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Inventia se refera la doud procedee pentru prepararea dimerului de apolipo-
proteind Al-Milano care poate fi utilizat la tratamentul aterasclerozei si al bolilor cardio-
vasculare precum si ca formule farmaceutice retard de Apo Al-M.

Este cunoscuta influenta nivelurilor ridicate ale colesterolului asupra maladiei
cardiace coronariene (CHD), care a fost in mod repetat confirmata prin studii epide-
miologice si longitudinale. Insa, definirea mecanismelor complexe ale transportului
colesterolului in plasma a permis recunoasterea unei functiuni selective a lipopro-
teinelor circulante Tn determinarea riscului de CHD.

Exista, de fapt, patru lipoproteine majore: lipoproteine de inalta densitate (HDL),
de densitate scazuta (LDL), de densitate foarte scazuta (VLDL) si de chilomicroni
(CM]. In timp ce CM constituie un produs cu viatd scurtd al absorbtiei de grasimi
intestinale, VLDL si, in special, LDL sunt responsabile de transportul colecterolului in
tesuturi, incluzand, de exemplu, peretii arteriali. In contrast, HDL este direct implicata
in indepartarea colesterolului din tesuturile periferice, ducandu-l inapoai, fie la ficat, fie
la alte lipoproteine, printr-un mecanism cunoscut ca “transport invers de colesteral”
(RCT). Rolul protector al HDI este confirmat de un numar de studii (de exemplu, Miller
et al. Lancet, 1877; 965 - 968 si Wayne et al., Atherosclerosis 1981; 39: 411 -
419). In aceste studii, nivelurile ridicate ale LDL, mai putin cele ale VLDL, par a fi clar
asociate cu un risc cardiovascular crescut, in timp ce nivelurile nalte de HDL par sa
confere protectie cardiovasculara. Rolul protector al HDL este confirmat prin studii
in vivo, care arata ca la iepuri, infuzii de HDL pot intarzia dezvoltarea leziunilor
arteriale induse de colesterol (Badimon et al, Lab. Invest. 60, 455 -461, 1989)
si/sau pot produce o regresie a acestora (Badimon et al., J. Clin. Invest. 85, 1234-
1241, 1990).

Recent in studiul mecanismului protector al HDL interesul este concentrat pe
apolipoproteina Al (Apo Al), componenta majora a HDL. Nivelurile ridicate de Apao Al
in plasma sunt asociate cu riscul redus al CHD si prezenta leziunilor coronariene
(Maciejko et al., N engl J Med 1983; 309:385-389, Sedlis et al., Circulation, 1986;
73:978-984).

Apo Al din plasma este o polipeptidd cu catena unica de 243 aminocacizi a
caror secventa primara este cunoscuta (Brewe et al., Biochem Biophys Res Commun
1978; 80: 623-630). Apo Al este sintetizata ca un precursor de aminoacid 267 in
celuld. Aceasta pre-pro-apolipoproteina este reprodusa prin scindarea capatului N-
terminal, la inceput intracelular, cand se pierd 18 aminoacizi, si apoi printr-o noua
scindare a 6 aminoacizi In plasma sau in limfa ca urmare a actiunii proteazelor
specifice.

Cerinta structurald majora a moleculei de Apo Al se presupune ca este pre-
zenta unitatilor repetitive de 11 sau 22 de aminoacizi, presupusi a exista in conforma-
tia elicoidala amfipatica (Segrest et al., FEBS Lettt 1974; 38; 247-253). Aceasta
structura tine seama de activitatile biologice de baza ale Apo Al, adicd, legarea
lipidelor si activarea licitin-colesterol-acil transferazei (LCAT).

Alta proprietate recent descoperitd a Apo Al este activitatea sa antivirala.
Aceasta este relatata ca urmare a studiilor in vitro si este exercitatda, atat fata de
tulpinile de Herpes virus (Srinivas R V et al., Virology, 1756, 48 - 57, 1980) cat si,
fata de Virusul imunodeficientei Umane (HIV]), (Owe et al., J Ciln Invest, 86, 1142-
1150, 1990). Aceasta activitate pare sa fie exercitatd printr-o interactie intre por-
tiunile elicoidale amfipatice ale Apo Al si glicoproteinele de invelis ale virusurilor.

Studiile in vitro arata faptul ca unii complecsi ai Apo Al si lecitind pot determina
scurgerea colesterolului liber din celule arteriale extrase din muschi netez
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(Stein et al., Siochem. Biophys Acta 1975; 380: 106-118). Prin acest mecanism,
HDL poate, de asemenea, reduce praliferarea acestor celule (Yoshida et al., Exp. Mal.
Pathol 18984; 41: 258-266).

Mai recent, infuzia de Apo Al sau de HDL la animale experimentale s-a observat
ca exercita schimbari biochimice semnificative si totodatd, reduce extinderea si severi-
tatea leziunilor aterosclerotice. Dupa prima comunicare facutd de Maciejko si Mao
(Aterosclerosis 1982; 2:407a), Badimon et al (vezi cele doua studii citate mai sus)
au descoperit ca se poate reduce semnificativ intinderea leziunilor ateroscleratice (-
45%]) si continutul acestora in ester colesterol (-58,5%) la iepuri alimentati cu
colesterol prin infuzare cu HDL (d=1,083...1,325 g/ml). S-a descoperit, de ase-
menea, ca infuziile de HDL conduc la o limitare pana la regresie a 50% din leziunile
stabilite.

S-a aratat, de asemenea, (Esper et al, Aterosclerosis 1987; 7:523a) ¢4 infu-
zile de HDL pot schimba semnificativ compozitia de lipoproteine a plasmei la iepuri
Watanabe cu hipercolesterolemie mostenitd, care dezvolta leziuni arteriale timpurii.
La acestia, infuzile de HDL pot mai mult decat s dubleze raportul intre HDL protector
st LDL aterogenic.

Patentialul HDL de a preveni boala arteriala la animale experimentale a fost mai
departe stimulat prin observarea ca Apo Al poate exercita o activitate fibrinoliticd in
vitro (Saku et al, Thromb Res 1985; 38:1-8). Ronneberger (Xth Int. Congr.
Pharmacol, Sidney 1887, p. 990) demonstreaza ca Apo Al extrasa poate accentua
fibrinaliza la cainii de vanatoare si la maimute Cynomologus. O activitate similara poate
fi observata in vitro la plasma umana. Acest autor a putut confirma o reducere a
depozitului de lipide si a formarii plagii arteriale la animalele tratate cu Apo Al.

Apolipoproteina Al-Milanc (Apo A-HM) este prima variantd moleculard de Apo Al
umana descrisa (Franceschini et al, d Clin Invest 1980; 66:892-300). Ea se caracte-
rizeaza prin substitutia Arg 173 cu Cys (Weisgraber et al, J.Biol Chem 1983;
258:2508-2513). Apalipoproteina mutanta este transmisa ca o trasaturd dominanta
autosomala si au fost identificate 8 generatii de purtadtori (Gualandri et al, Am J. Hum
Genet 1884; 37:1083-1097).

Conditia proteinei Apo Al-M de purtator individual este caracterizata prin tr-o
reducere remarcabila a nivelului HDL-colesterolului. In ciuda acesteia, subiectele afec-
tate nu arata aparent un risc crescut de boald arteriald; fireste, prin examinarea arbo-
relului genealogic apare ca acesti subiecti pot fi “protejati” de ateroscleroza.

Mecanismul efectului protectiv posibil al Apo A-M la purtatori pare sa fie legat
de o modificare in structura apolipoproteinei mutante, cu pierderea unui e-helix si o
expunere crescuta a resturilor hidrofobe (Franceschini et al, J Biol Chem 1985;
260:1632.1633). Pierderea structurii etanse a structurilor a-helix multiple, conduce
la o flexibilitate crescuta a moleculei, care se asociaza cu lipidele mai usor fata de
normal. De altfel, complecsii apolipoproteina/lipida sunt mai susceptibili denaturarii,
ceea ce sugereaza ca transferul lipidelor este, de asemenea, imbunatatit in cazul
mutantei.

Folosirea terapeuticd a mutantei apalipoproteina Apo Al-M este in prezent
limitata de lipsa unet metode care sa permita prepararea acestor proteine in cantitate
suficienta si intr-o forma corespunzatoare.

O altd trasatura foarte specifica a Apo Al-M este capacitatea sa de a forma
dimeri cu sine insusi precum si complecsi cu Apo All, in ambele cazuri datoritd
prezentei restului Cys. Prin studierea fractiunilor de sange continand un amestec de
apolipoproteine, s-a observat ca prezenta dimerilor si a complecsilor in circulatie poate
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fi responsabila de eliminarea crescuta pana la injumatatirea acestora in purtatori, asa
cum s-a descoperit recent in studii clinice. (Gregg et al, NATO ARW on Human
Apolipoprotein Mutants: From Gene Structure to Phenotypic Expression, Limone SG,
1988).

Dimerii Apo Al-M (Apo AHV/Apo Al-MJactioneaza ca un factor inhibitor in inter-
conversia particulelor HDL in vitro (Franceschini et al, J Biol Chem 1990:
265:12224-12231).

Studii mai recente ale amestecurilor continand dimer s-au bazat pe Apo- Al-M
separata din sange natural de la persoane cu Apo Al-M, dar care s-a obtinut numai
in cantitati mici.

Dificultatea producerii Apo Al, si, in special, Apa Al-M prin fractionarea plasmei
este considerabild (Franceschini et al, J. Biol. Chem. 1985; 260:16321-16325]).
Izolarea si producerea nu pot fi realizate pe scara mare, deoarece este disponibila
numai o cantitate mica de material brut. In plus, apar diferite riscuri asociate cu pro-
dusele de fractionare ale plasmei, cum ar fi contaminarea cu agenti infectiosi. Este
esential ca aceasta sa se evite.

S-au facut incercari pentru producerea Apo Al umana prin tehnologia ADN
recombinant. Este descrisa prepararea Apo Al din E.coli, in EP 0267703. Procedeul
descrie o palipeptida chimerd, in care fragmentul Apo Al este legat de resturile de
aminoacid N-terminal ale beta-galactosidazei sau de unul sau mai multe domenii de
legare a IgG ale proteinei A sau la pro-secventa din Apo Al umana.

Existenta Apo Al si Apo Al-M in tulpini de drojdie si folosirea componentelor
produse in tratamentul aterosclerozei si bolilor cardiovasculare sunt dezvaluite, in WO
90/12879. Genele care codifica Apo Al si Apo Al-M contine secvente ADN, care
caodifica o secretie recunoscuta de drojdie si semnale de procedeu care apartin genei
pentru prateinele mature. S-a folosit o secventa madificata de lieder MF-alfa, in care
ultimele resturi au fost HisGlySerLeuAspLysArg.

Problema, pe care o rezolva inventia, consta n obtinerea dimerului de apolipo-
proteind-Al-Milano prin procedee mai simple, care evita contaminarea plasmei.

Procedeul, confarm inventiei, inldtura dezavantajele mentionate mai sus prin
aceea ca se produce apolipoproteina-Al-Milano prin tehnologie recombinanta ca pro-
teina de infuzie In E.coli, scindand apoliproteina Al-Milano cu acid formic, iar apoi con-
vertind orice manomer prezent in dimer prin oxidare si ulterior purificand dimerul intr-
o forma efectiv pura. Procedeul analog, conform inventiei, constd in producerea
apalipoproteinei-Al-Milano prin tehnologie recombinanta, secretand apolipoproteina- Al-
Milano, monomer si dimer in mediul de cultura bacterian intr-un sistem de expresie
E.coli, iar apoi convertind orice monomer prezent Tn dimer prin oxidare si ulterior
purificand dimerul intr-o fomra efectiv pura.

Prezenta inventie are urmatoarele avantaje:

- dimerul obtinut are o puritate mai mare de 90%, si chiar mai mare de S8%
si are un efect surprinzator mai bun asupra sistemelor biologice comparativ cu Apa
Al;

- dimerul purificat Apo Al-M/Apo Al-M are o perioada de injumatatire a plasmeit
prelungitéd comparativ cu monomerul Apo Al-M, in afara de aceasta are o activitate
superioara de stimulare a fibrinolizei, in comparatie cu Apo Al-normal, de exemplu,
abilitatea sa de a activa direct plasminogenul (care normal nu este Apo Al), o obser-
vatie care poate fi importanta din punct de vedere biologic si, de asemenea, posibili-
tatea sa de a actiona ca precursor pentru Apo Al-M.
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Se formeaza, de asemenea, particule de HDL reconstituite/lipoproteina de
densitate inalta) de o unicd marime cum nu s-a gasit la particulele HDL recombinant
care contin Apo Al-M sau Apo Al.

Dimerii puri de apolipoproteina-Al-Milano, numiti Apo Al-M/Apo Al-M, au o
puritate de cel putin 90%, preferabil, cel putin 98%, s-au izolat si caracterizat din
plasma prin cele doua procede analoage, s-au produs pentru prima data prin metode
recombinante. Ei pot fi utilizati in compozitii farmaceutice cuprinzand Apo AHM/Apo
Al-M, eventual, Tmpreuna cu un agent de stabilizare, de exemplu, un compus de
stabilizare pe baza de lipida, cum este o fosfolipida si/sau un material de suport.

Compozitile farmaceutice pot, de asemenea, contine un agent cu continut mic
de lipide si/sau alte medicamente deja cunoscute in tratamentul aterosclerozei si
bolilor cardiovasculare cum este heparina, fractiuni de heparind, fragmente de
heparind sau agenti cu continut scazut de lipide.

Dimerul de apolipoproteina Apo Al-M poate fi praodus, conform prezentei
inventii, prin:

a) obtinerea apalipoproteinei Al-Milano prin tehnologie recombinanta ca proteina
de fuziune intracelulara in E. cali, scindarea apolipoprateinei Al-Milano cu acid formic
si apol, convertirea oricarui monomer prezent in dimer; sau

b) producerea apolipoproteinei Al-Milano prin tehnologie recombinanta in care
apolipoproteina Al-Milano, monomer si dimer, este secretatd intr-un mediu de culturd
bacterian intr-un sistem in care se gaseste £.coli si oricare monomer prezent este
convertit apoi la dimer si purificarea dimerului la o forma efectiv pura.

Conform punctului a) Apo Al-M este produsa ca o proteina de fuziune intra-
celulara in bacterii. Partenerul de fuziune este o IgG moadificatd ca domeniu de lega-
tura din proteina A si o pozitie de scindare pentru acidul formic este desemnata intre
partenerul de fuziune si Apo A-M. Dupa distrugerea celulara a bacteriilor, proteina de
fuziune s-a purificat pe IgG imobilizatd si s-a scindat cu acid formic. Prezenta Apo A-M
si a dimerului este indicata prin metode de uscare Western, prin electroforeza pe gel
SDS.

Dimerul Apo Al-M poate fi, de asemenea, obtinut prin:

c) colectare de plasma de la purtatorii de apolipoproteina Al-Milano, izolarea
apolipoproteinelor HDL, separarea dimerului prin folosirea cromatografiei, de exemplu
cromatografia pe Sephacryl, in mai multe trepte sau

d) colectare de plasma de la purtatorii de apolipoproteina Al-Milano, purificarea
monomerului si apoi, convertirea la dimer si purificarea dimerului la o forma efectiv
pura.

Este important ca separarea din faza c) sa fie efectuatad in mai multe trepte,
preferabil pe o coloana lunga, cum este cea de 300 cm. Daca este prezent maono-
merul, el va trebui intotdeauna sa fie convertit la dimer, asa cum se prezinta in
exemplele urmatoare.

Dimerul este utilizat la tratarea aterosclerozei si a balilor cardiovasculare
precum si la prepararea unui medicament. Dimerul poate actiona, de asemenea, ca
un precursor de medicament pentru monomer in tratamentul aterosclerozei si bolilor
cardiovasculare.

Acest medicament poate fi folosit pentru tratarea aterosclerozei si bolilor
cardiovasculare si pentru prevenirea si tratarea bolilor cardiocirculatorii majore cum
sunt infarctul miocardic, angina instabild, ocluzii vasculare periferice si restenoza post
angioplastie coronariana.
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Cand sunt tratate conditiile arteriale cronice, sunt tratate, atat coronarele, cat
si arterele periferice care sunt caracterizate prin placa ocluziva. Dimerii vor fi folositi
pentru infuzie intrinseca cu scopul de a induce indepartarea grasimii din placi sau,
eventual, in asociere cu tratamente stabilite pentru ateroscleroza si boli cardiovas-
culare, cum este folosirea heparinei, fractiunilor de heparina si fragmentelor de
heparina si/sau medicamente care reduc nivelurile de circulatie ale lipoproteinelor
aterogenice.

Medicamentul care contine dimerul poate fi folosit pentru prevenirea si tratarea
trombozei in diferite cazuri clinice si poate fi folosit in stimularea fibrinolizei.

Structurile amfipatice sunt prezente in numar extins in dimerul Apo Al-M si
dimerul se pare ca are un efect antiviral.

In continuare, se dau 10 exemple de realizare a inventiei, in legatura si cu fig.
1...13:

- fig.1 si 2 ilustreaza dependenta randamentului, in procente, de concentratia
prateinelor;

- fig. 3, ilustreaza cinetica formarii Apo AFM/Apao AI-M intr-o perioada de timp
de 24 h;

- fig. 4, ilustreaza grupul de legatura sintetic;

- fig. 5, ilustreaza plasmida;

- fig. B, ilustreaza analiza Western dupa scindarea proteinei de fuziune;
- fig. 7, ilustreaza spectrul UV al Apo A-M/Apo AHM;

- fig. 8...10, ilustreaza spectrele UV ale derivatului secundar;

- fig.11, ilustreaza spectroscopia de fluorescenta;

- fig.12, ilustreaza spectroscopia CD;

- fig. 13, ilustreaza rHDL continand Apo Al, Apo Al-M si Apo Al-M/Apao Al-M.

Exemplul 1. /zolarea dimerului din plasma

a). Prepararea apolipoproteinefor

Se colecteaza probe de sange rezistente pe Na,EDTA (1 mg/ml) de la diferiti
purtdtori de Apo Al-M si se preparad plasma prin centrifugare la viteza joasa, la 4°C.
Lipoproteinele de densitate inalta (HDL, d=1,063...1,21 g/ml] din plasma se izoleaza
prin centrifugare secventiala (Havel RJ, Eder Ha, Bragdon JH. The distribution and
chemical composition of ultracentrifugally separated lipoproteins in human serum.
J.Clin. Invest. 1955; 34, 1345...1354) intr-o ultracentrifugd Beckman L5-50B
echipata cu un rotor 50,2 Ti. Dupa o ultracentrifugare de 48 h, la 40000 rot/min,
la 4°C, fractiunea de varf continand HDL se dilueaza 1:1 cu NaCl 0,15 M, 0,01%
Na_-EDTA, solutie de KBr (pH=7,4; d=1,21 g/ml] si se recentrifugheaza la 40000
rot/min, la 4°C, timp de 48 h. HDL se dializeaza exhaustiv fata deNH,HCO, 5mM,
Na,EDTA 0,01%, pH=7,4, se licfilizeaza si se delipidizeaza cu dietileter /EtOH (3:1
v/v). Concentratia proteinelor se masoara, fie prin analiza aminoacizilor, fie prin
metoda lui Lowry et al (Lowry OH, Rosenbrought NJ, Farr AL, Randall RJ. Protein
measurement with the Folin phenol reagent. J. Biol Chem 1951; 193, 265...275).

b). lzolarea Apo AFM/Apo AFM

Pentru izolarea Apo Al-M/Apo Al-M, apolipoproteinele HDL din exemplul 1a)
sunt solubilizate in tampon Tris-HCI O, 1M, Na,-EDTA 0,04%, NaN,; 0,01%, pH=7.,4,
contindnd o solutie 6M guanidind HCI (Gdn-HCl). Apolipoproteinele sunt trecute pe o
coloana Sephacryl 5-399 HR (2,6 x 150 cm]} echilibrata cu 0,1 M Tris-HCI, 0,04%
Na,-EDTA, 0,01% NaN,;, pH=7.4, cu continut de Gdn-HCl 4M si 0,1% @2-
mercaptoetanol. Apaolipoproteinele sunt eluate cu aceeasi solutie tampon, la o viteza
de 1,5 ml/min si se colecteaza fractiuni de 10 ml.
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Fractiunile colectate care contin Apo Al-M/Apai Al-M se concentreazi sub vid si se
repun pe aceeasi coloana.

Fractiunile colectate, care contin Apo Al Apa Al-M purificat sunt dializate fata
de o solutie 5SmM de NH,HCQO,;, 0,01% NaEDTA, la pH=7.4, se liofilizeaz si se
pastreaza la -20°C in Tris-HCI 0,1 M, 0,04% Na,EDTA, 0,01% NaN,;, pH= 7,4
continand o solutie Gdn-HCl si 3M.

Preparatele Ao Al-M/Apo A-M sunt de puritate 98%, conform determinarii
prin HpSEC si SDS-PAGE.

Prin aceastd metodd s-a izolat dimerul pur de Apo Al-M din plasma.

Exemplul 2. Purificarea monomerului din plasma si transformarea lui ulterioars
in dimer

a). Purificarea Apo Al-M

Pentru purificarea monomerului Apo AHM, apalipoproteinele HDL din exemplul
1 &) se dizalvad in 0,1 MTris-HCI, 0,04% Na£DTA, 0,01% NaN,, pH= 7, 4, continand
Gdn-HCI 6M si 2-mercaptoetanol 1%.

Dupd 4 h de incubare la 37°C, Apo-HDL redusa se aplicd pe o coloani
Sephacryl S-200 (2,6 x 150 cm) echilibratd cu 0,1 M Tris-HCI, 0,04% Na,-EDTA,
0,01% NaN,, pH=7.4 contindnd Gdn-HCI 4M si O,1% mercaptoetanal. Apolipopro-
teinele se elueaza cu acelasi tampon, la o viteza scézutad de 1,0 ml/min, se colec-
teaza fractiuni de cate 5 ml. Fractiunile colectate corespunzitoare Al + Apa Al-M se
dializeaza fatd de NH,HCO, 5mM, 0,01% Na,EDTA, pH=7.4 si se liofilieaza.
Apoalipoproteinele au fost dizolvate in tampon 0,1 M Tris-HCl, 0,04% Na,EDTA,
0,01% NaN; pH=7,4 continand Gdn-HCI 6 M si 1% 2-mercaptoetanal. Dupa 4 h de
incubare la 25°C, este indepartat 2-mercaptoetanolul prin cromatografie pe Sephacryl
G25 si apoi, imediat sunt trecute pe o coloand Thyopropyl-Sepharose (1x10 cm)
echilibrata cu Tris-HCI O,1M, 0,04% Na,EDTA, 0,01% NaN,, pH=7.4 continand o
solutie Gdn-HCI 4M. Dupa recirculare peste noapte, la o viteza de curgere scazutd
(0.15 ml/min), Apo Al normala este eluatd cu Tris-HC| O,1 M, 0,04% Na,EDTA,
0,01% NaNj, pH=7,4 continand o solutie Gdn-HCl 4M. Apo Al-M este eluata apoi cu
aceeasi solutie tampon, care contine Gdn-HCI 4 M si 1% 2-mercaptoetanol. Fractiunile
care contin Apo Al-M se comaseaza, se dializeaza cu NH,HCO; 3,5 mM, 0,01% Na,-
EDTA, pH=7.4, se liofilizeaza si se mentin la -20°C in Tris-HCI 0,1 M, 0,04% Na,-
EDTA, 0,01% NaN;, pH=7.4 continand o solutie 3M Gdn-HCI si 0,1% o-
mercaptoetanol. Preparatele Apo A-M au o puritate mai mare de 98% verificata prin
HPSEC, SDS-PAGE si concentrare izoelectrica.

b). Sinteza Apo Al-M/Apo Al-M

Solutile de Apo Al-M sunt dializate cu tampon Tris-HCI 25 mM, pH=9,0. Apo
Al-M redus este diluat la concentratia finald dorita (3,6...53,6 pM) cu tampon Tris-HCI
25 mM, care contine glutation redus (GSH) (1...5 mM) si se preincubeaza la 25°C,
timp de 5 min. Oxidarea este initiatd prin addugare de glutation oxidat (GSSG)
(0.1...10 MM] si are loc in tuburi subtiri inchise, la aceeasi temperaturd, timp de 24
h. Oxidarea este urmaritd prin SDS-PAGE. Dupa colorare si decolorare, gelurile sunt
analizate cu un densimetru cu laser LKB Ultrascan XL, iar distributia procentuala a
benzilor de proteine individuale este calculatéd cu software-ul LKB 2400 Gelscan XL.
Vitezele de oxidare sunt urmarite prin HPSEC.

Pentru optimizarea sintezei dimerului se efectueaza experimentari de oxidare
aditionala in prezentd de GSH/GSSG+Gdn-HCI si GSH,/GSSG+tioredoxina (Pigiet VP et
al, Proc. Natl. Acad. Sci USA 1986, 83:7643-7647).
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Oxidarea Apo Al-M se efectueaza in tuburi inchise, Th prezenta unor concentratii
variabile de glutation redus/oxidat (GSH/GSSG). Randamentul reactiei dimerului este
dependent, atat de concentratia proteinei (fig. 1, tabelul 1) cat si de raportul concen-
tratilor GSH/GSSG (fig.2, tabelul 1). Prin cresterea concentratiei proteinei de la 8,9
puM, péna la 53,6 pM, procentajul de apo AHM/Apo Al-M creste cu 26%...51% (fig. 1,
tabelul 1). O scadere a raportului malar GSH/GSSG de la 1/2 pana la 1/16 deter-
minad o reducere cu 43% a randamentului; pe de alta parte, cresterea concentratiei
GSH/GSSG, la un raport molar constant GSH/GSSG, este corelatd cu cresterea cu
42% a formarii Apo Al-M/Apo Al-M (fig.2, tabelul 1). Atat, temperatura de reactie,
cat si prezenta unui denaturant al proteinei (Gdn-HCI) nu afecteaza gradul de pro-
ducere a Apo Al-M/Apo AHM. Are loc o formare semnificativa de Apo Al-M/Apo Al-M
si prin incubarea Apo AHM cu GSH/GSSG in prezenta 0,2 mM tioredoxinei (tabelul 1).

Cinetica reactiei de oxidare este urmarita prin HPSEC analitic. Apo Al-M da
picuri distincte ca dimer st monomer, cu timp de retentie de 10,8 si, respectiv, 12,7
min. Sinteza AI-M/AI-M (GSH/GSSG, 2mM/4mM, concentratia de 8,9 pM a Al-M])
este aproape terminata dupa 3 h; o prelungire a incubarii pana la 24 h, nu a mai
marit formarea de Al-M/AI-M (fig.3).

Tabelul 1
Proteina GSH | GSSG Randament Observatii
(HM) (mM]) (mM) (%)
3,6 1.0 0,1 34,8 0,2 mM tioredoxina
8,9 1.0 2,0 9.1
8,8 1,0 2,0 9,9 4°C
8,8 1,0 4,0 7.2
8,9 1,0 4,0 7.7 4°C
8,9 1,0 8,0 6,6
8,9 1.0 16,0 5,2
8,9 2,0 4,0 19,6
8.9 4,0 8,0 18,7
8,9 50 10,0 23.9
8.9 1.0 2,0 9,8 4M Gdn-HClI
17.9 2,0 4,0 23.3
17.9 4,0 8.0 25,5
17,9 5,0 10,0 27,5
35,7 2,0 4,0 25,8
35,7 4,0 8.0 27,7
35,7 50 10,0 27.8
53,6 2,0 4,0 25,4
53,6 4,0 8,0 30,4
53,6 5,0 10,0 36,1
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Conditii de reactie: tampon Tris-HCI 25 mM, pH=9,0
temperatura: 25°C
timpul: 24 h

Exemplul 3. Producerea prin tehnologie recombinanta a Apo Al-M,/Apo A-M

In acest exemplu se arata ca Apo Al-M poate fi produsa prin metoda E. coli
recombinanta si ca se formeaza dimeri. Totusi folosirea acidului formic conduce la un
produs sectionat, cu doi aminoacizi la atomii sai de N terminali. Sectionarea nu
presupune alterarea activitatii moleculei de Apo Al.M.

a). Constructia vectorului de expresie pKP644

Forma replicativa a bacteriofagului M13mp18, care contine cADN-ul ce codifica
proteina Apolipo AI-M (Sharpe CR et al, Nucleic Acids Research, volumul 12, no.S, p.
3917, 1984 si Cheung MC et al, Biochem. Biophys. Acta 960, pp. 73-82, 1988) se
digera cu enzima de restrictie BamHI si se purifica prin electroforeza in gel de agaraza
cu temperatura de gelifiere scazuta (LGT). Fragmentul de 822 pb, care corespunde
la gena po Al-M se taie si se leaga de plasmida pUCS, digerata in prealabil cu BamHI
si tratata cu fosfodiesteraza din intestine de vitel.

Amestecul de legare este utilizat pentru a transforma componenta £. colif JM83
si se culeg coloniile albe din placile de agar ce contin ampicilind, X-Gal si IPTG. Se
prepara plasmida DNA si se purifica pe coloane QuiaGene (QuiaGene Inc., 3253 Eton
Avenue, Chatsworth, Cal. 91311 USA] conform cu recomandarile fabricantului.
Plasmida derivata, denumita pUC/Apo Al-M este digerata cu EcoRl si Ncol. O parte
alicota din amestecul de digestie este analizata prin electroforeza in agaroza, pentru
a confirma orientarea corecta. O alta parte alicotd este utilizata pentru a lega agentul
de legare sintetic “A ApoAlEco” (fig.4) de capatul 5' al genei Apo Al-M pentru a genera
gena AapoAl, care consta din 724 bp. Secventa AapoAl genereaza un loc Asp-Pro la
N terminal al proteinei codificate, care usureaza scindarea cu acid formic.
Componenta E.coli,care este transformata cu amestecul de legare si plasmida
derivata (denumita pUC/AApo Al-M) este izolata pe coloane QuiaGene ca mai sus.

Plasmida pUC/AApo Al-M si vectorul de expresie pEZZ sunt digerate cu EcoRl
st BamHI, se purificd prin electroforeza in agaroza LGT si fragmentul de 799 bp al
pUC/AApa Al-M se leaga de fragmentul de 2763 pb al pEZZ. Amestecul de legare
este utilizat pentru a transforma componenta £E. coli RV 308, iar plasmida DNA a fost
preparata ca mai sus.

Pentru procedeele experimentale vezi J. Sambrook, E.F.Fritsch si T. Maniatis
(1989) Molecular Clonings; A Laboratory Manual, 2nd edit. Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. Plasmida derivatd este denumita pKP644
(fig.5).

b). Expresia proteinei de fuziune ZZ-AApo Al-M

40 de ml de cultura E. coli RV308/pKP644 lasata peste noapte, crescutd la
30°C, in LB cu 50 mg/ml kanamicind, este inoculatd in 2 x 500 ml mediu A minimal
(Curr. Meth. In Mol. Biol.) Cu adaugarea a 0,2 g/ de acizi Casamino, 1TmM MgSQ,,
0,25% glucoza si 50 mg/ml kanamicina. Cultura este incubata la 37°C, timp de 24
h, sub agitare energica.

c). Furificarea initiala a Apo Al-M

1.0 | de cultura E.coli (RV308/pKP644), care contine plasmida descrisa este
centrifugat, 1ar celulele pelete se resuspenda in 30 ml de 1 x TS (Tris HCI 25 mM,
0,2M NaCl, 1mM EDTA) si GdnHCI 6M si se omogenizeaza printr-o singura trecere
printr-o presa franceza (SLM Instruments Inc.) La o presiune de lucru de 23,5 at.
Suspensia obtinutd se incubeaza la temperatura camerei cu o agitare usoara,timp de
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o ora si se centrifugheazd. Supernatantul este apoi diluat la concentratie finald a
GdnHCI de 1mM(adica de 6 ori) si se incarca pe o coloana cu curgere rapida incar-
catd cu 15 ml de Sepharose IgG echilibratd cu 1 x TS. Dupa incarcare, coloana se
spald cu 5 volume de coloana de1 x TS, apoi cu acetat de amoniu 20 mM pH=5,4
pana cand pH-ul eluatului atinge valoarea 5,4. Materialul legat este eluat cu 25 ml
Hac si se inregistreaza absorbtia la 280 nm (Ago). Randamentul la un litru de cultura
este 1,9 mg bazat pe valoarea Aagg

d). Scindarea proteinei de fuziune

Eluatul este impartit in parti alicote, licfilizat si resuspendat in acid formic 75%,
50% si, respectiv, 25%. Solutiile se incubeaza la 37°C, timp de 28 h si dupa aceea
se liofilizeaza pentru a indeparta acidul formic. Produsele scindate sunt analizate
folosind SDS-PAGE, apoi o analiza Western. Aproximativ 5 mg de proteina totala se
incarca pe gel SDS-PAGE gradient 8...25% in conditii nereducatoare. Probele se
efectueaza in duplicat. Un gel este patat cu Coomassie si unul este utilizat pentru
analiza Western. Rezultatele sunt redate in fig.6. Unul din produsele de clivare comi-
greaza cu Apo Al nativ purificat si produce un semnal in analiza Western. Analiza
Estern se efectueaza utilizand anticorpi policlonali conjugati cu peroxidaza de hrean
(The Binding site Ltd; Cambridge; England) si se evidentiaza prin procedee standard.

Fig. B reda analiza proteinelor rezultate dupa scindarea proteinei de fuziune.
Panoul A: gel Coomassie patat SDS-PAGE (8...25%). Linia 1: 25% acid formic, linia
2:50% acid formic; linia 3: 75% acid formic; linia 4:Apo Al nativ purificat (Sigma] si
linia 5: marker LMW [Pharmacia). Panoul B:analiza Western a gelului duplicat. Linia
1: Apo Al nativ purificat (Sigma); linia 2: 75% acid formic; linia 3: 50% acid formic si
linia 4: 25% acid formic. Prezenta unei benzi la dublul greutatii moleculare a Apo Al-M
in analiza Western arata ca sunt prezenti dimerii Apo A-M.

Exemplul 4. Producerea de Apo Al-M in bioreactoare

Constructia vectorilor pentru secretia directd a Apo AFM in spatiul periplas-
matic si mediul de crestere

In acest exemplu este aratat procedeul care consta in producerea apolipo-
proteinei Al-Milano prin tehnologie recombinantd, in care apolipoproteina Al-Milano,
monomer si dimer, este secretatd intr-un mediu de cultura bacterian intr-un sistem
in care se gaseste E.coli si oricare monomer prezent este convertit apoi la dimer si
purificarea dimerului la o forma efectiv pura formandu-se molecula corect completata.

Constructia vectorilor pentru secretia directa a Apo Al-M pe spatiul periplas-
matic si mediul de crestere.

Tulpini si vectori. Tulpinile Escherichia coli K12 utilizate sunt HB101 F, hsd 520
(rB, mB) supE44, HB101 F, hsd S20 (rB, mB), supE44, ara14, i, galk2, facY1,
proA2, rspL20, xz-5,mth1, recA13, rB, mB’, mcrA(+], mcrB(-) (Boyer et al., 1969,
J. Moal. Biol. 41:458-472), DH5a F, F80DIacZDN15, D(lacZYA-argF)U168, recAl,
endAl, gyrA, I, thid, hsdR17 (r., M,,), supE44, re1Al, (BRL USA]. RV308 DlacX/4,
galOP::1S2(galOP308),strA, I' (Maurer et al., 1980, J. Mol. Biol. 139:147-161) si
BC50 xy -7, ara-14, T4-R, I. Tulpinile HB101 si DH5a se folosesc pentru subclonarea
fragmentelor de DNA. Plasmida pUCS (Vieira et al., 1982, Gene 13:253-268) se
utilizeaza pentru subclonarea unui fragment BamHI de 820 pb al unei copii c-DNA de
Apo Al uman obtinut de la S.Sidali (Milano). Secventa de nucleatida de cDNA Apo Al
uman se poate obtine de la Geneank sub numarul de inregistrare X02162
(Seilhammer et al., 1884, AND 3:309-317). Acest vector este denumit pKPS73. De
asemenea, un fragment Eco Ri-Pst | de 856 bp din DNA Apo Al-M uman (copie cDNA
obtinuta de la S.Sidoli), s-a subclonat in plasmida pUCS.
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Acest derivat este denumit pKP576. Plasmidele pKPE83 si pKP764 sunt derivate ale
plasmidei pTrc 88 (Amann et al., 1988, Gene 63:301-315) si a unui derivat pUC cu
transposonul (TnS03) derivat de la markerul rezistent la kanamicina din pUC4K (Vieira
et al., 1982, Gene 19:259-268 si Oka et al., 1981. J. Mol. Bial. 147:217) Si
terminatorii de transcriptie (T1T2) ai bacteriofagului fd, din pUEX2 (Bresssan et al.,
Nuclei Acid Res. 15:100586].

Metode intrebuintate. Tulpinile bacteriene se cultivd pe mediu Luria Bertani (LB)
sau pe mediu de triptond de drojdie (2xYT) cu ampicilind (Ap) 50 Hg/ml sau
kanamicina (Km) 70 pg/ml pentru prepararea plasmidei DNA si pentru analiza de
expresie la scard mica (Sambrook et al., 1989, Cold Spring Harbor Laboratorz
Press). Baza de agar cu triptoza din sange (Difco, USA), suplimentata cu 50 Hg/mi
Ap sau 70 pg/ml Km, se utilizeaza pentru cresterea de celule pe placi de agar. Se
aplica tehnicile DNA recombinant coform cu Sambrook et al., 1989, Cold Spring
Harbor Laboratorz Press. Endonucleazele de restrictie si ligaza T4 AND s-au obtinut
de la Boehringer Mannheim [Germania), New England Biolabs (Beverly, USA) sau
Pharmacia (Uppsala, Suedia). Izopropil-b-D-galactozidul (IPTG) se obtine de la firma
Sigma (USA]. Se utilizeazd agaroza cu gelifiere si temperatura de topire scazute
(NuSieve GTG, FMC Bioproducts, USA) pentru a izola fragmentele DNA. Amplificarile
PCR se efectueaza utilizand aparatul cu ciclu termic DNA si polimeraza Taq AND de
la Perkin-Eimer/Cetus Instruments (Norwalk, USA). Linkerii oligonucleatidelor sunt
sintetizati pe un aparat Pharmacia-LKB Gene Assembler Plus de la Pharmacia
(Uppsala, Suedia) utilizand metoda cu triester fosfit pe faza solidd. Determinarea
secventei de nuclectidd se realizeaza pe un aparat de secventare a DNA, Applied
Biosystem 373A, utilizand trusa de secventare cu ciclu terminator Taq DyeDeoxy™
de la Applied Biosystem (USA).

Programele de calculator DNA utilizate

Se utilizeazd programul Maclintosh PlasmidARTIST (versiunea 1.2) (Clontech,
USA] pentru desenarea hartilor plasmidei si se utilizeaza GCG Sequence Analysis
Saftware Package (Genetics Computer Group, Inc., Madison Wisconsin, USA) pentru
manipularea secventelor DNA pe calculatoarele Digital VAX.

Constructia, expresia si secretia Apo Al-M in bacterii.

Scopul constructiilor de vectori este obtinerea unui sistem de producere a
secretiei pentru Apo Al-M in E.coli cu o cantitate foarte mare de Apo Al-M secretats
in mediul de crestere.

Se sintetizeaza doua oligonucleotide pentru legarea copiilor de Apo Al si Apo
Al-M cADN la fragmentele DNA, care codificd secventele bacteriene semnal.
Fragmentul de 14 bp EcoRl si Ncol si fragmentul de 40 bp Ncol al pKP757 este
reamplasat de catre un fragment sintetic de 37 pb EcoRl Ncol intr-.0 plasmida
denumitad pKP580. Locul de scindare Bbsl din acest fragment sintentic DNA este
acelasi ca si M1ul, care faciliteaza clonarea diferitelor fragmente ce codifica sec-
ventele bacteriene semnal. Plasmida pKP631 este construitd prin inlocuirea unui
fragment de 702 bp Ncol-Dralll al pKP575 (Apo Al) cu un fragment de 702 bp Ncol-
Dralll al pKP576 (Apo Al-M). Din plasmida pKPE31 se izoleazé un fragment Bbsl-
Hindlil de 820 bp si se insereaza la M1ul si Hindlll al unui vector plasmida care este
denumit pKP682. Acest vector contine un promotor tac (Ptac), un derivat al unei sec-
vente semnal ompA, doua terminatoare de transcriptie si un marker rezistent la kana-
micina. Se izoleazg un fragment de 1501 bp Nrul-Nrul din pKPE82 si se insereaza
intr-un vector similar dar cu Ptac inlocuit cu promotorul Ptrc. Acest vector de expresie
este denumit pKP683.
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Plasmida pKP764 este construita prin inlocuirea fragmentului Dralll-Hindlll de 88 bp
al pKP683 cu un fragment sintetic DNA de 14 bp, care contine terminatori de
translatie mai puternici si distrugerea locului Dralll prin introducerea unui A la capatul
unde este supralegat Dralll la terminatia 3"

Transformarea tulpinilor E.coli se efectueaza conform descrierii lui Sambrook
si altii, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press. Constructiile plasmidelor utilizate
pentru experimentele de expresie si pentru producerea de Apo A-M sunt analizate din
punct de vedere al redarii structurii lor cu enzima de restrictie, iar gena structurala
a Apo A-M este confirmata de determinarea secventei de nucleotida. Tulpinile E.coli
cu plasmidele corespunzatoare utilizate pentru cresterea in bioreactoare se prepara
astfel: celulele sunt lasate sa creasca peste noapte in mediu LB sau 2xYT suplimentat
cu Km in baloane la 30°C. Dupa centrifugare, celulele sunt resuspendate 0,5 volum
de mediu de depozitare cu inghetare avansata conform cu Gergen si altii, 1979,
Nucleic Acid Res. 7:2115. Parti alicote sunt raspandite in crioampule de 1 ml si
depozitate la -75°C,pana la folosire.

Mediile de crestere pentru cresterea celulelor in bioreactoare. Mediul A: 16
g/| triptona (Difco, USA), 8 g/! extract de drojdie (Difco, USA), 5 g/I NaCl si 0,05
g/| kanamicina. Mediul B: 2,5 g/1 (NH,),80,, 3 g/1 KHzPO,, 2 g/ K,HPQ,, 0,5 g/!
Naj-citrat, 5 g/ extract de drojdie (Difco, USA). Dupa sterilizare, mediul este
suplimentat cu: 10 g/! glucoza initiala, 0,05 g/ kanamicing, 1 g/! MgS0, x 7 H0
si 0,07 g/| clorhidrat de tiamina. Se adauga o solutie cu urme de elemente (Tmi/1)
si o solutie de vitamine (0,65 ml/1). Solutia cu urme de elemente contine: 27 g/l
FeCl, x 6 H,0, 4 g/12ZnS0, x 7 H:0, 6 g/1 CoCl, x 6 H,0, 7 g/1 Na;MoQ, x 2 H.0,
8 g/1CuS0, x 5 H,0, 2 g/1 H;BG, 5 g/ MnS0, x 4 H,0, 11 g/1 CaCl, x 2 H,0si 50
ml/I Hel. Solutia de vitamine contine: 0,5 g/| pantotenat de calciu, 0,5 g/| clorura
de colina, 0,5 g/| acid falic, 1 g/I inasitol, 0,5 g/I nicatinamida, 0,5 g/I clorhidrat
de piridoxind, 0,05 g/! riboflavina si 0,5 g/! clorhidrat de tiamind. Ca antispumant se
utilizeaza adecanol (0,2 mi/1). Cand a este necesar, se adaugé antispumant in timpul
cultivarii.

Cultivarea RV308,/pKP683 intr-un bioreactor de 3,51

Cultura stocata inghetatd puternic este utilizata pentru a inocula 500 ml mediu
A si se precultiva in baloane Erlenmeyer de 2 | cu sicand, la 30°C, timp de 8...10 h.
Un valum de inocul corespunzator la 10% din volumul util de lucru al reactorului este
transferat in bioreactor. Cultivarea se efectueaza intr-un bioreactor de 3,5 | (Belach
AB, Suedia) cu un volum de lucru de 2,5 |. Temperatura este de 30°C, in timpul fazei
de crestere inainte de inductie, iar apoi creste la 37°C, pH-ul mentinandu-se la 7,0
cu o solutie de amoniac 25%. Viteza de aerare este mentinuta la 1 vwm si tensiunea
oxigenului dizolvat (D.0.T.) este mentinutd la 30% prin modificarea vitezei elicei. Dupa
ce s-a consumat glucoza initiald, este initiata o sarja de alimentare cu glucoza, men-
tindnd sistemul la limitarea glucozei prin alimentarea cu 0 solutie de 60% glucoza.
Debitul initial de alimentare, 0,04 g/min este mentinut, timp de 3 h si apoi este
crescut treptat la 0,04 g/min in decurs de 3 h. Cresterea celulelor este Inregistrata
urmarind densitatea optica (OD). Concentratia Apo Al-M in supertanant este deter-
minata prin radioimunoanaliza (trusa Apolipoproteina Al RIA 100, art. nr. 10915201,
Kabi Pharmacia, Suedia). Dupa 12 h de cultivare, la o valoare OD de 58, sinteza
proteinei este indusé prin adaugare de IPTG 0,5 mM, iar temperatura s-a ridicat la
37°C, dupéa 4 h de la inducere, concentratia de Apo Al-M este de 2,3 g/, iar dupa
alte 2 h concentratia este de 2,5 g/|.
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Cultivarea BC50,/pKP764 intr-un bioreactor de 3,5 |

Cultivarea se realizeaza asa cum a fost descris mai inainte, dar nu se mai
adauga kanamicina in mediul din bioreactor. Dupa 15 h, la o valoare 0D de B0, se
adauga IPTG si se ridica temperatura. Dupd 10 h, concentratia de Apo A-M in super-
natant este de 3,7 g/|, iar dupa 22h de la inducere, concentratia este de 4,4 g/!I.

Cultivarea BC50,/pKP764 intr-un bioreactor de 300 |

Se utilizeaza un bioreactor de 300 | (Chemoferm AB, Suedia) cu un volum de
lucru de 180 I. Inoculul este preparat asa cum a fost descris mai Tnainte pentru cres-
terea RV308/pKPE83 intr-un bioreactor de 3,5 |, exceptand faptul ca timpulde pre-
cultivare in baloanele aflate sub agitare este de 14 h. Inoculul este transferat intr-un
bioreactor de insamantare de 50 de | cu un volum de lucru de 18 |. Mediul utilizat in
baloanele aflate sub agitare precum si in bioreactor este mediul A. Mediul din
bioreactorul de insdmantare este suplimentat cu 5 g/I glucoza si temperatura a fost
de 30°C, pH-ul si aerarea sunt cele descrise mai sus pentru cresterea
RV308/pKP683 intr-un bioreactor de 3,5 1 si D.0.T. nu a fost niciodata sub 30%.
Cand cultura a ajuns la o valoare 0D de 4, continutul bioreactorului de insdmantare
este transferat in bioreactorul de 300 I. In acest bioreactor, temperatura, pH-ul si
aerarea mediului sunt cele descrise mai sus pentru cresterea RV308/pKP883 intr-un
bioreactor de 3,5 I. Inainte de inducere D.0.T. este mentinut la, sau peste 30% prin
cresterea vitezei elicei pana la maximum, iar dupd aceea prin cresterea presiunii
aerului. Dupa inducere, presiunea aerului se mareste la 2 bar, conducénd la un D.O.T.
de 15...20%. Dupa 16 h de cultivare in bioreactor, cand cultura are o valoare 0D de
91, se adauga IPTG si temperatura se mareste la 37°C.

Concentratia Apo A-M ca monomer si dimer este de 1,3 g/I, la 5 h dupa
inducere si in cursul urmatoarei ore, in timp ce bioreactorul s-a racit, concentratia
Apo Al-M creste la 1,5 g/I.

Tot monomerul prezent este transformat n dimer si purificat, conform
metodelor cunoscute.

Exemplul 5. Caracterizarea Apo AFM/Apo A-M din plasma

Apo Al-M/Apo Al-M din exemplul 1 purificat da o singura banda in gelurile SDS-
PAGE nereduse, supraincarcate. In SDS-PAGE analitice, greutatea moleculara apa-
renta a proteinei este, cum era de asteptat, de 56 kD. Apo AI-M/Apo Al-M prezinta
o structura izoforma complexa, caracterizata prin prezenta a cel putin 6 benzi diferite
de proteind, in intervalul 5,3...5,6 p1, in gelurile IEF nereduse, denaturate.

Spectrul UV al Apo AI-M/Apa AI-M (1,1 mg/ml) prezintd un maximum tipic de
absarbtie la 280 nm, cu un prag la 290,2 nm (fig. 7). Proteina calculata E (1 cm, 1%)
la 280 nm este de 16,9. Pentru a evalua expunerea reziduurilor tirosinei in Apo Al-
M/Apo AHM, se efectueaza o a doua analiza derivata a spectrului UV, asa cum este
descris de Ragone si altii “Determinarea expunerii tirozinei in proteine prin spectro-
scopia derivatei a doua”, Biochemistry 1984; 23: 1871-1875. A doua derivata a
spectrulut UV prezintd in mod tipic, doud minime in jurul a 283 si 290 nm si doua
maxime in jurul a 287 si 285 nm {fig.8-10). Gradele relative de expunere a tirozinei
(alfa) calculate pentru Apo Al-M/Apo Al-M nativ st Apo AI-M/Apo AKM + DMPC sunt
de 0,75 si, respectiv, 0,49 (tabelul 2).

930

935

840

945

250

555

560

565

570



575

280

585

290

595

600

605

610

RO 115636 B

Tabelul 2
Caracteristicile proteinei Apo Al-M/Apo Al-M
Apo A-M/ Apo AI-M/
Apo Al-M Apo AI-M+DMPC
Greutatea moleculara (kD) 56,0
Punctul izoelectric 5,3-5,6
Spectroscopie UV:
E (1cm, 1%) 16,97
Expunerea tirazinei (alfa) 0,75° 0,49°
Spectroscopie de fluorescenta:
Lungimea de unda Exc maxima (nm) 280 280
Lungimea de unda Em maxima (nm) 344 338
Spectroscopia CD
alfa-helix % 52,2° 66,1°
57,8

1 cel putin 6 forme izomorfe in geluri IEF denaturate

2= o0 valoare mare indica o crestere a expunerii tirozinei

3= concentratia proteinei 0,1 mg/ml

4= concentratia proteinei 1,1 mg/ml.

S-au inregistrat excitatia si spectrele de emisie fluorescente ale Apo Al-M/Apo
AHM (0,1 mg/ml). Lungimea de undd maxima a excitatiei a reziduurilor triptofanil din
Apo A-M/Apo Al-M este la 280 nm si nu se schimba cand urmeazé asocierea cu
DMPC. Spectrul de emisie (excitatia la 280 nm) prezintd un maximum al lungimii de
unda la 344 nm (fig. 11); asocierea cu DMPC determina o schimbare spre albastru
a acestui maxim (338 nm), asociata cu o crestere cu 24% a intensitatii fluorescentei
la maxime (fig.11).

Spectrul CD in UV indepartat al Apc Al-M/Apo Al-M este caracterizat de
minime tipice la 208 nm si 222 nm si un maxim in jurul a 195 nm {fig. 12). Continutul
alfs-elicoidal creste semnificativ odatd cu marirea concentratiei proteinei de la 0,1
mg/ml la 1,1 mg/ml (fig.12, tabelul 2). Asocierea Apo A-M/Apo A-M cu DMPC
determina o crestere in continuare a structurii alfa-elicoidale a proteinei (fig. 12,
tabelul 2).

Metode pentru caracterizarea produsului

Incubarea cu fosfolipide

Cantitati cantarite de dimiristoilfosfatidilcolind (DMPC) sunt dizolvate in etanal,
iar solventul se evapora sub N,; orice urma de solvent ramasa este indepartata sub
vid in timp de 2 h. Dispersii de DMPC in tampon fosfat 20 mM, pH=7, 4, sunt ames-
tecate cu Apo Al-M/Apa Al-M (0,1 mg/m! in final) la un raport molar DMPC/Apo Al-
M/Apo Al-M de 100:1.

Spectroscopia

Solutile de Apo Al-M/Apo Al-M se dializeaza fata de solutia de tampon fosfat
de 20 mM, pH=7.,4 si sunt diluate cu acceasi solutie tampon la concentratia dorita
de proteina.
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Spectrele UV normal si a doua derivat3 ale solutiilor de Apo A-M/Apao Al-M si
Apo Al-M/Apo AI-M + DMPC sunt inregistrate cu spectrele Jasco Uvidec-610 si
Perkin Elmer Lambda-2 la 25°C, utilizand o celuld cu cuart de 1 cm. Localizarea topo-
grafica a reziduurilor de tirozind sunt investigate cu ajutorul ecuatiei Ragone si altii
(R.Ragone, G.Colonna, C. Balestrieri, L.Servillo, G.Irace, “Determinarea expunerii
tirozinei In proteine prin spectroscopia derivatei a doua”, Biochemistry 1984,
23:1871-1875):

alfa = (r, - r,)/r,-r,)]

in care: alfa este gradul de expunere a tirozinei fata de solvent, r, si r, sunt rapoartele
varfurilor derivate (a/b) pentru Apo A-M/Apo Al-M nativ si, respectiv, nepliat (in Gdn-
HCI 6M) si r, este raportul derivatei a doua a varfului pentru o solutie continand
tirozina libera si triptofan amestecate in acelasi raport molar ca cel din Apo A-M/Apo
Al-M.

Spectrele de fluorescenta intrinseca ale solutilor de Apo AHM/Apo A-M si Apo
Al-M si Apo A-M/Apo Al-M + DMPC sunt inregistrate cu ajutorul spectrofluorimetrului
Jasco FP-550 la 25°C.

Spectrele de dicroism circular (CD) ale solutiilor de Apo AHM/Apo Al-M si Apo
Al-M/Apo Al-M + DMPC sunt inregistrate cu un spectropolarimetru Jasco JS00A la
25°C. Valorile medii de elipticitate a reziduului /THEYA/ sunt exprimate in
gradexcm®xdmol™ si sunt calculate cu ajutorul ecuatiei:

S THEYA/=/THEYA/x106/(10xIxc)
unde /THEYA/ este elipticitatea observata in grade, 706 este greutatea moleculara
medie reziduala a prateinei, / este lungimea c&ii in centimetri si ¢ este concentratia
proteinei, in g/ml. Procentul affa-elicoidal se calculeaza folosind ecuatia:
% alfa elice=/THEYA/ s m» - 4000,/(33000-4000)
(Greenfield N., Fasman GD, “Spectrul de dicroism circular calculat pentru evaluarea
conformatiei proteinei”, Biochemistry, 1969, 8:4108-4116).

Electroforeza

Focusarea analitica izoelectricd si SDS-PAGE sunt efectuate asa cum a fost
descris anterior (G. Franceschini, M. Sirtori, G. Gianfranceschi, CR Sirtori, “Relatia
dintre apoproteinele HDL si izoproteinele Al in subiectii cu anormalitatea AFMY,
Metabolism 1981, 30:502-509).

Focusarea izoelectrica este realizata in geluri de acrilamida 10%, continand
uree BM si amfoline 4% (pH=4-6). Dupa focusare peste noapte, gelurile sunt fixate
si stropite cu Coomassie Brilliant Blue R-250 in acid acetic/alcoal izopropilic. Punctul
izoelectric {pl) al oricaror benzi de proteine necunoscute este calculat prin trasarea
diagrame:i pl a proteinelor cunoscute (standarde de la Bio-Rad si apo-HDL), in raport
cu distanta de migrare respectiva.

Pentru SDS-PAGE se intrebuinteazd geluri de acrilamida 14% continand 0, 1%
SDS. Gelurile sunt tratate asa cum a fost descris anterior si se calculeaza greutatea
moleculara a proteinelor necunoscute din diagrama logaritmica a greutitii moleculare
a proteinelor standard (Kabi-Pharmacia) fatd de distanta de migrare.

Cromatografia de excludere de inalta performanta

Separarile analitice HPSEC se efectueaza folosind un cromatograf de lichide
Jasco cu o coloand 10 pm TSK-G3000 (7,5x300 nm). Coloana HPSEC este echili-
brata si eluatd cu un tampon fosfat 0,1M, NaCl 0,1 M, pH=7,2, continand uree 8M.
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Proteinele sunt eluate la o viteza de curgere de 0,5 mi/min si citirile se fac la 220
nm. Ariile de varf sunt integrate folosind integratorul HP-3330.

Exemplul 6. Obtinerea particulelor rHDL care contin Apo Al, APO Al-M sau Apo
Al-M/Apo Al-M

Particulele de lipoproteine de inaltd densitate reconstituite (rHDL) sunt fabricate
utilizand tehnica prezentata de A.V.Nichals si altii, Biochem. Biophys. Acta 750:353-
364 (1984) si C.E.Matz si altii, J.Biol.Chem. 257:4535-4541(1982).

Dimerul Apo Al-M recombinant (din exemplul 4) si Apo Al, purificat din plasma
umana, sunt dizolvate in Tris-HCl 10 mM, NaCl 0,15 M, EDTA 0,01%, NaN; 0,006%
pH=8,0 (tamponul A}, contindnd Gdn-HCl 4M la o concentratie de 6 mg/ml. Pentru
comparatie, disulfura legata la unii din Apo A-M/Apo Al-M este redusa prin adaugare
de DTT 20 mM la tamponul A + Gdn-HCI. Proteinele sunt dializate fata de solutia
tampon A si sunt diluate la 5,2 mg/ml cu aceeasi solutie tampon.

Fosfolipidele, fie, fosfatidilcolind din ou (EPC], fie, palmitoiloleilfosfatidilcolina
(POPC), sunt dizalvate in CHCI;, uscate sub N, si mentinute in vid peste noapte. Se
adauga colat de sodiu la un raport colat/PC de 0O,55 in greutate; amestecul este
agitat energic, timp de 3 min, la temperatura camerei si apoi,este incubat la 4°C,
timp de 2 h. Apoi se adauga proteina la un raport, in greutate, de PC/proteina de
2,17 (POPC) sau 2,47 (EPC), iar amestecul este agitat, timp de 3 min, la tempe-
ratura camerei si este incubat, la 4°C, peste noapte. Dupa dializa fata de solutia tam-
pon A, timp de 5 zile, amestecul este centrifugat la 11000 rpm, timp de 5 min, in
centrifuga Beckman Microfuge si este colectat supernatantul.

RHDL sunt separate prin electroforeza in gel de poliacrilamida in gradient,
nedenaturata (GGE) si marimea particulei este determinata, asa cum a fost descris
anterior de A.V.Nichols si altii in Meth. Enzymol. 128:417.431(19886).

Toate apolipoproteinele testate sunt asociate aproape complet cu lipidele prin
procedeul descris, lucru demonstrat de varful foarte mic de apolipoproteina fata de
lipida de pe gelurile GGE. Recuperarea proteinei din rHDL variaza, intre 68 si 100%,
in 10 preparate diferite.

Profilele GGE ale particulelor HDL reconstituite sunt aratate in fig.13. HDL
reconstituit cu Apo Al si EPC da un varf major pe GGE, cu un diametru de 9,6 nm;
componentele minore, de dimensiuni mai mari sau mai mici, sunt, de asemenea,
detectabile. RHDL care contine EPC si Apo Al-M/Apo AI-M consta din doud com-
paonente majore {diametrul de 8,6 si 12,8 nm) si doua componente minore (diametrul
de 7,9 si 10,8 nm) (fig.13); aceleasi dimensiuni ale particulelor sunt obtinute si cand
Apo Al-M/Apa Al-M este reconstituit cu POPC.

Toate cele trei apoliproteine sunt aproape complet incorporate in complecsii
stabili lipida-proteina cu diferite marimi ale particulelor rHDL, diferite distributii si com-
pozitii. In particular, rHDL format cu Apo Al-M/Apa Al-M recombinant consta din doua
componente majore, cea mare fiind unica in familia Apo Al-continand rHDL.

Evaluarea biologica a Apo AFM/Apo Al-M

Exemplul 7. Comportarea cineticd a dimerului Apo AI-M in raport cu
monomerul Apo A-M in recipiente normale

Dimerii manifesta o persistentd prelungita in circulatie, ceea ce s-a aratat prin
studii cinetice pe om, prezentate mai jos.

La voluntari sanatosi, este administrat i.v. Apo Al-M marcat cu sau Apo Al-
M/Apo AI-M marcat la fel. Dupa cum se poate observa si din tabelul 3, ft, .(h] al
plasmei este calculat dupa doua metode diferite, la fel si viteza de fractionare
catabolica (FCR). Acestea doua confirma un catabolism remarcabil redus al dimerului
fatd de monomer.
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Catabolismul foarte lent al Apo A-M/Apo Al-M arata ca aceste molecule pot
scédea conversia lipoproteinei si actioneaza probabil ca un precursor eficient pentru
Apo A-M. In acest fel, prin injectarea de Apo Al-M/Apo Al-M, se poate prevedea ca
dimerul poate rédmane in plasma o perioadd de timp prelungita, in acest fel
interactionand direct cu metabalismul lipoproteinei si cu sisternul fibrinolitic.

Tabelul 3
Comportarea cinetica a Apo Al-M/Apo AI-M fata de monomerul Apo AFM in
recipiente normale (n=C)

Apo AI-M Apo Al-M/Apo A-M
Modul 16,07 52,04
monoexponential pt, o(h)
MRT(h) 23,19 75,09
Maodul
biexponential Bt, a(h) 22,61 70,29
MRT(h] 28,87 89.16
FCR(h) 2,3% /h 1,1% /h

Efectul Apo Al-M/Apo Al-M asupra sistemnului fibrinolitic

Sistemul fibrinolitic constituie apérarea principala impotriva depunerii de fibrina
pe peretii vaselor si, ca atare, joacd un rol important printre mecanismele care
impiedica tromboza.

Enzima care raspunde de liza fibrinei este plasmina. Plasmina este formata din
precursorul inactiv plasminogen prin actiunea activatorilor specifici (activatorul
plasminogen de tesut, t-PA si urochinaza, UPA). Atat, procesul de activare, cét, si
actiunea plasminei sunt reglate de inhibitori specifici-inhibitorul 1 al activatorului
plasminei (PAl) si, respectiv, alfa-2-antiplasmina.

Schema sistemului fibrinolitic este prezentata mai jos:

ACTIVATORI DE PLASMINOGEN

PAI
\/
PLASMINOGEN —  ——— - -——-———» PLASMINA
==~ o, ANTIPLASMINA
\J
FIBRINA — ——— = ————>» FDP

FDP-produsul de degradare al fibrinei

Investigatile din exemplele 7-9 sunt prezentate pentru a gasi modul de
actionare al dimerului Apo AHM céand este afectat sistemul fibrinolitic uman. Sunt
studiate autoactivarea plasminogenului si activarea sau cu uPA si tPA in prezenta si
in absenta Apo Al-M/Apo Al-M. Apo Al-M izolat din plasma este utilizat ca martor
(produs Sigma nr. A 9284).

Activarea sistemului fibrinolitic este masuratd cu ajutorul substraturilor
cromogenice. Aceste substraturi contin o grupa cromofora de paranitroanilina, care
poate fi scindata din molecula substratului prin actiunea plasminei.
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P-NA liber este de culoare galben intens si poate fi cu usurintd urmarita la o lungime
de unda de 405 nm. Cantitatea de p-NA eliberata este direct proportionala cu canti-
tatea de activitate enzimatica generata.

Toate masuritorile sunt efectuate cu cititorul cu microplaca THERMOmax
controlat cu ajutorul versiunii 2,01 a programului SOFTmax™ de la Molecular Devices,
Menlo Park, CA, USA.

Sarjele utilizate n aceste studii sunt produse prin tehnici recombinante conform
exemplului 4. Purificarea consta dintr-un schimb ionic, interactiune hidrofoba si cro-
matografie prin gel filtrare, urmate de ultrafiltrare si uscare prin inghetare, toate
acestea fiind metode biochimice cunoscute. Toate sarjele investigate au un continut
mai mare sau egal cu S80% din forma de dimer, asa cum este indicat prin HPLC in
faza inversa. Concentratia este determinata folosind proba Kabi Pharmacia apolipo-
proteina Al RIA 100.

Sunt investigate trei preparate A, B si C.

Exemplul 8. Autoactivarea plasminogenului in prezenta Apo Al-M/Apo Al-M si
Apo Al

Glu-plasminogenul {in concentratie finald de 94 pg/ml) este incubat, timp de
3 h, la 37°C, in solutie tampon Tris O,1 mol/I, pH=7,6. Generarea de plasmina este
urmarita cu substratul cromatogenic S-2251 (H-D.Val-L-Leu-L-Lys-pNA], obtinut de la
Chromogenix AB, Molndal, Suedia. Este folositd o concentratie finala de 0,6 mmol/I.
Plasminogenii folositi in aceste Tncercari sunt obtinuti de la Chromogenix AB sau de
la IMCO Inc., Stockholm, Suedia.

Sunt testate in aceasts incercare sarjele de Apo A-M/Apo Al-M (concentratia
finald de 3,9-75 ug/ml), iar cantitatea de plasmina generata in prezenta lor este com-
paratd cu cantitatea de plasmina generata in prezenta Apo Al (concentratia finala de
125g/ml) si cu cantitatea de plasmina generata in absenta oricarui adaas {martar)
(tabelul 4).

Se constatd, in mod surprinzator, ca, Apo AHVI/Apo AHM poate mari activarea
plasminogenului in absenta oricarui activator de plasminogen. Apo Al derivat din
plasma nu a afectat in nici un fel molecula de plalsminogen.

Tabelul 4
Generarea spontana de activitate a plasminei in plasminogen. Efectul Apo Al
M,/ Apo Al-M si Apo Al

Proba Concentratia finala 0D 405 nm
Apo (pg/ml)
Martor 8] 52
+ Apo Al 125 43

+ Apo Al-M/Apo AI-M

A 75 288
B 313 325
B 196 153
B 78 104
B 39 67
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Activitatea constatata poate fi atribuita lui Apo AI-M/Apo Al-M. Insa, pe baza
acestor date nu se poate exclude ca Apo AFM/Apc AI-M este contaminat cu en-
zima(e) proteolitica(e), care ar putea activa plasminogenul. Se efectueaza exprimente
pentru a exclude aceasta posibilitate.

Toate preparatele Apo A-M/Apao Al-M utilizate in incéarcarile fibrinolitice sunt
testate cu substraturi cromatogenice S-2252 (H-D-Val-L-Leu-Lys-pNA), sensibile la
activitatea de tipul plasminei si 5-2288 (H-D-lle-Pro-Arg-pNA) sensibile la proteazele
specifice argininei. Substraturile sunt obtinute de la Chromogenix AB. Concentratia
finala a Apo A-M/Apo Al-M in incercari este identica cu cea utilizatd in Tncercarile
fibrinolitice si astfel, ea poate varia la diferite sarje.

Proba: 25 pg Apo A-M/Apo Al-M de concentratie finala 60-70 pg/ml;

190 pl solutie tampon Tris 0,1 mol/I cu pH=7,8;
20 pl 52251 0,6 mmol/I sau 52288 1,0 mmol/I.

Proba contine numai solutie tampon si substrat si este utilizatd ca martaor
pentru hidroliza nespecificd a substratului. Toate probele sunt efectuate in dublu
exemplar.

Placa de microtitru este incubata, la 37°C si se citeste absorbanta la intervale
de timp de o ora.

Tabelul 5
Activitatea amidolitica a dous sarje de Apo AI-M/Apo AI-M (A si B),dupa 4 h de la
incubare, la 37°C [0OD 405 nm)

Apo AKM/Apo Al-M Substrat
S-2251 A 23 22
B 22
S-22088 A 37 ' 34
B 37

Intr-o altd serie de experimentari, Apo Al-M/Apo Al-M este tratat cu un
inhibitor ireversibil de proteaze ale serinei, diizopropilfluorofosfat DFP (produs de
Sigma nr. D 0789). Concentratia finala a Apo Al-M/Apo A-M in KHCO; 0,2 mol/1,
pH=7,6 ca solutie tampon, este de aproximativ 75 pg/ml. La aceasta solutie se
adauga DFP de concentratie finalda 123 mmol/I. Dupa 4 h, proba de incubare este
dializata peste noapte, fata de doua schimbari de solutie tampon carbonat.

Se determind activitatea, folosind aceleasi conditii ca cele descrise anterior,
utilizand Apo AI-M/Apo AI-M tratat cu DFP si Apo Al-M/Apo Al-M netratat. Dupa o
incubare de 3 h, cu plasminogen si S-2251, 0D la 405 nm a fost de 0,209 pentru
probele contindnd Apo AFM/Apo AI-M tratat cu DFP, de 0,234 pentru probele
contindnd Apo Al-M/Apo Al-M netratat si de 0,030 pentru probele numai cu
plasminogen. Astfel, se poate concluziona ca efectul de activare a plasminogenului
observat este direct corelat cu prezenta Apo A-M/Apo Al-M si nu se datoreaza
vreunui potential contaminant proteolitic.

Exemplul 9. Efectul Apo A-M/Apo AI-M asupra activarii plasminogenului cu
activatori de plasminogen t-PA si uPA

Activatorul urachinaza (uPA) si activatorul plasminogenului din tesut (t-PA)
transforma plasminogenul in plasmina prin scindarea protealitica a unei singure pep-
tide legate Arg 560-Val 561 in molecula de plasminogen. In timp ce urochinaza cu
doud catene poate activa direct plasminogenul, t-PA necesita prezenta fibrinei pentru
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activarea optima a plasminogenului. Prezenta de cantitati catalitice de fibrind, care
impreund cu t-PA si plasminogenul formeazi un complex ternar, mareste eficienta
enzimatica a t-PA de aproximativ 600 de ori.

Activarea plasminogenului cu tPA este studiat folosind trusa existenta in
comert Spectrolys® (fibrind) t-PA/PAl de la Biopool AB, Umea, Suedia.

In aceastd incercare, plasminogenul este incubat cu t-PA, in prezenta substra-
tului cromogenic D-But-CHT-Lys-pNa si desAA fibrinogen (monomer de fibrinad), care
actioneaza ca un stimulator al activirii. Plasmina generatd scindeazs substratul,
eliberand pNa liber.

Apo Al-M/Apo AI-M este adaugat la acest sistem si este comparat cu
preparatul Apo Al de la Sigma. Efectul ambelor apolipoproteine este testat in sistem,
atat in prezenta, cat si in absenta fibrinei.

Exemplu de sistem de incercare:

25 pl solutie tampon Spectralyse

25 pl preparat Apo sau solutie tampon

20 pl t-PA (de concentratie finals - 1,7 ul/mi)

150 pl reactiv Spectrolyse PAR (amestec de plasminogen si substrat)

10 pi Desa fib (=monomer fibrina) sau 10 pl solutie tampon.

Prabele sunt incubate pe placi de microtitrare, la 37°C, timp de 3 h.

Tabelul 6
Efectul Apo Al-M/Apo Al-M si al Apo Al asupra activarii plasminogenului de catre t-
PA in prezenta si in absenta fibrinei. Rezultatele sunt exprimate ca OD, dupa 3h de
incubare la 37°C la 405 nm

Proba \ Concentratia finala 0D 405 nm + 0D 405 nm -
Apo (pg/ml) fibrina fibrina
t-PA martor 0 656 48
+ Apo Al 24 1050 66
+ Apo AFM/Apao AI-M
A 65 1665 446
B 54 2366 225

S-a observat o stimulare semnificativa a activarii plasminogenului cu Apo
AI-M/Apo AHM, atat in prezenta, cat siin absenta fibrinei. Apo-Al stimuleaza activarea
intr-un grad mai scédzut in prezenta fibrinei. In absenta fibrinei, stimularea Apo Al-
M/Apo AV este foarte pronuntata in comparatie cu stimularea foarte mica produsé
de Apo Al.

Apo AHM/Apo Al-M are, de asemenea, un efect de potentare important cand
plasminogenul este activat cu uPA. Urochinaza utilizats in aceste incarcari este un
preparat cu greutate moleculard mare obtinut de la Calbiochem.

Urochinaza (de concentratie finald 2,5 Ul/ml) este amestecata cu plas-
minogenul (de concentratie finala 94 Hg/ml) si cu substratul S-2252 (de concentratie
finald 0,6 mmol/I). La aceast4 proba, se adauga Apo Ai-M/Apo A-M de concentratie
finala 75 sau 62 pg/ml. Reactia are loc in solutie tampon Tris 0,1 mol/I, pH=7,8.
Similar cu t-PA, se abserva o stimulare potentiald a generarii de plasming de catre
urochinaza, cand s-a adaugat la aceasts proba Apo A-M/Apo AI-M (tabelul 7).
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Tabelul 7
Efectul Apo Al.M,/Apo A-M asupra activarii plasminogenului de catre uPA. Rezultatele
sunt exprimate ca OD, dupd 4 h de incubare, la 37°C la 405 nm

Proba Concentratia finala ug/mi 0D 405 nm
uPA 8] 325
+Apo Al-M/Apo Al-M
A 75 1263
B 62 1868

Acest efect de potentare asupra fibrinolizei persisté chiar si atunci cand Apo
Al-M/Apao Al-M este preparat sub forma de compozitii farmaceutice impreuna cu un
suport. Ca suport potential, se utilizeaza lipozomi constand din fosfatidilcaling, PC, (12
mg/mi}). Concentratia Apo Al-M/Apo A-M (sarja C) in lipozomi este de 3,6 mg/ml.

Activarea plasminogenului (concentratie finala de 94 pg/ml) cu uPA (de con-
centratie finala 2,5 IU/ml) este testata in prezenta lipazomilor, care contin Apo Al-
M/Apo Al-M si este comparat cu activarea realizatd, In prezenta lipozomilor fara
proteine. Probele sunt incubate, timp de 4 h, la 37°C cu 52251 si se urmareste
continuu activarea plasminei.

Tabelul 8
Activarea plasminogenului de cdtre uPA. Efectul Apo AI-M/Apo Al-M, sarja C, in
lipozomi. Rezultatele sunt exprimate ca 0D la 405 nm

Proba 0D 405 nm
uPA + plasminogen 221
+ lipozomi fara proteind, 250 pg/ml PC 4398
+ Apo AI-M/Apo AFM 75 pg/ml in lipozomi, 250 pug/ml PC 1084

Prezenta lipozomilor singuri a stimulat activarea plasminogenului aproximativ
de doua ori. Adaugarea de Apo Al-M/Apo Al-M la lipozomi a marit acest efect de cinci
ori in comparatie cu proba care contine numai urachinaza drept activator.

Exemplul 10. Efectul Apo AFM/Apo A-M asupra conversiei urochinazei cu o
singura catend in urochinaza cu doua catene

Urochinaza cu o singura catena (scuPA) este un precursor al urochinazei cu
doua catene (UPA). In contrast cu uPA, scuPA are numai o activitate amidolitica foarte
scazuta fata de substraturile sintetice mici. Activitatea amidolitica este cel mai mult
0,4% din activitatea uPA. Insa, scuPA, in ciuda faptului ca este o proenzima, are
capacitatea de a activa plasminogenul la plasmina. In amestecurile de plasminogen si
scuPA, se efectueaza o secventa de trei reactii care sunt implicate in activarea
plasminogenului la plasmina:

1) scuPA + plasminogen = scuPA + plasmina

2) plasmina + scuPA - plasmind + uPA

3) uPA + plasminogen - uPA + plasmind

Este studiata secventa de reactie care conduce la conversia scuPA in uPA in
prezenta plasminogenului. Activitatea urochinazei este detectata cu ajutoru! substra-
tului 5-2444 cromogenic, specific urochinazei (pyro-Glu-Gly-Arg-pNA, Chromaogenix AB).
Sarjele de Apo Al-M/Apo Al-M sunt adaugate la sistem, iar cantitatea de activitate
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uPA generata este comparatd cu cantitatea de activitate obtinutd in probele fara
adaugare de apolipoproteind. Urochinaza cu o singura catend utilizata in aceste incer-
cari este un produs recombinant obtinut de la Grunenthal Gmbh, Aachen, Germania
(lot nr. 00B88808).

25 pl Apo sau solutie tampon

75 pl Tris 0,05 mol/I1, pH=7,6, continand NaCl O,1 mol/! si 0,02% Tween 80

25 pl scuPA, 454 pmol/I concentratia finala

20 pl S-2444, 1 mmol/I concentratia finala

25 pl plasminogen, 52,1 nmol/I concentratia finala.

Probele sunt incubate, la 37°C, timp de 90 min. Cresterea densitatii aptice,
masurand cantitatea de uPA generatd, este inregistratad continuu in timpul ultimelor
30 min ale incubarii.

Tabelul 9
Efectul Apo Al-M/Apo Al-M asupra conversiei scuPA in uPA. Rezultatele exprimate ca
mOD,/min la 405 nm

Proba Concentratia finald Apo (pg/ml) mOD,/minut
scuPA 0 ) 73
+ plasminogen 0 132
+ Apo Al 62 118
+ Apo AI-M/Apo Al-M
B 62 200
A 75 240

Conversia scuPA in uPA Tn prezenta plasminogenului este stimulaté de Apo Al-
M/Apao Al-M, in timp ce Apo Al izolat din plasma nu a avut un efect insemnat in acest
sistem.

Efectele observate ale Apo A-M/Apo Al-M asupra incercarilor fibrinolitice din
aceste studii sunt crescute comparativ cu efectele date de Apo Al izolat din plasma.
Apo Al-M/Apo Al-M are capacitatea potentiald de stimulare a activitatii fibrinolitice,
care este superioara lui Apo Al. Este probabil ca acest efect marit al Apo Al-M/Apo
Al-M fatad de Apo Al se va constata si in vivo.

Revendicari

1. Procedeu pentru prepararea dimerului de apolipoproteind Al-Milano,
caracterizat prin aceea ca apolipoproteina Al-Milano se produce prin tehnologie
recombinantd ca proteind de fuziune intracelulara in Escherichia coli, scindeaza
apalipoproteina Al-Milano cu acid formic, se converteste in dimer, prin oxidare, orice
monomer prezent si ulterior se purificd dimerul intr-o forma efectiv pura.

2. Procedeu pentru prepararea dimerului de apolipoproteind Al-Milano,
caracterizat prin aceea ca apolipoproteina Al-Milano se produce prin tehnolagie
recombinanta secretand apolipoproteina Al-Milano, manomer si dimer in mediul de
culftura bacterian intr-un sistem de expresie Escherichia coli, iar apoi convertind in
dimer, prin oxidare orice monomer prezent, dupa care se purifica dimerul intr-o forma
efectiv pura.
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3. Procedeu, conform revendicérii 1, caracterizat prin aceea ca, proteina de
fuziune este scindata intre o aspargina si o entitate proling.

4. Procedeu, conform revendicarilor 1 si 2, caracterizat prin aceea c3,
monomerul este convertiti in dimer prin oxidare cu glutation sau tioredoxina.

5. Procedeu, conform revendicarii 5, caracterizat prin aceea c¢a, monomerul
este convertit in dimer prin oxidare cu glutation oxidat.

6. Procedeu, conform revendicarii 5, caracterizat prin aceea ci, concen-
tratia de glutation oxidat variaza in intervalul 0,1...10,0 mM.

/. Procedeu, conform revendicarilor 1 si 2, caracterizat prin aceea ca,
dimerul de apolipoproteina Al-Milano obtinut are o puritate de cel putin 90%, prefe-
rabil, cel putin 98%.

8. Procedeu, conform revendicarilor 1 si 2, caracterizat prin aceea ca,
dimerul obtinut este utilizat sub forma de compozitii farmaceutice sau la prepararea
unui medicament, pentru tratamentul aterosclerozei, al bolilor cardiovasculare, pentru
prevenirea sau tratamentul afectiunilor cardio-circulatorii majore, cum ar fi, infarctul
miocardic, angina instabild, ocluziile vasculare periferice acute si restenoza dupa
angioplastie coronariand, pentru tratamentul starilor arteriale cronice, pentru preve-
nirea si tratamentul trombozei, precum si la stimularea fibrinolizei.

Presedintele comisiei de examinare: biochim. Cretu Adina
Examinator: ing. Petrea Dana-Maria
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EcoTl41l
NcoI
NspIT

‘ StyIl
GAATTCGGAC CCACCGCAGA GCCCATGG

AsnSerAsp ProProGlnSerProTrp
10 20 28

>< Avall

>< EcoRI

KXXXXXX

DApoAl-Eco-5 : 22 bp; +1 at: 1;
5T-AATTCGCEACC CACCGCRAERG CC

10 20 22
DApoAl-Eco-3 : 22 bp; +1 at: I;

5'-CATCGEGCTCT GCGGIGGETC CG
10 20 22
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