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DESCRICAO

"ANALOGOS ESTRUTURAIS DOS LOCAIS DE LIGACAO A
HEPARINA DOS FACTORES DE CRESCIMENTO DE
FIBROBLASTOS"

Campo técnico do invento

Este invento esta relacionado com analogos estruturais do factor de
crescimento de fibroblastos, nomeadamente analogos do factor de crescimento de
fibroblastos 2 (anteriormente designado factor de crescimento de fibroblastos
basico), os quais possuem mutag¢des pontuais no local de ligag@o a heparina, e.g.,
um ou mais residuos bésicos substituidos por outros residuos tais como residuos
neutros. Os analogos apresentam afinidades de ligagdo aos receptores da
superficie celular semelhantes as do factor de crescimento nativo, mas possuem

propriedades bioldgicas e de ligagao a heparina diferentes do factor nativo.

Fundamento do invento

Os factores de crescimento polipeptidicos sdo moduladores da
proliferagdo celular ¢ diferenciagdo do tipo hormona. Os factores de crescimento
sdo responsaveis pela regulagdo de uma variedade de processos fisiologicos,
incluindo desenvolvimento, regeneragdo ¢ reparagdo de feridas, ¢ tém sido
associados tanto a processos normais assim como patofisioldgicos. Foram
identificados numerosos factores de crescimento em vérios tecidos e células e os
nomes que foram aplicados a estes factores incluem factor de crescimento

epidérmico, factor de crescimento derivado de plaquetas, factor de crescimento
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das células nervosas, factor de crescimento hematopoiético ¢ factor de

crescimento de fibroblastos.

O factor de crescimento de fibroblastos (FGF) foi descrito pela
primeira vez como uma actividade, derivada de tecido de cérebro bovino ou de
tecido pituitario, mitogénica para fibroblastos e células endoteliais. Mais tarde
encontrou-se que o mitogénio primario do cérebro era diferente do isolado a
partir de pituitaria. Estes dois factores foram designados FGF 4cido e basico,
respectivamente. FGF 4cido e basico sdo proteinas contendo aproximadamente
154 aminoicidos. As suas sequéncias de aminoacidos apresentam entre elas uma

homologia de aproximadamente 55%.

Sabe-se que os factores de crescimento de fibroblastos acido e
basico sdo membros de uma familia maior de factores de crescimento de ligagdo
a heparina, que colectivamente estimulam uma variedade de respostas biologicas
em muitos tipos celulares, incluindo os origindrios da mesoderme e da
neuroectoderme, tais como células endoteliais, células do musculo liso, células do
cortex adrenal, células epiteliais da prostata e da retina, oligodendrécitos,
astrocitos, condrocitos, mioblastos e osteoblastos. Como membros da familia
original, FGF acido e basico sdo agora designados FGF-1 e FGF-2,
respectivamente. Sete outros membros da familia foram identificados com base
na sua modulagdo da proliferagdo celular e diferenciagdo e homologia de

sequéncias com outros FGFs.

Para além de induzirem uma resposta mitogénica que estimula o
crescimento celular, os factores de crescimento de fibroblastos podem estimular
um grande numero de tipos celulares para responderem de forma ndo mitogénica.
Estas actividades incluem a promogdo da migragdo celular em 4reas de feridas

(quimiotaxia), iniciagdo da formagdo de novos vasos sanguineos (angiogénese),
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modulagdio da regencragdio ¢ sobrevivéncia das células nervosas (ncurotrofismo),
modulagdo das fungdes enddcrinas e estimulagio ou supressdo da expressdo de
proteinas celulares especificas, produgéo da matriz extracelular e sobrevivéncia
celular (Baird, A, e Bohlen, P. Handbook of Exp. Phermacol. 95(1):369-418,
Springer, 1990). Estas propriedades proporcionam uma base para a utilizagdo de
factores de crescimento de fibrooblastos em abordagens terapéuticas para acelerar
a cicatrizagdo de feridas, formag@io de vasos sanguineos colaterais e similares. Por
exemplo, foi sugerido que os factores de crescimento de fibroblastos minimizem
a destrui¢do do miocérdio em doenga e cirirgia cardiaca (e.g., Pat. U.S. N° 4 378

347 de Franco).

Assim, a pesquisa actualmente realizada, relativamente a FGF-2 e a
outros FGFs, centra-se nos detalhes moleculares das vias mediadas por receptores
através das quais sd0 expressas as diferentes actividades fisiologicas dos factores,
como meio de obter informagdo para a projecgdo de agentes lteis do ponto de
vista terapéutico, que possam mimetizar ou inibir a accdo dos factores. As
respostas biolgicas de FGF sio mediadas pela ligagdo, dependente de sulfato de
heparina, do factor de crescimento aos receptores da superficie celular, no
entanto ainda se desconhece as interacgdes moleculares da heparina e do receptor
com FGF e a natureza exacta dos acontecimentos da via de transdugdo de sinal.
Uma vez que é conhecida a estrutura priméria de FGF-2 isolado a partir de uma
variedade de fontes ¢ FGF-2 bovino e humano tenham sido clonados e expressos
em E. coli ¢ S cerevisiae, recentemente focou-se a atengdo na elucidagdo da

estrutura secundaria e terciaria e na actividade dos analogos estruturais.

Presta e colaboradores encontraram que a substitui¢do da arginina-
118, lisina 119, lisina 128 e arginina-129 do FGF-2 com glutamina, por
mutagénese dirigida, conduz a um mutante designado pelos investigadores como

M6B-bFGF que apresentou ligagdo ao receptor e actividade mitogénica



semelhantes ao factor de crescimento nativo, mas uma afinidade reduzida para os
locais de ligagdo de baixa afinidade do tipo heparina na superficie celular, uma
actividade quimiotactica reduzida e uma capacidade reduzida para induzir a
produgio de activador do plasminogénio tipo urocinase nas células endoteliais
em cultura (Presta, M., et al., Biochem. Biophys. Res. Com. 185:1098-1107
(1992)). Ainda, o mutante ndo possui uma actividade angiogénica significativa in
vivo. A substituicio da lisina-128 e arginina-129 de FGF-2 pelos mesmos
investigadores, por outro lado, deu um mutante designado M6A-bFGF que
apresentou diferentes propriedades, i.e., uma inibigio de 79% da ligagho a

receptores celulares (Eur. Pat. Ap. Pub. N° 363 675 de Bergonzoni, L., ef al.).

Os estudos que empregaram peptideos sintéticos relacionados com
a sequéncia de FGF mostraram que FGF-2 (33-77) e (102-129) se ligam a
heparina e actuam como agonistas parciais fracos e antagonistas num ensaio
mitogénico de actividade de FGF (Baird, A., et al., Proc. Nat. Acd. Sci. USA
85:2324-2328 (1988)). O mesmo estudo identificou uma sequéncia, FGF-2 (115-
124), envolvida na ligagdo a receptores. A partir da estrutura cristalina de FGF-2,
um conjunto de residuos basicos parece desempenhar um papel na ligagdo do
sulfato de heparina ani6nico a molécula (Zhan, J., et al., Proc. Nat. Acad. Sci.
USA 88: 3446-3450 (1991) e Eriksson, E.A_, et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA §8:
3441-3445 (1991)). Encontrou-se que dois pares de residuos basicos, lisina-128 e
lisina-138 ¢ arginina-129 e lisina-134, (respectivamente designados pelos
investigadores lisina-119 e lisina-129 ¢ arginina-120 ¢ lisina-125 uma vez que
- empregaram uma forma activa truncada do polipeptideo correspondendo aos
residuos 9-154 da sequéncia completa), formam contactos idnicos com dois ides
sulfato na estrutura cristalina (Zhang, referido atrés). Estes podem simular grupos
sulfato de heparano. Assim ¢ possivel que os dois locais de ligagdo estejam

envolvidos na ligagdo da heparina ao FGF.



Sumario do invento

Constitui um objectivo do presente invento proporcionar novos
analogos estruturais dos factores de crescimento de fibroblastos, especialmente

analogos do factor de crescimento de fibroblastos humano 2.

Constitui um outro objectivo ainda mais especifico do presente
invento proporcionar andlogos estruturais do factor de crescimento de
fibroblastos que apresentam, relativamente ao factor nativo, ligagiio semelhante
aos rcceptores do superficie celular mas actividades biolégicas diferentes, tais
como menor actividade mitogénica, proporcionando antagonistas do factor de
crescimento de fibroblastos. Os antagonistas do factor de crescimento de
fibroblastos sdo tteis como potenciais agentes antiangiogénese, anticancro,

antitumorais e antiproliferativos.

Estes e outros objectivos foram atingidos de acordo com as
reivindicagdes. O presente invento proporciona analogos estruturais do factor de
crescimento de fibroblastos, que possuem pelo menos uma mutagéo pontual num
local putativo de ligagdo a heparina, i.e. substituigdo de um residuo basico com
um residuo neutro especifico. Algumas realizagdes possuem pelo menos uma
mutagio pontual num local de ligagéio ao sulfato de heparina e nenhuma mutagio
num outro local de ligagio a heparina. Os analogos preferidos apresentam ligacdo
a heparina e actividade bioldgica diferentes do factor de crescimento nativo; os
andlogos especialmente  preferidos apresentam  uma afinidade menor
relativamente 3 heparina e uma capacidade menor da indugdo da proliferagdo
celular. Algumas realizagQes apresentam uma angiogénese menor nos ensaios in
vitro. Algumas realizagdes apresentam uma menor capacidade e outras uma
maior capacidade de indugdo da produgdo de activador do plasminogénio tipo

urocinase. Algumas realizagdes apresentam uma menor capacidade para induzir



estruturas do tipo tubo em células endoteliais em cultura comparado com o factor
nativo; outros apresentam uma maior capacidade da mesma actividade. Os
analogos particularmente preferidos possuem pelo menos um a dois residuos

basicos, tais como residuos de lisina, substituidos por glutamina.

Os analogos estruturais do factor de crescimento de fibroblastos 2
do invento incluem os que possuem lisina-138 ou lisina-128 e lisina-138

substituidas por residuos de glutamina.

O invento também proporciona DNA codificador de derivados do
factor de crescimento de fibroblastos, plasmideo circular ou vectores de DNA
virais biologicamente funcionais compreendendo o DNA, e células hospedeiras
procaridticas ou eucaridticas, tais como E. coli, transformadas ou transfectadas

com os vectores, de forma a permitir que a célula hospedeira expresse os novos

factores.

Breve descrigdo das figuras

As Figuras 1A e 1B representam as intensidades de fluorescéncia

de FGF-2 (1A) e glnlzg’”gFGF -2 (1B) em fung#o das concentragdes de heparina.
P

A Figura 2 representa a radioactividade associada a FGF-2 marcado
com '2°1 ligada a receptores de FGF de elevada afinidade, em células de rim de
hamster bébé (BHK), em fungdo das concentragdes de FGF-2 e dos mutantes. Os
circulos e quadrados abertos representam os dados de FGF-2; os quadrados
fechados dizem respeito aos dados de gln'**FGF-2; os circulos fechados dizem
respeito aos dados de gln'®*FGF-2; e os tridngulos fechados representam os

dados de gln'**FGF-2 como descrito a seguir.



As Figuras 3A e 3B representam as contagens celulares em [ungdo
das concentragdes de FGF-2 e de mutante. A Figura 3A mostra os mutantes do
local 1 (residuos lisina-128 e lisina-138) e a Figura 3B mostra os mutantes do

local 2 (residuos arginina-129 e lisinal34).

A Figura 4 mostra a indugdo do activador do plasminogénio tipo

urocinase por FGF-2 selvagem ou mutante (10 ng/ml).

A figura 5 é um grafico de barras que descreve a poténcia da
actividade angiogénica in vitro do FGF-2 selvagem ou mutante (10 ng/ml),
conforme medido pela indugdio da formago de estruturas do tipo tubo, em células

endoteliais de aorta bovina adulta cultivadas num gel de colagénio tipo L

Descricio detalhada do invento

Este invento baseia-se no facto de a substituigdo de certos residuos
basicos nos factores de crescimento de fibroblastos com residuos neutros dar
mutantes que apresentam, comparativamente com o factor nativo, afinidades
semelhantes para os receptores da superficic celular. Alguns destes analogos

apresentam ligagdo & heparina e actividades biologicas diferentes.

Uma proteina é aqui definida como factor de crescimento de
fibroblastos (FGF) se apresentar actividade de FGF em ensaios in vitro ou in vivo
e se ligar a heparina ou substancias do tipo heparina. “Heparina” significa o
polissacérido aniénico sulfatado heterogéneo composto por acido D-glucurénico
e D-glucosamina, ligado a um micleo proteico como “proteoglicano” ou numa
forma livre como “aglicano”, que tem fortes propriedades anticoagulantes.
Substancias “do tipo heparina” sdo moléculas que possuem estruturas de

oligossacarido relacionadas com as heparinas, mas que podem ou ndo ter
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actividade anticoagulante. Qualquer tipo de factor de crescimento de fibroblastos
ou factor mutante (muteina) ou derivado estd incluido neste invento,

particularmente o factor de crescimento de fibroblastos humano.

Os analogos do factor de crescimento de fibroblastos deste invento
sdo analogos estruturais do factor de crescimento de fibroblastos tendo pelo
menos um residuo de aminoacido basico substituido por um outro residuo
conforme designado pela reivindicagdo 1. Tipicamente, os analogos tém pelo
menos uma mutagdo pontual num local putativo de ligagio a heparina; muitos
anilogos nio tém mutagio num outro local de ligagdo a heparina. Por exemplo,
quando certos residuos basicos sdo substituidos por residuos neutros, os analogos
obtidos apresentam afinidade de ligag@o aos receptores de superficie celular de
rim de hamster bébé (BHK) semelhante aos do factor de crescimento nativo. Os
analogos preferidos apresentam ligagcdo e actividades biologicas que estdo
farmacologicamente dissociadas, de forma que a ligag#o a heparina e a actividade
bioldgica sdo diferentes do factor nativo. Conforme descrito mais detalhadamente
abaixo, em muitos casos as actividades bioldgicas apresentadas pelos andlogos
estdo farmacologicamente dissociadas. Muitos mutantes apresentam actividades
bioldgicas reduzidas, mas outros ndo. As realizagdes preferidas apresentam
ligagdo aos receptores das células de rim de hamster bébé (BHK) semelhante ou

superior quando comparadas com o factor de crescimento de fibroblastos nativo.

Os andlogos apresentam  menor  afinidade para a heparina
relativamente ao factor nativo. Algumas realizagdes também apresentam uma
menor capacidade para induzir a produgdo do activador do plasminogénio tipo
urocinase ¢ menor angiogénese, apresentada como uma menor capacidade para
induzir a formag@o de capilares in vitro. As realizagbes apresentam uma menor
actividade mitogénica apresentada como uma menor capacidade para induzir a

proliferagdo celular. Outras diferengas na afinidade de ligagdo ou actividade



biolégica apresentadas pelos analogos, comparativamente com 0 factor nativo,

estio discutidas a seguir.

Os analogos estruturais de FGF-2 sdo preferidos em muitas
realizagdes. “FGF-2” significa qualquer factor de crescimento de fibroblastos 2
apresentando actividade bioldgica, incluindo o polipeptideo de 145 aminoacidos
originalmente isolado ¢ sequenciado, a forma de 154 aminoacidos que
normalmente era considerada como o polipeptideo completo, formas truncadas
apresentando actividade biologica, formas prolongadas tais como FGF
placentario, formas de maior peso molecular descritas na literatura e analogos
incluindo derivados ¢ muteinas de qualquer um destes. O termo especificamente
inclui FGF-2 natural extraido de tecido de mamifero assim como polipeptideos
recombinantes expressos a partir de DNA de qualquer espécie clonado em E. coli
ou S cerevisiae ou expresso em células de insecto ou mamifero com vectores

adequados, aqui designados como FGF-2 “nativo”.

Em muitas realizagdes ¢ preferido FGF-2 humano. FGF-2 humano
inclui FGF-2 nativo descrito atras, assim como analogos estruturais anteriormente
descritos, tais como os que tém adigdes de aminoacidos, substitui¢des de
aminoacidos e deleccdes de aminoacidos, incluindo delegdes de partes do
extremo amina ou carboxilo, ¢ proteinas quiméricas contendo FGF no extremo N
ou C de uma outra proteina. Exemplos de FGF-2 que podem ser ainda
modificados de acordo com o invento incluem aqueles que tém cisteinas
substituidas com um aminoéacido neutro , como seja serina, ou acido aspartico,
arginina, glicina, serina ou valina substituidos com outros aminoacidos sugeridos
como tendo maior estabilidade na Publicagdo do Pedido de Patente Europeia N°
281 822 de Seno et al.; as muteinas formadas por substituigdo de pelo menos
uma, ¢ mais preferencialmente duas, das cisteinas encontradas em FGF-2 natural

com um residuo de aminoédcido diferente para dar um analogo mais estdvel
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(Publicagdo do Pedido de Patente Europeia N° 320 148 de Arakawa e Fox);
muteinas sem os aminoacidos 7 a 46 do extremo carboxilo e, facultativamente,
tendo substituigdes de aminoacidos sugeridas como dando maior estabilidade
mantendo simultaneamente a actividade na Publicagdo do Pedido de Patente
Europeia N° 326 907 de Seno et al.; muteinas tendo mutagdes pontuais ou uma
delegdo N-terminal sugerida na Publicagdo do Pedido de Patente Europeia N°
298 723 de Fiddes et al.; as muteinas M1-bFGF a M6-bFGF incluindo auséncias
e substituigdes de aminoédcidos descritas no Publicagiio do Pedido de Patente
Europeia N° 363 675 de Bergonzoni, referido atras; FGF facilmente expresso
preparado pela substituigdo dc Ala-3 ¢ Ser-5 de FGF recombinante com Glu
como descrito em Seddon, referido atrds e seus analogos; andlogos tendo uma
delegdo, insergio ou substituigio de aminodcido na ansa de superficie que se
estende desde a nona cadeia P até & décima cadeia B e tendo a estrutura
secunddria e terciaria global do factor original como descrito em US-A-5 491

220.

Na realizagio deste invento, um derivado do factor de crescimento
de fibroblastos deste invento, como seja um analogo estrutural de FGF-2 humano,
é preparado por substituigdo de um residuo de aminoacido basico com um outro
residuo. Substituicdes tipicas envolvem a substituigio de um residuo de

aminoacido lisina ou arginina com glutamina, conforme definido nas

reivindicagdes.

A substitui¢io decorre num residuo basico implicado na ligagéo de
um grupo sulfato da heparina. Preferencialmente, ocorre uma mutagdo pontual
num sitio putativo de ligagdo a heparina; em muitas realizagdes, ndo existe
mutagdo num outro sitio de ligagdo 4 heparina. A heparina, um polissacarido
aniénico altamente sulfatado, protege FGF-1 e FGF-2 da inactivagdo pela

temperatura elevada, condigdes 4cidas e digestdo com proteases, ¢ potencia a
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actividade mitogénica de FGF-1. A interacgdo de FGF com os proteoglicanos da
superficie celular foi sugerida como sendo necesséria para a ligagdo de FGF-2
aos seus receptores de membrana celular de elevada afinidade e portanto a

modulagdo das actividades de FGF.

Os analogos estruturais de FGF-2 deste invento possuem pelo
menos uma e preferencialmente duas mutagdes pontuais tais como uma
substitui¢do de uma lisina com glutamina no local 2 de ligagdo a sulfato descrito
por Zhang, referido atras. Os analogos estruturais de FGF-2 deste invento
incluem assim FGF-2 tendo lisina-138 substituida com glutamina (aqui designado
gIn'**FGF-2) e FGF-2 tendo lisina-128 e lisina-138 substituidas por glutamina
(aqui designado g1n128’138FGF-2).

GIn'?38FGF-2 constitui uma realizagfo. As afinidades de ligagdo
deste analogo e de outros para os receptores da superficie celular sdo semelhantes
3 de FGF-2 nativo ou selvagem, mas sio também observadas alteragdes
significativas na ligagdo & heparina e actividades biologicas. As constantes de
dissociacdo para a ligagio a heparina de gln'®*FGF-2 e gIn'**FGF-2, por
exemplo, estdo aumentadas cerca de dez vezes ¢ a de gln'?*'**FGF-2 cerca de
100 vezes. A marcada redugdo na afinidade de ligagdo ndo parece resultar da
perturbagdo da integridade estrutural da proteina, uma vez que a ligagdo aos

receptores de BHK ndo € significativamente afectada.

A diminuigio da ligagdo a heparina esta, no entanto, associada a um
declinio significativo de varias outras actividades biolégicas de FGF-2 atribuiveis
a respostas angiogénicas, particularmente a capacidade para induzir a formagdo
de estruturas do tipo capilar pelas células endoteliais em cultura. As actividades
mitogénicas de glnlzg’mFGF-Z, por exemplo, sio cerca de 10 vezes mais baixas

do que as da proteina selvagem, enquanto que as de gIn'**FGF-2 permanecem
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inalteradas. Ainda, a capacidade do mutante gln'”*'*FGF-2 para induzir o
activador do plasminogénio tipo urocinase em células endoteliais de aorta bovina
(ABAE) ¢ marcadamente reduzida. Este analogo também apresenta uma menor
capacidade para induzir nas células ABAE a formagio de estruturas do tipo
capilar num modelo de angiogénese in vitro descrito mais detalhadamente abaixo.
Por outro lado, gin'®FGF-2 apresenta as actividades de formagéo de tubos e de
activador do plasminogénio tipo urocinase semelhantes ao factor de crescimento

de fibroblastos nativo.

Os andlogos estruturais deste invento podem ser preparados usando
quaisquer meios quimicos ou bioquimicos conhecidos dos familiarizados com a
matéria, tais como preparagdo por montagem de polipeptideos a partir dos
aminoacidos ou peptideos ¢ polipeptideos constituintes. Como alternativa, os
analogos podem ser preparados por sintese de proteina recombinante, envolvendo
a preparagio de DNA codificador do analogo de FGF, inser¢do desse DNA num
vector, expressio do vector nas células hospedeiras ¢ isolamento de FGF

recombinante por elas produzido.

O DNA codificador dos anélogos de FGF deste invento pode ser
preparado por alteragdo de um gene de FGF através de eliminagdo de nucleétidos,
adigdo de nucledtidos c/ou mutagdes pontuais produzidas por métodos
convencionais. As ilustragdes usando mutagénese com cassetes sao apresentadas
a seguir. Devido a degenerescéncia do codigo genético, pode ser seleccionada
uma variedade de combinagdes de coddes para formar DNA codificador dos
analogos de FGF, de tal modo que quaisquer delegdes, adigdes e/ou mutagdes
pontuais de nucledtidos que resultem num DNA codificador de uma analogo
estdo englobadas neste invento. Uma vez que certos coddes sdo mais eficientes
para a expressdo dos polipeptideos em certos tipos de organismos, a selecgdo das

alteragdes do gene dos fibroblastos, para dar DNA que codifique os analogos
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deste invento, sdo preferencialmente as que ddo a expressdo Imais eficiente no
tipo de organismo que vai servir como hospedeiro do vector recombinante. A
selecgiio dos coddes alterados pode também depender das consideragdes sobre a

construgdo do vector.

O DNA material de partida do factor de crescimento de fibroblastos
que ¢ alterado para formar DNA codificador dos analogos de FGF do invento
pode ser natural, recombinante ou sintético. Assim, o DNA material de partida €
isolado a partir de tecido ou de cultura de tecidos, construido a partir de
oligonucledtidos usando métodos convencionais, obtido comercialmente ou
preparado, através de isolamento de RNA codificador de FGF, a partir de
fibroblastos ¢ usando o RNA assim obtido para sintetizar cDNA de cadeia
simples que é usado como molde para sintetizar o correspondente DNA de cadeia

dupla.

A ilustracdo do presente invento ¢ feita com sequéncias de DNA
complementares clonadas, definindo os andlogos de FGF-2 tais como o0s
construidos no Exemplo 1. Também estdo incluidas sequéncias de DNA
homoélogas ou estreitamente relacionadas com o DNA complementar aqui
descrito, nomeadamente sequéncias de DNA que hibridem, particularmente em
condigdes restringentes, resultando no cmparelhamento apenas entre os
fragmentos de acido nucleico que possuam uma elevada frequéncia de bases
complementares, com o cDNA do andlogo de FGF ¢ RNA correspondente. Para
além das sequéncias codificadoras de FGF, o DNA incluido neste invento podera
conter sequéncias adicionais, dependendo das sequéncias de construgdo do

vector, que facilitem a expressdo do gene.

O DNA codificador dos analogos FGF deste invento, ou RNA

correspondente, ¢ entdo inserido num vector, e.g. um plasmideos das séries pBR,
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pUC, pUB ou pET, € 0 vector recombinante usado para transformar organismos
hospedeiros microbianos. Organismos hospedeiros titeis no invento sdo células
bacterianas (e.g., E. coli ou B. Subtilis), leveduras (e.g. S. cerevisiae), células de
mamifero (e.g. fibroblastos de ratinho) ou células de insecto. Este invento
também proporciona novos vectores de RNA e DNA virais e de plasmideo
circular incorporando sequéncias de RNA e DNA dos analogos de FGF gerados.
A cultura dos organismos hospedeiros, estavelmente transformados ou
transfectados com tais vectores, em condigdes que facilitem a expressdo em larga
escala das sequéncias do DNA ou RNA exo6geno do vector, e isolamento dos
polipeptideos pretendidos a partir do meio de crescimento, lisados celulares ou
fracgdes da membrana celular, permite obter os produtos pretendidos. No

exemplo 1 esta apresentado um exemplo da expressao de analogos de FGF-2 em

E. coli.

O presente invento proporciona a produgdo total e/ou parcial das
sequéncias de DNA codificadoras de anélogos de FGF-2, e incluindo
caracteristicas vantajosas tais como incorporagdo de coddes preferidos para a
expressdo por hospedeiros ndo mamiferos seleccionados, formagdo de locais de
clivagem por enzimas de restrigdo e formagdio de sequéncias adicionais de DNA
iniciais, terminais ou intermédias que facilitem a construgdo de vectores de
cxpressdo facil. Assim, o presente invento proporciona a produgdo (e
desenvolvimento por mutagénese dirigida de ¢cDNA ¢ DNA gen6émico) de
sequéncias de DNA codificadoras da expressao microbiana de andlogos de FGF,
que diferem das formas aqui especificamente descritas em termos de identidade
ou localizagio de um ou mais residuos de aminoacidos (i.e., analogos de delegéo
contendo um niimero inferior aos residuos especificados para FGF-2 humano
e/ou andlogos de substituigdo em que um ou mais residuos sdo adicionados a um
fragmento terminal ou médio do polipeptideo) e que partilham as propriedades

biologicas dos andlogos de FGF-2 aqui descritos.
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As sequéncias de DNA (e RNA) deste invento codificam todas as
sequéncias Uteis para assegurar a expressao cm células hospedeiras, procari6ticas
ou eucaribticas, dos produtos polipeptidicos tendo pelo menos uma parte da
conformagio estrutural primaria ¢ uma ou mais das propriedades biologicas dos
analogos de FGF que incluem: (a) as sequéncias de DNA codificadoras dos
andlogos de FGF-2 como aqui descrito, ou cadeias complementares; (b)
sequéncias de DNA que hibridam com sequéncias de DNA definidas em (a) ou
seus fragmentos; ¢ (c) sequéncias de DNA que, excepto nos casos de
degenerescéncia do co6digo genético, hibridem com as sequéncias de DNA
definidas em (a) € (b) atréas. Estdo especificamente incluidas sequéncias de DNA
genoémico codificadoras de formas variantes alélicas dos analogos de FGF aqui
incluidos e sequéncias codificadoras de RNA analogo, seus fragmentos e
sequéncias de RNA ou DNA que incorporem coddes que facilitem a transcrigao

ou replicagdo de RNA do RNA mensageiro em hospedeiros ndo vertebrados.

O isolamento ¢ purificagio de polipeptideos expressos em
microorganismos proporcionados pelo invento sdo realizados por meios
convencionais incluindo, por exemplo, separagdes cromatograficas preparativas,
por exemplo como ilustrado no Exemplo 1 utilizando heparina e separagdes

imunolégicas, incluindo preparagdes de anticorpos monoclonais e/ou policlonais.

Uma mutagio envolvendo Lis-138 apresenta menor ligagdo a
heparina, mas sem alteragdo significativa na proliferagdo de células endoteliais
comparado com o factor nativo. Estes analogos podem assim ser usados como
agonistas de FGF-2. “Agonista” significa qualquer substancia que tem afinidade
para os receptores celulares e estimula a sua actividade fisiolégica normalmente
estimulada por substincias naturais. Os analogos de FGF que sdo agonistas da
actividade de FGF podem promover vascularizagdo, crescimento celular e/ou

sobrevivéncia celular, e assim tém aplicagdo na reparagdo de tecidos tais como

R My R



-16 -

cicatrizagdo de feridas, queimaduras, fracturas de ossos, abrasoes virurgicas,
tlceras e similares assim como reparagdo de tecidos durante isquémia e enfarte

do miocardio.

Pelo contrario, conforme resumido atras e descrito mais
detalhadamente nos exemplos abaixo, as mutagdes envolvendo Arg-128 e Lis-
138, tais como gln128’138FGF-2, apresentam redug3io da ligagdo 4 heparina,
redugdo da actividade mitogénica, redugdo da capacidade de indugdo do activador
do plasminogénio do tipo urocinase e redu¢do da angiogénese in vitro. Assim, a
menor ligagdoa heparina parcce causar uma deficiéncia nas vias de transdugio de
sinal que exercem actividades de FGF-2, tais como indug&o de proliferagéo
celular, produgio de urocinase e formagéo de capilares in vitro. Como tal, espera-

se que o andlogo apresente uma actividade de antagonista.

“Antagonista” significa qualquer substincia que tende a anular a
accdio de uma outra, como seja por exemplo por ligagdo a um receptor celular
sem induzir uma resposta biolégica. Para FGFs, os antagonistas incluem, mas ndo
estio limitados a substincias que se liguem aos receptores de¢ FGF mas que nao
estimulem a proliferagdo ou migragio de fibroblastos, células endoteliais e
células da astroglia. Os antagonistas de FGF sdo tteis no tratamento de certos
ncoplasmas, particularmente ncoplasmas angiogénicos, como uma ferramenta
importante para a inibicdo da angiogénese tumoral assim como um agente
anticancro e antiproliterativo. Os antagonistas actuam ainda como inibidores da
angiogénese e, portanto, sdo uteis para o tratamento de doengas em que a
neovascularizagdo ¢ dominante na patologia, como sejam retinopatias do olho,
glaucoma neovascular, alteragdes da pele, inflamag#o crénica, artrite reumatdide
e similares. Conforme aqui ¢ usado, os termos agonista e antagonista ndo sio
limitantes € um unico factor pode apresentar antagonismo relativamente a uma

fungdo biologica mediada pelo factor nativo, e agonismo relativamente a uma
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outra fungdo. Sempre que isto acontece, as actividades biologicas do factor nativo

sio referidas como sendo farmacologicamente dissociadas no analogo.

Os exemplos que se seguem sdo apresentados para methor ilustrar e

explicar o presente invento e ndo deverdo ser limitante em qualquer aspecto.

Exemplo 1
Construgo, expressio e purificagdo de analogos de FGF-2 humano

Um gene codificador de glu>’FGF-2 é primeiro preparado como
descrito em Seddon, A.P., et al., Annals N. Y. Acad. Sci. 638:98-108 (1991).
Resumidamente , um gene sintético codificador da forma de 155 aminoacidos de
FGF-2 humano clonado em pUCI8 foi adquirido & British Bio-technology,
Oxford, UK. A sequéncia de nucleétidos a ser alterada (2-49) foi removida de
pUC18 com as endonucleases de restri¢o HindIIl ¢ BspMII e um fragmento
sintético codificador dos 5 primeiros aminodcidos N-terminais de FGF-1 e
contendo um local Ndel interno foi clonada em pUC18, dando uma construgéo
codificadora de 4cido glutimico nas posigdes 3 ¢ 5. O ¢cDNA codificador de
FGE-2 foi entdo removido de pUC18 com Ndel ¢ BamHI e clonado nos locais
Ndel e BamHI do vector de expressio pET-(M13)APS, um derivado de pET-3A
(Rosenberg, A.H., et al., Gene 56: 125-135 (1987)).

O plasmideo é modificado por mutagénese dirigida usando DNA de
cadeia simples e duas sequéncias iniciadoras, 5-GTCTAGAAAA TACACCAGTT
GGTACGTAGC ACTGCAGCGA ACCGGTCAGT ATAAA-3' (SEQ ID NO 1)
e 5-CTTGGTTCCC AAACAGGGCC CGGGCAGAAA GCTA-3' (SEQ ID NO
2) para obter 0 gene mutante glanGF—Z, que contem novos locais de restrigdo

linicos introduzidos SnaB1, Pstl e Apal (sublinhados), respectivamente. Estes
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locais de restri¢iio flanqueantes no plasmideo sao digeridos com as enzimas de
restri¢io cognatas de forma a poder inserir pequenas cassetes de DNA de cadeia
dupla sintético usando mutageénese dirigida com cassete como descrito por Wells,

et al., (Gene 34:315-323 (1985)).

A mutagénese dirigida com cassete deste gene variante, usando
SnaBI e Apal e duas séries de oligonucledtidos emparelhados 5'-GTAGCACTTA
AGCGTACGGG GCAGTATAAG CTTGGTTCCC AAACAGGGCC-3' (SEQ ID
NO:3) e 5-CTGTTTGGGA ACCAAGCTTA TACTGCCCCG TACGCTTAAG
TGCTAC-3' (SEQ ID NO 4) ¢ 5-GTAGCACTGC AGCGTACGGG
GCAGTATAAG CTTGGTTCCC AAACAGGGCC-3' (SEQ ID NO:5) e 5'-
CTGTTTGGGA ACCAAGCTTA TACTGCCCCG TACGCTGCAG TGCTAC-3'
(SEQ ID NO: 6), origina, respectivamente, um mutante gln'**FGF-2 que possui
novos sitios de restrigio Afl12 eHind3 (sublinhados) e um mutante duplo

1n' 238 FGE-2 que tem um novo sitio de restri¢do Hind3 (sublinhado).
g q

Os mutantes foram entdo expressos e purificados. Os plasmideos
contendo os genes codificadores dos sete mutantes descritos atras foram usados
para transformar E. coli BL21 plys S competentes e cultivadas a 37°C em caldo
Luria contendo 50 pg/ml de ampicilina e 30 pg/ml de cloranfenicol até se atingir
uma absorvancia de 0,4 a 600 nm. A expressdo da protcina recombinante foi
induzida pela adigdo de isopropiltiogalactésido 2 mM durante 2 horas a 37°C. As
células de 1 litro de cultura foram colhidas por centrifugagao, ressuspensas em 30
ml de Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, contendo EDTA 0,1 mM e NaCl 0,6M, e
rebentadas por tratamento com lisozima (10 pg/ml) durante 20 minutos a 4°C
seguido de sonicagio (6 x pulsos de 30 seg). Os lisados foram clarificados por
centrifugagdo (10 000 xg, 20 minutos) ¢ as solugdes de sobrenadante incubadas
com 5 ml de heparina Sepharose (Pharmacia/LKB) hidratada a 4°C, durante 1

hora com rotagdo constante. A resina foi isolada por filtragdo num sistema de
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filtragdo de 0,8 p (Nalgene), lavada extensivamente com Tris-HCl 10 mM pH
7.4, contendo NaCl 0,6 M e a proteina ligada foi eluida com tamp@o Tris
contendo NaCl 3M (25 ml). O eluente de NaCl 3M foi diluido 6 vezes com
tampao Tris e aplicado numa coluna de heparina 5SPW TSK (0,21 x 15 cm; Nest
Group, MA) e a coluna foi eluida usando um gradiente linear (0,6-2M de NaCl)

em 90 minutos a um fluxo de 3 ml/minuto.

Estirpes de E. coli (BL21 plys S) portadoras dos mutantes foram
depositadas na American Type Culture Collection (A.T.C.C.). Uma estirpe
portadora de gln'**-FGF-2 tem o nimero de accsso A.T.C.C. 69420 e uma estirpe
portadora de gln'?®'3*FGF-2 tem o numero de acesso A.T.C.C. 69418.

Exemplo 2

Obtengdo das constantes de dissociagdo termodindmica para a
ligagdo da heparina ¢ da estequiometria da ligagdo da heparina aos analogos de

FGF-2 do exemplo 1.

FGF-2 contem um unico residuo triptofano na posigdo 123. Os
dados cristalograficos sugerem que este residuo de triptofano esteja situado perto
de um conjunto de residuos basicos implicados na ligaglio & heparina (Zhang,
referido atras), sugerindo que a emisséo de fluorescéncia do residuo de triptofano
possa ser usada para registar as alteragdes na conformagao da proteina quando da
ligagdo dos vérios ligandos. Assim, as propriedades de fluorescéncia de FGF-2 e
dos mutantes de FGF-2 na presenga ¢ auséncia de heparina e de um simulador de
heparina, tetradecassulfato de B-ciclodextrano (BCDS), foram avaliados neste

exemplo.

As medigdes de titulagdo da fluorescéncia foram realizadas num
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fluorospectrémetro  LS-5 Perkin-Elmer usando comprimentos de onda de
excitagdo e emissdo de 290 nm e 350 nm, respectivamente. Dois mililitros de
solugdo de FGF em Tris-HCI 10 mM, pH 7,4, contendo ditiotreitol 2 mM foram
colocados numa cuvete. Uma pequena quantidade (~2-5 pl) de heparina (Hepar
Industries, Franklin, OH) ou BCDS (American Maize-Prodcts, Hammand, IN) foi
adicionada & cuvete de cada vez, antes de ser lida a intensidade de fluorescéncia
da solugio contra uma solugdo de triptofano, que da intensidade de fluorescéncia
comparavel, e & qual uma quantidade idéntica de heparina ou BCDS ¢ adicionada
de cada vez. As concentragdes de FGF-2 e gln'zs’mFGF-Z sdo de 370 nM e 280
nM, respectivamente. Os resultados estdo apresentados nas Figuras 1A e 1B, e
mostram que a emissdo de fluorescéncia do triptofano ¢ inibida quando da adigdo
de heparina a solugdo de proteina. Um residuo de triptofano equivalente, Trp122,
existe em FGF 4cido (FGF-1), para o qual se obtem uma inibi¢do da
fluorescéncia semelhante. A adigdo de BCDS a solugdo de proteina também
resulta na inibigio da fluorescéncia de FGF-2, enquanto que a adigdo do
composto nio sulfatado (BCD) ndo apresenta efeitos espectrais, indicando que a
sulfatacdo do ligando é necessaria para a ligagdo e alteragio das propriedades de

fluorescéncia da proteina.

A constante de dissociagdo termodindmica (Kp) € obtida a partir
das roprosentagdes da intensidade de fluorescéncia em fung@o da concentragio do
ligando. Os dados de intensidade de fluorescéncia podem ser representados por
uma regressdo ndo linear usando a equagdo 1 abaixo, onde Fo ¢ a intensidade de
fluorescéncia observada, FI ¢ a intensidade de fluorescéncia inicial, AF ¢ a
diferenca entre as intensidades de fluorescéncia final e inicial, C; ¢ a
concentragio de proteina FGF total, Kp € a constante de dissociagio
termodinamica e L, ¢ a concentragdo de heparina total. Assume-se na equagdo 1
que a estequiometria de FGF e da heparina no complexo ¢ de 1:1. Para trabalhar

os dados usou-se um programa grafico Kaleidagraph.
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No entanto, nas experiéncias de titulaggo de fluorescéncia as curvas
de titulagdo apresentadas na Figura 1 ndo podem ser ajustadas directamente
usando a equagdo 1. Isto indica que a estequiometria do complexo proteina-
ligando ndo ¢ igual 4 unidade. Uma vez que a preparagio de heparina aqui usada
é composta por uma média de 20 unidades de monossacarido sulfatado por
cadeia, ¢ provavel que mais de uma molécula FGF seja ligada por cadeia de
oligossacarido. As cargas extensivamente positivas na superficie da proteina ¢ as
cargas negativas fortes dos ligandos sugerem que as interacgdes ionicas paregam
ser a principal forga motriz na ligagdo da heparina a FGF. Ainda, ¢ razoavel
assumir que, na auséncia dc quaisquer dados a indicar o contrario, os locais de
ligagdo & heparina sejam independentes e as afinidaddes de ligagdo sejam
semelhantes. Pelo mesmo raciocinio BCDS é um oligossacarido ciclico de sete
membros, com 14 grupos sulfato carregados negativamente, € pode possuir varios
locais de ligagdo a FGF. Assim, a concentragio efectiva do ligando necessita de
ser ajustada através da multiplicagdo das concentragdes reais pelo nimero de
locais de ligagio possivel. Se n for a média de moléculas de FGF ligadas por

oligossacarido, entdo a equagio 1 pode ser modificada para dar

L AF((C+KptnL,) - J(C.+Kp*nLe)*-4nC. L,

(2) Fy = Fy 20

em que a concentragdo efectiva do ligando ¢ aumentada n vezes.

A equago 2 é usada para ajustar os dados apresentados na Figura 1
e os valores das duas variaveis, Kp € n, sdo determinados por regressdo néo linear

de pelo menos trés curvas de titulagdo para cada molécula, Obteve-se uma média

&
[y
Soma
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de quatro (n=4) moléculas de FGF-2 que interactuam com a heparina. Quatro
locais de ligagdo em cada molécula de heparina sdo assumidos para o mutante
gln'?***FGF-2. Uma vez que o peso molecular da heparina usada nas
experiéncias é de cerca de 5000, o qual tem uma média de 20 unidades de
monossacérido, cerca de 4 a 6 unidades de monossacarido podem interactuar com
cada uma das moléculas de FGF. Duas a quatro moléculas de FGF podem ligar-se
a um BCDS (o qual tem um peso molecular calculado de 2226). Esta estimativa
esta de acordo com a descrigdo de Mach, et al. (Biochemistry 32: 5480-5489
(1993)) de uma estequiometria de 1:4-6 determinada por uma variedade de
abordagens diferentes, incluindo analise de disperséo da luz e ultracentrifugagio

analitica.

A tabela I apresenta as constantes de dissocia¢do termodindmicas
obtidas a partir de experiéncias de inibigdo da fluorescéncia para FGF selvagem €

mutantes usando heparina ou BCDS.

Tabela I Constantes de dissociagio termodindmica (Kp) associadas com a

ligagdio de heparina a FGF-2 e aos mutantes

FGF Kp heparina (nM) Kp BCDS (nM)
FGF-1 2402 4+2

FGF-2 14£6 14+7
gln'**FGF-2 126 + 53 228 +23
gln'****FGF-2 1280 + 380 2700 + 600

A partir dos dados pode-se observar que os valores de Kp mudam
dramaticamente para os mutantes do local 1 mas néo para as proteinas contendo

mutagdes no local 2. A afinidade para a heparina diminui cerca de 10 vezes para
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o mutante gln'*FGF-2 ¢ cerca de 100 vezes para o mutante duplo gln'****FGF-

7 Resultados semelhantes foram observados com BCDS.

Exemplo 3

Estudos de ligagdio e actividade biolégica relevante usando os

mutantes de FGF-2 isolados ¢ purificados no Exemplo 1.

As proteinas mutantes foram testadas quanto a sua capacidade para
competir para a ligagdo de 125I.FGF-2 (Amcrsham Corp.) a células de rim de
hémster bébé (BHK), que expressam numeros elevados de receptores de FGF,
como descrito por Moscatelli (J. Cell Physiol. 131:123-130 (1987)).
Resumidamente, as células semeadas em placas de 24 alvéolos sdo incubadas
com 'PI-FGF-2 50 pM com dilui¢Bes seriadas de FGF-2 nédo marcado ou 0s
mutantes & temperatura ambiente durante 1 hora. As celulas sdo entdo incubadas
a 4°C durante 30 minutos, lavadas duas vezes com soro fisiologico tamponado
com fosfatos e tratado com Hepes 20 mM, pH 7,5, contendo NaCl 2 M para
remover '>I-FGF-2 ligado aos locais de ligagdo de sulfato de heparano de baixa
afinidade. FGE-2 ligado ao receptor é recuperado por tratamento das células com
0,5% de Triton X-100 em fosfato de sédio 0,1M, pH 8,0, e contado num contador
gama. Os ensaios sdo realizados em duplicado. Os resultados estdo apresentados
na Figura 2. Ndo se observa diferenga significativa para qualquer um dos

mutantes de FGF-2 comparando com a molécula selvagem.

A actividade mitogénica de FGF-2 e mutantes € determinada
usando células do endotélio vascular bovino, derivadas do arco da aorta adulta,
como descrito por Gospardarowicz, et al. (Proc. Nat. Acad. Sci. 81 6963-6967
(1984)). Resumidamente, as células sdo semeadas numa densidade inicial de 8

000 células por placa de 24 alvéolos em meio de Eagle modificagdo de dulbecco
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(DMEM) contendo 10% de soro fetal (Iyclone, Logan, UT) suplementado com
penicilina (100 unidade/ml), estreptomicina (100 pg/ml) e L-glutamina (2 mM).
Duas horas apds sementeira, sdo adicionadas aliquotas de 20 pl de diluigdes
seriadas de FGF-2 e mutantes em DMEM. Apés 5 dias em cultura, placas em
duplicado sdo tripsinizadas e as densidades celulares determinadas por contagem
do mimero de células num contador Coulter. As determinagdes sdo realizadas em

duplicado. Os resultados estdo apresentados na Figura 3.

A actividade de FGF-2 e dos mutantes para induzir a proliferagdo
de células ABAE é determinada em fungiio das concentragdes de FGF
adicionadas no meio de cultura. Os valores de ECs, para gln'**'**FGF-2 no grupo
do local 1 (Figura 3A) mostram um aumento de cerca de 10 vezes, de 0,5 ng para

I3¥RGF-2 e todos os mutantes do local 2

5,0 ng/ml, enquanto que o mutante gin
ndo mostram altera¢do significativa comparando com o valor da molécula

selvagem (Figura 3B).

A indugio do activador do plasminogénio tipo urocinase pelos
mutantes FGF foi avaliada. As células endoteliais de aorta bovina (ABAE) foram
semeadas a 20 00 células/alvéolo em placas de 96 alvéolos e mantidas em
DMEM contendo 10% de soro fetal (Hyclone, Logan, UT) suplementado com
penicilina (100 unidades/ml), estreptomicina (100 pg/ml) e L-glutamina (2 mM)
e concentracdes diferentes de FGF-2 ou mutantes. Apds 24 horas, as células
foram lavadas com soro fisioldgico tamponado com fosfatos ¢ lisadas em Tris-
HC1 60 mM, pH 8,5, contendo 0,05% de Triton X-100. A actividade de activador
do plasminogénio tipo urocinase (uPA) foi medida como descrito por Presta, et
al., referido atras, usando o substrato cromogénico da plasmina D-norleucil-hexa-
hidrotirosil-lisina acetato de p-nitroanileto (American Diagnostics, Greenwich,
CT). As concentragdes de proteina associadas as células foram determinadas

usando a ligagdo de azul Coomassie a proteina. Os resultados estdo apresentados
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na Figura 4. O mutante gln'**'**FGF-2 ¢ o unico mutante que apresenta ura

capacidade de indugdo de uPA marcadamente reduzida.

As avaliagdes de angiogénese in vitro foram feitas atraves da
observagio da indugdo de estruturas do tipo capilar pelos mutantes em c¢lulas
ABAE cultivadas num gel de colagénio tridimensional. As placas de gel de
colagénio tridimensional (24 alvéolos) foram preparadas através da adigdo de 0,5
ml de solugdo arrefecida de 0,7 mg/ml de colagénio tipo I da cauda de rato
(Becton Dickinson Labwares, Bedford, MA) contendo DMEM 1X e ajustando
cada alvéolo a pH neutro com NalICO;. Apés formagiio do gel de colagénio
(cerca de 1-2 mm de espessura), as células ABAE foram semeadas a 50 000
células/alvéolo. As culturas foram mantidas a 37°C em DMEM contendo 10% de
soro de vitela (Hyclone, Logan, UT) suplementado com penicilina (100
unidades/ml), estreptomicina (100 pg/ml) e L-glutamina (2 mM) até as culturas
atingirem a confluéncia, geralmente em 5 dias, altura em que as células formam
uma monocamada no gel. O meio foi entdo substituido por meio fresco contendo
concentracdes diferentes de FGF-2 ou de mutantes. As culturas foram mantidas a

37°C durante 48 horas, depois tratadas com metanol frio (-20°C).

A abundancia das estruturas do tipo capilar formadas pelas células
ABAE foi analisada usando um Kontron IBAS Imagc Analyzer, tendo acoplados
uma cimara de video Hamamatsu C2400 e um microscopio Zeiss Axioshop. A
imagem de contraste de fase de cada campo obtido com uma camara de video foi
convertida numa imagem binria em que as areas ocupadas por estruturas tipo
capilar sdo brancas ¢ o resto ¢ um fundo escuro. O grau de angiogénese in vitro
foi entdo medido como uma percentagem das éareas brancas dividida pela area
total medida. As culturas celulares de condigdes idénticas foram mantidas em
alvéolos em duplicado. Trés a quatro areas de cada alvéolo foram examinadas por

analise de imagem e determinados o valor médio e o desvio padrdo. Os resultados
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deste método de quantificagdo assitido por computador estdo descritos na T'igura
5. A formagio de tubos induzida pelo mutante gIn'?1*®FGF-2 ¢ muito inferior &

indicada para FGF-2 selvagem e outros mutantes.

A descrigdo atras tem a finalidade de ensinar os familiarizados com
a matéria a realizar o presente invento e ndo se destina a detalhar todas as
modificagdes e variages 6bvias dele, que serdo aparentes para os familiarizados
com a matéria quando da leitura da descrigdo. Pretende-se no entanto, incluir no
ambito do invento todas essas modificagdes e variagdes Obvias conforme definido

nas reivindicagBes apensas.
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

(0

INFORMACAO GERAL

(1)

(i)

(iif)

(iv)

™

(viti)

REQUERENTES: Lu-Yuan Li
Andrew P. Seddon
Yakov Gluzman

Peter Bohlen

TITULO DO INVENTO: Analogos estruturais do local de ligagio

4 heparina de factores de crescimento de fibroblastos

NUMERO DE SEQUENCIAS: 14

ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA:
American Cyanamid Company

Patent Law Department

One Cyanamid Plaza

Wayne,NJ 07470-8426

FORMA LEGIVEL EM COMPUTADOR

(A) TIPO DE MEIO: disquete de 5,25” de 360 Kb
(B) COMPUTADOR: IBM PC

(C) SISTEMA OPERATIVO: MS DOS

(D) SOFTWARE: Processador Word

INFORMACAO SOBRE O PROCURADOR
(A) NOME: Estelle J. Tsevdos
(B) NUMERO DE REGISTO: 31145
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(C) NUMERO DE REFERENCIA: 854-011

(ix) TNFORMAGAO PARA TELECOMUNICACOES
(A) NUMERO DE TELEFONE: 201-831-3242
(B) NUMERO DE TELEFAX: 201-831-3305

(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:1
() CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA
(A) COMPRIMENTO: 55 bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(i) TIPO DE MOLECULA:
(A) DESCRICAO: oligonucledtido
(v)  TIPO DE FRAGMENTO: DNA sintético
(ix) CARACTERISTICA
(D) INFORMACAO: sequéncia iniciadora usada na preparag@o
de construcdes

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:1
GTCTAGAAAA TACACCAGTT GGTACGTAGC ACTGCAGCGA ACCGCTCACT ATAMAA

(3) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:2
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA
(AYCOMPRIMENTO: 34 bases
(B)TIPO: 4cido nucleico
(C)TIPO DE CADEIA: simples
(D)TOPOLOGIA: linear
(i) TIPODE MOLECULA:
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(A) DESCRICAOQ: oligonucleétido
(v)  TIPO DE FRAGMENTO: DNA sintético
(ix) CARACTERISTICA
(D) INFORMACAQ: sequéncia iniciadora usada na preparagdo
de construgdes

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:2
CTTGGTTCCC AAACAGGGCC CGGGCAGAAA GCTA

(4) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:3
1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA
(A) COMPRIMENTO: 50 bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(i) TIPO DE MOLECULA:
(A) DESCRICAO: oligonucledtido
(v)  TIPO DE FRAGMENTO: DNA sintético
(ix) CARACTERISTICA
(D) INFORMACAO: sequéncia iniciadora usada na preparago de
construgdes emparclhada com SEQ ID NO 4
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:3

CTAGCACTTA AGCGTACGGG GCAGTATAAG CTTGGITCCC AAACAGGGCC

(5) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO:4
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA
(A) COMPRIMENTO: 46 bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
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(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(i) TIPO DE MOLECULA:
(A) DESCRICAO: oligonucledtido
(v)  TIPO DE FRAGMENTO: DNA sintético
(ix) CARACTERISTICA
(D) INFORMACAO: sequéncia iniciadora usada na preparagdo de
construgdes emparelhada com SEQ ID NO: 3
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:4

CTGTTTGGGA ACCAAGCTTA TACTGCCCCG TACGCTTAAG TGCTAC

(6) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:5
@) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA
(A) COMPRIMENTO: 50 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA.: linear
(i) TIPO DE MOLECULA:
(A) DESCRICAO: oligonucledtido
(v)  TIPO DE FRAGMENTO: DNA sintético
(ix) CARACTERISTICA
(D) INFORMACAO: sequéncia iniciadora usada na preparagao de
construgdes emparelhado com SEQ ID NO 6
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:5:

GTAGCACTGC AGCGTACGGG GCAGTATAAG CTTGGTTCCC AAACAGGGCC

(7) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:6
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(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA
(A) COMPRIMENTO: 46 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(i) TIPO DE MOLECULA:
(A) DESCRIGAO: oligonucleétido
(v)  TIPO DE FRAGMENTO: DNA sintético
(ix) CARACTERISTICA
(D) INFORMAGAO: sequéncia iniciadora usada na preparagdo de
constru¢des emparelhada com SEQ ID NO:5
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:6

CTGTTTGGGA ACCAAGCTTA TACTGCCCCG TACGCTGCAG TGCTAC

(8) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:7
()  CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA
(A) COMPRIMENTO: 28 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(i) TIPO DE MOLECULA:
(A) DESCRICAO: oligonucledtido
(v) TIPO DE FRAGMENTO: DNA sintético
(ix) CARACTERISTICA
(D) INFORMACAO: sequéncia iniciadora usada na preparagdo de
construgdes emparelhada com SEQ ID NO: 8
(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ LD NO:1

GTAGCACTGC AGCAGACGGG GCAGTATC
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(9) INFORMAGAO PARA SEQID NO:8
() CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA
(A) COMPRIMENTO: 32 bases
(B) TTIPO: écido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(i) TIPO DE MOLECULA:
(A) DESCRICAO: oligonucledtido
) TIPO DE FRAGMENTO: DNA sintético
(ix) CARACTERISTICA
(D) INFORMACAO: sequéncia iniciadora usada na preparagio de
construcdes emparelhada com SEQ ID NO: 7
(xiy DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:8

AGCTGATACT GCCCCGTCTG CTGCAGTGCT AC

(10) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:9
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA
(A) COMPRIMENTO: 50 bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA! linear
(i) TIPO DE MOLECULA:
(A) DESCRICAO: oligonucleétido
(v)  TIPO DE FRAGMENTO: DNA sintético
(ix) CARACTERISTICA
(D) INFORMACAO: sequéncia iniciadora usada na preparagdo de
construgdes emparelhada com SEQ ID NO:10
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(xij DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:9
GTAGCACTTA AGCAGACGGG GCAGTATCAG CTTGGTTCCA AAACAGGGCC

(11) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO:10
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA
(A) COMPRIMENTO: 46 bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
TIPO DE MOLECULA:
(A) DESCRICAO: oligonucleétido
(v)  TIPO DE FRAGMENTO: DNA sintético
(ix) CARACTERISTICA

™y
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(D) INFORMAGAO: sequéncia iniciadora usada na preparagdo de

construgdes emparelhado com SEQ ID NO:9

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:10
CTGTTTTGGA ACCAAGCTGA TACTGCCCCG TCTGCTTAAG TGCTAC

(12) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:11
() CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA
(A) COMPRIMENTO: 43 bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(i) TIPO DE MOLECULA:
(A) DESCRICAO: oligonucledtido
(v)  TIPO DE FRAGMENTO: DNA sintético
(ix) CARACTERISTICA

:
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(D) INFORMACAQ: sequéncia iniciadora usada na preparagao de
construgdes emparelhado com SEQ ID NO: 12
(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:11

TTAAGCAGAC GGGGCAGTAT AAGCTTGGTT CCAAAACAGG GCC

(13) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:12
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA
(A) COMPRIMENTO: 35 bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(i)  TIPO DE MOLECULA:
(A) DESCRICAO: oligonuclestido
(v)  TIPO DE FRAGMENTO: DNA sintético
(ix) CARACTERISTICA
(D) INFORMACAQ: sequéncia iniciadora usada na preparagio de
construgdes emparethada com SEQ ID NO:12
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:12

CTGTTTTGGA ACCAAGCTTA TACIGLLCCLG TCTGC

(14) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:13
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA
(A) COMPRIMENTO: 43 bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(i) TIPO DE MOLECULA:
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(xi)
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(A) DESCRICAO: oligonucledtido

TIPO DE FRAGMENTO: DNA sintético
CARACTERISTICA

(D) INFORMACAO: usada na preparagéio de construgdes
DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO 13:

TTAAGCGTAC GGGGCAGTAT CAGCTTGGTT CCAAAACAGG GCC

(15) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:14

®

(i)

V)
(ix)

(x1)

CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA

(A) COMPRIMENTO: 35 bases

(B)TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

TIPO DE MOLECULA:

(A) DESCRICAO: oligonucledtido

TIPO DE FRAGMENTO: DNA sintético
CARACTERISTICA

(D) INFORMAGAO: usada na preparagdo de construgdes
DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:14

CTGTTTTGGA ACCAAGCTGAT ACTGCCCCGT ACGC
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REIVINDICACOES

1. Um antagonista do factor de crescimento de fibroblastos 2
(FGF-2), compreendendo um andlogo estrutural de FGF-2 seleccionado entre
GIn'®FGF-2 ¢ GIn'”*'**FGF-2, em que o referido analogo estrutural de FGF-2
apresenta afinidade de ligagdo aos receptores da superficie celular aproxima-
damente igual ou superior a0 FGF-2 nativo, menor afinidade para a heparina ou
polissacéridos do tipo heparina comparado com FGF-2 nativo e menor actividade

mitogénica comparado com FGF-2 nativo.

2. Uma sequéncia de DNA codificadora do analogo estrutural

de FGF-2 da reivindicagdo 1.

3. Utilizagdo do antagonista de FGF-2 da reivindicagdo 1, que
compreende o andlogo estrutural, para a produgdo de um medicamento para o

tratamento ou profilaxia de neoplasmas angiogénicos num mamifero.

4. Uma célula hospedeira codificadora de GIn'**FGF-2 depo-

sitada na ATCC com o numero de acesso 69420.

5. Uma célula hospedeira codificadora de GIn'?*'**FGF-2 depo-

sitada na ATCC com o nimero de acesso 69413.

Lisboa, 28 de Setembro de 2001

ALBERTO CANELAS
Agente Oficial da Propriedade lndustrial
RUA VICTOR CCRDON, 14
1200 LISBOA
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