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(57) Resumo: A presente invengdo refere-se ao método
recombinante usado para a produgdo de uma forma solivel de uma
variante do ativador de piasminogénlo tecidual. Nesta variante, a
treonina na posicao 103 do ativador de plasminogénio tecidual
enddgeno é substituida por uma asparagina, levando a um novo sitio
de glicosliagdo. Na posigao 117 do ativador de piasminogifio tecidual, a
asparagina foi substituida por glutamina, levando a remogao de um
sitio de glicosilagao ligado a N. Na posicdo 296-299, os aminoéacidos
usina, histidina, arginina, e arginina foram substituidos por quatro
aminoéacidos alanina. A Invengao refere-se ainda a sintese inusitada
da seqliéncia de 4&cidos nuclélcos que codifica o ativador do
plasminogénio tecidual, transformagado das sequinclas de &cidos
nucléicos construidas em bactérias competentes e subclonagem das
mesmas em vetores de expressao em mamiferos para a expressio da
proteina desejada. As construgbes de DNA que compreendem os
elementos de controle associados com o gene de laresse foram
descritas. O ativador do plasminogénio tecidual humano recombinante,
de acordo com a invengao, e os seus sais e derivados funcionais,
podem compreender o Ingredlea ativo de composigdes farmacéuticas
para o tratamento de Infarto do miocardio e acidea vascular cerebral
em pacientes. Estas composi¢cdes sao ainda outro aspecto da pressa
invengao.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "METODO
PARA PRODUZIR UMA FORMA OBTIDA POR BIOENGENHARIA DO
ATIVADOR DE PLASMINOGENIO TECIDUAL".
Campo Técnico da Invencao

A presente invengdo refere-se ao método recombinante usado

para produzir uma forma soldvel de uma variante do ativador de plasmino-
génio tecidual humano. Nesta variante, a treonina na posicao 103 do ativa-
dor de plasminogénio tecidual endégeno é substituida por uma aspar'agina,
levando a um novo sitio de glicosilagdo. Na posi¢gdo 117 do ativador dé
plasminogénio tecidual, a asparégina fdi substituida por glutamina,‘ levando a -
remocdo de um sitio de glicosilagdo ligado a N. Na posi¢céo 296-299, os ami-
nodcidos lisina, histidina, arginina, e arginina foram substituidos por gquatro
aminoacidos alanina.

A invencdo refere-se ainda a sintese inusitada da seqléncia de
acidos nucléicos que codifica o ativador do plasminogénio tecidual, transfor-
macao das sequéncias de acidos nucléicos construidas em bactérias com-
petentes e subclonagem das mesmas em vetores de expressdo em mamife-
ros para a expressao da proteina desejada.

As construcbes de DNA que compreendem os elementos de
controle associados com o gene de interesse foram descritas.

O ativador do plasminogénio tecidual humano recombinante, de
acordo com a invengao, e os seus sais e derivados funcionais, podem com-
preender o ingrediente ativo de composig¢des farmacéuticas para o tratamen-
to de infarto do miocéardio e acidente vascular cerebral em pacientes. Estas
composigoes sao ainda outro aspecto da presente invengao.

Antecedentes da Invencao

Os ativadores de plasminogénio sdo enzimas que ativam o
plasminogénio zimégeno para gerar a serina proteinase plasmina, que de-
grada a fibrina. Dentre os ativadores de plasminogénio estudados estao a
estreptocinase, urocinase e o ativador de plasminogénio tecidual (t-PA).
O mecanismo de acédo de cada um desses ativadores de plasminogénio dife-

re. A estreptocinase forma um complexo com plasminogénio, gerando
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atividade de plasmina, a urocinase cliva o plasminogénio diretamente, e t-PA
forma um complexo ternario com fibrina e plasminogénio, levando & ativagao
de plasminogénio no local do coagulo.

O ativador de plasminogénio do tipo tecidual (t-PA), uma serina
protease glicosilada com muditiplos dominios, € um ativador de plasminogé-
nio especifico de fibrina e um agente trombolitico muito eficaz. t-PA € uma
proteina recombinante cuja aplicagdo principal € no tratamento de pacientes
com infarto do miocardio e acidente vascular cerebral. Ele foi caracterizado
pela priAmeira vez em 1979, como um agente farmacéutico biolégico impor-
tante e potente no tratamento de varias doengas vasculares devido a sua
alta especificidade por fibrina e capacidade potente de dissolver coagulos
sanguineos in vivo.

O t-PA natural tem uma meia-vida plasmatica de cerca de seus
minutos ou menos. Devido & sua rapida depuracao da circulagao, t-PA tem

de ser infundido para conseguir a trombdlise. A administragao de dosagens

com carga precoce e concentragdes aumentadas de t-PA demonstrou lise

mais rapida e completa em comparagdo com o protocolo de infusdo usual e
a poténcia precoce esta correlacionada com melhor taxa de sobrevida. A
administragdo macica poderia melhorar ainda mais a velocidade da lise ex-
pondo rapidamente o codgulo-alvo a uma concentragao mais alta da enzima,
mas uma unica administragdo macica de t-PA natural ou do tipo selvagem
nao pode ser geraimente usada devido a sua taxa de depuragéo.

Muitos pesquisadores produziram versbes com meia-vida mais
longa de t-PA que poderiam ser administradas macicamente, mas quase
todas as variantes vieram a ter atividades fibrinoliticas significativamente
diminuidas.

Assim sendo, é um objeto da presente invengdo fornecer um
método recombinante usado para a produgdo de uma molécula com taxa de
depuragéo reduzida, e ao mesmo tempo, retendo a atividade fibrinolitica
completa, e estudos sistematicos de mutagénese foram aplicados a t-PA em
seus varios dominios. Tal farmaco teria também uma alta especificidade com

maior afinidade por um trombo recente e produziria menos plasmina circu-
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lante. Consequentemente, a incidéncia de hemorragia intracerebral (ICH) e
outros episddios de sangramento ndo-cerebrais seria mais baixa. O farmaco
teria resisténcia a PAI-1 e seria também produtivo.

Sumadrio da Invencéo
A presente invengédo refere-se ao método recombinante usado

para produzir uma forma soldvel de uma variante do ativador de plasmino-
génio tecidual humano. Nesfa variante, a treonina na posi¢ao 103 do ativa-
dor de plasminogénio tecidual endégeno é substituida por uma asparagina,
levando a um novo sitio de glicosilagdo. Na posi¢do 117 do atlvador de
plasminogénio temdual a asparagina foi substituida por glutamina, levando a -
remogdo de um sitio de glicosilagéo ligado a N. Na posi¢do 296-299, os ami-
nodcidos lisina, histidina, arginina, e arginina foram substituidos por quatro
aminoacidos alanina.

Um aspecto especifico da invengdo refere-se a sintese inusitada
da sequiéncia de acidos nucléicos que codifica o ativador do plasminogénio
tecidual, transformagéo das seqiiéncias de acidos nucléicos construidas em
bactérias competentes e subclonagem das mesmas em vetores de expres-
sdo em mamiferos para a expressao da proteina desejada.

Ainda outro aspecto da invengéo fornece vetores de DNA plas-
midicos vitais e circulares biologicamente funcionais q'ue incorporam as se-
quéncias de DNA da inveng&o e organismos hospedeiros transformados de
forma estavel ou transfectados com os ditos vetores.

A invencédo fornece correspondentemente métodos inovadores
para a producdo de polipeptideos Uteis, compreendendo o desenvolvimento
cultivado dessas células hospedeiras transformadas, particularmente células
de mamiferos, sob condigbes que facilitam a express@o em larga escala das
sequéncias de DNA exdgenas veiculadas por vetores e o isolamento dos

polipeptideos desejados a partir do meio de crescimento, lisados celulares

‘ou fragbes de membranas celulares.

Descricdo Detalhada das Figuras e Seqléncias
A Figura 1 ilustra o alinhamento emparelhado de seqUéncias das

versdes nao-otimizadas e otimizadas com cédons da seqiiéncia de nucleoti-
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deos do DNA que codifica o ativador de plasminogénio tecidual;
A Figura 2 ilustra o alinhamento de sequéncias do DNAc TE-

NECT sintetizado de forma inusitada (TNK-tPA_sintético) com a sequéncia

| estabelecida do gene TNK-tPA;

A Figura 3 ilustra o alinhamento de sequéncias do DNAc TE-
NECT-Opt sintetizado de forma inusitada (TNK-tPA-Opt_sintético) com a
sequéncia estabelecida do gene TNK-tPA-Opt;'

A Figura 4 ilustra os fragmentos de TENECT, TEECT-Opt e
pcDNA3.1D/V5-His digeridos por restriéo e purificados em gel; ,

A Figura 5 ilustra a andlise da digestdo por restricdo de clones
putativos de pcDNAS3.1-TENECT D/V5-His/T NK-tPA e pcDN3.1-TENECT-
Opt/V5-His/TNK-tPA-Opt; |

A Figura 6 ilustra a anélisé da digestdo por restrigdo dos clones
PcDNA3.1-TENECT/V5-His/TNK-tPA }e PcDNA3.1-TENECT-Opt/V5-
His/TNK-tPA-Opt, usando enzimas que clivam os DNAc's de TENECT e TE-

A Flgura 7 ilustra o Mapa de Construcdes: PcDNAS.1-
TENECT/V5 His/TNA-tPA; ‘

A Figura 8 ilustra o Mapa de Construgdes: PCDNAS. 1-TENECT-
Opt/V5-His/TNK-tPA-Opt;

SEQ ID N2 1 é a sequéncia de nucleotldeos que codifica o ati-
vador de plasminogénio tecidual recombinante;

SEQ ID N2 2 é a versao otimizada com codons da sequiéncia de
nucleotideos que codifica o ativador de plasminogénio tecidual recombinan-
te. |
Descricao Detalhada da Invencéo ,

Varios métodos foram descritos'para a expresséo de proteinas

recombinantes em sistemas eucariéticos superiores. Os sistemas de expres-
530 com células CHO-K1, HEK-293 (e variantes) se estabeleceram agora
como 0s sistemas predominantes de escolha para a expressao de proteinas
de mamiferos. Os aprimoramentos da construcdo de vetores, escolha de

marcadores seleciondveis e os avangos no assesto de genes e nas estrate-
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gias de triagem com alta produgéo, tornaram relativamente comum o estabe-
lecimento de linhagens de células recombinantes com altas produtividades
especificas e reduziram o tempo necessario para o desenvolvimento de li-
nhagens de células. Os avangos recentes nas tecnologias de expressao,
usando vetores de expressdo tradicionais baseados em promotores virais,
incluem o desenvolvimento e aprimoramento de estratégias de expressao
bis-cistronica usando sequéncias de sitios de entrada com ribossomas inter-
nos (IRES) ou jun¢des alternativas.

Exemplo 1

As sequéncias de D.NA que codificam o ativador-de plasminogé- '
nio tecidual foram sintetizadas por uma abordagem inovadora. Esta aborda-
gem permite melhor otimizagdo de cédons com relagao a linhagem de célu-
Iés especifica de mamiferos a ser usada. Além disso, o DNA sintético tor-
nou-se o tema da expressdo eucaridtica/procariética que disponibiliza quan-
tidades |solavels de pollpeptldeos que apresentam propriedades blologlcas
do t-PA de ocorréncia natural, bem como atividades biolégicas in vivo e in
vitro de t-PA.

A sequiéncia de nucleotldeos que codifica o ativador de plasmi-
nogénio teCIduaI recombinante (TENECT 1) foi representada em SEQ ID N®:
1. Os cédons na sequéncia de DNA codificadora dQ ativador de plasminogé- |
nio tecidual, que foram alterados como parte do processo de otimizacao de
cédons para assegurar a expressdo ideal de proteinas recombinantes em
linhagens de células de mamiferos tais como CHO K1 e HEK 293, foram
ressaltados em letras mailsculas. SEQ ID N2 2 representa a seqiéncia de
nucleotideos otimizada com cédons, que codifica o ativador de plasminogé-
nio tecidual (TENECT 2).

O alinhamento emparelhado de sequéncias da sequéncia de
nucleotideos nao-otimizada e otimizada com cddons, que codificam o ativa-

dor de plasminogénio tecidual, foi representado na Figura 1.
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Exemplo 2
Verificacdo da autenticidade do DNAc sintetizado inusitadamente que codifi-

ca o ativador de plasminogénio tecidual
A verificacdo da autenticidade das moléculas do DNAc sintetiza-

do inusitadamente, como supridas pelo fornecedor, foi feita por sequencia-
mento de DNA automatizado, e os resultados obtidos estdo representados

nas Figuras 2 e 3.

Exemplo 3
Subclonagem dos DNAc's de TENECT e TENECT-Opt no vetor de expres-

sdo especifico de células de mamiferos pcDNAS3.1D/V5-His

Depois da verificagdo da autenticidade das moléculas do DNAc
sintetizadas de forma inovadora (TENECT e TENECT-Opt) por sequencia-
mento de DNA automatizado, como indicado acima, TENECT e TENECT-
Opt foram subclonados individualmente no vetor de expressao especifico de
células de mamiferos pcDNA3.1D/V5-His, para gerar as construgdes prontas

para transfeccdo. Os detalhes dos procedimentos séo os seguintes:

A. Reagentes e Enzimas:
1. Kit de extragdo em gel QIAGEN e kit de purificagdo por PCR;
2. DNA do vetor pcDNA3.1D/V5-His (Invitrogen)
Enzima - Fornecedor U/uL | Tampéo (10x)
1. BamHI Bangalore Genei | 10 Tampéao E
2. Xho | Bangalore Genei | 10 Tampéao E
| 3. Hindlll Bangalore Genei | 20 Tampéo E
4. Xhol Bangalore Genei | 10 Tampéo E
5. T4 DNA ligase | Bangalore Genei | 40 | Tampao de Ligase

Todas as reagdes foram conduzidas como recomendado pelo
fabricante. Para cada reagéo, o tampao de reacdo 10x foi diluido até uma
concentracao final de 1x.

B. Digestao com restrigao do vetor e do inserto
- Procedimento:
| As seguintes amostras de DNA e enzimas de restrigao foram

usadas:
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Amostras de DNA Enzima de Restricao
Vetor Rxn n2 1 (para clonagem de TNK-tPA) BamHI/Xhol
Vetor Rxn n2 2 (para clonagem de TNK-tPA-Opt) Hindlll/Xhol

Rxn n® 3 pBSK/TNK-tPA (n® 5) BamHI|/Xhol

Rxn n? 4 pBSK/TNK-tPA-Opt (n° 18) Hind!ll/Xhol

- Reacdes de digestdo com enzimas de restricao:

Componentes | Concentragdo Final | Rxnn®1 |Rxnn®2 | Rxnn®3 RannQ 4
| Agua : 2uL 2uL 2uL 9uL
Tampao 10x 1x 2 uL 2uL 2uL 2ulL
DNA - 12ul | 12uL 12 uL 5L

BamHl| 05U ful | - 1 uL -

Xhol 05U 1L - 1L

Hindlll 1,0U - 1L - 1uL

Xhol . 05U - 1 uL - 1ul

BSA 10x 1x 2L 2uL 2L 2L

Volume final 20 uL ooul | 20uL ooul | 20pL

A reagao foi misturada, centrifugada e incubada por duas horas
a 37°C. A digestao com restricao foi ahalisada por eletroforese em gel de aga-
rose. Foi observado o padrdo de digestdao esperado com caracteristicas de
um corte de fragmento génico de ~1.700 pares de base (para Rxnn>=3 e 4) e
um fragmento da ceia principal do vetor com ~5,5 kb para o vetor (Rxn nE1e
2) foi observado. Os fragmentos de DNA com ~1.700 pares de bases, repré-»
sentando os DNac's de TENECT e TENECT-Opt, foram purificados separa-
damente pelo método de extragdo em gel, usando o kit de extfagéo em gel
QIAGEN. A cadeia principél do vetor de ~5,5 kb digerido do vetor de expres-
sdo em mamiferos, pcDNA3.1D/V5-His, também foi purificada usando mesmo
kit. Depois da digestao com restricao e extra¢éo em gel do do DMAc e dos -
fragmentos do DNA do vetor, uma aliquota (1-2 microlitros) de cada amostra
-de DNA purificada foi analisada usando eletroforese em gel de agarose para
verificar a pureza e a integridade, como ilustrado na Figura 4 abaixo:
c. Ligagdo da cadeia principal de pcDNA3.1D/V5-His com os
DNAc's de TENECT e TENECT-Opt
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A concentracdo do DNA do vetor digerido e purificado e dos
fragmentos do inserto foi estimada (vide Figura 4 acima) e a ligagao foi esta-

belecida da seguinte maneira:

Componentes Concentragdo | Rxnn®1 | Rxnn®2 Rxnn°3 Rxnn®4

Final (T-V) (T-V+) (T-Opt-V) | (T-Opt-V+l)

| Agua : 15 uL 10 L 15 uL ouL
Tampao Rxn 10x 1X 2 uL 2 QL 2uL 2 uL
Vetor 50 ng 2uL 2L 2uL 2ul
Inserto ' 10 ng/8 ng - 5ul - 6 ul
T4 DNA Ligase 15U 1uL 1 uL g ul 1ul
Volume final 20 ul 20 pL 20 ub 20 ulL | 20 L

As reagoes foram misturadas suavemente, Centrifugadas e incu-
badas a temperatura ambiente por 2-3 h. As células DH10 competentes fo-
ram transformadas com o contetido das misturas da reacéo de ligacao.

D. Andlise da digestéo'com restricdo de clones putativos de pcD-
NA3.1-TENECT/V5-His/TNK-tPA e pcDNA3.1D-TENECT-Opt/V5-His/TNK-
tPA-Opt | |

O DNA plasmidico foi purificado individualmente a partir das co-

~ lénias obtidas emplacas de agar L.B, contendo ampicilina, e a presenca do

inserto de DNAc désejado foi confirmada por analise da digestao com restri-
cao do DNA plasmidico isolado, como ilustrado na Figura 5.

De acordo com os resultados obtidos depois da dlgestao com
restricio de varios clones putativos que contém pcDNA3.1-TENECT/V5-
His/TNK-tPA e pcDNA3.1-TENECT-Opt/V5-His/TNK-tPA-Opt, alguns dos

clones que apresentavam o padrao de restricdo desejado foram seleciona-

dos para analise adicional da digestéo pr restricéo, usando enzimas de res-
tricdo que clivam os DNAc's de TENECT e TENECT-Opt internamente para
gerar fragmentos com tamanhos varidveis, como ilustrado na Figura 6.

‘A maioria dos clones de pcDNAS.1-TENECT/V5-His/TNK-tPA e
pcDNA3.1-TENECT-Opt/V5-His/TNK-tPA-Opt selecionados para analise do
mapeamento de restrigdo produziu os tamanhos esperados dos fragmentos,

baseado na ocorréncia de sitios de restricao internos conhecidos, e assim
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sendo, estes clones serdo verificados adicionalmente por andlise de se-
quenciamento de DNA. |

Os mapas das construgbes de expressdo recombinante feitos
usando os DNAc's de TENECT e TENECT-Opt sintetizados de forma inusi-
tada estdo representados de forma pictérica nas Figuras 7 e 8.

Exemplo 4
Manutencéio e Propagacdo da Construcdo de t-PA Humano

A manutengdo e propagacgdo da construgdo do DNAc que codifi-
ca t-PA humano serdo feitas em culturas bacterianas usuais. Os estoques
em glicerina de todos os clones seriam mantidos e estocados a -70°C.
Exemplo 5
Expressdo Transiente e Estavel de Proteinas Recombinantes em Células
CHO-K1 '

A expressao transiente e estavel do t-PA humano foi feita usando
células do ovario do hamster chinés (CHO), uma linhagem de células de mami-
fero que tem aprovacdo da FDA para produzir proteinas terapéuticas. A ex-
pressdo transiente é util para verificar a expressdo de uma construgdo e para
obter rapidamente pequenas quantidades de uma proteina'recombinante.

A expressédo das proteinas seria analisada adiciOhaImente usan-
do ferramentas analiticas, tais como Western blot, e ensaios funcionais.
Exemplo 6
Purificacdo do Ativador de Plasminogénio Tecidual Recombinante

Depois do estabelecimento de uma linhagem de células isentas

de contaminantes, conforme as orientagbes das agéncias reguladoras, que
superexpfessam a proteina recombinante desejada, as estratégias de purifi-
cacdo almejardo a economia do processo, rapidez para langar no mercado,
capacidade de alta produgédo, reprodutibilidade, e pureza maxima do produto

com estabilidade funcional e integridade estrutural, como os objetivos mais

importantes. Para esta finalidade, deveria ser explorada uma abordagem

combinatéria com filtragéo (filtragdo com fluxo normal e tangencial) e croma-
tografia. Os requisitos para qualificagdo do processo e 0s estudos dos crité-

rios de aceitagdo serao conduzidos em 3 lotes.
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Consequentemente, a presente invengao considera as seguintes
etapas no processo de purificagéo e/ou métodos usuais conhecidos por si
proprios:

a. Clarificagdo e concentragdo inicial do caldo de cultura bruto, u-
sando procedimentos de filtragdo com fluxo normal e tangencial;

b. Ultrafiltracdo/Filtragdo por Didlise (baseadas em filtragdo sob
fluxo tangencial);

C. Etapa Cromatografica |: cromatografia por afinidade usando he-
parina, lisina, quelato metalico (zinco) em Sepharose, e Mabs imobilizado
sobre Sepharose. Mais preferivelmente, sera usada lisina em Sepharose nas

operagdes unitarias a jusante;

e. Etapa Cromatografica Il: cromatografia de troca anidnica, usan-
do DEAE-celulose; "

f. Remocao dos virus e filtragdo estéril;

g. Remocgao de endotoxinas.

Nota: Adicionalmente, serd usado um fluxo para atravessar baseado em tro-
cadores de anions tais como sulfato de celufina, para a ligagéo seletiva de
contaminantes do processo, virus endégenos/adventicios e fragdes extrai-

~ veis da coluna.

Exemplo 7
Estabelecimento da ldentidade da Proteina-alvo Usando Métodos Bioguimi-

cos, Imunoldgicos e Fisico-quimicos

A recuperagao percentual da proteina total em cada estagio sera
quantificada usando o procedimento com 4cido bicinoninico (BCA) e o0 méto-
do de ligagdo com corante de Bradford. A concentragdo da proteina-alvo
sera determinada rotineiramente em cada estégio da purificagdo, usando
ensaios baseados em enzimas altamente especificos e confiaveis, tal como
captura por ELISA, usando anticorpos policlonais/monoclonais padrohizados
para t-PA com seqiiéncia nativa. A andlise Western qualitativa e especifica
para o alvo sera seguida em cada estagio. Serdo empregadas cromatografia
em fase reversa, focalizagdo isoelétrica e eletroforese bidimensional em gel

para avaliar o produto purificado. A anélise estrutural secundaria seria exa-
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minada usando dicroismo circular de UV extremo. A massa molecular e 0
estado oligomérico serdo investigados usando excluséo por tamanho e
MALDI-TOF. As investigacdes focardo também sobre a estabilidade da pro-

teina em relagdo ao pH e temperatura.
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<120> Método para produzir uma forma obtida por bioengenharia

do ativador de plasminogénio tecidual
<i36> 1

<1i50> 673/CHE/2005&
<151> 2005-06-02

<1é0> 2
<170> PatentIn version 3.3
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REIVINDICAGCOES

1. Processo para a preparagéo de um Ativador de Plasminogé-
nio Tecidual biologicamente ativo in vivo, compreendendo as etapas de:

(a) desenvolver, sob condicdes nutrientes apropriadas, células
hospedeiras transformadas ou transfectadas com uma sequéncia de DNA
isolada selecionada no grupo que consiste em (i) as seqiéncias de DNA e-
nunciadas em SEQ ID N2: 1 e SEQ ID N% 2, ou (ii) sequéncias de DNA que

‘hibridizam sob condigdes severas para as seqiéncias de DNA definidas em

(i) e (ii) ou seus filamentos complementares; e
(b) isolar o dito produto do Ativador de Plasminogénio Tecidual '
recombinante a partir delas. ‘
2. Processo para a preparagdo de um produto do Ativador de
Plasminogénio Tecidual biologicamente ativo in vivo, compreendendo as |
etapas de transformar uma célula hospedeira com uma sequéncia de DNA
sintetizada representada em SEQ ID N2 1 ou 2, codificar o Ativador de Plas-

- minogénio Tecidual e isolar o dito produto da dita célula hospedeira ou do

meio do seu crescimento.
3. Processo, de acordo com a reivindicagédo 1 ou 2, onde as di-

tas células hospedeiras sdo células de mamifero. . »

4. Processo, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, onde as di-
tas células hospedeiras sdo, de preferéncia, células CHO K1.

5. Processo para a produgao de uma forma soluvel de Ativador
de Plasminogénio Tecidual, que tem a propriédade bioldgica in vivo de tratar
infarto de miocardio e acidente vascular cerebral, compreendendo as etapas
de: ,

(a) desenvolver, sob condigdes nutrientes apropriadas, células
de mamifero que compreendem DNA promotor que ndo o0 DNA promotor de
ativador de plasminogénio tecidual, ligado operacionalmente ao DNA que
codifica a sequéncia de aminoacidos de eritropoietina madura de SEQ ID N:
3;e |

(b) isolar o dito polipeptideo eritropoietina glicosilado expressado

pelas ditas células.
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6. Processo, de acordo com a reivindicagéo 5, onde o dito DNA
promotor € um DNA promotor viral.

7. Processo para a preparagao de um produtd de Ativador de
Plasminogénio Tecidual biologicamente ativo in vivo, compreendendo as
etapas de transformar ma célula hospedeira com uma construgao de vetor
da Figura 7 ou 8 e isolar o dito produto de Ativador de Plasminogénio Teci-
dual da dita célula hospedeira ou do meio de seu crescimento.

8. Processo, dé acordo com a reivindicagédo 7, onde o dito vetor

é um vetor de expressdo especifico de células de mamifero e mais preferi-

‘velmente o vetor representado nas Figuras 7 e 8.

9. Composicdo farmacéutica que compreende uma quantidade
terapeuticamente eficaz de Ativador de Plasminogénio Tecidual e um diluen-
te, adjuvante ou carreador farmaceuticamente aceitavel, onde o dito Ativador
de Plasminogénio Tecidual é purificado a partir de célulés de mamifero de-

senvolvidas em cultura.
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FIG. 1
Alinhamento emparelhado de seqliéncias das versdes ndo-otimizadas e otimizadas com codons

da sequiéncia de nucleotideos do DNA que codifica o ativador de plasminogénio tecidual
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THK~TPA 3 : 1674
OpL~TNK~t? : 1 1674
TNK~t &R

Opt-THl-tP
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FIG. 2
Alinhamento de seqiiéncias do DNAc TENECT sintetizado de forma inusitada (TNK-tPA_sintético)

com a seqliéncia estabelecida do gene TNK-tPA
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FIG. 3
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Alinhamento de seqiiéncias do DNAc TENECT-Opt sintetizado de forma inusitada (TNK-tPA-
Opt_sintético) com a seqiiéncia estabelecida do gene TNK-tPA-Opt;
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~58kb (Vetor)

FIG. 4
Fragmentos de TENECT, TEECT-Opt e pcDNA3.1D/V5-His digeridos por restricio e purificados
em gel
i 2 3 4 5 6
~55kb (Vetor) —3p e ﬁ? U e
~ 1700 bp —¥ L ¥ e
P I

.
an o o o

Fileiras 1, 5 e 6, escada de 1 kb (marcador de DNA)

Fileira 2 , pcDNA3.1D/V5-His/BamHI/Xhol - purificado em gel
Fileira 3, TENECT-Opt/Hindlll/Xhol - purificado em gel

Fileira 4, TENECT/BamHlI/Xhol - purificado em gel

Fiteira 5, pcDNA3.1D/V5-His/Hindlll/Xhol — purificado em gel
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FIG. 5
Andlise da digestao por restrigdo de clones putativos de pcDNA3.1-TENECT D/V5-His/TNK-tPA e

pcDN3.1-TENECT-Opt/V5-His/TNK-tPA-Opt
12 34 5 6738 910 11 12 13 314 15 16 17 18
gm0 e ~1700 bp Inserir

W

~100bp —P  x owde Mo W e
Inserir Sl e sl . -

e

Fileira 1 a Fileira 5, Clones pcDNA3.1-TENECT/V5-His/TNK-tPA — digeridos com BamHI/Xhol
Fileira 6, pPBSK/TENECT - digerido com BamHlI/Xhol

Fileira 7, escada de 1 kb (marcador de DNA)

Fileiras 8 a 16, Clones pcDNA3.1-TENECT-Opt/V5-His/TNK—tPA-Opt — digeridos com
HindHi/Xhol

Fileira 17, pBSK/TENECT-Opt — digerido com Hindlill/Xhol

Fileira 18, escada de 1 kb (marcador de DNA)
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FIG. 6
Analise da digestao por restricdo dos clones PCDNA3.1-TENECT/V5-His/TNK-tPA e

PcDNAS3.1-TENECT-Opt/V5-His/TNK-tPA-Opt, usando enzimas que clivam os DNAc’s de
TENECT e TENECT-Opt internamente

~6213bp ——P &wmmwm i,

et W e it e . e ~ 1470 bp

~1011bp —P .
(Controle de vetor)

Quadro Superior

Fileira 1, pcDNA3.1-TENECT/V5-His/TNK-tPA — ndo-cortado

Fileiras 2 a 6, Clones pcDNA3.1-TENECT/V5-His/TNK-tPA — digestdo com Bglll
Fileira 7, escada de 1 kb (marcador de DNA)

Fileira 8, Vetor — digestdo com Bglll

Fileira 9, Vetor — digestdo com Hindlil/EcoRI

Fileira 10, pcDNA3.1-TENECT-Opt/V5-His/TNK-tPA — ndo-cortado

Quadro Inferior
Fileiras 1 a 5, Clones pcDNA3.1-TENECT-Opt/V5-His/TNK-tPA-Opt —digestéo com

Hindlll/EcoRI
Fileira 6, escada de 1 kb (marcador de DNA)
Fileiras 7 a 10, Clones pcDNA3.1-TENECT-Opt/V5-His/TNK-tPA-Opt — digestdo com

Hindlli/EcoRI
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FIG. 7
Mapa de Construgdes: PcDNA3.1-TENECT/V5-His/TNA-tPA

Gene de resisténcia a ampicilina Promotor CMV

Origem de pUC
"‘peDNA3.1D -TENECT

/V5-His/ TNK-tPA
7224 bp

TNK-tPA

SV40 pA
Xhol

Gene de resisténcia a neomicina BGH pA

Promotor SV40
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FIG. 8
Mapa de Construgdes: PcDNA3.1-TENECT-Opt/V5-His/TNK-tPA-Opt

) Promotor CMV
" HindllI

Gene de resisténcia a ampicilina

Origem de pUC pcDNA3.1-TENECT-Opt
: V5-His/ TNK-tPA-Opt
6965 bp

SV40 pA

¥hol

BGH pA
Promotor SV40

TNK-tPA-Opt
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RESUMO
Patente de Invencdo: "METODO PARA PRODUZIR UMA FORMA OBTIDA
POR BIOENGENHARIA DO ATIVADOR DE PLASMINOGENIO TECI-
DUAL".

A presente invengéo refere-se ao método recombinante usado
para a produgdo de uma forma solivel de uma variante do ativador de plas-
minogénio tecidual. Nesta variante, a treonina na posicdo 103 do ativador de
plasminogénio tecidual endégeno é substituida por uma asparagina, levando
a um novo sitio de glicosilagdo. Na posi¢do 117 do ativador de plasminogé-
nio tecidual, a asparagina foi substituida por glutamina, levando a remogao
de um sitio de glicosilagéo ligado a N. Na posi¢do 296-299, os aminoécidos
lisina, histidina, arginina, e arginina foram substituidos por quatro aminoaci-
dos alanina. A invengao refere-se ainda a sintese inusitada da sequéncia de
acidos nucléicos que codifica o ativadorvdo plasminogénio tecidual, transfor-
macdo das sequéncias de acidos nucléicos construidas em bactérias com-
petentes e subclonagem das mesmas em vetores de expressdao em mamife-
ros para a expressdo da proteina desejada. As construgdes de DNA que
compreendem os elementos de controle associados com o gene de interes-

~ se foram descritas. O ativador do plasminogénio tecidual humano recombi-

nante, de acordo com a inven¢ao, € 0s seus sais e derivados funcionais, po-
dem compreender o ingrediente ativo de composi¢Ges farmacéuticas para o
tratamento de infarto do miocéardio e acidente vascular cerebral em pacien-

tes. Estas composigdes sdo ainda outro aspecto da presente invengao.
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