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-~-RESUMO -

"PROCESSO PARA A PRODUGAO DE UM ACTIVADOR PLASMINOGENEO DE
TECIDO UTERINO HUMANO OBTIDO POR WEIO DE ADN RECOM
BINANTE"

Descreve-se um processo para a produgZo
de um activador plasminogéneo de tecido uterino humano obti
do por meio de um ADN recombinante, designadamente para a
producdo de um ATP uterino humano, processo esse que compre
ende a cultura de uma célula transformada com um vector de
expressdo replicdvel, susceptivel de, na célula hospedeira
transformada, expressar uma sequéncia ADN que codifica um
ATP uterino humano activo.

0 referido processo abrange a purificag@o
do uATP a partir do meio de células cultivadas que o produz
e a sua extracgdo do referido meio, a produg@o de um vector
de expressdo replicdvel e a utilizag@o de uma célula de ADN
recombinante que codifica o ATP humano activo.

Descreve-se,finalmente, a preparacfo de um
ATP humano, activo, ao qual faltam uma ou mais das porgdes
de hidrato de carbono N- ligados de um ATP humano de ocor-
réncia natural.
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Descrig@io do objecto do invento
que
INTEGRATED GENETICS, INC., norte
-americana (Estado de Delaware)
industrial com sede em 51 New
York Avenue, Framingham, Massa-
chusetts 01701 Estados Unidos da
América, pretende obter em Portu
gal, para: "PROCESSO PARA A PRO
DUGCXO DE UM ACTIVADOR PLASMINOQQ
NIO DE TECIDO UTERINO HUMANO OBTI
DO POR ¥EIO DE ADN RECO#BINAN
TE".

0 presente pedido constitui, uma continua-
¢do parcial de Cha-ier et al,, U.S.S.N. 656.770, pedida em
1 de Outubro de 1984.

0 presente invento refere-se & utilizagfio de
técnicas de ADN recombinante para a produglo de proteinas
terap8uticas, em particular & utilizag¢f@io destas técnicas na
produgé@o de um activador de plasminogénio de tecido uterino
humano da proteina (uTPA).

, Rijken et al. (1979) Biochim, Biophys. Acta
580, 140, descreve a purificagfio parcial a partir de um teci
do uterino humano, de uATP, uma enzima zimogénica de cadeia
gimples, susceptivel de ser activada pelo plasma sanguineo
numa forme de 2 cadeias, capaz de dissolver codgulos de fi-
brina., O uATP é, assim, sem divida alguma, Util como compo
sigdo terap8utica para a dissolugfio de codgulos em doentes
gofrendo de uma variedade de doengas vasculares, em parti-
cular enfartes do miocédrdio que resultam na formagfo de cod
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gulos dentro e & volta do coragdo.

As técnicas de ADN recombinantes foram antes
riormente utilizadas para se obiter mARN a partir de uma li-
nha de células cancerosas (células de melanona de Boyes) e
mARN utilizado para produzir CADN codificando TPA de Bowes,
tal como sSe descreve em Goeddel et al, Pedido de Patente Eu
ropeia N2, 0093619,

De uma maneira geral, o presente invento ca-
racteriza uma sequénecia cADN codificando o TPA uterino hu-
mano activo,.

Segundo outro aspecto, o presente invento
caracteriza um vector de expressido replicdvel capaz de, nu-
ma célula hospedeira transformada, exprimir uma sequéncia
ADN codificando um TPA uterino humano activo e uma célula
hospedeira, e.g., uma célula de fermento ou de mamifero,
transformada com o vector,

As células transformadas em cultura sfo uti-
lizadas para produzirem uTPA isento de outras proteinas ndo
humanas, e que pode ser purificado de modo & ser, pelo menof
97 % isento, em peso, de proteinas nfo uTPA.

0 uTPA ¢ purificado num meio de cultura de
células de mamifero ou, no caso do fermento, num extracto de
material celular, num processo incluindd, facultativamente,
uma primeira etapa de extracgfio da fase lIquida/liquida parg
se eliminar a porg8o da proteina nio uTPA do meio para se
produzir uma composigfo possuindo uma actividade especifica
aumentada do uTPA.

A etapa de extracgdo da fase liquida/lfquids
é efectuada misturando o meio ou extracto de cultura com
dois compostos poliméricos diferentes soliveis em dgua para
formar ums mistura de duas fases na qual, pelo menos,65 %,
em peso, do uTPA estdo presentes numa fase e, pelo menos,
40 %, em volume, de #gua do meio ou do extracto se encon-
tram presentes na outra fase., A purificagéo e a concentra-
¢do podem também incluir as fases de ultra-filtragdo e/ou
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cromatografia por afinidade hidréfoba. De preferéncia, io
nétodo inclui ainda, uma etapa de cromatografia por afini-
dade na qual o uTPA se liga a um anticorpo anti-TPA.

0 uTPA de acordo com o presente invento €
codificado por vectores de expressio que, devido & origem
do gene (tecido uterino humano normal) simulam uma bio-séiy
tese normal do uTPA em seres humanos (incluindo, de prefe-
réncia, padrdes de glicosilagfo, quando se utilizam células
hospedeiras eucariéticas) para que o produto proteico se
comporte naturalmente em doentes humanos.

0 presente invento proporciona também TPA's
ndo glicosilados ou parcialmente glicosilados produzidos em
células eucaribticas; estes TPA's modificados proporcionam
com vantagem, vidas médias mais longas.

LE od

Serao, agora, descritas formas de realiza-
¢8o do presente invento:

ger8o descritos, primeiro, os desenhos:

A Figura 1 é uma representagfo em forma de
diagrama da sequéncia base do gene TPA uterino humano, in-
cluindo as zonas de flanqueamento ; s&o indicadas as dife-
rencas entre o gene TPA uterino e o gene TPA do malenona d¢
Bowes.

A Figura 2, é uma representagfo em forma de
diagrama da construgdo da sequéncia uTPA cADN completa.

A Figura 3, é uma representagdo, em forma
de diagrama, de um vector de expressio do fermento (Saccha-
romyces cerevisiae) da invengZo.

A Figura 4, é uma representago, em forma
de diagrama, de um vector de expressfo de outro fermento de

acordo com o presente invento.
A FPigura 5, é uma representacgdo, em forma
de diagrama, da construg¢do de um vector de expressdo de ma-
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mifero de acordo com o presente invento.

A Figura 6, é uma representagdo, em forma de
diagrama, de um outro vector de expressdo de mamifero de a-
cordo com o presente invento.

A Figura 7 é uma representagao, em forma de
diagrama, de outro vector de expressao de mamifero de acor-
do com o presente invento,

A Figura 8, é uma representagfo, em forms
de diagrama, da sequéncia base do gene TPA uterino humano,
apresentando pontos da N-glicosilag@o,

Sintese do cADN de TPA Uterino Humano

O cADN codificando o TPA uterino humano foi
produzido e clonado deacordo com os seguintes passos princi-
pais:

1) isolou-se o mARN total a partir de teci-
do uterino humanos

2) enriqueceu-se o mARN de uTPA a partir do
mARN total;

3) sintetizou-se o cADN a partir de mARN
de TPA para proporcionar uma sequéncia de cADN de 3' e 5';

4) combinaram-se as sequéncias cADN de 5!
e 3' para proporcionarem a sequéncia cADN completa num vec-
tor plasmidico intermediério.

Isolamento do mARN de uTPA

0 mARN de tecido uterino humano £oi isolado
conforme se descreve a seguir. Trituraram-se cerca de 30 g
de tecido uterino humano em 40 ml de uma soluglo de tiocia-
nato de guanidina contendo tiocianato de guanidina 4M 2-mer-
captoetanol 1M, 50 mM de acetato de sédio (pH 5,0) e 1 mM de
EDTA num homogeneizador de tecidos. Adicionou-se 1 g de CsCl
por ml de produto e centrifugou-se o mesmo a 3000 rpm duran-
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te 10 minutos. O produto sobrenadante foi colocado, em ca-
madas, sobre 15 ml de"amortecedor de CsCl" contendo 50mM
de acetato de sédio (pH 5,0), 1mM de EDTA e 1,592 g de CsCl
por ml de solvente em tubos de 50 ml e centrifugado a
45.000 rpm a 20°C durante 24 horas. Recolheu-se a fase bran
ca contendo o ARN, diluiu-se a soluglo de CsCl trés vezes
com dgua e o ARN precipitou mediante a adigZo de 2 volumes
de etanol, a -20°¢. Recolheu-se o precipitado por centrifu-
gagdo, Eliminou-se gualquer contaminag8o de CsCl repetindo-
-se o processo de solubilizagdo e de precipitag@o. Recupera-
ram-se cerca de 11 mg de ARN purificado.

Aplicou-se o ARN purificado a uma coluna de
afinidade contendo 1 ml de oligo-dT de celulose num tampdo
com elevado teor de sal (10 mM de Tris (pH 8,0), 0,5 M de
NaCl e dodecilsulfato de sédio a 2% ) e concentrou-~se por
precipitagd@o do etanol para produzir 300 ug de ARN concen-
trado. Dissolveu-se o ARN em 200 1 de 0,1M de TrisHC1l (pH
7,5), luM de EDTA, dodecilsulfato de sédio a 1 % e formami-
da a 50 % em tubos de SW4l. Centrifugaram-se os tubos a
35.000 rpm a 15%¢ durante 16 horas. Recolheram-se fracgdes
e determinou-se a quantidade do ARN em cada fracg¢do por meio
de marcadores internos 4S5, 185, e 28S 3H-rotilados.

Identificaram-se as fracgdes contendo o
mARN de TPA por meio de andlise de mancha "Northern" utili-
zando-se um material gordo3zP:rotulada e juntaram-se as re-
feridas fracgles. Recuperou-se o mARN do gradiente por di-
luig8o com um volume igual de NaQAc 0,4M de pH 5, e preci-
pitou-se com etanol num volume 2,5 vezes superior ao da so-
lugdo gradiente dilufda, Eliminou-se gualquer porgéo de for-
mamida que ainda pudesse contaminar o ARN recuperado por re-
peticd8o da solubilizagfio e a precipitagfo.

Produgfo de uma sequéncia 3' de CADN de uTPA

Produziu-ge a primeira cadeia do cADN de
TPA a partir do mARN isolado, tal como se segue. Num volume

-5 -
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total de 50 ml contendo 50 mi de TrisHCl, pH 8,3 50mM
KCl, 8mM de MgCl,, lmi de cada dATP, 4CTP, AGTP e dTTP, 25
ag/ml de oligo-dTy,_3g9 50 ug/ml de actinomicina D, 30mil

de 2-mercaptoetanol, 0,5 mCl/ml 4CTP, 50 unidades de RNasin
e 40 unidades de transcriptase inversa de ANV, incubou-se

o ARN a 3700 durante 1 hora tendo terminado suspenso pela
adigdo de 20 mM de EDTA. A mistura de reacgdo foi, entdo a-
plicada a uma coluna Sephadex G-100 equilibrada com 10mM de
Pris-HC1l (pH 8,0), 1lmM de EDTA e dodecilsulfato de sdédio a
0,1 % e pré-cromatografado com 50 ug de tARN de E. coli,

As fracgdes contendo o hibrido de mARN-cADN
foram reunidos e precipitaram pela adigao de etanol. 0O hi-
brido recuperado foi tratado com NaOH 2,5N a 37°c durante
vérias horas, neutralizado com dcido acético glacial e pre-
cipitado com etanol.

Eliminaram-se os trifosfatos nucledtidos
por meio de uma precipitag@o em etanol com um elevado tea
de sal, da maneira que se segue. Dissolveu-se primeiro o
ADN em 20 a 50 ml de dgua e adicionou-Ze um volume igual
de acetato de aménia 4il. Adicionaram-se, entfo, dois volu~
mes de etanol e a fusfo manteve-se a -70°C durante a noite.
Deixou-se que a solugdo voltasse 3 temperatura ambiente e
centrifugou-se para transformar o ADN em bolinhas, Repetiu-
-ge este procedimento. mais duas vezes eas bolinhas foram
lavadas uma vez com etanol a 70 %, produzindo uma primeira |
cadeia purificada do cADN correspondendo a uma porgdo gran-
de da extremidade 3' do gene TPA.

Utilizou-se a primeira cadeia do cADN numa
sintese da segunda cadeia de cADN num volume total de 100ml
contendo 50 mM de tampZo de HEPES (pH 6,9), 10mil de Mgll,,
2mM de DT, T7OmM de KCl, 0,5 mil de cada, dATP, d4CTP, d4GTP,
dTTP. Adicionaram-se & mistura 20 unidades de fragmento de
polimerase-Klenow de ADN a 15°C durante 20 horas. Extraiu-
-se 0 ADN com 1 : 1, v/v, de uma mistura de fenol e cloroféxy
mio e precipitou-se com etanol.

- Sa-
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Tratou~-se o cADN de dupla cadeia num nuclea-
se S1 para se eliminar estruturas em "gancho de cabelo" num
volume total de 100 ul contendo 30 mf de NaOAc (pH 4,5),
NaCcl O,3M, 4,5 m¥ de ZnCl, e 50 unidades de nuclease S1 &
temperatura ambiente durante 30 minutos. Suspendeu-se a re-
accfo mediante a adig8o de EDTAe TrisHC1 1M pH 8,0, para
proporcionar concentragdes finais de 10 mM e 0,1M, respec-
tivamente., Purificou-se o ADN por meio de uma extracglo de
fenol-cloroférmio e repetiu-se a precipitagfo de etanol na
presenca de um elevado teor de sal, tal como foi anterior-
mente descrito.

A sequéncia de cADN, de duple cadeia, puri-
ficada foi clonada da seguinte maneira, O cADN de dupla ca-
deia foi primeiramente ligado & oligo-dC num volume de reac-
¢80 de 100 ml contendo 60 m¥ de cacodilato-0, Tris 0,14 M
(pH 7,6), 1mM de ditiotreitol O,lmd de 4CTP e 0,2 mCi/ul
[53§7 dCTP, Por fim, adicionaram-se dez m¥ de CoCl, para umg
concentracdo final de 1mM e adicionaram-se 50 unidades de
deoxitransferase terminal a 15°¢ durante 10 minutos. Suspen-
deu-se a reacgao pela adigfo de EDTA até 10 mi e dodecilsul-
fato de sédio até 0,1 ¢ e diluiu-se duas vezes com 4gua. A
mistura de reacgso foi, ent@o, submetida a uma electrofera-
se de gel em agarose e recujrerou-se o cADN de 500 bp, ou su-
perior, a partir do gel.

0 cADN ligado a oligo-dC foi temperado para se converter nun
ADN de pBR322 ligado a oligo-dG que tinha sido linearizado
com PstI num volume total de 0,5 ml contendo 15 mM TrisHCl
(pH 7,5), 150 mM de Nagl, elmM de EDTA a 65°C durante 10
minutos, e depois a 42°C durante 2 horas. O ADN temperado
foi utilizado para transformar 2,5 ml de células de E, Coli
eficazes (MCl061) que tinham sido previamente tratadas com
Cacl2 e mantido comgelado. Manteve-se a mistura das célu-
las e do AND em gelo durante 20 minutos, submeteu-se a um
choque térmico durante 7 minutos a 37°% e, depois, incubou- -
com 20 volumes de um caldo L a 37°c durante 45 minutos e co-
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locaram-se em placas contendo 15 ug/ml de tetraciclina.
Transferiram-se os clones recombinantes pa-
ra filtros de nitrocelulose e colocou-se um conjunto de fil-
tros nas placas de tetraciclina para se armazenarem clones
vidveis., €olocou-se um segundo conjunto de filtros conten-
do clones de replicagdo recombinantes em placas de cloranfe
nicol a 37°C durante & noite para uma amplificagfo do plas-
mideo, Os filtros foram preparados para exporem o ADN. E-
fectuou-ge uma pré-hibridizagdo dos filtros numa solugdo con
tendo formamida a 50 %, 3XS8C, 5X Denhart's, dodecilsulfa-
to de sédio a 0,1 % e 100 mg/ml de tARN de E. coli a 42°C
durante 2 horas ou mais, 0 material de ensaio gzgirotulado
contendo uma sequéncia cAND de TPA foi adicionado & solugio
de pré-hitridigzagdo e deixado hibridizar com ADN em fil-
tros a 42°C durante 18 horas ou mais., ILavaram-se, entSo,
os filtros quatro vezes em 3XSSC, SDS a 0,1 % a 65°C duran-
te 30 minutos e, mais uma vez, com 3XSSC & temperatura ambi-
ente durante 30 minutos. Secaram-se os filtros ao ar e, de-
pois, exposeram-se & umad pelicula de raio-X da Kodak XAR-5
com um filtro de intensificagio a -70°C durante 16 horas.

, Foram isolados 10 clones presumivelmente
positivos, sub-clonados e filtrados de novo pelo método an-
teriormente descrito. Apenas se analizaram 08 clones que a-
presentavam, repetidamente, sinais positivos mediante ecisdo
da endonuclease de restricgfo. O clone designado por pUPA
327 continha o maior cADN inserido, 2.15kb.

Producdo de uma Sequéncia 5' de cADN de uTPA

Uma vez que nem 0 maior clone do cADN con-
tinha a sequéncia de codificagfo inteira em relagdo ao uTP4,
utilizou-se a estratégia seguinte para se isolar a sequén-
cia 5' ausente. Isolou-se o mARN de acordo com o anterior-
mente descrito, salvo quanto & escolha da dimensfo. Sinte-
tizou-gse, entdo, o cADN de primeira cadeia pelo método pri-
mério de extensdo, como se segue., O fragmento PstI de 72bp

-7-
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do cADN de TPA (nuclebtidos 552-624) foi temperado com o
mARN numa mistura de reacgio de 100 ul contendo formamida

a 80 %, 10mM de tampdo PIPES (pH 6,4), NaCl 0,4M, 0,25 ug
de fragmento de 72 bp e T0.ug de mARN. Aqueceu-se a mistu-
ra até 85°C durante 5 minutos e incubou-se a 50°C durante
20 horas para hibridizag¢@o. O hibrido de ADN-RNA foi recu-
perado do tampdo mediante 3 diluigdes com dgua e precipita-
¢do com etanol a -20°C durante a noite, Repetiram-se a so-
lubilizagdo e a precipitagdo do mARN uma vez mais para se
eliminar a contaminagfio. As condigGes em relagdo & sintese
do CADN de primeira cadeia eram as mesmas que a8 utilizadas
na sequéncia 3', excepto no facto de se ter omitido o oligo-
-dT,

0 segundo cADN de cadeia foi sintetizada
utilizando-se um pentadeclmero sintético, CTGTGAAGCAATCAT,
como primdrio (nucleétidos 1-15) em relagdo ao fragmento de
polimerase I-Klenow do ADN. Temperaram-se quinhentos mg de
pentadec&mero com primeiro cADN de cadeia em 100 ml conten-
do 50 mM de tampSo HEPES (pH 6,9), 10 mM de MgCl, e 70 mll
de XC1 a 65°C durante 5 minutos, de 65°c a 43% durante 15
minutos, 43°C durente 15 minutos e a mistura foi, entdo,
mantida em gelo antes de ser utilizada. Sintetizou-se e clo
nou-se um cADN de dupla cadeia, de uma maneira essencialmen
te idéntica & descrita anteriormente em relagso & sequdncia
de 3',

Ap6és pulranizagiio peneiragédo e sub-clona-
¢do identificou-se um clone, designado por pUPA432, que con
tinha a sequéncia de codificagdo de 5' ausente e que foi
sobreposto com o clone pUPA372 por 60 bp.

Construcdo de cADN de uTPA de Comprimento Total

Antes da construgdo o clone de cADN intei-
ro codificando o gene TPA uterino humano dispuseram-se em
sequéncia as porgdes 5' e 3' do gene. Isto foi feito ana-

lisando o clone pUPA432 (sequéncia de codificaglo 5') e
pUPA372 (sequéncia de codificagdo 3'), utilizando uma combi-
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nagao do métedo de degradagdo quimica Maxam-Gilbert e o mé-
todo de terminagdo da cadeia dideoxinucleétida Sanger. A se
quéncia nucledtida resultante é apresentada na Pigura 1.

Depois de determinada a sequéncia do gene,
foi construido um gene cADN completo, tal como ilustra a
Pig. 2. 0 plasmideo pUPA432 (sequdncia 5') foi primeiro di-
gerido com uma combinag@o de BglI e BglII. O fragmento
Bgll - BglII 400 bp foi isolado a partir da poliacrilamida
gel e digerido ainda com HaeIlI até uma realizagfo parcial.
0 fragmento Bgl II-Hae III resultante (nucledtidos 117-387)
foi purificado por electroforese de gel de poliacrilamida,
0 fragmento PstI-NarI (nucledtidos 321-448) foi isolado
por combinag@o da digestdo de PstI e Narl e subsequente e~
lectroforese em gel. Este fragmento foi ainda digerido com
HaeIll para produzir o fragmento HaeIII-NarI 61 bp. Ambos
os fragmentos BglII-HaeIII-Narl foram clonados em pBR322 1i
nearizado por combinagdo da digestZo de BamHI e NarI. A par
tir do clone resultante, designado por pUPA-BglII/NarI, iso
laram-se o fragmento BglII-Nar (nucledtidos 117-448) e os
fragmentos maiores BglII-Sall.

No plasmideo pUPA372 , o local de BglII no
nucledtido 2091 foi convertido num local de Sall por diges-
t30 do plasmideo com BglII, formando extremidades embotadas
com polimerase I de ADN, adicionando agentes de ligagdo
Sall e, depois, produzindo pUPA372-Sall por clonsagdo em E.
coli, Uma subsequente cisfo de pUPA372-Sell mediante uma du
pla digestdo de NarI e Sall produziu um fragmento NarI-Sall
(nuclebtidos 448-2091).

Depois, & sequéncia principal do cADN de TPA
uterino foi construida @ partir de pUPA432 mediante elimina
¢@o da extremidade G-C e introdugdo da porg¢8o Sall, Esta
porcdo Sall foi introduzida por isolamento do cADN a partir
de produtos de digest@o de PstI, cisao da regido 5', ndo
transferida, com SfaNl formagao de extremidades embotadas
com polimerase I de ADN, adig8o de um agente de ligagfo

-9 -
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SelI, digestd3o com uma combinagfo de Sall e BglII e cloqagéo
num vector pBR322 linearizado com uma digestdo dupla de
BamHI e Sall. O TPA uterino construldo principal foi langa-
do no vector por meio de uma combinagzo de a digestao de
XhoII e Sall.

Este fragmento SalI-BglII (nucledtidos 7-117)
foi unido ao fragmento SalI-BglII (nucledtidos 117-2091)
formado pela ligagfo dos fragmentos BglII-NarIl, NarI-SALI
e BglII-Sall atris descritos.

Apbs ligacso e transformagdo, o gene TPA ute
rino de comprimento total flanqueado pela porgéo de Sall
foi clonado num vector pUCY. Este plasmideo pUC9-uTPA foi u-
tilizado como intermedidrio em mais uma construgfo de vecto-
res de expressfo.

Vectores de Expressio de Fermento

Podem produzir-se vectores de expressdo de
fermento nos quais um promotor de fermento e sequéncia de
sinal precedem a porg¢do do cADN de uTPA codificando & pro-
teina madura (e excluindo o sinal de uTPA) ou, como varian-
te, 0 vector pode incluir um promotor de fermento, mas ne-
nhum sinal de fermento, de forma que o cADN de uTPA codifi-
ca, & protefina imatura, incluindo o sinal de TPA. Por ou-
tras palavras, a sequéncia do sinal pode ter origem quer
num fermento quer no uTPA, Excepto em relagdo ao facto dos
vectores particulares descritos adiante exprimirem uTPA ac-
tivo, em vez de outras proteinas, foram produzidos de acor-
do com métodos semelhantes aos descritos no Pedido de Paten
te N.A., de Lemont et al., Nos. de Série 636.365 e 629.202,
incorporados no presente invento a titulo de referéncia. Ag
sim, apenas serfio apresentadas as estruturas dos vectores,
nio os pormenores da sua construgdo.

Vector Contendo o Sinal de Fermento

0 vector de expresszo do fermento, pYBDT=-6,
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referido na Fig. 3, é composto pelos seguintes fragmentos
de ADN (comegando na dnica porgéo de BamHI e movendo-se em
sentido contririo &o dos ponteiros do reldgio):

BamHI-BglII, contendo o promotor pHO5 de fer
mento e as sequéncias de sinal, mais 9 pares de bases da se
quéncia ADN sintética sendo o cédigo de sequéncia Cly(-6),
Ala (=5), Arg (-4), tal como mostra a Fig. 1; este fragmen-
to tem cerca de 0,6 kb de comprimento.

BjlII-Sall, contém o cADN de TPA uterino,
descrito atrds; este fragmento codifica & proteina madura e
contém, também, cerca de 0,4 kb de regifio 3' nfo transferi-
da; este fragmento tem cerca de 1,975 kb de comprimento.

SalI-(SalIl/XhoI), contém uma regifo "termina
dora® de TRP1l que, originariasmente, era o fragmento HindlIl-
~Bj1lII do gene TRP1l; este fragmento tem cerca de 0,240 kb
de comprimento. ,
(SalI/Xhol)-XhoI, contém o fragmento EcoRI-
~BglII do gene TRPl.

XhoI-XhoI; este é um fragmento de pBR322 con
tendo AMPn e ORI; este fragmento de 2,1 kb corresponde,
grosseiramente, % regifio de pBR322 da posigdo 2246 & posi-
¢80 4361 no mapa do pBR322,

XhoI-BamHI; este fragmento é o fragmento de
EcoRI com, aproximadsmente, 2,2 kb do circulo de 2-microns,
forma "B",

Vector Contendo 0 Sinal de TPA

0 vector pYBDT-1l0 de expressso de fermento,
referido na Pig., 4, é id8ntico ao pYBDT-6, excepto no que
se refere a dois fragmentos:

1) em vez do fragmento BamlII-BglII, o
PYBDT-10 tem o BamHI-SAlI, que contém ums regifo do promo-
tor PHO5 no qual o local de insercg&o 3' foi ligado a Sall;
este fragmento tem cerca de 0,52 kb de comprimento.

2) em vez do fragmento BglII-SelI, o pYBDT-
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~10 tem Sa2lI-Sall que contém o cADN de TPA uterino, codifi-
cando a proteina imatura, incluindo o sinal.

Vectores de Expressdo de Células de Mamifero

Além dos vectores de expressio do fermento,
podem preparar-se vectores de expressio de mam{feros para a
produgdo de TPA uterino humano. Tal como no caso do fermen-
to, pode utilizar-se uma variedade de fragmentos de ADN su-
xiliares para efectuar a transcrigéio e a transferé€ncia do
ADN do TPA uterino, bem como a transformagfo da célula hos-
pedeira.

Vio-se descrever agora vectores de expressio
particulares para a produg@o de TPA uterino humano em célu-
las de mamifero de cultura. Os vectores descritos sfio manti
dos na estirpe RF322 de E. coli antes da sua utilizagdo na
transformagdo em células hospedeiras de mamiferos.

Plasmideo CL28-uTPA-BPV

0 vector CL28-uTPA-BPV de expressio de mami-
fero, a que se refere a Pig. 5, no qual o gene uTPA se en-
contra sob o controlo do promotor de metalotioneina do rato
(MT) e a transformagéo das células hospedeiras € efectuada
pelo virus do papiloma de bovinos (BPV), € construido da
gseguinte maneira.

Os dois plasmideos de partida s2o pUCI-uTPA
(contendo o gene TPA; descrito atrds) e pCL28-Xho, um deri-
vado de pCL28 (descrito, como pJYmmT(E), em Hamer et al,,
(1983) J. Mol. Applied Gen. 1, 273) no qual se eliminou o
ADN de SV40 e no qual um local de resirigZo de XhoI, de pre
feréncia ao local de Bglll, se posiciona perto do promotor
MT.

0 plasmideo pUCY-uTPA foi digerido com Sall
e o fragmento de 2098 bp contendo o gene uTPA foi inserido
ne local de XhoI do pCL28-Xho para formar o pCL28-ulPA, no




10

15

20

25

30

35

56.626
TPA

qual o gene uTPA se encontra entre o promotor MT e o gene
estrutural de MT,

Na fase seguinte, o plasmideo pB2-2, conten-
do o genoma de BPV inteiro, foi digerido com BamHI e Sall
pars produzir um fragmento contendo o genoma de BPV inteiro
e uma regifio de ADN de pBR322. Este fragmento foi inserido
em pCL28-uTPA que tinha sido linearizado por digestZo com
BamHI e Sall, para produzir o plasmideo pCL28-uTPA-BFPV,

Plasmideo pBMTH-uTPA

0 vector de expressfo de mamifero BMTH-uTPA,
a que se refere a Fig. 6, foi construido utilizando-se
CL28-uTPA, atris descrito, e pBMTHl, obtido a partir de
Dean Hamer dos Institutos Nacionais de Saide, Bethesda, Ma
ryland. O plasmideo pBMTH1 contém o gene estrutural de MT e
o promotor MT flanqueado num dos lados por 69% da porgdo
transformada de BPV e, no outro lado, pelos 31% remanescen-
tes de BPV,

0 fragmento HindIII de pBMTHl, contendo o ge
ne MT, foi eliminado e substituido pelo fragmento HindIIIl
do pCL28-uTPA contendo o gene uTPA inserido no gene MT, pa-
ra produzir o plasmideo pBHMTH-uTPA.

Plasmideo pCAT

0 plasmideo pUPA372 (plasmideo do cADN de
TPA uterino contendo as sequéncias uTPA partindo de 372 bp,
e o que resta da sequéncia, tal como mostra z Pig. 1) refe-
rindo-se & Pig. 7, foi separado com BglII e EcoRI e ligado
a ADN de SV40 viroso separado com BclI e EcoRI. A mistura
da ligagdo foi clonada na porgdo EcoRI de pBR322 para obter
o plasmideo pTPA-A.

Para se alterar a orientagdo da transcrigéo
de uTPA, o plasmideo pCL28-uTPA (Fig. 5) foi separado de
HindIII e ligado de novo a uma concentragfo elevada de ADN.
Apés peneiragdo por corte com EcoRI e BamHI, foi escolhido o
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plasmideo pCL28XTH3.

pTPA-A e pCL28XTH3 foram ambos digeridos com
Smal e BamHI e ligados para se obter CL28XTH3A que contém
um fragmento de ADN de SV40 com 237 bp substituindo um frag-
mento de metalotioneino de 1,5 kb em pCL28XTH3. Nesta cons-
trugdo, & expressdo do ulPA depende da utilizagso do promo-
tor MT e, & jusante do gene uTPA (sendo eliminado o gene es-—
trutural de MT) sequéncias isoladas de sinal de SV40 poli A.

Os plasmideos pCL2BXTH3A e pB2-2 (descritos a
trés) foram separados de BamHl e Sall e o ADN de BPV do pB2-
-2 foi inserido como fragmento BamHI-Sall. O produto cons-
trufdo resultante foi pCAT.

Pransformacao de Células de Mamifero

0 ADN dos plasmideos pCL28-uTPA-BPV ou pBMTH-
-uTPA foi introduzido em células Cl27 de rato utilizando uma
alteragfo da técnica de "transfecgdo" de Wigler et al.,
(1977) Cell 11 223, como se segue.

Adicionaram-se 5 pg de ADN & 0,5 ml de uma 89
lug8o de 240mM de CaCl, contendo 10 pg de ADN do esperma do
selmdo como velculo. Esta solugao foi borbulhada para dentro
de um volume igual de 2xHBS (280mM de NaCl, 20mM de Hepes e
1,5mM de fosfato de sédio) com um pH de 7,1. Deixou-se que
gse formasse fosfato de cidlecio durante 30 minutos a4 temperatu
ra ambiente e 5 x 105 €127 células foram galvanizadas duran-
te 24 horas antes da "transfecgfo". Enquanto o precipitado
de fosfato de célcio se formava, o meio de crescimento da cé
lula ia-se alterando. O precipitado de fosfato de célcio foi
adicionado &8 células e incubado durante 6-8 horas a 37° C.
O ADN foi eliminado e as células foram expostas ao glicerol
a 20% numa solugfo salina tamponada de fosfato (PBS), pH 7,
durante 1-2 minutos & temperatura ambiente. As células foram
lavadas com PBS e 10 ml de meio de Dulbecco alterado com so-
ro fetal de vitelo a 10% (MA Biologicals), adicionaram-se pe
nicilina/estreptomicina e 10mM de glutamina (GIBCO). O meio
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foi mudado 24 horas depois e, a partir dal, todos os 3l4
dias. Apés 14-21 dias podia-se detectar a presenga de focos
que foram isolados pelo método do anel de clonagdo 21 dias
depois. FPoram expandidos focos para andlise.

Cultivaram-se células transformadas utilizan
do técnicas convencionais e recolheu-se o uTPA continuamen-
te do meio de cultura utilizando técnicas convencionais,

Células Cl27 de rato transformadas contendo
pCL28-uTPA-BPV ou pBMTH-uTPA podem existir durante até 60
dias numa cultura celular confluente se os meios forem muda
dos todas as 24-28 horas. As células duplicam-se continua-
mente, no baldo ou no frasco, com caracteristicas de cresci
mento das células transformadas. As células Cl27 transforma
das contendo pCAT existem na cultura celular durante menos
tempo mas produzem uTPA a uma velocidade superior.

A combinagfo de um promotor de metalotionei-
na forte controlando a produgdo de uTPA no vector BPV (o
que permite a amplificagfio do nimero de cépias do ADN) e as
propriedades de crescimento continuo das células transforma
das de BPV proporcionam um sistema Sptimo para aumentar o
nivel de produgcao do uTPA,

Transformaczo de Células de Fermento

Células de fermento hospedeiras (Saccharog[-
ces cerevisiase) foram transformadas utilizando vectores de
expressdo de fermento de acordo com técnicas padrso, como
se descreve, em geral, em Beggs (1978) Nature 275, 104-109.
As células hospedeiras transportam uma mutagdo trpl que pro
voca a auxotrofia de triptofano, enquanto que os plasmideos
transportam um gene funcional de TRPl. Os materiais trans-
formantes szo escolhidos, assim, como prototrofos triptofa-
nos. Cultivaram-se células hospedeiras de fermento transfor
madas num meio de cultura de fermento padrdo utilizando, de
um modo geral, o método descrito em Botstein e Davis, "Prin
ciples and Practice of Recombinant DNA Research With Yeast"
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na Biologia WMolecular do Saccharomyces do Fermento: Me¥abo-
lism and Gene Expression, pp. 607-636, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1982.

Em vez de utilizarem plasmideos circulares
pYBDT-6 e pYBDT=-10 na transformagdo das células hospedeiras
de fermento, estes vectores podem ser linearizados antes da
transformagdo utilizando~-se Xhol, que elimina a sequéncia
de pBR322 e o vector linearizado utilizado para a transfor-
mag80; & recircularizagZo ocorre dentro da célula hospedei-
rs. de fermento. Este procedimento possui a vantagem de eli
minar todas as sequéncias bacteriasnas que potencialmente
possam reduzir o mimero de cbépias do vector ou, de outro mo
do, interferir com a expressdio do uTPA.

Extraccao e Purificacfo do uTPA a partir de Meios de Cultu-

ra

0 TPA uterino activo produzido por fermento
é recuperado de extractos preparados por disrupgao mecénica
das células utilizando contas de vidro de TPA uterino acti-
vo produzido por células de mamifero recombinantes e € recu
perado a partir do meio de cultura de células hospedeiras.
A purificagfo do uTPA activo a partir dos extractos ou
meios de cultura celular envolve, geralmente, as seguintes
etapas 1) extracgdo da fase liquida/liquida ou uma etapa
de filtragfo inicisl 2) cromatografia por afinidade hidro-
fébica; 3) cromatografia por afinidade do anticorpo e 4)
cromatografia por filtragdo em gel. Meis pormenorizadamen-—
te, estas etapas sZo efectuadas da seguinte maneira:

Extraccao da Pase Liguida/Liquida

A primeirs etapa pode ser a extracgao da fa
se 1iquida/l{quida ou, mais preferivelmente, uma etapa de
filtrac8o inicial. Em geral, a extracgio da fase liquida/1i
quida é efectuada combinando o meio de cultura com dois com
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postos poliméricos soldveis na 4gua, e.g., Dextran e podlie-
tileno glicol, que d&%o origem & formag8o de duas camadas,
uma das quais & desprezada. (a extracgdo da fase liquida/1i
quida é uma técnica de extracg@o de proteinas bem conhecida
descrita e.g., em Johansson et al. (1973) Bur. J. Biochem.
33, 379-386).

A fase de extracgfio da fase lfquida/liquida
preferida envolve a diluigao de um meio isento de soro ou
com soro contendo uTPA até 0,1% v/v, com Tween 80 e, depois,
a adig3o de Dextran em p§ para uma concentragdo final de 4%
(40 g/1itro).

0 Dextran € misturado até que em solugso e,
depois de se adicionar polietileno glicol (PEG) 6000 se
atingir uma concentrag@o final de 12% (120g/litro). & solu-
¢80 é bem misturada e, depois, é centrifugada em balGes de
200 m1 & 1200 RPM numa centrifugadora refrigerada Interna-
tional durante 10 minutos para efectuar a separaggo da fase,
A fgse superior € decantada e a fase do Dextran inferior
reunida. Conseguiram-se recuperar 75% da actividade inicial
do uTPA com aproximadamente 40% da proteina total. Conse-
guiu-se uma concentrag@o de 6 vezes maior com uma redugéo
do volume superior a 50%, Verificou-se que o processo de ex
tracgdo liquido/liquido era eficaz, apesar da presenga de
residuos celulares e de factores de crescimento complexos,
e.g. Pactor do Crescimento Epidérmico, transferina e insuli
na, usualmente encontrados em meios de crescimento contendo
goro.

Verificou-se que, embora & etapa de extrac-
¢fo liquido/liquido atrds descrita possa ser utilizada, os
meios condicionados podem ser inicialmente clarificados pa-
ra a etapa seguinte de cromatografia por afinidade hidrofé-
bica, numa maneira mais simples, passando os meios condicio
nados através de um filtro de perfil de trés microns. Os
meios clarificados resultantes sdo, entao, submetidos, sem
a etapa de concentragdo, a uma cromastografia por afinidade
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hidrofébica, da seguinte maneira. i

Cromatografia por Afinidade Hidrofébica

Esta etapa envolve a ligagdo do uTPA no ma-
terial obtido na etapa anterior, a um corante, e.g., Azul de
Prisacrilo (LKB) Azul Macrosorb ou azul de CM Affi-Gel (Bio-
Rad) capaz de ligar o uTPA mas ndo algumas das outras pro-
teinas existentes no meio de cultura. 0 (Azul Affi-Gel tem
gido utilizado num esquema diferente de purificacédo em rels
¢80 a um activador plasminogénio isolado a partir de uma li-
nha de neureblastoma humano, juntamente com uma precipitagfo
de (NH4)2 SO4 e cromatografia de p-aminobenzamidina-Sepharo-
se; Biochim. Biophys. Acta (1980) 704, 450-460).

Esta etapa é efectuada, de preferéncia, da
seguinte maneira. Se, na primeira etapa se efectuou a extrac
¢80 1liquido/1iquido, o volume da fase Dextran da etapa an-
terior é duplicado mediante a adigfo de Hy0 para reduzir a
viscosidade. Caso contririo, sao utilizados os meios filtra-
dos sem dilui¢dZo ou concentragao. Adicionam-se, por litro,
cinquenta ml de matriz de azul de Trisacrilo (LKB) equilibr
da com uma solugdo salina tamponada de fosfato, Tween a 0,1ﬁ
pH 7,2. Mistura-se a solugdo suavemente a 4° ¢ gurante 2 ho
ras e, depois, lava-sSe, por por¢oes, com uma solugdo salina
tamponada de fosfato Tween, a 0,1%, pH 7,2 e NaCl 0,5M, Fos-
fato 0,02M, Tween 2 0,01%, pH 7,2. O material contendo o
TPA é, entso, despejado numa coluna de filtragao com gel con
um factor de carga de 50% e tratado a uma velocidade linear
de 85 cm/hora. 0 material é elufido a partir da matriz de
azul de Trisacrilo com KSCN 3,0M Fosfato 0,02, Tween 0,01%

pH 7,2.

Alcangou-se, com esta etapa, uma concentra-
¢80 quatro vezes superior & das etapas anteriores. Esta li-
gacao do uTPA a partir directamente da fase de Dextran per-
mite também uma mudanga ripida na concentragio de sal e au-
menta o grau de pureza do uTPA.
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Em vez de se utilizar KSCN 3M para a etépa de
eluigao anterior, podem utilizar-se outros sais, e.g., NaCl.
Por exemplo, um gradiente de NaCl de 0,15 a 3,0M proporciong
um grau superior de purificag@o, mas & custa da concentra-
¢20.

Pal como mencionado anteriormente, nesta eta-
pa podem utilizar-se outras matrizes, além do azul de Trisa-
crilo, Um exemplo é o azul de CM Affi-Gel (Bio Rad) que ligs
igualmente bem o uTPA e elui o uTPA da mesma maneira que o
azul de Trisacrilo.

As concentracoes dos reagentes podem variar
em cada estddio das duas etapas de purificag@o anteriores.
Por exemplo, as concentragOes de Dextran e de PEG utiliza-
das na etapa de extracg8o liguido/liquido podem mudar de mo-
do a deslocar a actividade do uTPA para a fase PEG (superi-
or), em vez da fase de Dextran (inferior); neste caso, o ma-
terial decantado serd poupado e a fase inferior desprezada.

Cromatografia por Afinidade

A etapa seguinte, na qual € alcangado o0 gros-
so da purificag8o, envolve uma cromatografia por afinidade
utilizando anticorpos anti-TPA imobilizados numa coluna de
suporte sblido, Podem utilizar-se anticorpos anti-TPA poli-
clonais ou monoclonais obtidos de acordo com técnicas con-
vencionais,

A etapa de cromatografia por afinidade, pre-
ferida, é efectuada da maneira que se segue, O material e-
lufdo a partir da matriz de Trisacrilo é dializado em fun-
¢8o da NaCl 1,0M, Tween a 0,01%, fosfato 0,02M, pH 7,4, para
ge retirar o KSCN. O material é entao filtrado isento de mi-
crébios vivos através de um filtro de 0,22 microns. 0 eluen-—
te é, ent3o, passado muito lentamente, a 4° ¢, numa matriz
de Sepharose do anticorpo anti-TPA monoclonal (0 anticorpo
foi obtido do Dr. Keld Dano, Instituto de Anatomia Pataldgi-
ca da Universidade de Copenhaga) susceptivel de ligar toda a
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actividade do uTPA contido no eluente. (0s anticorpos!mono-
clonais de anti-TPA encontram-se & disposigfo no comérecio
em Bioscott, Lda, Scotland ou American Diagnostica). 0 anti-
corpo é acoplado a Sepharose CNBr activada, para 5 mg de an-
ticorpo/ml de resina, numa coluna de 100 ml, A matriz do an-
ticorpo € previamente equilibrada em Tris 0,1M, Triton X-
-100 a 0,1%, pH 8,0, lavada com NaCl 1,0M, Triton X-100 a
0,1%, Tris 0,05M, pH 8,0 e elufda com NH,SCN 3,0H, Triton
X-100 a 0,1%, Tris 0,05M, pH 8,0. (0 Triton X-100 na etapa
finagl pode ser substituldo por Tween 80 obtendo-se resulta-
dos semelhantes). A eluigZo é efectuada a uma velocidade 1i
near de 12 cm/hora, proporcionando uma recuperagso superior
a 90%., Recolhem~-se fracgoes de um ml e a maior parte da ac-
tividade do uTPA é eluida nos primeiros 3 a 4 volumes da co
luna.

0 material contendo o uTPA pode ser aplicado
4 matriz Sepharose de anticorpos numa solug¢go salina e numa
concentragéo de até 1,5 I de NaCl, sem afectar a eficécia
da ligag¢go., 0 uTPA pode ser elulido fazendo baixar o pH para
cerca de 2,5 com, €.8., glicina 0,1M , em vez de se utili-
zar NHZSGN 3M, mas prefere-se NHZSON porque permite a recu-
perag8o do uTPA num volume mais pequeno, uma vez que nio é
necessiria qualquer neutralizagfo. 0 NH,SCN mantém, também,
a proteina num meio mais estabilizante.

, Seguindo-se a etapa de afinidade do anticor-
po, pode efectuar-se uma etapa hidrofébica ou de dimensiona
mento de HPLC para se aumentar o grau de pureza para mais
de 97%,

Cromatografia por Filtracdo com Gel

Esta etapa elimina alquns agentes de contami
naggo menores de elevado peso molecular presentes no eluato
da coluna de afinidade imunolégica. A coluna de afinidade
com gel é comprimida com Toyopearl TSK e efectuada em fosfa
to 0,01M - NH4 SCN 1,6M e verificada quanto ao A280 e quan-
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to & actividade. As fracgOes ao longo dos pontos méxi&os
géo seguidamente analisadas por electroforese com gel, se-
guida por mancha de prata. Efectuam—~se manchas "Western"
em porgdes reunidas escolhidas.

Purificacggo Controlada

A purificagfo é controlada ao longo do pro-
cesso atrds descrito, da seguinte maneira. Diluiram-se a-
mostras de fracglOes de cada estddio com NaCl 0,5M, Iween
a 0,01%, fosfato 0,02M, pH 7,4 e ensaiou-se a actividade
amidolitica com um substracto cromogénico de 52251 acopla-
do a um activador de plasminogénio humano ne presenga de fi
brinogénio (descrito em Campbel et al. (1982) Clin. Chem.
28, 1125-1128). Registou-se o grau de absorgfio a 280 nm das
amostras dilulidas com dHéO. Controlou-se também a purifice-
cdo mediante a ndo redugdo e a redug@o de electroforese em
gel de poliacrilamida SDS.

0 uTPA purificado recuperado da coluna de an
ticorpo/Sepharose apresentou um grau de contaminagfo inferi
or a 3% em electroforese SDS PAGE. Sob condigGes de redu-
¢8o, observou-se o mesmo TPA de 2 cadeias (a forma activa—
da; a forma de cadeia unica é a preferida). A forma de 2 ca
deias pode ser evitada adicionando Aprotinina aos tampGes
utilizados nas fases de purificacgfo.

Caracterizacf8o de TPA Uterino e cADN de TPA Uterino

Tal como mencionado anteriormente, a Fig. 1
apresenta uma sequéncig nucledétida de cADN de TPA uterino,
juntamente com uma sequéncia aminodcida deduzida do TPA ute
rino codificado pelo cADN. A preprosequéncia experimental
corresponde & aminoAcidos =38 a ~1. As linhas verticais na
Fig. 1 precedendo os aminoédcidos +1, =3 e -6 indicam locais
de cis8o0. Os situs de glicosilag&@o potencial sf@io indicados
por "CHO™ nos residuos de Asn, 0 local de cis3o do plasma
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(no qual o uTPA de cadeia unica € convertido no ulPA de 2
cadeias) é indicado pela seta. A sequéncia conservada de
proteases de serina no centro activo encontra-se sublinha-
da. ;

A Fig. 1 mostra a diferenga, na sequéncia
nucleétida, entre cADN de TPA uterino e o cADN de melanoma
de Bowes descrito no Pedido de Patente Europeia N2. 093.619
de Goeddel et al, descrita anteriormente. Nas posigdes em
que falta o ADN de Bowes, um nucleétido presente no cADN
uterino estd marcado com "X". As posigdes em que falta o
cADN uterino, os nucledétidos presentes no cADN de Bowes es-
t80 indicados por um "/", seguido pelos nucleétidos que fal
tam,

TPA's parcialmente Glicosilados e NZo @Glicosilados

Tal como descrito no Sumério do Presente In
vento, apresentado atrds, o presente invento proporeciona,
além do TPA uterino humano produzido por ADN recombinante,
PPA's codificados por vectores de express@o que nZo sfo to-
talmente glicosilados quando produzidos em células hospedei
ras de mamiferos.

Um TPA humano de ocorréncia natural, ao
qual se refere a Fig. 8, & N-glicosilado em trés residuos
de asparagina na molécula (posigles 120, 187 e 451). O si~
nal para uma glicosilagBo N-ligada é Asn-X-(Ser ou Thr). A&
estratégia utilizada para evitar a glicosilagSo num ou mais
destes locais envolvia a substituig8o, naqueles locais, na
molécula ADN codificando o TPA, de um cddBo CAA (glutamina
de codificagfio) por AAC ou AAT (asparagina de codificagéo).
Tal como a seguir serd descrito mais pormenorizadamente, es
tes locais mutantes (A, B e C na Fig. 8) foram construidos
por mutegénese in vitro utilizando os primérios desempare-
lhados TCGGTGACTGTTCCTTTGAAGTAAATGTTGT, CAACGCGCTGCTTGCCAG-
TTGGTGCA e GTAGGCTGACCCTTGGCCCAAAGTAGCA, respectivamente.

Quando se utiliza, como padrZo, o ADN de ca
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deia simples do mutante A, constroem-se também os mutantes
A+B, A+C, e A+ B + C, Finalmente, os mutantes B e C re
combinantes produziram os mutantes B + C. Assim, construiram
-se as sete combinagles possiveis de mutantes de TPA humano
nfo glicosilado ou parcialmente glicosilado.

Mutagénese Especifica no Local

Efectuou-se uma mutagénese no local in vitro
utilizando~-se uma alterag@o do método anteriormente descrito
primeiramente em Smith et al. (1979) Gene 8, 81-87, 99-106,
da seguinte maneira.

0s primdrios oligonucleétidos desemparelha-
dos descritos anteriormente foram sintetisados num sintetisa
dor automatizado de Biosistemas Aplicados utilizando técni-
cas convencionais.

0 ADN codificando o TPA uterino humano (an-
teriormente descrito) foi clonado em Ml3mpl8 (& disposigéo
em Pharmacia ou New England Biolabs). O ADN de cadeia unico
contendo a cadeia sensorial do TPA foi utilizado como padrflo
para uma mutagénese dirigida do oligonucledtido. Cada priméd-
rio oligo-nucleétido desemparelhado foi temperado para se
converter no padrio a 65° ¢ durante 10 minutos e, depois, &
temperatura ambiente durante 10 minutos numa mistura de reac
g8o contendo 20 mM de Tris-HCl, pH 7,5, 10 mM de MgCl,, 50
mM de NaCl, 1 mM de ditiotritol, 0,2 pmoles de ADN mpl8-TPA
de cadeia tinico, e 20 pmoles de oligonucleétido desemparelha
do 5' fosforilado. Adicionou-se, entdo, & mistura de reacgfo
a temperar um volume igual de um tampZo PE contendo 30 mM de
Tris-HCl, pH 7,5, 10 mM de MgCl,, 2 mM de mercaptoetanocl,

1 mM cada de 4ATP, 4CTP, 4GTO, ATTP e 1 mM de ATP. Um aumen-
to do primério foi efectuado pela adigfio de 5-10 unidades de
um fragmento de polimerase Klenow de ADN e 3-5 unidades de
ligase T4 com incubagdo a 16° C durante a noite.

A mistura de reacgao foi dilufda e utilizada
para transformar células JMLOS5 eficazes. As placas foram pe=-
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neiradas in situ por uma hibridizagao mutagénica de placas
de oligonucledtidos, utilizando um primirio desemparelhado
rotulado 32-P para triar os mutantes desejados; este método
baseia-gse no facto de um mutante desejado ser perfeitamente
emparelhado com o primério, ao passo que o ADN de tipo selva
gem contém um ou mais desemparelhamentos. Assim, em condi-
¢des apropriadas de hibridizag@o, o grau em que o primdrio
desemparelhado hibridiza com o mutante é superior ao do tipo
selvagem, e esta diferenga torna possivel a selecgao dos mu-
tantes desejados.

0s mutantes pretativos foram isolados e ca-
racterizados por uma digestao restritiva de endonuclease e
uma sequéncia de ADN. Os mutantes desejados foram, entio,
clonados e expressos no sistema de pCL28-BPV, atrds descrito
em relag@o ao TPA uterino normel, por excisao do forma repli
cativa dos mutantes Ml 3mpl8-TPA apropriados, inserindo este
ADN no vector de express@o pCL28-BPV e transformando células
de rato €127 com o vector ADN.

0s agentes de transformagZo foram isolados e
triados para a produgd@o de TPA utilizando um ensaio ELISA. A
maior parte do TPA produzido é segregado num meio de cultu-
ra, facilitando a purificagéo.,

0 efeito que a glicosilaglo parcial ou a ndo
glicosilagfo tem sobre a vida média do TPA foi determinado
mediante medig8o das vidas médias do TPA e sua comparagfo
com a vida média do TPA completamente glicosilado.

- As vidas médias foram medidas em coelhos me-
diante extracgf@o de amostras de sangue em momentos diferen-
tes apés injecglo e medigfo da actividade do TPA presente,
utilizando o ensaio de placas de fibrina e um ensaio de
ELISA, respectivamente. A libertag8o in vivo, através do fi-
gado, de um TPA completamente glicosilado, a partir do san-
gue em circulag8o, é muito rédpida com uma vida média bioldégi
ca de cerca de 2 minutos. (Thromb. Haemostas. 46, 658, 1981)
Agsim, o TPA & normalmente administrado n3o por injecgao,
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mas por infusfo de uma grande quantidade ao longo de uJ pe-
riodo de 3 horag. Uma vida média mais longa pode permitir
um tratamento por injecgfo, em vez de infusf@o, visto que se~-
r80 necessirias quantidades mais pequenas para se obter a 1li
se dos coigulos.

Depdsitos

0s seguintes materiais foram depositados na
Agricultural Research Culture Collection (NRRL), Peoria, IL
ou ne American Type Culture Collection (ATCC) Rockville, MD;

pYBDT~-6, mantido em E. coli, N?. de Registo
de NRRL B-15883;

pYBDT-10, mantido em E, coli, N2, de Registo
de NRRL B-15884;

células Cl27 de ratos transformadas com pCAT,
N2, de Registo de ATCC CRL8625.

A cessiondria de requerente, Integrated Gene-
tics, Inc., reconhece & sua responsabilidade em substituir
estas culturas se elas vierem a morrer antes do termo do pra
zo de validade de uma patente concedida e a sua responsabili
dade em notificar o NRRL e ATCC da concessao da mesma, altu-
ra em que os depésitos ficarzo & disposigdo do piblico duran
te, pelo menos, 30 anos apbs a data do depésito. Até essa al
tura, os depbsitos ficarso & disposig@o do Comissdrio de Pa-
tentes nos termos de 37 CFR §1.14 e 35 USC §112.

Utilizagdo

0 uTPA de acordo com o presente invento seri
misturado com uma substéncia veicular farmaceuticamente acei
tével, e.g., solugfo salina, e administrado oralmente, intrg|
venosamente ou por injecgfo em artérias ou no coragdo afecta
dos. A administrag8o serd geralmente efectuada como para os
dois enzimas correntemente utilizados na lise de codgulos
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sanguineos, estreptoquinase e uroquinase.
Outras formas de realizagfio encontram-se nas
reivindicagOes que se seguem.

0 depbsito do primeiro pedido para o invento
acima descrito foi efectuado nos Estados Unidos da América,
em 1 de Outubro de 1984, sob o n?. 656.770.

~-REIVINDICAGOES -

1# - Processo para a produgdo de um ATP ute-
rino humano, caracterizado pelo facto de compreender a cul-
tura de uma célula trensformada com um vector de expresséo
replicével, susceptivel de, numa célula hospedeira transfor
mada, em expressar uma sequéncia ADN que codifice um ATP
uterino humano activo e bem assim, para a recuperagdo do re
ferido ATP uterino humano, & partir do extracto celular e/
/ou do meio de cultura.

28 - Processo para a produgZo de um ATP ute-
rino humano de acordo com & reivindicagdo 1, caracterizado
pelo facto de a célula transformada ser uma célula de um
fermento.

38 - Processo para a produgao de um ATP ute-
rino humano, de acordo com a reivindicag¢do 1, caracterizado
pelo facto~de a célula transformada ser uma célula de mami-
fero.

A8 - Processo para a produgdo de um ATP ute-
rino humano caracterizado pelo facto de a célula de fermen-
to ser uma célula Saccharomyces cerevisae.

58 - Processo para & produgZo de um ATP ute-
rino humano, caracterizado pelo facto de o mesmo ser, pelo
menos, 97% isento de proteinas nso ATP.

68 - Processo para a produgéo de um ATP ute-
rino humano, de acordo com a reivindicaglo 1, caracterizado
pelo facto de o ATP ser isento de outras proteinas de ori=-
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gem humana,

78 - Processo para a produgdo de um ATP ute=-
rino humano, caracterizado pelo facto de ser produzido pela
célula transformada de acordo com & reivindicagfo 1.

882 - Processo de acordo com a reivindicagéo
1, para a produgfo de uma composigio terap8utica susceptivel
de cgusar a lise de coédgulos sanguineos, caracterizado pelo
facto de compreender a incorporagao de uma quantidade causa
dora da lise de codgulos sanguineos do ATP uterino humano,
de acordo com qualquer das reivindicagGes 5, 7 misturada
com ume& substéncia velcular farmaceuticamente aceitével.

, 98 - Processo de acordo com a reivindicagao
1, para a purificagdo do uATP a partir do meio de células
cultivadas que produz o referido uATP, caracterizado pelo
facto de compreender o efectuar-se uma primeira fase para
extracgfo da fase liquide/liquida para se eliminar a porgéo
de proteinas nZo uATP do referido extracto ou meio para pro
duzir uma composig¢&o possuindo ume asctividade especifica au
mentada de uATP.

108 - Processo de acordo com & reivindicagdo
9, caracterizado pelo facto de compreender ainda uma segun-
da fase compreendendo o efectuar-se uma cromatografia por
afinidade da referida composigf@o para ligar o referido uATP
a2 um anticorpo anti-ATP.

118 - Processo de acordo com a reivindicaggo
9, caracterizado pelo facto da referida fase de extraccfo
da fase liquida/liquida ser efectuada por incorporagao do
referido meio ou extracto de cultura com dois compostos po-
liméricos soliveis em 4gua diferentes para formar umes mistu
ra de duas fases em que, pelo menos, 65% em peso do referi-
do uATP estf@o presentes nume das referidas fases e, pelo me
nos, 40% em volume, de dgua, no referido meio ou extracto,
estdo presentes na outrs fase,

128 - Processo de acordo com a reivindicagfo
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10, caracterizado pelo facto de compreender ainda, entre as
referidas primeira e segunde fases, uma fase em que se efec-
tua uma cromatografia por afinidade de hidrofébica na fase
rica em uATP para purificar ainda mais o referido uATP.

138 - Processo de acordo com as reivindica-
¢des anteriores para a purificagfo do ATP humano a partir do
meio de células cultivadas que produz o referido ATP, carac-
terizado pelo facto de compreender o efectuar-se uma primei-
ra fase de afinidade hidrofébica, uma segunda fase de croma-
tografia por afinidade do anticorpo, e uma terceira fase de
cromatografia por filtrag@o em gel.

148 - Processo para a produgzo de um ATP ute
rino humeno, de acordo com as reivindicagdes anteriores, em
que um vector de expressfio replicédvel susceptivel de, nume
célula hospedeira de mamifero transformada, expressa uma se-
quéncia ADN que codifica um ATP humano activo, caracterizado
pelo facto de, quando expresso o referido vector na referida
célulg hospedeira, produzir um ATP activo a que faltam uma
ou mais das porgoes de hidratos de carbono N-ligadas fixas
em ATP de um ATP humano de ocorréncia natural.

158 - Processo para a produg8o de um ATP ute
rino humano, caracterizado pelo facto de o vector de acordo
com a reivindicag8o 14, o referido ATP codificado ter falta
de todas as porgoes de hidrato de carbono N-ligadas.

168 - Processo para a produgdo de um ATP ute
rino humano, mediante uma molécula ADN recombinante que codi
fica um ATP humano activo e que diverge de uma molécula ADN
de ocorréncia natural que codifica um ATP uterino humano de
ocorréncia natural. Processo esse caracterizado pelo facto
de se substituir pelo menos, um dos coddes na referida molé-
cula ADN de ocorréncia natural que codifica a asparagina ami
no-fcida & qual estd ligada, por meio de uma ligacd@o covalen
te, pelo menos, uma das porgoes de hidrato de carbono N-Liga
das do referido ATP uterino humano de ocorréncia natural,
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por um codfo que codifica um amino-dcido ao qual n2o se ﬁiga
a referida porg@o de hidrato de carbono.

178 - Processo de acordo com a reivindicag8o
16, caracterizado pelo facto de na molécula ADN recombinante
a referida porc¢éo de hidrato de carbono ser uma porqao de hi
drato de carbono que, entre as porgoes de hidrato de carbono
ligadas ao referido ATP uterino humano de ocorréncia naturaly
é a que estd mais préxime do amino do referido ATP.

188 - Processo de acordo com as reivindica-
¢des 16 ou 17, caracterizado pelo facto de na molécula ADN
recombinante & referida porgZo de hidrato de carbono ser uma
por¢c8o de hidrato de carbono que, entre as porgoes de hidra-
to de carbono N-ligadas @o referido ATP uterino humano de
ocorréncia natural, é & segunda mais préxima 4o terminus ami
no do referido ATP.

198 - Processo de acordo com as reivindica-
goes 16, 17 ou 18, caracterizado pelo facto de na molécula
ADN recombinante a referida porgSo de hidrato de carbono ser
uma porgdo de hidrato de carbono que, entre as porgoes de hi
drato de carbono N-ligades ao referido ATP uterino humano de
ocorréncia natursl, é & que estd mais préxima do terminus
carboxi do referido ATP,.

208 - Processo de acordo com & reivindica-
cdo 16, caracterizado pelo facto de na molécula ADN recombi-
nante se substituir um cod@o de glutamina por um dos referi-
dos coddes de asparagina.

21& - Processo de acordo com a reivindicagéo
20, caracterizado pelo facto de na molécula ADN recombinante
se se substituirem os coddes de glutamina por dois dos refe-—
ridos coddes de asparagina.

. 228 - Processo de acordo com a reivindicag8o
21, caracterizado pelo facto de na molécula ADN recombinante
gse substituirem codoes de glicina por trés dos referidos co-

- 29 -




10

15

20

25

30

35

56.626
TPA

does de asparagina.

238 - Processo de acordo com a reivindicaggo
22, caracterizado pelo facto de na molécula ADN recombinente
as referidas substituigOes do codfio se darem nas posigdes
120, 187 e 451 do residuo amino 4cido.

242 - Processo de acordo com as reivindica-
¢goes anteriores para & producgéo de um ATP humano activo com
falta de uma ou mais porgoes de hidrato de carbono N-ligadas
do ATP humano de ocorréncia natural, caracterizado pelo fac-
to de compreender:

a transformacdo de uma célula de mamifero com um vector
de expressdfio susceptivel de, na referida célula de mamifero,
expressar uma sequéncia ADN que, quando expressa na referida
célula, produz um ATP humeno activo ao qual faltam uma ou
mais das referidas porgoes de hidrato de carbono,

a cultura da referida célula de mamifero num meio de
cultura sob condigdes em que & referida sequéncia ADN € ex-
pressa para produzir o referido ATP, e

o isolamento do referido ATP & partir da referida célu-
la ou referido meio de cultura.

Lisboa, 1 de Outubro de 1985

0 AGENTE OFICIAL
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