RSV-SYD, derivado da colocacgdo de extremos cerses no sitio
ClaI em RSVuPA-Tet-Cla e em que um novo sitio NdeI foi intro-

duzido.
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E6.4 - Expressdo e andlise de GASGAs "interrompidos"
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Vectores de expressdo de GASGAs inter-
rompidos tais como os descritos em E6.3 podem ser cotransfec-
tados com RSV-Neo em células CHO e os clones RSV-Neo resis-
tentes seleccionados e analisados como descrito em E2.6. Ac-
tivagdo do plasminogénio pelos GASGAs "interrompidos", carac-
teristicas imunoldgicos e propriedades de ligacdo ao receptor
de uPA sdo paralelas as obtidas com RSVuPA-EO. Os clones se-
leccionados podem ser isolados e cultivados em fermentadores

mantendo ao mesmo tempo a pressdo selectiva (cf. E2.8).

E6.5 - Expressdo de GASGAs "interrompidos" em vectores epis-

somais

Vectores epissomais, tais como vectores
de expressdo baseados em BPV (ver E3), expressando GASGAs
"interrompidos" podem ser gerados substituindo um fragmento
BssHI/SacI englobando a ORF uPA desde o ex3o II ao intrdo J
(cf. Fig. 3A) com um fragmento andlogo derivado dos vectores
de expressdo de GASGAs descritos em E6.3 seguindo esséncial-
mente a preparacdo de plasmideos de expressio de GASGAs deri-
vados de BPV descrita em E3. Tals vectores epissomais podem

ser expressos e analisados como descrito em E6.4.
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Preparacgdes

Pl. Preparacdo de anticorpos monoclonais anti-GFD

Anticorpos monoclonais (MABs) especifi-
cos da regido GFD de tcuPA/scuPA podem ser obtidos por selec-
¢do adequada de MABs anti-uPA derivados de hibridoma cujas
células genitoras de bago sio de animais que foram imunizados
com scuPA, tcuPA ou ATF ou uma mistura deles. Uma sonda ade-
quada a esta selecgdo consiste num fragmento peptidico desig-
nado F6 dque tem um peso molecular aparente de cerca de 6 kd,
uma sequéncia de aminodcidos correspondendo a sequéncia de
uPA desde o residuo de leucina na posicio 4 até ao residuo de
dcido glutamico na posicdo 43 e corresponde (inclui ou € uma
posigdo relevante) ao chamado GFD (dominio tipo factor de
crescimento) do uPA, i.e. uma sequéncia de aminodcidos alta-
mente homdloga de uma sequéncia caracteristica do factor de
crescimeno epidérmico. Pensa-se que esta drea é responsavel

pela ligacdo do uPA aos seus receptores da superficie celular.
Pl1.1 - Producgdo de anticorpos monoclonais

Urocinase de 54000 Daltons altamente pu-
rificada, 120000UI/mg) (PERSOLVR Lepetit) foi usada para imu-
nizar murganhos Balb/C fé&meas de 7 semanas de idade. 10 Mi-
crogramas desta urocinase em adjuvante completo de Freund é
injectado no peritoneu dos animais 60 dias antes da fusio.
Mais 10 microgramas de urocinase é dado aos ratinhos 30 dias
mais tarde. Dez dias antes da fusdo o titulo de anticorpos
anti-urocinase é medido por ELISA convencional em amostras de
sangue retiradas das veias da cauda e 5 dias antes da fusio,
¢ dada uma injec¢8o final de memdria de 10 microgramas de uro-
cinase por via endovenosa apenas aos animais possuidores de
um titulo de anticorpos superior a 10000. Os bacos sdo entéo8

removidos no dia da fus8o e as células do baco (cerca de 1x10

sao fundidas com aproximadamente 5xlO7 células de mieloma de
ratinho NSO (sublinha de P3/NS1/l1Ag 4.1, Numero de acesso
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ATCC TIB18) em 50% de PEG 6000.

Apds fus8o que foi efectuada seguindo
substancialmente o método de C. Milstein e G. Koéhler, as cé-
lulas s3o ressuspensas em meio de Eagle modificacdo de Dul-
becco (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal de vitela em
meio HAT (0,1 mM Hipoxantina, 0,25 mM Aminopterina, 0,017
mM Timidina, Flow Laboratories) e colocadas em 5 placas di-

ferentes Costar contendo macrofagos de murganho (camada de

sustentacgdo).

O meio HAT é mudado de 3 em 3 dias e a
partir do dia 10 apds fusfo, os sobrenadantes s3o testados
num imunoensaio ELISA todos os 2-3 dias quano a presenca de

anticorpos monoclonais anti-urocinase.

P1.2 -~ Despiste de hibridomas produtores de anti-

corpos monoclonais anti-urocinase

De acordo com uma modificacdoc do método
de Perlman (Immunochemistry, 8, 873 (1971)), placas de micro-
titulag8o de 96 pogos flexiveis (Dynatech) sdo revestidas com
50 microlitros/pogco de uma soluglo de urocinase a 20 microgra-
mas/ml em tampdo de fosfatos salino pH 7,2, (0,05 M fosfato
de sddio pH 7,2 que contém 0,5M cloreto de sddio) e incubadas
durante lh a temperatura ambiente. Apds lavagem extensiva em
tampdo de fosfatos salino contendo 0,05% de Tween 20, os po-
¢os sdo saturados com albumina do soro bovina a 3% em tamp3o
de fosfatos salino, durante 3h & temperatura ambiente paia
evitar ligacdes inespecificas. Apds lavagem cuidadosa, adi-
ciona-se 50 microlitros de sobrenadante-de culturas de hibri-
domas (ou o mesmo volume de fluido ascitico) aos pocos e dei-
Xa-se reagir durante duas horas a temperatura ambiente. As
placas s8o entdo lavadas e incubadas com uma diluic8o a 1:1000
do conjugado de Ig de welho anti-ratinho com peroxidase de
rdbano silvestre (P161, DAKO), durante 90 min. & temperatura

ambiente. Apds lavagem extensiva, as placas s3o incubadas
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com 200 microlitros/poco de solucdo a 1 mg/ml do cromogénio
o-feniletilenodiamina (SIGMA) em tampdo citrato 0,1M pH 6,
1,7 mM H,0,. A cdr é desenvolvida em 20 minutos e a densida-
de dptica lida a 429 nm contra brancos sem antigénio ou sem
anticorpo. Os pogos com niveis de cdr 4 vezes superior aos

brancos sdo considerados positivos.

P1.3 - Despiste de anticorpos monoclonais anti GFD

por imunotransferéncia

Os clones positivos no despiste atras
(pl.2) s&do ainda analisados por um ensaio de imunotransferé&n-
cia (transferéncia Western) na presenca de scuPA, uPA, ATF e
uPA F12’ Bll e F6' que sdo obtidos como descrito em P2 abai-
Xo. Estes compostos de referéncia migram paralelamente numa
experiéncia de SDS-PAGE (contendo 20% de acrilamida) (ver
1.5.7) e depois transferidos para uma membrana de nitrocelulo-
se e analisado contra os sobrenadantes de clones que eram po-

sitivos no ensaio de ELISA descrito atrids.

Os MABs que se ligama scuPA/tcuPA, ATF
e fragmento F6 do uPA sem se ligarem aos fragmentos F12 ou
Bll sdo isolados e os clones produtores s3o ainda cultivados
para produzir quantidades significativas deles. Dois clones
que produziram MABs tendo especificidade para GFD (i.e. sem
capacidade de ligacdo a outras regides do uPA) foram isolados

e designados CD1l e CD6 (ver Tab. 3).

P1.4 - Cultura em massa de hibridomas produtores

de anti-urocinase

Os hibridomas produtores de anticorpog
anti-urocinase foram seleccionados, clonados por diluicdo li-
mite, cultivados em culturas em massa e injectados no peritoQ
neu de murganhos Balb/C préviamente tratados com 0,5 ml de
Pristano (2,6,10,14-tetrametilpentadecano: Aldrich). OQuinze

dias mais tarde s8o0 colhidos os fluidos asciticos. A concen-
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tracdo de anticorpos monoclonais anti-urocinase estd na gama
de 10-20 mg/ml. Eles sdo purificados por cromatografia em
Proteina-A Sepharose ou cromatografia de afinidade em urocina-

se-Sepharose.

P1.5 - Purificacdo de anticorpos monoclonais anti-
-urocinase por cromatografia de afinidade em

Sepharose~urocinase

Preparou-se um conjugado Sepharose-uro-
cinase reagindo Sepharose 4B activada com CNBr (Pharmacia)
com urocinase de alto peso molecular (120 000UI/mg). A efi-
cdcia de acoplamento é de cerca de 20 mg de urocinase/ml de
gel inchado. Os fluidos de ascites obtidos como atrds (1 ml
por hibridoma produtor) s8o entdo aplicados & coluna de afi-
nidade de Sepharose-urocinase (1,6 cmx1l5 cm) pré-equilibrada
em tampdo 0,01lM fosfato de sddio pH 8,0. Apos lavagem com O
mesmo tampdo, os anticorpos monoclonais anti-urocinase selec-
tivamente adsorvidos sdo eluidos com 0,1M dcido acético pH 3,0.
As fracgdes contendo anticorpo s8o reunidas e concentradas por
ultrafiltracdo em membranas Millipore PSDE 09005 e guardadas

congeladas até serem usadas.

P1.6 - Avaliacdo da pureza e homogeneidade das pre-
paragdes de anticorpos monoclonais por elec-

troforese em gel

O anticorpo monoclonal obtido atrds é
submetido a SDS-PAGE (electroforese em gel de dodecilsulfato
de sddio e poliacrilamida) de acordo com o método descrito
por W.K. Laemmli em Nature 227, 680 (1970). S&o evidentes
apenas as bandas correspondentes as cadeias pesada e leve de

IgG indicando que o eluato acima contem imunoglobulinas puras.
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P2 - Preparacdo do fragmento de uPA F 12
a) clivagem enzimdtica deATF e identifi-
cagao dos fragmentos produzidos (FG' Bll e F12)
O fragmento amino-terminal do uPA (ATF),
(1,1 mg) preparado de acordo com Stoppelli M.P. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 1985, 82, 4939-4943, é tratado com pro-

tease V8 derivada de Staphylococcus aureus (0,32 mg; Boehrin-

ger) em tampdo fosfato de sddio (50 mM, pH 7,8) durante 90
min a 37°C. Nestas condi¢des a protease V8 corta o ATF no
lado carboxilico dos residuos de dcido glutédmico. A reaccdo
enzimdtica € bloqueada fervendo a mistura 2 min e os fragmen-
tos proteicos assim obtidos sdo analisados em SDS-PAGE (20%
de acrilamida) e comparado com o ATF original. A banda
correspondente ao ATF jd ndo estd presente mas observam-se
trés bandas com peso molecular aparente de (2000, 11000 e
6000, respectivamente, conforme determinado por comparacgdo
com padrdes de determinado peso molecular.

b) separagdo dos fragmentos F B

6’ “11 ©

F12 por cromatografia de afinidade.

A mistura atras obtida € aplicada numa
matrix de 5B4-agarose (uma matrix de agarose modificada por;
tadora de um anticorpo monoclonal, designado 5B4, que se li-
ga a urocinase de alto peso molecular sem se ligar & forma
de baixo peso molecular de acordo com métodos convencionais
ligando MAB 5B4 com Sepharose (Pharmacia) como descrito por
Corti A., Nolli ML., Soffientini A. e Cassani G. em Trom.
Haemostas 1986; 56, 219-224). Esta coluna foi préviamente
equilibrada com 0,15M cloreto de sddio e tampdo fosfato de sd-

dio 0,05M pH 7,4 contendo 1% de polietilenoglicol (PEG) 6000.
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c) recuperagdo da fraccdo ndo iigada

O tampdo de equilibrio € passado através
da coluna e as fracgles sdo colhidas, controladas por U.V.
(280 nm) e reunidas dependendo do seu teor. Obtiveram-se dois
conjugados de fracgdes principais, um que contem o fragmento
do uPA com peso molecular de 12000 ( que se designa Flz) e um
outro com peso molecular aparente de 6000 ( que se designa
F6). Estes fragmentos sdo purificados por cromatografia de
permuta idnica seguido da remoc3o de sal em cromatografia de

fase reversa como descrito abaixo em e).
e) recuperacgdo da fraccdo ligada

A fracgdo ligada a matrix é entlo elui-
da com cloreto de sddio 1M e dcido acético 0,1M contendo 1%
de PEG 6000. As fracgdes sdo colhidas, controladas por U.V.
(280 nm) e reunidas de acordo com o seu teor. Obteve-se uma
Unica fracg¢8o principal que contem o fragmento de uPA com
peso molecular aparente de 11000 que se designa Bll e fol pu-
rificado como descrito abaixo.
F

e) purificagdo dos fragmentos B e F

117 76 12

As fracgdes reunidas que contém, separa-
damente, os fragmentos Bll’ F12 ou F6 obtidos atrds, s8o ain-
da purificados e concentrados por cromatografia de permuta id-
nica num sistema de FPLC (cromatografia liquida "fast" de
proteinas) (Pharmacia Fine Chemicals, Suécia) usando uma co-
luna Mono SHR5/5 (permutador de catides forte baseado em es-
feras de resina hidrofilica com uma distribuicl3o de tamanho
das particulas estreita: o grupo carregado é —CHZSOZ) pré-
-equilibrado com tampdo acetato de sdédio 0,05M, pH 4,8.

A eluicdo é feita com um gradiente linear
de cloreto de sddio aquoso de 0 a 1M a 60 ml/h em 45 min. As
F. ePF

fracgdes contendo, separadamente, fragmentos B 12 é

11 "6
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entdo removido o sal submetendo-se a crométografia em coluna
de fase reversa como descrito em 1.6.3. Os fragmentos puros
sdo isolados a partir das fracgdes em que estlo por evapora-
¢do do solvente sob pressdo reduzida.

f) sequencia¢do de aminodcidos de F e F

6’ B11 12

A sequéncia N-terminal de fraccdes Fi, e
Fi1 foi determinada por sequenciador automdtico (Applied Bio-
system, Modelo 470A Fase-Gasosa) e cada pico verificou-se ser
composto por um fragmento principal com poucos contaminantes,
enquanto o fragmento consistiu num uUnico peptideo (Tabela 4).
As sequéncias do fragmento apresentam clivagem preferéncial
por V8 no lado carboxilo de um residuo de dcido glutémico

O fragmento Fl2 e o fragmento Bll diferem apenas no corte en-
tre a posicdo 52 e 53. O peso molecular do fragmento F6 cor-
responde a um peptideo resultante do corte de ATF nas posi-
¢coes Glu3 e Glu43. Assim V8 corta um peptideo na regido GFD
e dois peptideos esséncialmente correspondendo a chamada re-
gido de "ansas multiplas" (diferindo apenas num sitio cliva-
do").
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REIVINDICAGCOES

la, - Processo para a preparacdo de
derivados do activador de plasminogénio de urina humana ca-
racterizado por compreender:
a) a modificagdo quimica de um scu-PA ou uPA nativos
na regido GFD, ou
b). a alterac@o da regido uPA codificadora da GFD por

delecgdo insergdo ou mutag¢lo dirigida especifica de sitio.

228, - Processo de acordo com a reivin-
dicagdo ,1 caracterizado por compreender a insercdo numa cé-
lula animal adequada de um vector de express3o contendo uma
regiao codificadora de uPA de origem gendmica com uma delec-
¢do na regifio codificadora da proteina GFD e a recuperacio
de um activador do plasminogénio de urina humana, apds cul-

tura das células transformadas.

328. - Processo de acordo com a revin-
dicagdo 2, caracterizado por a deleccdo ser na regido do DNA

codificadora da sequéncia de aminodcidos entre 9 e 50.

4a. - Processo de acordo com a reivin-
dicagdo 2, caracterizado por a deleccdo ser na regifio do DNA

codificadora da sequéncia de aminodcidos entre 9 e 45.

58. - Processo de acordo com a reivin-
dicagdo 2, caracterizado por a deleccgdo ser na regido do DNA

codificadora da sequéncia de aminoadidos 19 e 32.

6a. - Processo de acordo com a reivin-
dicagdo 2, caracterizado por a delecgdo ser entre o pb 1027
e o pb 1784 do DNA codificador da sequéncia.




728. - Processo de acordo com a reivin-
dicagdo 1, caracterizado por se preparar um derivado do ac-
tivador do plasminogénio de urina humana tendo alterada a re-

gido contendo o dominio tipo Factor de Crescimento.

838, - Processo de acordo com a reivin-
dicagdo 7, caracterizado por se preparar um derivado do ac-
tivador do plasminogénio de urina humana, em que a regido en-

tre o aminodcido 9 e o aminodcido 50 é alterada.

98. - Processo de acordo com a reivin-
dicagao 8, caracterizado por se preparar um derivado do ac-
tivador do plasminogénio de urina humana, em que a regifo en-

tre o aminoacdido 9 e o aminodcido 45 é alterada.

10a. - Processo de acordo com a reivin-
dicagdo 9, caracterizado por se preparar o derivado do acti-
vador do plasminogénio de urina humana, em que a regifo en-

tre o aminodcido 19 e o aminodcido 32 € alterada.

1la. - Processo de acordo com as rei-
vindicagles 7, 8, 9, 10, caracterizado por se preparar um de-
rivado de activador do plasminogénio de urina humana gque é um

derivado de delecg¢do do scu-PA nativo.

12a, - Processo de acordo com a reivin-
dicagdo 1, caracterizado por se preparar um composto, em que
a sequéncia de aminodcidos entre o aminodcido 9, e o amino-

dcido 45 é substituido por unidade tirosina.

13a. - Processo para a preparacdo de uma
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composicdo farmacéutica caracterizado por se incluir na re-
ferida composicdo um composto obtido de acordo com uma das
reivindicag¢des 1 a 12, misturado com um veiculo farmacé&utica-

mente aceitdvel.

14a. - Método para o tratamento anti-
trombotico, caracterizado por se administrar a um paciente,
um composto obtido de acordo com uma das reivindicac8es 1 a

12, sendo a gama de dosagem didria de 2 a 30 mg, de preferén-
cia de 2 a 10 mg.

Lisboa, 6 de Setembro de 1988
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Sequéncia de DNA e de aminodcidos de GASGAs
interrompidos
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