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WPROCESSO PARA A PREPARACAO DE UMA VARIANTE DA HIRUDINAY

A presente invengfio refere-se ao processo de prepa-
racBo de uma variante da hirudina compreendendo um dcido
aminado diferente do dcido aminado da forma matural em po=-
sicfio 47 ou 63, O processo é caracterizado por compreen-
der a fermentacfo de uma levedura previamente transforma-
da quer por um plasm{deo quer por um bloco funcional de

ADN codificando para a variante da hirudina
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Descricio do objecto do invento
que
TRANSGENE S. A., sociedade ané-
nima francesa, industrial, com
sede em 16 rue Henri Regnault
92400 COURBEVOIE, Franga, preten
de obter em Portugal, para:"PRO-
CESSO PARA A PREPARACAO DE UMA
VARTANTE DA HIRUDINAY

0 presente invento refere-se a um processo para a pre

parag¥o de uma variante da hirudina,.

Na literatura encontram-se descritas pelo menos 3 va=-
riantes da hirudina (Markwardt 1970; Petersen e al. 19763
Markwardt e Walsmann 19763 Chang 1983; Dodt e al. 1984,
1985, 1986; Harvey e al, 19863 patente francesa 84, 04755) .

As sequéncias comparadas dessas trés variantes sdo

apresentadas na figura 1.

A primeira variante, HV1l, corresponde a hirudina que
se isola do corpo da sanguessugaj a segunda, HV2 (Harvey
e al. 1986) difere da primeira em 9 Acidos aminados; a ter-
ceira (Dodt e al. 1986) é indentica a HV2 até & serina 32
mas difere em 10 Acidos aminados na parte C-~terminal, que
compreende, ainda, um dcido aminado suplementar (a1a63).
Esta terceira varianteserd designada daqul em diante por

HV3,

Estas sequéncias comportam 65 ou 66 dcidos aminados
e podem ser considerados como dois dominios: uma parte
terminal N~ globular, que contem 3 pontos dissulfiuricos e
uma parte terminal C- dcida que apresenta uma homologia
com o ponto de clivagem para a trombina na molécula de pro-

trombina. FEsta homologia permite pensar que a regifio que
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rodeia a posigfo 47 poderia ser o ponto de fixac#o da hi-

rudina na trombina,

Por outro lado, a hirudina natural contem uma tiro-
sina sulfatada, na posicfo 63 (Chang, 1983). Esta tirosi-
na sulfatada reencontra-se na posic3o 64 na variante HV3.
Daqui em diante ela serd designada como "posig#io 63" para
todas as variantes, dado que a sua fungHo é a mesma seja

qual for a sua posigéo.

A analise comparada das sequencias das variantes na-
turais da hirudina permite encarar, teoricamente, a cria-
¢3o de novas variantes onde se combinam diferentemente as

caracteristicas das moléculas naturais,

As HV1 e HV3 apresentam uma lisina na posigfo 7,
situada entre duas prolinas, a qual é provavelmente respon

sdvel pelo bloqueamento da localizagZio activa da trombina

(Dodt e al., 1984 e 1985).

Como a HV2 n#o apresenta nenhum residuo bdsico nes-
sa posicgfo mas sim uma asparagina, parece desejavel subs-
tituir af uma lisina ou uma arginina para a tornar mais
conforme com o que se espera de um inibidor da trombina
(Chang 1985) ou ainda uma histidina que n#o é conforme com
um bom substrato da trombina mas que poderia aumentar o po

der inibidor da hirudina,

Por outro lado, a sulfatagfo da tirosina 63 comsti-
tui uma diferenga entre a hirudina natural e a hirudina
obtida por recombinagfio genética que poderia ter consequén
cias sobre a sua actividade, como sugerem os estudos ciné-

ticos de Stone e Hoftsteenge (1986).

Pode tentar imitar a proteina nativa substituindo-a

tirosina por um residuo 4cido como glu ou asp.

0 presente invento refere-se a um processo para a
preparag¥o das variantes da hirudina, caracterizadas por

comportarem um dcido aminado diferente do dcido aminado

-2-—
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existente na forma natural nas posig¢Bes 47 ou 63
Trata-se, de preferéncia, de uma variante das hidu-

dinas HV1, HV2 ou HV3.

Entre as variantes em questfio, devem citar-se:

- As variantes em que o dcido aminado Tyr63 foi substituido

por um residuo dcido, particularmente Glu ou Asp;

- as variantes nas quais o Acido aminado na posigfo W7 da

forma natural & substituido por uma Arg ou Hisj

- as variantes nas quais a Asn ol da forma natural da HV2

é substituido por uma Lys.

Devem referir-se particularmente as variantes prefe-

ridas seguintes:

[Lyswl HV2
[arg*T]nv2
[uis*Tnv2
[61u®3]rv2

[Asp63]nvz

A variante referida no processo do presente invento,
a saber (Lysu7) HV2 {ou "r8V2-Lys 47" |, responde 4 for-

mula seguinte:
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TLE THR TYR THR ASP CYS THR GLU SER GLY GLN ASN LEU CYS

LEU CYS GLU GLY SER ASN VAL GYS GLY LYS GLY ASN LYS CYS
IT

ILE LEU GLI SER ASN GLY LYS GLY ASN GLN CYS VAL THR GLY
GLU GLY THR PRO LYS PRO GLU SER HIS ASN ASN GLY ASP FHE

GLU GLU ILE PRO GLU GLU TYR LEU GLN

63

As diferentes variantes que conservaram a Tyr ~~ po-
dem ser utilizadas sob forma sulfatada ou nfo. FEsta sul-

fatac¥o pode ser obtida quimicamente ou por via bioldgica,

Por consequéncia o presente invento abrange igualmen
te os processos biolégicos e/ou quimicos que permitem pre-

parar as variantes acima mencionadas,

Com efeito, podem obter-se essas variantes por sin-
tese e/ou por meio de técnicas conhecidas de manipulagéo

genética,

Assim, por exemplo, a clonagem e a expressfio das di-
ferentes sequéncias codificantes para as HV1l, HV2Z e HV3,
particularmente a HVZ e a obtengdo das hirudinas correspon
dentes a partir de culturas de leveduras, foram descritas

no pedido de patente EP=-A-200 655.

As variantes de acordo com o invento podem ser obti-
das por meio de técnicas equivalentes, depois de se terem
modificado as sequéncias codificantes mencionadas anteri-

ormente, por exemplo, por meio de mutagenese dirigida.

Particularmente, por mutagenese dirigida in vitro,
constroem-se variantes em que a asparagina 47 é substitui
da por uma lisina, uma arginina ou uma histidina e em que

a tirosina 63 & substituida por um dcido glutdmico,

Particularmente, é possivel utilizar blocos de ex-
press3o funcionais, como os descrites no pedido de paten=
te EP-A-200 555enosquais a sequéncia da hirudina é cddigo

para as variantes precedentes; esses blocos funcionais

—Z}-
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de ADN podem ser transportados por um plasmideo vector,

Para dirigir a expressfio e a secregio pela levedura
dos genes correspondentes as diferentes variantes, estas
s30 integradas num vector de levedura que compreende, de
preferéncia, os seguintes elementos, que foram descritos
no pedido de patente EP-A-200 655:

- a origem de replicagfio do plasmideo de levedura 2 u
- 0 gene uraj,

- uma origem de replicagdo no E.coll e um marcador de re-

sisténcia a um. antibidtico,

- um promotor de tramscrigdo, a sequéncia "leader" e a se-
quéncia pre-pro do percursor do factor alfa, fundido em fa

se, a montante da sequéncia codificadora da variante da hi

rudina,

- o terminador de transcrigf@io do gene PGK da levedura, que
serd colocado a jusante do gene da referida variante da

hirudina,.

0 presente invento refere-se igualmente as levedu-
ras transformadas por esses vectores ou por esse bloco
funcional de ADN e sua aplicac8o a preparagfio das varian-

tes da hirudina,

0 presente invento refere-se particularmente a um
processo para a preparagfio de uma variante da hirudina por
meio da fermentag3o de uma levedura de acordo com o inven=-
to e recuperaco da hirudina produzida no meio de cultura
sob forma matura ou sob a forma de um percursor maturdvel

in vitro.

As técnicas utilizadas ja foram descritas mais por=
menorizadamente nos pedidos de patente EP-A=-200 655 e
EP-87 401649.6

As variantes da hirudina assim obtidas podem ser

-Be-
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utilizadas conforme é descrito no pedido de patente
EP-A~200 655 como inibidores da trombina, tanto in viwo

como in vitro,

Estas variantes podem utilizar-se, particularmente,
em composicBes farmacéuticas, sés ou em combinagHo com ou-
tros principios activos, ou no quadro de testes ou de dia-

gnésticos, in vitro ou in vivo, Neste dltimo caso, pode

ser interessante marcarem-se as variantes, por exemplo por
meio duma marcag¢#o fluorescente, radioactiva, enzimdtica
ou outra,

O presente invento é ilustrado pelos exemplos se=
guintes, com o auxilio da figura 1 que representa as se=
quéncias de 3 variantes naturais da hirudina, a saber HV1,
HV2 e HV3 e com o auxilio da figura 2, que representa a per
centagem de inibig8o da actividade proteol{tica da trombi-
na sobre o cromozima, em funcfo dos volumes de sobrenadan-
te das culturas de levedura que produzem a hirudina rHV2
ou as suas variantes,

Exemplo I Construc8io de diferentes variantes de EV=2 por

meio de mutagenese in vitro.

Para se efectuar uma mutagenese dirigida in vitro.
o fragmento do ADN que se deseja modificar é clonado na
forma replicativa de um fago simples brin; o genoma do
fago recombinante é isolado e posto a hibridar com um oli=-
gonucledtido sintético que é portador da sequéncia modifi-
cada, Este oligonucledtido serve de isco A sintese do ger=-
men complementar e o ADN, assim tornado duplamente germie
nado, é utilizado para transformar uma bactéria receptora
que val produzir um fago portador da mutac#o procurada
(Zeoller e Smith, 1983)

0 plasmideo pTG720, descrito na patente EP-A~158564
% um vector de expressZo da hirudina no E.colo. O plasmideo
pTG730 foi derivado de pIG720 por acrescentamento de um pon
to EcoRI a jusante da sequéncia codificadora da hirudina, O

ponto EcoRI permite recuperar a sequéncia codificante da

—6—




10

15

20

25

30

35

27, NOV.1987
g "r"-Z;;"W

58900 — .
Ref: D 11054/333702

hirudina por digest#o EcoRI de uma parte, e Clal de outra.

0 fragmento ClaI-EcoRI cobre a totalidade da regifio
codificadora da hirudina, menos alguns codons 5'=~ terminais.
Este fragmento ClaI-EcoRI foi clonado entre os pontos Accl
e EcoRI de um derivado do fago M13, chamado M13TG31l (Kieny
e al,, 1983). 0 fago derivado do M13TG1l31l e que compreen-
de esta sequéncia da hirudina é chamado M13TG1919.

Sintetizaram-se trés oligonuclectidos capazes, cada
um deles, de se emparalharem com a sequéncia 5'=
~GTACACCGAACCCTGAAAG=3' do M13TG1919 com excepgdo da sua
regifio central que corresponde a mutacio desejada, As se=

guéncias desses oligonucledtidos sfo as seguintes:

TGU35 5! =CTTTCAGGGTGCGGTGTAC=3"
TGU36 5! CTTTCAGGTTTCGGTGTAC-3"

TGA37 51 _CTTTCAGGGCGGGGTGTAC=3"

Estes oligonucleétidos foram concebidos para permi-
tirem a substituicZo do codon AAC (Asn) do M13TG1919 por
cAC (his) ou AAA (1lys) ou CGC (arg) respectivamente.

120 picomoles de cada um dos oligonucledtidos foram
fosforilados em 100 pl de meio reaccional e cerca de 20
plcomoles de oligonucledtido fosforilado, foram hibrida-—
dos com 1 picomole de ADN simples germen do fago M13TG1919
em 25 microlitros de tamp3io de hibridagdo.

Depois da hibridag¢#io, a mistura de ADNs foi submeti-
da a accfo da polimerase de Klenow e A4 ligase do fago Th,
Cada uma das misturas assim tratadas serviu para transfec-
tar a estirpe de E, coli 71/18 (mut L) sobre um tapete de
bactérias indicadoras JM103 (Messing e al., 1981).

As células infectadas sfio distinguiveis por formarem
zonas de crescimento mais lento; as coldnias foram repi-

cadas sobre meio completo e depois transferidas para papel

-
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Whatman 540, tendo em vista uma crivagem das células que

apresentam fagos mutados.

Essa crivagem é realizada por hibridagHo "in situ"
com o oligonucleétido que serviu de isco anteriormente,
Obtiveram-se assim trés novos fagos que apresentam a se-
quéncia mutada que se procurat

b7

M137G1921 (asnu7a arg), M13TG192%4 (asn ' »his), e

7-’ lYS)Q

M13TG1925 (asn#

Por outro lado, o mesmo tipo de experiéncia foi le-
vado a efeito com um oligonucledtido TGL34 de sequéncia
5'—ATTGTTAAQEQITCTTCTG-B'. Este oligonucleétido hibrida=-
-se com a sequéncia 5'-CAGAAGAATATTTACAAT localizada na re-
gido 3' da sequéncia codificadora para a HV-2, com um tri-
plete nZo emparelhado que se destina a substituir o codon
TAT (tyr63) por GAG (glu), Obteve-se assim o fago mutado
correspondente M13TG1922 (tyr Bg glu) .

Exemplo 2 Substituigfio do fragmento Pstl-llindIIT (¢,6 kb)
de pTG1828 pelo fragmento modificado.

0 plasmideo pTG1828 (descrito no pedido de patente
EP-87 401649,6) é portador da sequéncia codificadora da
hirudina, precedida pelas sequéncias pre-pro do gene da
feromona sexual alfa da levedura; O conjunto é colocado
sob o controlo do promotor PGK, Para esta funsfo entre
as sequéncias pre-pro de MF« e hirudina, a proteina expres
sa segue o caminho normal de secregfio e de maturacdio da
levedura, de maneira que a hirudina processada e activa é

encontrada no meio de cultura,

Este plasmideo foi retomado para exprimir as sequén-

cias de hirudina modificada, em vez da hirudina nativa.

A digestZo por Pstl e HindIII do pTG1828 liberta

-8




10

15

20

25

30

35

2L
58900 e

Ref: D 11054/333702

cinco fragmentos com os tamanhos aproximados de 3,8, 1,9,
1.5, 1,1 e 0.6 Kb respectivamente., O dUltimo fragmento com-
preende a sequéncia fundida pre-pro-hirudina, Este fragmen
to n#o compreende sen3o uma unica localizagf@o AccI e uma

s6 localizacBo EcoRI. A regifio delimitada por essas duas
localizacdes compreende integralmente a sequéncia hirudina
menos alguns codons 5'=terminais, O fragmento HindIII-Pstl
de 0.6 Kb fol introduzido entre as localizagSes HindIIT e
Pstl de um vactor que nio apresenta nem localizagfio EcoRI,

nem localiza¢#o AccI,

0 plasmideo assim reconstituido (pTGl960) possui por=-
tanto uma localizagHo AccI tinica e uma localizac3o EcoRI
dnica, localizadas respectivamente no inicio da sequéncia
hirudina e a jusante desta., A digestfio do pTG1l960 por
Accl e EcoRI, liberta um fragmento que compreende a quase

totalidade da sequéncia da hirudina e o resto do plasmideo.

0 grande fragmento de ADN extraido da sequéncia de
hirudina € purificada sobre gel e misturado ao produto de
digestfo Acci-EcoRI da forma replicativa de cada um dos
fagos modificados descritos no exemplo 1, tendo como fina-
lidade reconstituir a fusBo pre-pro-hirudina com as novas
variantes HV-2 obtidas por mutagenese dirigida. Quatro ng
vos plasmideos foram seleccionados: pTG1963 (asn47-9arg),
pTG196L4 (tyrb3 » glu), pTG1965 (asn*T - his) e pTG1966
(asnh7 » 1ys) que n#o diferem do pTGl960 senfo pelos co-

dons modificados.

Estas sequéncias que s#io portadoras dos codons modi-
ficados podem ser recuperados sob a forma de fragmentos
Pstl-HindIII para serem reclonados no vector pTG1828 no lu-

gar do fragmento Pstl-HindIII original,

Obtiveram-se assim 4 novos plasmideos : pTGLIT7
(asnT » arg), pIG1978 (tyrb3 = glu), pTG1979 (asn 7
5> his) e pT61980 (asn#7 - 1ys) que nfo diferem do

pTG1828 descrito mais acima senfio pelas mutagdes criadas

u9—
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in vitro.

Exemplo 3 Transformacdo do TGYlspl pelas ADNs de pTG1977,
pTG1978, pTG1979 e pTG1980.

As células de S.cerevisiae TGYlsp4t (Matq ura3.-
-251,373.382 his3.11.15) foram transformadas pelas ADNs
de pTG1977, pTG1978, pTG1979 e pTG1980. Em cada um dos

casos obteve-se um transformador urat,

Tém-se portanto quatro estirpes TGYlsph pTG1977,
TGYlsps pTG1978, TGYlsph pTG1979 e TGYlsph pTG1980, Compa-
rou-se as produgdes de hirudina dessas quatro estirpes e
do TGYlspl4 pTG1828.

TInseminaram-se 20 ml de cultura (YNBG + casaminodci-

dos 0,5 %) a DO¢go 0,02 com cada estirpe. Apds 48 horas
de agitacgfo a 302C, as culturas sdo centrifugadas (5000
rpm, 5 min) e os sobrenadantes sfo doseados., Uma cultura
de TGYlspl prG881 (plasmidio que n3o é portador de sequén

cia codificadora para a HV-2) é utilizada como controlo,

A actividade dos sobrenadantes brutos é medida pelo
seu efeito inibidor sobre a actividade da trombina (acti-
vidade proteolitica sobre um substrato sintético, o cromo-
zima TH - Boehringer Mannheim), A percentagem de inibig#o
em funcfio dos volumes de sobrenadante é dada pela figura
2,

Constata-se que o efeito inibidor produzido pelas va
riantes arghl e 1ys!7 é pelo menos igual ao da HV2 nativa.
As variantes glu63 e hisl7 sZo ligeiramente menos inibido-

ras do que a HV=2,

Exemplo 4 Inibig8o da actividade da trombina

Para melhor por em evidéncia o interesse das varian-
tes da hirudina que sZ%o objecto do presente invento, par-

ticularmente quanto 2 sua utilizacfo farmacéutica, os exem

-10=
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plos comparativos seguintes ilustram as propriedades ini-
bidoras em relagfio & trombina da variante HV, e de duas ou-
tras variantes da forma HV2, em que o acido aminado na po-
sico 47 & substitufdo por uma Arg ou uma Lys, todas obti-
das por meio de ADN recombinante,

Para estudar a cinética de inibig3io da trombina pa=-
ra essas variantes, utilizam-se as teorias dos inibidores
de grande afinidade, tal como ela é descrita em WILLIAMS
J.W, e MORRISON J,F., Mehods in Enzymology 63 p.h437-467,
1979, uma vez que a hirudina é um inibidor reversivel da

trombina,

As variantes da hirudina utilizadas s3o purificadas
a 95 4 e a trombina humana pura de Sigma apresenta uma per
centagem de actividade medida por titulagdo da localizacg#o
activa, que se situa para 13 de 92 9%, A concentragio da
trombina humana é a mesma para todas as medig¢Ses, ou seja
5,5 1079M, 0 meio é um tampfio PIPES de sédio 0,05 I,
pH 7.9, Kel 0,18 ¥ e PEG 0,1 % a 37 °C, O substrato da
trombina é o cromozima PIL de Boehringer, Respeita-se um
tempo de incubaglo prévia de 2 minutos para a trombina e
a hirudina, depois a reaccglo é desencadeada com o substra-
to.

0 quadro seguinte recapitula os valores determinados
experimentalmente da quantidade de hirudina necessiaria pa-

ra inibir 95 ¢ de uma mesma quantidade de trombina humana
(5,5 10-9M),

Quantidade para atingir 95% de inibi-

¢80 da trombina

(10™%)
HV, rys*? 7.6
HV, Argh7 8.5
HIV 2 32,2

-lle
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Parece portanto que sio necessarias cerca de 4 vezes
menos quantidades de hirudina Hvarg47 e HV, Lysh7 para
inibiy uma mesma gquantidade de trombina humana do que de

hirudina HV2.

As variantes propostas apresentam portanto proprie-

dades inibidoras que s3o nitidamente melhoradas.

Exemplo 5 Estudo farmacoldgico perliminar de duas varian-
tes da hirudina recombinante rHV2 e rHV2-Lys 47 comparadas

com a heparina "standard"

1 = Finalidade do estudo

Avaliar duas variantes de hirudina recombinante rHV2
(ou HV2) e rHV2-Lys 47 (ou Lys*7) HV2) e comparar a sua
eficdcia antitrombdtica & da heparina "standard", ZEstas
duas variantes s3o desprovidas de sulfatagfo pés-transcri-

cional do agrupamento Tyr 63,
2 - Condig¢8es experimentais

a) A actividade antitrombinica especifica (trombinas
humana e bovina) das duas hirudinas recombinantes em soro
fisioldgico, é determinada pela inibigfo da actividade pro

teolitica da trombina sobre o cromozima,

b) A actividade anticoagulante das duas hirudinas é com
parada in-vitro no plasma de ratos e de coelhos, por meio
do prolongamento do tempo de trombina e o efeito anti-ITa

é medido pelo método cromogénico,

c) A cinética de desaparecimento plasmitico da hirudi-
na, apbés injecg¥o por via i.v. de um comprimido solivel,
é seguida pela medigfio do efeito anti-ITa com o auxilio
do tempo de trombina e pelo método cromogénico por meio

de curvas de calibragem,

-12-
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d) As concentragBes plasmiticas obtidas depois de de-
corridos 30 minutos de perfusfo continua i.v. no coelho,

s%o determinadas por intermédio das mesmas técnicas.

e) A actividade antitrombdtica das duas variantes da

hirudina e da heparina "standard? é estudada no modelo de
Wessler em coelho e rato, com a tromboplastina como agen-
te trombogénico e no modelo de estase, no coelho (Fareed).
As drogas sZo administradas em perfusfio continua no coelho

e em comprimido diluido i,v. no rato.

Osmodelos utilizados s8o os seguintes:

Modelo de Wessler no coelho

Coelhos machos da raga New Zealand, que pesavam de
2,5 a 3 kg, foram utilizados neste estudo. Apds aneste=-
sia por meio de injecglio intravenosa de pentobarbital sédico
(30 mg/kg), a cardtida esquerda foircanulada e as duas.veias
jugulares foram isoladas; duas ligaduras frouxas foram co=-

locadas sobre cada uma delas, a 2,5 cm uma da outra., Os

¢8es de hirudina ou de heparina, em perfusdo continua du-
rante 30 minutos, a um débito de 2,5 ml/hora. Dois minn-
tos antes do fim de perfusfio, foram realizadas pré-extrac-
¢3es arterisisa fim de se determinarem as taxas dos anti-
coagulantes do plasma, Um minuto antes do final da perfu-
s#o, foi injectada tomboplastina humana {¥danchester Compa-
ratieReagents Ltd), estandardisada segundo o processo de
M.,Buchanan, numa dosagem de 600 j/kg durante exactamente
30 segundos, na aorta, via cardtida, Trinta segundos mais
tarde, a perfusfo foi suspensa e uma estase sanguinea foi
realizada por meio do aperto das ligaduras dos dois segmen
tos venosos durante 15 minutos. As jugulares foram abertas
e os trombos extrafdos, lavados em soro fisioldgico e pesa

dos apds tamponamento sobre papel de filtro.
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Modelo de Wessler no rato

Foram utilizados ratos machos Sprague=Dawley (CD-COBS)
que pesavam cerca de 300 g cada, Apos anestesia com pen=
tobarbital sédio por via iop. (30 mg/kg) e laparotomin me-
diana, a veia cava inferior foi desembaragada na extensio
de 1 cm a partir da passagem renal, Duas ligaduras flexi-

veis foram colocadas a 0,7 cm de distancia uma da outra.

Os produtos a testar, diluidos no soro fisioldgico,
foram injectados por comprimido soléivel i.v. a 1 ml/kg 5
min 40 s ou 1 min (heparina) antes da realizac#o da es-
tase venosa. Quarenta segundos antes dessa estase, um
agente trombogéneo (tromboplastina de coelho E. Dade) foi
injectado a uma dosagem de 25 mg/ml/kg na veia do pénis,
muito exactamente em 30 segundos. Dez segundos depois do
fim da injecc¢H#o, foi estabelecida uma estase apertando-se
as duas ligaduras, primeiro a proximal, depois a distal.
A estase foi mantida durante 10 minutos, depois o trombo
foi extrafdo, imerso numa solucfo de citrato a 0,38 4, sé-
ca sobre papel mata-borrfo e pesado no dia seguinte apés

uma secagem de uma hora a 50¢ C,

Modelo de trombose por estase sanguinea no coelho

Coelhos machos New Zealand pesando de 2,5 a 3 kg fo-
ram utilizados neste estudo. Apds anestesia por via in-
travenosa com pentobarbital sddico (30 mg/kg), a cardtida
esquerda foi canulada e as duas veias jugulares foram iso-
ladas; duas ligaduras frouxas foram colocadas em cada uma
delas, separadas 2,5 cm uma da outra, 0s coelhos recebe-
ram em seguida, ou soro fisiolégico, ou solugBes de hiru-
dina ou de hepérina em perfusfo continua, durante 30 mi-
nutos, a um débito de 2,5 ml/hora, Dois minutos antes do
fim da perfus#o, efectuaram-se levantamentos arteriais pa-
ra se determinarem as taxas dos anticoagulantes do plasma,

Ao mesmo tempo que a perfus#io era suspeusa, foi estabele-

e




10

15

20

25

30

35

27,40V, 967
58900 v‘aﬁflmsz‘

k_'_‘____;’a--
Ref: D 11054/333702 "

cida uma estase apertando-se as quatro ligaduras (primei-
ro a proximal e depois a distal). A estase foi mantida
durante 2 horas, depois as jugulares foram abertas e os
trombos extraidos lavados em soro fisioldgico e pesados

ap6s tamponamento sobre papel de filtro,

3 « Resultados

a) Para uma preparagio de solugdo-mde com uma concentra-
c%o de 1 mg/ml, a actividade antitrombinica especifica das

duas variantes da hirudina, em relagdo a4 das trombinas hu-

mana e bovina, encontra-se expressa no quadro 1 que segue:

Quadro 1

r HV2 rliv2-Lys 47
Para a trombina humana 14 800 19 €00
Para a trombina bovina 15 500 19 200
(resultados esperados
para a trombina humana) {13 300} (1€ c00)

A actividade antitrombinica especifica da hirudina
variante rHV2 é de +/-15 000 ATU/mg e de +/- 19 000 ATU/mg
para a variante rHV2-Lys 47,

Estas actividades especificas sfo superiores as es=
peradas, A actividade especifica é ideéntica para as trom-

binas humana e bovina,

b) A actividade anticoagulante no plasma do rato e do
coelho determinada peloc tempo de trombina é equivalente
para as concentragBes fracas das duas hirudinas. A vari-
ante rHV2-Lys 47 é nitidamente superior para as concentra=-
¢Bes mais elevadas. A cuantidade de trombina residual no
plasma do rato e do coelho, determinada por substrato cro-

R > > ’
mogénio é comparidvel, apds reunifio das duas hirudinas ate

-] 5=
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60 ATU/ml. Para neutralizar ainda mais os vestigios de
trombina residual, a variante THVZ-Lys 47 é mais eficaz.,

Isto reflete a diferenga dos Ki.

c) A cinética de desaparecimento plasmitico das duas
hirudinas apds injecgfio por via i.v. de comprimido soli-
vel, é comparivel para a determinagfio por método cromogé-
nico, mas ligeiramente diferente para a determinac®o pelo
tempo de trombina (quadro 2). As hirudinas desaparecem
segundo dois expoentes, Uma primeira fase (distribuigao)
com um t 1/2 o de cerca de 3 minutos, que reduz de 60 % a
primeira quantidade inicial em 5 minutos para as duas hi-
rudinas; uma segunda fase {eliminagfio) com um t 1/2 B de
16 minutos para a rHV2-Lys 47 e de 28 minutes para a V2
se se considerar o tempo de trombina e de 28 e 30 minutos,
respectivamente, se se utilizar o método cromogénio.

A heparina "standard" desaparece de acordo com uma uma

Gnica fase exponencial (t 1/2 = 9 min),

Quadro 2 : Meia-vida em minutos das hirudinas, apés injec

¢%o IV de comprimido soluvel no coelho,

.t 1/2_d _ty/2 B
Método T SC T sc
THV?2 2,5 3,0 28 28
rHV2-Lys 47 1,8 3,0 16 .30

TT ¢ tempo de trombina

SC : substrato cromogénio

d) As concentracles plasmidticas das duas variantes da
hirudina obtidas apés 30 minutos de perfusfo continua i.v.

no coelho, estfo em relagfo linear com as doses perfundidasg

-16=
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e) Efeitos antitrombdticos

Produtos Coelho i.v, perfusdo Rato i.v.comprimido soluvel:

. ug/ke/h ug/kg

. WESSLER ESTASE WESSLER

: -5min LOs wlmin
i- WS G W S S A -

:

: rHV2 375 — 240 -
: rHV2-Lys 47 20 g 160 -
* péparina 110 110 160 110

Standard

Com base nestes resultados farmacoldgicos prelimina-
res, parece que em perfusfo continua no coelho, a variante
da hirudina recombinante riV2-Lys 47 tem uma actividade an
titrombdtica superior & da rHV2 e a da heparina, A farma-

cocinética das duas variantes da hirudina é idéntica.

Exemplo 6 Comparagio entre a relacfo actividade anti-
trombdtica/risco hemorrdgico da hirudina rHV2-Lys 47 e a

heparina "standard"

Os estudos realizados mostram que o risco hemorragi-
co no coelho ou o alongamento do tempo de sangramento no
rato, tratados com a rHV2-Lys 47, sBo inferiores aos dos
tratados com a heparina Ysatandard", referindo-se, para
cada uma das espécles, doses equi-activas num modelo de

trombose.

Depdsito das estirpes representativas do presente invento

As estirpes seguintes foram depositadas na Collec~
tion Nationale de Cultures de Microorganismes de Institut
Pasteur, 28 Rue du Docteur Roux, Paris (15), em 6 de

~17-
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Novembro de 1986:

TGY1sph pTG1977 (HV2-Argt!) sob o n® I-621

!
TGY1spl pIG1980 (HV2-Lys 1) sob o n® T=622

A estirpe de referdncia tinha sido depositada em 6 de

Junho de 1986:

TGY1lsps pTG1B28 sob o n? I-569
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~-REIVINDICAGOES -

1*, - Processo para a preparag¢fio de uma variante da
hirudina caracterizado por compreender os seguintes passos:

sintese, hemi-sintese e/ou manipulagZo genética.

2%, - Processo de acordo com a reivindicagdo 1 carac-
terizado por compreender a fermentagfo de uma levedura pre-

viamente transformada quer por um plasmideo que possui:

- a extremidade inicial de replicagfo do plasmideo de leve-

dura 2pu,
- 0 gene ura 3

- uma extremidade de replicagfio em E, coli e um marcador

de resisténcia a um antibidtico

- um promotor de transcrigfo, a sequéncia principal e a
sequéncia pre-pro do precursor do factor alfa, fundido
em fase, a montante da sequéncia codificante da varian-
te da hirudina

- a extremidade final de transcrigfio do genme PGK da leve-
dura que sera colocada a jusante do gene do referido va-
riante, quer por um bloco funcional de ADN codificando

para a referida variante da hirudina.

38, = Processo de acordo com a reivindicag¢fo 1 ca-
racterizado por se preparar uma variante da hirudina que

compreende um dcido aminado diferente do Acido aminado da

forma natural em posic3o 47 ou 63,

~19-
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ha, - Processo de acordo com a reivindicagfio 3 ca-
racterizado por o acido aminado Tyr na posigHo 63 na for-

ma natural ser substituf{do por um residuo Acido Glu ou Asp.

&, - Processo de acordo com as reivindicagSes ante-
riores caracterizado por se preparar uma variante da hiru-
dina HV1, HVZ, HV3,

62, - Processo de acordo com as reivindicagles ante-
riores caracterizado por o dcido aminado na posigHo 47 na

forma natural ser substituido por Arg ou His,

7%, - Processo de acordo com as reivindicagBes 1 a 5
caracterizado por o dcido aminado 47 da forma natural de

HV2, Asn ser substituido por Lys.

82, - Processo de acordo com as reivindicagBes an-
teriores caracterizado por se preparar uma variante da hi-

rudina de entre o grupo:

(Lysu7) HV2
(argt?) HV2
(u1s"7) HV2
(Glu63) HV2

(4sp®3) Hv2

98, - Processo de acordo com as reivindicagdes ante-
riores caracterizado por se preparar uma variante da hiru-

dina possuindo a sequénciat

TILE THR TYR THR ASP CYS THR GLU SER GLY GLN ASN LEU CYS LEU
CYS GLU GLY SER ASN VAL CYS GLY LYS GLY ASN LYS CYS ILE LEU
GLY SER ASN GLY LYS GLY ASN GLN CYS VAL THR GRY GLU GLY THR
PRO LYS PRO GLU SER HIS ASN ASN GLY ASP PHE GLU GLU ILE PRO

GLU GLU TYR LEU GLN

w2 -
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10%, - Processo de acordo com as reivindicaglies an-
teriores caracterizado por se preparar uma variante da hi-

rudina sulfatada ou n3o,

Lisboa, 21. NUV.1987

Por TRANSGENE S.A.

'4
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r




- T
il

_ 21.n0v 087

oo

B

FIG-1 SEQUENCIAS DE 3 VARIANTES NATURAIS DA HIRUDINA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15

{HVY VAL VALJTYR THR ASP CYS THR GLU SER GLY GLN ASN LEU CYS LEU
2HV2 ILE THR]TYR THR ASP CYS THR GLU SER GLY GLN ASN LEU CYS LEU

JHY3 ILE THR|TYR THR ASP CYS THR GLU SER GLY GLN ASN LEU CYS LEU

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

CYS GLU GLY SER ASN VAL CYS GLY|CLN|GLY ASN LYS CYS ILE LEU

CYS GLU GLY SER ASN VAL CYS GLY|LYS|GLY ASN LYS CYS ILE LEU

CYS GLU GLY SER ASN VAL CYS GLY JLYS |GLY ASN LYS CYS ILE LEU

31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47

GLY SER|ASP|GLY |CLU LYS|ASN GLN CYS VAL THR GLY GLU GLY THR PROJLYS
GLY SER|ASN |GLY LYS GLY |ASN GLN CYS VAL THR GLY GLU GLY THR PROJASN

GLY SER|CLN |GLY |LYS ASP|ASN GLN CYS VAL THR GLY GLU GLY THR PRO|LYS

48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 63
PRO|GLX|SER HIS ASN]ASP|GLY ASP PHE GLU|GLU|ILX PRO GLU|CLU|TYR|LEU CLN

PRO |GLUJSER HIS ASN|ASN|GLY ASP PHE GLU|GLUJILX PRO GLUJCLU|TYR|LEU CLN

PRO|GLN|SER HIS ASN [GLN|GLY ASP PHE GLU |PROIILX PRO GLU]ASP|TYR ASP GLU
l 64 65 66

1. segundo DODT e outros FEBS LETTERS 1984 165, 180-183. ALA
2. segundo HARVEY e outros Proc. Natl. Acad. EUA 1986 83, 1084-1088 63

3. segundo DODT e outros Biol. Chem. Hoppe-Seyler 1986 367, 803-811
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