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(67) Resumo: METODOS PARA RECUPERAGCAO DE UMA
PROTEINA DE LIGAGAO A HEPARINA. A presente invengéo refere-
se a um processo para recuperagcdo de proteinas de ligagdo a
heparina redobradas produzidas em células hospedeiras heterdlogas
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Grafico da tabela 1: Efeito da Heparina e Sulfato de dextrano no redobramento de VEGF
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“METODOS PARA RECUPERAGAO DE UMA PROTEINA DE LIGACAO A
HEPARINA”
Este pedido reivindica prioridade para e em beneficio do Pedido
Provisoério US 60/753.615, depositado em 22 de dezembro de 2005, e Pedido
Provisorio US 60/807.432, depositado em 14 de julho de 2006, cujas
especificagbes séo integralmente incorporadas ao presente pedido.

CAMPO DA INVENCAO

Esta invencao refere-se aos métodos para obtengéo de proteinas
de ligagéo a heparina produzidas em cultura celular. A invengao inclui métodos
para recuperagao e purificacdo de proteinas de ligagao a heparina redobradas
que foram produzidas em células hospedeiras procariontes e estéo presentes
nestas células, tipicamente no espago periplasmatico ou intracelular. As
proteinas de ligagdo a heparina produzidas nas células hospedeiras
procariontes podem ser também encontradas como proteinas soluveis ou como
uma mistura de proteinas soluveis ou insoluveis.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Sabe-se que uma grande variedade de polipeptideos ativos
biologicamente, que ocorrem naturalmente, se liga a heparina. Tais
polipeptideos que se ligam a heparina incluem citocinas, como fator plaquetario
4 e |IL-8 (Barber et al., (1972) Biochim. Biophys. Acta, 286:312-329; Handin et
al., (1976) J. Biol. Chem., 251:4273-422; Loscalzo et al., (1985) Arch. Biochem.
Biophys. 240:446-455; Zucker et al, (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
86:7571-7574; Talpas et al., (1991) Biochim. Biophys. Acta, 1078:208-218;
Webb et al., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:7158-7162) fatores de
crescimento de ligagdo a heparina (Burgess e Maciag, (1989) Annu. Rev.
Biochem., 58:576-606; Klagsbrun, (1989) Prog._Growth Factor Res., 1:207-
235), como fator de crescimento epidermal (EGF); fator de crescimento

derivado de plaqueta (PDGF); fator de crescimento basico de fibroblastos
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(bFGF); fator de crescimento acido de fibroblastos (aFGF); fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF); e fator de crescimento de hepatécito (HGF) (Liu et
al., (1992) Gastrointest. Liver Physiol. 26:G642-G649); e selectinas, como L-
selectina, E-selectina e P-selectina (Norgard-Sumnicht et al., (1993) Science,
261:480-483). Ver também, Munoz e Linhardt.,, (2004) Arterioscler Thromb
Vasc Biol., 24:1549-1557.

O documento WO 95/07097 descreve formulagdes de proteinas
de ligagcdo a heparina incluindo fator de crescimento de ligagéo a heparina
como VEGF, com heparina nativa purificada ou outros compostos polianidnicos
para uso terapéutico. A heparina derivada de oligossacarideos e varios outros
compostos polianiénicos mostraram estabilizar a conformagao ativa para
fatores de crescimento de ligacdo a heparina (Barzu et al., (1989) J. Cell.
Physiol. 140:538-548; Dabora et al., (1991) J. Biol. Chem. 266:23627-23640) e
a cromatografia de afinidade em heparina foi empregada em varios esquemas
de purificagao (ver em geral, o WO 96/02562).

Muitas proteinas de ligagao a heparina originarias de mamifero
foram produzidas por tecnologia recombinante e séao clinicamente relevantes
(Munoz e Linhardt, (2004) Arterioscler Thromb Vasc Biol, 24:1549-1557,
Favard et al. (1996) Diabetes and Metabolism 22(4):268-73; Matsuda et al.,
(1995) J. Biochem. 118(3):643-9; Roberts et al., (1995) Brain Research
699(1):51-61). Por exemplo, VEGF é um importante mitégeno para células
endoteliais vasculares. E também conhecido como fator de permeabilidade
vascular (VPF). Ver, Dvorak et al., (1995) Am. J. Pathol. 146:1029-39. VEGF
atua na vasculogénese, no desenvolvimento da vasculatura embridnica e
angiogénese e no processo de formagéo de novos vasos sanguineos a partir
dos pré-existentes. Ver, por exemplo, Ferrara, (2004) Endocrine Reviews
25(4):581-611; Risau et al., (1988) Dev. Biol., 125:441-450; Zachary, (1998)
Intl. J. Biochem Cell Bio 30:1169-1174; Neufeld et al., (1999) FASEB J. 13:9-22;
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Ferrara (1999) J. Mol. Med. 77:527-543; e, Ferrara e Davis-Smyth, (1997)
Endocri. Rev. 18:4-25. Aplicagées clinicas para o VEGF incluem aquelas onde o
crescimento de novos leitos capilares € indicado, como por exemplo, na
promogéo da cicatrizagdo (ver, por exemplo, WO 91/02058; e resumo do agente
n°. P2358R1, chamado “Wound Healing”, depositado em 16 de junho de 2006),
na promogao do crescimento e reparo do tecido, por exemplo, figado (ver, por
exemplo, WO 2003/0103581), osso (ver, por exemplo, WO 2003/094617), etc.
Vide também Ferrara (2004) em Endocrine Reviews 25(4):581-611.

Tipicamente, proteinas recombinantes relevantes
terapeuticamente sao produzidas em uma variedade de organismos
hospedeiros. A maioria das proteinas pode ser expressa em suas formas
nativas nos hospedeiros eucariontes como células CHO. A cultura celular
animal exige periodos prolongados de crescimento para atingir o maximo
de densidade celular e basicamente atinge densidade celular mais baixa do
que culturas celulares procariontes (Cleland, J. (1993) ACS Symposium
Series 526, Protein Folding: In Vivo and In Vitro, American Chemical
Society). A lém disso, culturas celulares animais frequentemente e xigem
meios caros, contendo componentes de crescimento que podem interferir
na recuperacdo da proteina desejada. Sistemas de expressao de
hospedeiros bacterianos fornecem uma alternativa eficaz em termos de
custo para a produgdo em escala de proteinas recombinantes. Exiétem
diversas patentes US sobre expressdao bacteriana de proteinas
recombinantes em geral, incluindo patentes US 4.565.785; US 4.673.641;
US 4.795.706 e US 4.710.473. A maior vantagem do método de produgao &
a capacidade para isolar facilmente o produto a partir dos componentes
celulares por centrifugagéo ou microfiltragdo. Ver, por exemplo, Kipriyanov
e Little, (1999) Molecular Biotechnology, 12: 173-201; e, Skerra
ePluckthun, (1988) Science, 240: 1038-1040.
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Fatores de crescimento de ligagcao a heparina recombinantes como
fator de crescimento acido de fibroblastos, fator de crescimento basico de
fibroblastos e fator de crescimento endotelial vascular foram recuperados e
purificados a partir de inimeras fontes incluindo bactéria (Salter D.H. et al,
(1996) Labor. Invest. 74(2):546-556 (VEGF); Siemeister et al., (1996) Biochem.
Biophys. Res. Commun. 222(2):249-55 (VEGF); Cao et al., (1996) J. Biol. Chem.
261(6):3154-62 (VEGF); Yang et al., (1994) Gaojishu Tongxun, 4:28-31 (VEGF);
Anspach et al., (1995) J. Chromatogr. A 711(1):129-139 (aFGF e bFGF);
Gaulandris (1994) J Cell. Physiol. 161(1):149-59 (bFGF); Estape e Rinas (1996)
Biotech. Tech. 10(7):481-484 (bFGF); McDonald et al, (1995) FASEB J.
9(3):A410 (bFGF)). No entanto, sistemas de expressao bacterianos como E.
coli sdo desprovidos de maquinaria celular para facilitar o redobramento correto
das proteinas e geralmente nao resulta na secre¢éo de proteinas grandes no

meio de cultura. Proteinas recombinantes expressas em células hospedeiras

bacterianas sao frequentemente encontradas como corpos de inclusao que

consistem de massas densas parcialmente dobradas e proteinas reduzidas
dobradas de forma incorreta. Nesta forma, a proteina recombinante & geralmente
inativa. Por exemplo, a forma ativa predominante do VEGF é um homodimero de
dois polipeptideos com 165 aminoacidos (VEGF-165). Nesta estrutura, cada
subunidade contém 7 pares de pontes bissulfeto entre as cadeias e dois pares
que efetuam a ligagéao covalente das duas subunidades (Ferrara et al., (1991)
J. Cell. Biochem. 47:211-218). A conformagao nativa inclui um dominio basico
forte que mostrou se ligar facilmente a heparina (Ferrara et al. (1991) acima). A
dimerizacao covalente do VEGF é necessaria para ligagéo e atividade biolégica
efetivas do receptor (Poétgens et al., (1994) J. Biol. Chem. 269:32879-32885;
Claffey et al., (1995) Biochim. et Biophys._Acta 1246:1-9). O produto bacteriano
potencialmente contém diversos intermediarios de bissulfeto misturados e

dobrados de forma incorreta.
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Além disso, o redobramento frequentemente produz dimeros,
trimeros e multimeros ligados ao bissulfeto e dobrados de forma incorreta.
(Morris et al., (1990) Biochem. J ., 268:803-806; Toren et al., (1988) Anal.
Biochem., 169:287-299). Este fendmeno de associagdo € muito comum durante
o redobramento, particularmente em altas concentragdes de proteina, e parece
frequentemente envolver a associagdo através da interagdo hidrofobica de
intermediarios dobrados parcialmente (Cleland e Wang, (1990) Biochemistry,
29:11072-11078).

O dobramento incorreto ocorre tanto na célula durante a
fermentacdo como durante o procedimento de isolamento. As proteinas
recuperadas do espagco periplasmatico ou intracelular devem ser solubilizadas e a
proteina soluvel redobrada para o estado nativo. Métodos in vitro para
redobramento de proteinas para a conformagao correta, biologicamente ativa séo
essenciais para a obtengéo de proteinas funcionais. Processos a jusante tipicos
de proteinas recuperadas para corpos de inclus&o inclui a dissolugéo dos corpos
de inclusdo em alta concentracdo de um desnaturante como uréia, seguido pela
diluigdo do desnaturante para permitir que o redobramento ocorra (ver, patente
US 4.512.922: US 4.511.502; e US 4.511.503). Ver também, por exemplo,
Rudolph e Lilie, (1996) FASEB J. 10:49-56; e, Fischer et al, (1993),
Biotechnology and Bioengineering, 41:3-13. Tais métodos de recuperagao sao
considerados como sendo universalmente aplicaveis, com pequenas
modificagdes na recuperagdo de proteinas recombinantes biologicamente ativas
a partir de corpos de inclusao. Estes métodos foram aplicados a proteina de
ligagdo a heparina como VEGF (Siemeister et al. (1996) acima). Estes métodos
procuram eliminar ligagées de bissulfeto aleatérias antes da atragao da proteina
recombinante para sua conformacao biologicamente ativa através de sua forga de
estabilizagcdo e nao podem eliminar intermediarios dobrados de forma improépria

ou fornecer populagées homogéneas do produto dobrado corretamente.
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Micelas revertidas ou cromatografia de troca idnica foram usadas
para auxiliar no redobramento das proteinas desnaturadas pelo confinamento de
uma unica proteina dentro de micelas ou isolando-as em uma resina e entao
removendo o desnaturante (Hagen et al., (1990) Biotechnol. Bioeng. 35:966-975;
Creighton (1985) em Protein Structure Folding and Design (Oxender, D.L. Ed.)
paginas 249-251, Nova York: Alan R. Liss, Inc.). Estes métodos foram uteis na
prevencgéao da aglutinagao das proteinas e facilitadores do redobramento correto.
Para alterar a taxa ou extensdo do redobramento, o redobramento especifico
para conformacéo foi realizado com ligantes e anticorpos para a estrutura nativa
da proteina (Cleland e Wang, (1993), em Biotechnology, (Rehm H.-J., e Reed G.
Eds.) paginas 528-555, Nova York, VCH). Por exemplo, creatina quinase foi
redobrada na presenca de anticorpos para a estrutura nativa (Morris et al,
(1987) Biochem. J. 248:53-57). Além dos anticorpos, ligantes e cofatores foram
usados para aumentar o redobramento. Estas moléculas iriam interagir mais
provavelmente com a proteina dobrada apés a formagéo da proteina nativa.
Dessa forma, o equilibrio de dobramento poderia ser “dirigido” ao estado nativo.
Por exemplo, a taxa de dobramento do ferricitocromo c foi aumentada pelo
ligante extrinseco para a posigao axial do ferro heme (Brems e Stellwagon,
(1983) J. Biol. Chem. 258:3655-3661). Proteinas chaperonas foram também
usadas para auxiliar no dobramento da proteina. Ver, por exemplo, Baneyx,
(1999) Current Opinion in Biotechnology, 10:411-421.

Existe uma necessidade para métodos novos e mais efetivos de
dobramento e/ou recuperacao de proteinas de ligagao a heparina a partir de
uma cultura celular hospedeira, por exemplo, para a produgao eficiente e
econdmica de proteinas de ligagdo a heparina na cultura celular bacteriana que
fornegam eliminagéo ou redugéo de intermediarios biologicamente inativos e
melhorem a recuperagido de uma proteina corretamente redobrada,

biologicamente ativa e que sejam geralmente aplicaveis na fabricagao de
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proteinas em grande escala. A invengao remete a estas e outras necessidades,

como serdo aparentes sob revisdo das descrigbes a seguir.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENCAO

A invencao fornece um método para recuperagéo e purificagao de

proteinas de ligagdo a heparina redobradas a partir da cultura celular. Em
especifico, a invengao fornece um método de recuperagéo de uma proteina de
ligagdo a heparina a partir de células hospedeiras procariontes, por exemplo,
células bacterianas. Por exemplo, um método compreende as etapas de:

(a) isolamento da proteina de ligagao a heparina insoluvel a partir
do espaco periplasmatico ou intracelular das ditas células bacterianas;

(b) solubilizagcdo de dita proteina de ligagéao a heparina insoluvel
isolada em uma primeira solugdo tamponada que compreende um agente

caotropico e um agente redutor;

(c) incubagédo da dita proteina de ligagao a heparina solubilizada
em uma segunda solugéo tamponada que compreende um agente caotropico e
um agente polianiénico sulfatado por um periodo e sob condi¢des tais que o
redobramento da proteina de ligacao a heparina ocorra; e

(d) recupefagéo da dita proteina de ligagao a heparina redobrada,
em que ha um aumento de 2 a 10 vezes na concentragao da proteina
recuperada por incubagao com um agente polianiénico sulfatado comparado ao
controle. Em uma realizagdo, a segunda solugdo tamponada ainda
compreende arginina. Em uma realizagdo, a segunda solugao tamponada
ainda compreende cisteina e um agente redutor moderado.

Em uma realizagéo da invengao existe, por exemplo, um aumento
de 2 a 8 vezes na concentragao de proteina recuperada da proteina redobrada
biologicamente ativa, ou um aumento de 2 a 5 vezes na concentragcéo de
proteina recuperada da proteina redobrada biologicamente ativa, ou um

aumento de 3 a 5 vezes na concentragdo de proteina recuperada da proteina
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redobrada biologicamente ativa, ou um aumento de 2 a 3 vezes na
concentracdo de proteina recuperada da proteina redobrada biologicamente
ativa. Em outra realizacdo da invengao existe, por exemplo, um aumento de
mais de 2 a 2,5 vezes, 2,8 vezes, 3 vezes, 5 vezes, 6 vezes, 7 vezes, 8 vezes, 9
vezes etc. na concentracdo de proteina recuperada da proteina redobrada
biologicamente ativa. Em uma realizagéo da invengéo, existe um aumento de 3a
5 vezes na concentracgao de proteina do VEGF redobrado biologicamente ativo.

Os processos da presente invencdo s&o amplamente aplicaveis
para proteinas de ligagdo a heparina e especialmente para fatores de
crescimento de ligacdao a heparina e em especifico o fator de crescimento
endotelial (VEGF). Em certas realizagdes da invengdo, o agente polianionico
sulfatado tem cerca de 3.000 a 10.000 daltons. Em uma realizagéo, o agente
polianiénico sulfatado utilizado no processo de produgao é um sulfato de
dextrano, sulfato de sodio ou sulfato de heparina. Em um aspecto, o sulfato de
dextrano tem entre 3.000 e 10.000 daltons.

A invencao adicionalmente fornece processos e métodos para
purificacdo de proteinas de ligacdo a heparina tanto sozinhas como em
conexd@o com a recuperagao da proteina de ligagao a heparina como descrito
no presente pedido. Em uma realizagdo especifica, métodos de purificagao
incluem colocar em contato dita proteina de ligagdo a heparina redobrada com
um suporte cromatografico de hidroxiapatita, um primeiro suporte
cromatografico de interagéo hidrofébica, um suporte cromatografico catibnico e
um segundo suporte cromatografico de interagdo hidrofobica, e eluir
seletivamente a proteina de ligagdo a heparina de cada suporte. Em outra
realizacdo, um método de purificagdo compreende colocar em contato dita
proteina de ligagdo a heparina redobrada com um suporte de troca catidnica;
um primeiro suporte cromatografico de interagado hidrofoébica; e um suporte

cromatografico de meio de troca ibnica ou misto, e eluir seletivamente a
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proteina de ligagcao a heparina de cada suporte. E contemplado que as etapas
para recuperagdo podem ser realizadas em qualquer ordem, por exemplo,
seqliencialmente ou alterando a ordem dos suportes cromatograficos. Em
certas realizagdes da invengao, sao fornecidos métodos para recuperagao e
purificagdo de proteinas de ligagdo a heparina redobradas a partir de cultura

celular de fabricagéao ou escala industrial.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 ilustra uma cromatografia a partir do VEGF produzido
por linhagem bacteriana W3110 carregada em uma coluna POROS HE2/M (4,6
x 100 mm, PerSeptive BioResearch Products, Cambridge, MA). Por exemplo, a
coluna POROS HE/2M é equilibrada em 10 mM de fosfato de sédio, pH 7
contendo 0,15 M de cloreto de sédio. A coluna é eluida usando-se um
gradiente linear de 0,15 M a 2 M de cloreto de sodio em 10 mM de fosfato de
sodio, pH 7 por 10 minutos. O eluente € monitorado em 280 nm. A proteina
recuperada em cada pico corresponde ao VEGF, embora apenas o pico 3
corresponda a um VEGF redobrado de forma correta, biologicamente ativo.

A Figura 2 ilustra um grafico que descreve a estabilizagdo do VEGF
nativo dobrado corretamente pela heparina. O VEGF é suspenso em 50 mM de
HEPES, pH 8, contendo 5 mM de EDTA, 0,2 M de NaCl e 10 mM de cisteina.

As Figuras 3A - 3D ilustram cromatografias de VEGF produzidos
por linhagens bacterianas W3110 e incubadas com 12 pg/ml de sulfato de
dextrano 5.000 daltons (Figura 3A); 12 pg/ml de sulfato de dextrano 8.000
daltons (Figura 3B); 12 pg/ml de sulfato de dextrano 10.000 daltons (Figura 3C)
ou 25 pg/ml de heparina (Figura 3D), 3.000 daltons e carregado em uma coluna
POROS HE2/M (4,6 x 100 mm, PerSeptive BioResearch Products, Cambridge,
MA). Por exemplo, a coluna é equilibrada em 10 mM de fosfato de sdédio, pH 7
contendo 0,15 M de cloreto de sodio. A coluna é eluida usando-se um

gradiente linear de 0,15 M a 2 M de cloreto de sédio em 10 mM de fosfato de
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sodio, pH 7 por 10 minutos. O eluente € monitorado em 280 nm. A proteina
recuperada em cada pico corresponde ao VEGF, embora apenas o pico 3
corresponda a um VEGF redobrado de forma correta, biologicamente ativo.

A Figura 4 ilustra o efeito de escala no redobramento do VEGF.

A Figura 5 ilustra o efeito da heparina de baixo peso molecular
(MW) e alto MW, e sulfato de dextrano, de 10.000 daltons, no VEGF redobrado.
O pico 3 corresponde a um VEGF redobrado corretamente, biologicamente ativo.

A Figura 6 ilustra o efeito do sulfato de sédio no redobramento do
VEGF. O pico 3 corresponde a um VEGF redobrado corretamente,
biologicamente ativo.

A Figura 7 ilustra o efeito da heparina de baixo peso molecular
(MW) e alto MW, e sulfato de dextrano, de 5.000 daltons, de 8.000 daltons e de
10.000 daltons no VEGF redobrado. O pico 3 corresponde a um VEGF
redobrado corretamente, biologicamente ativo.

A Figura 8 ilustra o efeito da heparina e sulfato de dextrano no
redobramento do VEGF. O pico 3 corresponde a um VEGF redobrado
corretamente, biologicamente ativo.

A Figura 9 ilustra o efeito da uréia e DTT na extragao do VEGF a
partir de corpos de inclusao bacterianos.

A Figura 10 ilustra o efeito da concentragado de uréia e DTT no
redobramento do VEGF.

A Figura 11 ilustra a sequéncia de aminoacido do VEGF1es com
pontes bissulfeto indicadas (SEQ ID NO:1).

A Figura 12 ilustra o efeito da presenga de aminoacidos
carregados. Na concentragéo de 0,75 M na segunda solugao tamponada, tanto
arginina como lisina s&o benéficas, enquanto histidina tem pouco efeito aditivo
quando comparado a solugdo tamponada sem a mesma. Adicionalmente a

arginina mostrou ter efeito similar em concentragcées de 0,1 a 1M.
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A Figura 13 ilustra o efeito da diluigdo na % de eficiéncia no
redobramento, onde embora a concentracdo total de VEGF seja inferior
conforme os aumentos de diluicbes, a porcentagem da eficiéncia no
redobramento € maior com mais diluic&o.

DEsCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

DEFINICOES

“Heparina” (também chamada de acido heparinico) € um grupo

heterogéneo de mucopolissacarideos anibnicos de cadeia retas, altamente
sulfatadas, chamados glicosaminoglicanos. Embora outros possam estar
presentes, os principais aglcares na heparina sao: acido a-L-idurénico 2-
sulfato, 2-desoxi-2-sulfamino-a-glicose 6-sulfato, acido B-D-glicorénico, 2-
acetamido-2-desoxi-a-D-glicose, e acido L-iduronico. Estes e outros aglcares
opcionais estdo unidos por ligagdes glicosidicas, formando polimeros de
tamanhos variados. Devido a presenca destes grupos sulfato e acido
carboxilico ligados covalentemente, a heparina é fortemente acida. O peso
molecular da heparina varia de aproximadamente 3.000 a cerca de 20.000
daltons, dependendo da fonte e do método de determinag&o.

A heparina nativa é constituinte de varios tecidos, especialmente
figado e pulmao, e mastécitos em diversas espécies de mamiferos. Heparina e
sais de heparina (heparina sédica) estdao comercialmente disponiveis e sao
primeiramente usadas como anticoagulantes em varias situagdes clinicas.

“Sulfato de dextrano” € um sulfato de dextrano cuja principal
estrutura € um polimero de D-glicose. Glicose e outros agucares opcionais
estdo unidos por ligagbes a-D(1-6) glicosidicas, formando polimeros de
tamanhos variados. Devido & presenga do sulfato ligado covalentemente, o
sulfato de dextrano é fortemente acido. O contetido de enxofre &€ geralmente
nao menos que 10%, e tipicamente cerca de 15% a 20% com até 3 grupos

sulfato por molécula de glicose. A média do peso molecular de sulfato de



10

15

20

25

12

dextrano & de aproximadamente 1.000 a cerca de 40.000.000 daltons.
Exemplos de sulfato de dextrano empregados na invengao incluem sulfatos de
dextrano produzidos por microorganismos, tais como Leuconostoc
mesenteroides e L. dextranicum.

“Agente polianiénico” como usado dentro do escopo da invengao
tem a intengcdo de descrever preparagdes de heparina nativa purificada
comercialmente disponivel e compostos que sao capazes de se ligar as
proteinas que se ligam a heparina incluindo outros “agentes polidnicos” como
sulfato de sodio, sulfato de heparina, sulfato de heparana, pentosana (poli)
sulfato, dextrano, sulfato de dextrano, acido hialurénico, condroitina, sulfato de
condroitina, dermatan sulfato e keratan sulfato. Particularmente util dentro
deste contexto da invencdo € um "agente polianiénico suifatado” como, por
exemplo, um derivado sulfato de um polissacarideo, como sulfato de heparina,
sulfato de dextrano, os sulfatos de ciclodextrina produzidos por
microorganismos como Bacillus macerans descrito na patente US 5.314.872,
bem como sulfatos de outros glicanos como B-1,3-glicano-sulfatos, o 3-1,3-
glicano sendo produzido pelos microorganismos que pertencem aos géneros
Alcaligenes ou Agrobacterium, e sulfato de condroitina, bem como fragmentos
de heparina sulfatada.

Os agentes mencionados acima estdo geralmente disponiveis e
sao reconhecidos por um técnico no assunto. Por exemplo, fragmentos de
heparina sulfatada podem ser obtidos a partir de uma biblioteca de
oligossacarideos derivados da heparina que foram fracionados por
cromatografia de permeagdo em gel. A preparagao de oligossacarideos
derivados da heparina com afinidade fracionada foi relatada por Ishihara et al.,
(1993) J. Biol. Chem., 268:4675-4683. Estes oligossacarideos foram
preparados a partir de heparina suina comercial seguindo despolimerizagao

parcial com acido nitroso, redugéo com boroidrido de sédio e fracionamento por
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cromatografia de permeagao em gel. Os pools resultantes de di, tetra, hexa,
octa e decassacarideos foram seqiiencialmente aplicados a uma coluna de
afinidade de bFGF recombinante humano, ligado covalentemente a
SEPHAROSE™ 4B, e foram ainda fracionados em subpools com base em
suas eluicbes a partir desta coluna em resposta aos gradientes de cloreto de
sodio. lIsto resultou em cinco pools, designados Hexa-1 até Hexa-5, as
estruturas e atividades bioldgicas destes foram ainda avaliadas. A estrutura do
Hexa-5C e seu espectro 500-MHz NMR estao mostradas na Figura 4 de Tyrell
et al., (1993) J. Biol. Chem., 268:4684-4689. Este hexassacarideo tem a estrutura
[IdoA(2-0S03)a1-4GIcNSO;3(6-0S03)a1-4]:1doA(2-OSO3)a 1-4AMang(6-OS Os).
Todos os oligossacarideos derivados da heparina discutidos acima, bem como
outros oligoésacarideos similares a heparina sdo adequados e podem ser
usados de acordo com a invengdo. Em uma realizacdo da invengao,
hexassacarideos e polissacarideos da heparina com tamanho de unidade
maior (por exemplo, hepta, octa, nona e decassacarideos) sao usados. Além
disso, oligossacarideos derivados da heparina ou similares a heparina com
uma ampla rede de carga negativa, por exemplo, devido a um alto grau de
sulfonagao, sao vantajosos.

O termo “proteina de ligagdo a heparina” ou “HPB” como usado
no presente pedido refere-se a um polipeptideo capaz de se ligar a heparina
(como definido acima). A definigao inclui as formas nativas madura, pré, pré-
pro e pro de proteinas de ligagao a heparina produzidas de forma
recombinante. Exemplos tipicos de proteinas de ligagéo a heparina sao “fatores
de crescimento de ligagdo a heparina” incluindo, mas nao limitado fator de
crescimento epidermal (EGF); fator de crescimento derivado de plaqueta

(PDGF); fator de crescimento basico de fibroblastos (bFGF); fator de

crescimento acido de fibroblastos (aFGF); fator de crescimento endotelial

vascular (VEGF); fator de crescimento de hepatécito (HGF) (também conhecido
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como fator scatter, SF), e fator de crescimento do nervo (NGF), IL-8, etc.

Como usado no presente, "fator de crescimento endotelial
vascular", ou "VEGF", refere-se a um fator de crescimento de mamifero
originalmente derivado das células foliculares pituitarias bovinas que tém a
sequéncia de aminoacido divulgada em Castor, C.W., et al., (1991) Methods in
Enzymol. 198:391-405, junto com derivados funcionais deste que tem a
atividade biolégica qualitativa de um VEGF correspondente, incluindo, mas nao
limitado a sequéncia de aminoacido do VEGF humano como relatado em
Houck et al., (1991) Mol. Endocrin. 5:1806-1814. Ver também, Reyes et al.
(1989) Science, 246:1306, e, Robinson & Stringer, (2001) Journal of Cell
Science, 144(5):853-865, patente US 5.332.671. A forma predominante do
VEGF é um homodimero com 165 aminoacidos que tem dezesseis residuos de
cisteina que formam 7 pontes bissulfeto intramoleculares e duas pontes
bissulfeto intermolecular. A montagem de genes (splicing) alternativa foi
envolvida na formacgao de polipeptideos VEGF humanos muiltiplos que
consistem de 121, 145, 165, 189 e 206 aminoacidos, no entanto o VEGF 21
variante é desprovido de dominio de ligagao a heparina de outros variantes e,
dessa forma, ndo se inclui na definicao da proteina de ligagdo a heparina
apresentada no presente pedido. Todas as isoformas do VEGF compartilham
um dominio de aminoacido comum, mas diferem no comprimento da porgao
terminal carboxila da molécula. A forma ativa preferida do VEGF, VEGF 165, tem
pontes bissulfeto entre os residuos de aminoacidos Cys26-Cys68; Cys57-
Cys104; Cys61-Cys102; Cys117-Cys135; Cys120-Cys137; Cys139-Cys;158;
Cys146-Cys160 em cada mondmero. Ver Figura 11. Ver também, por exemplo,
Keck et al., (1997) Archives of Biochemistry and Biophysics 344(1):103-113. A
molécula VEGF g5 € composta de dois dominios: um dominio de ligagao de
receptor da terminagéo amina (homodimero ligado por bissulfeto de 1 a 110

aminoacidos) e um dominio de ligacdo a heparina da terminagéo carboxila
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(residuos 111 a 165). Ver, por exemplo, Keyt et al, (1996) J. Biol. Chem.,
271(13):7788-7795. Em certas realizagdes da invengéo, o VEGFies isolado e
purificado néo é glicosilado no residuo 75 (Asn). Ver, por exemplo, Yang et al,,
(1998) Journal of Pharm._& Experimental Therapeutics, 284:103-110. Em certas
realizagdes da invengdo, o VEGFgs isolado e purificado € substancialmente
nao deamidado no residuo Asn10. Em certas realizagdes da invencao, o
VEGF s isolado e purificado é uma mistura de proteina deamidada (no residuo
Asn10) e nao deamidada, tipicamente com a grande parte da proteina sendo
nao deamidada. Visto que o VEGFes € um homodimero, a deamidagéo pode
ocorrer em uma ou ambas as cadeias polipeptidicas.

Como usado no presente, VEGF ou outro HBP e similares
“dobrados corretamente” ou “biologicamente ativos” referem-se a uma molécula
com uma conformacéo biologicamente ativa. O técnico no assunto reconhecera
que intermediarios dobrados de forma incorreta e misturados com bissulfeto
podem ’ ter atividade biolégica. Em tal caso, o VEGF ou HBP dobrado
corretamente ou biologicamente ativo corresponde ao padrdo de dobramento
nativo do VEGF (descrito acima) ou outro HBP. Por exemplo, VEGF dobrado
corretamente tem pontes de bissulfeto apontados acima, além das duas pontes
bissulfeto intermoleculares na molécula dimérica embora outros intermediarios
possam ser produzidos pela cultura celular bacteriana. (Figura 1 e 3A-3D).
Para o VEGF dobrado corretamente as duas pontes bissulfeto intermoleculares
ocorrem entre os mesmos residuos, Cys51 e Cys60, de cada mondmero. Ver,
por exemplo, patente WO 98/16551. Atividades bioldgicas do VEGF incluem,
mas nao estdo limitadas a, por exemplo, promogdo da permeabilidade
vascular, promogdo do crescimento de células endoteliais vasculares, ligagao
ao receptor VEGF, ligagéao e sinalizagao através de um receptor VEGF (ver,
também, K eyt et al, (1996) Journal of Biological Chemistry, 271(10):5638-

5646), que induz angiogénese, etc.
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Os termos “purificada” ou “HBP pura” e similares referem-se a
um material livre de substdncias que normalmente acompanham estas,
como encontradas em sua produgdo recombinante e especialmente na
cultura celular procarionte ou bacteriana. Assim os termos se referem a
uma HBP recombinante que é livre de DNA contaminante, proteinas de
células hospedeiras ou outras moléculas associadas com este em
ambiente in situ. Os termos se referem a um grau de pureza de pelo menos
cerca de 75%, pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca de 85%, pelo
menos cerca de 90%, pelo menos cerca de 95% ou pelo menos cerca de
98% ou mais.

Os termos “corpos de inclusdo” ou “corpos refrativos” referem-se
a4 massa intracelular densa de polipeptideo agregado de interesse, que
constitui uma porgao significante da proteina celular total, incluindo todos os
componentes celulares. Em alguns casos, mas ndo todos os casos, estes
agregados de polipeptideo podem ser reconhecidos como manchas brithantes
visiveis dentro do limite das células com um microscopio de contraste de fase
com aumentos abaixo de 1000 vezes.

Como usado no presente, o termo proteina “dobrada de forma
incorreta” refere-se aos polipeptideos precipitados ou agregados que estao
contidos dentro dos corpos refrativos. Como usado no presente, VEGF ou
outro HBP “insolGvel" ou "dobrado de forma incorreta” refere-se ao VEGF
precipitado ou agregado que esta contido dentro do periplasma ou espago
intracelular das células hospedeiras procariontes, ou esta de outra forma
associado a células hospedeiras procariontes, e assume uma conformacgéo
inativa biologicamente com pontes bissulfeto nao formadas ou combinadas
de forma incorreta. A HBP insoltuvel geralmente esta, mas néo precisa
estar contida nos corpos refrativos, isto €, podem ou nao ser visiveis sob

um microscopio de contraste de fase.
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Como usado no presente, “agente caotropico” refere-se a um
composto que, em uma concentragdo adequada em uma solugdo aquosa, €
capaz de mudar de configuragdo ou conformacao espacial dos polipeptideos
através de alteracées na superficie destes, de forma que produza um polipeptideo
solivel em meio aquoso. As alteragbes podem ocorrer pela mudanga, por
exemplo, do estado de hidratagdo, o meio solvente, ou a interagao da superficie
com o solvente. A concentragao do agente caotropico ira afetar diretamente sua
forca e eficacia. Uma solugédo caotropica fortemente desnaturante contém um
agente caotropico em grandes concentragdes que, na solugao, ira efetivamente
desdobrar um polipeptideo presente na solugéo, eliminando efetivamente a
estrutura secundaria das proteinas. O desdobramento sera relativamente
abrangente, mas reversivel. Uma solugdo caotropica moderadamente
desnaturante contém um agente caotropico que, em concentragao suficiente na
solugdo, permite dobramento parcial de um polipeptideo a partir da conformagéao
contorcida de qualquer forma que o polipeptideo assumiu através de
intermediarios soltveis na solugdo, para a conformagdo espacial na qual se
encontra quando operando na sua forma nativa sob condigées fisiolégicas
endégenas ou homoélogas. Exemplos de agentes caotrépicos incluem guanidina,
hidrocloreto, uréia e hidroxidos como hidroxido de sédio ou potassio. Agentes
caotropicos incluem uma combinagéo destes reagentes, como uma mistura de um
hidréxido com uréia ou hidrocloreto de guanidina.

Como usado no presente pedido, “agente redutor” refere-se a um
composto que, em uma concentragdo adequada na solucao aquosa, mantém
grupos sulfidril livres, de forma que as pontes bissulfeto intra ou
intermoleculares sejam quimicamente rompidas. Exemplos representativos de
agentes de redugado adequados incluem ditiotreitol (DTT), ditioeritritol (DTE),
beta-mercaptoetanol (BME), cisteina, cisteamina, tioglicolato, glutationa, Tris[2-

carboxetillfosfina (TCEP), e boroidrido de sédio.
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Como usado no presente, “solugao tamponada” refere-se a uma
solugdo que resiste a mudangas de pH pela agdo de seus componentes
conjugados acido-base.

O termo “bactéria” para os propésitos no presente pedido incluem
Eubacteria e Archaebacteria. Em certas realizagées da invengéo, Eubacteria,
incluindo bactéria Gram-positiva e Gram-negativa, sdo usadas nos metodos e
processos descritos no presente pedido. Em uma realizagao da invengao, sao
usadas bactérias Gram-negativas, por exemplo, Enterobacteriaceae. Exemplos
de bactérias que pertencem ao género Enterobacteriaceae incluem
Escherichia, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, Serratia, e
Shigella. Outros tipos adequados de bactéria incluem Azotobacter,
Pseudomonas, Rhizobia, Vitreoscilla, e Paracoccus. Em uma realizagdo da
invengao, & usado E. coli. Hospedeiros E. coli adequados incluem E. coli
W3110 (ATCC 27.325), E. coli 294 (ATCC 31.446), E. coli B, e E. coli X1776
(ATCC 31.537). Estes exemplos sdo mais ilustrativos do que limitantes, e
W3110 é um exemplo. Células mutantes de qualquer uma das bactérias
mencionadas acima também podem ser empregadas. E claro que & necessario
selecionar a bactéria apropriada levando em conta a replicabilidade do replicon
nas células de uma bactéria. Por exemplo, espécies E. coli, Serratia ou
Salmonella podem ser adequadas para serem usadas como hospedeiras
quando pelos plasmideos conhecidos como pBR322, pBR325, pACYC177, ou
pKN410 sao usados para suprir o replicon. Ver ainda abaixo exemplos relativos
a células hospedeiras bacterianas adequadas.

Como usado no presente pedido, as expressdes “ceélula”,
“linhagem celular”, “linhagem” e “cultura celular” sdo usadas alternadamente e
tais designagées incluem progénie. Dessa forma, as palavras “transformantes”
e “células transformadas” incluem a célula primaria do sujeito e culturas

derivadas a partir desta, sem considerar o namero de transferéncias. Entende-
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se também que toda a progénie pode nao ser precisamente idéntica em
contetido de DNA, devido a mutagbées premeditadas ou acidentais. Progénies
mutantes que tém a mesma fungao ou atividade biologica como selecionadas
para a célula originalmente transformada, estdo também incluidas. Quando
diferentes designacdes sao pretendidas, sera claro a partir do contexto.

Como usado no presente pedido, “polipeptideo” refere-se
geralmente aos peptideos e proteinas a partir de qualquer fonte celular que tem
mais que aproximadamente dez aminoacidos. Polipeptideos “heterdlogos” sao
aqueles polipeptideos estranhos a célula hospedeira sendo utilizada, como
uma proteina humana produzida por E. coli, enquanto o polipeptideo
heterélogo pode ser um procarionte ou eucarionte, preferivelmente é
eucarionte, mais preferivelmente mamifero e mais preferivelmente humano. Em
certas realizagbes da invencdo, este € produzido de forma recombinante ou
polipeptideo recombinante.

PROTEINAS DE LIGACAO A HEPARINA

ISOLAMENTO DA PROTEINA DE LIGACAO A HEPARINA

A proteina com ligagdo a heparina (HBP), insoluvel e dobrada de
forma incorreta, & isolada a partir de células hospedeiras procariontes que
expressam a proteina por diversas técnicas padrao. Por exemplo, a HBP
insoluvel & isolada em um tampao de isolamento adequado pela exposig&o das
células a um tampao com forga iénica capaz de solubilizar a maior parte das
proteinas hospedeiras, mas no qual a proteina em questéo € substancialmente
insolivel, ou pela ruptura das células para que os corpos de inclusao possam
ser liberados, ou pela formagdo da proteina no espago periplasmatico ou
intracelular tornado-as disponiveis para recuperagdo, por exemplo, por
centrifugacgao. Esta técnica é bastante conhecida e esta descrita, por exemplo,
na patente US 4.511.503. Kleid et al., divulgam a purificagao de corpos refrateis

por homogeneizagdo seguida por centrifugacdo (Kleid et al, (1984) em
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Developments in Industrial Microbiology, (Sociedade de Microbiologia
Industrial, Arlington, VA) 25:217-235). Ver também, por exemplo, Fischer et al.,
(1993) Biotechnology and Bioengineering 41:3-13.

A patente US 5.410.026 descreve o método tipico para
recuperagao de proteinas a partir de corpos de incluséo e esta resumida como
a seguir. As células procariontes sao suspensas em um tampao adequado.
Normalmente, o tampao consiste em um agente tamponante adequado para o
tamponamento em pH entre 5 a 9, ou entre 6 a 8, e um sal. Qualquer sal
adequado, incluindo NaCl, é util para manter forga i6nica suficiente na solugao
tamponada. Normalmente emprega-se um forga idnica de aproximadamente
0,01 a2 Mou 0,1 a 0,2 M. As células, enquanto suspensas neste tampao, sao
rompidas ou lisadas usando-se técnicas comumente empregadas como
métodos mecanicos, por exemplo, homogeneizador (homogeneizador a
pressdo Manton-Gaulin, Microfluidificador ou Niro-Soavi), French press
(rompimento descontinuo), moinhos de bolas, um oscilador sénico ou através
de métodos quimicos ou enzimaticos.

Exemplos de métodos quimicos ou enzimaticos de ruptura celular
incluem uso de esferoplastos, que envolvem o uso de uma lisozima para lisar a
parede bacteriana (H. Neu et al, (1964) Biochem. Biophys. Res. Comm.,
17:215), e choque osmético, que envolve o tratamento de células viaveis com
uma solucdo de alta tonicidade e uma lavagem em agua fria de baixa
tonicidade para a liberagdo dos polipeptideos (H. Neu et al., 1965 J. Biol.
Chem., 240(9):3685-3692). A sonicagdo ¢é geralmente usada para o
rompimento da bactéria contida em volumes de escala analitica do caldo de
fermentacdao. Em escalas maiores, normalmente é utilizada a homogeneizagao
de alta pressao.

Depois que as células sao rompidas, a solugéo € normalmente

centrifugada a baixas velocidades, geralmente por volta de 500 a 15.000 x g,
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por exemplo, em uma realizagéo da inveng&o, utilizam-se cerca de 12.000 x g,
em uma centrifuga padrao por tempo suficiente para peletizar substancialmente
todas as proteinas insoluveis. Esse intervalo de tempo pode ser facilmente
determinado e depende do volume a ser centrifugado, bem como do tipo de
centrifuga. Normalmente cerca de 10 minutos a 0,5 hora sao suficientes para
peletizar proteinas insoliveis. Em uma realizagao, a suspenséao é centrifugada
a 12.000 x g por 10 minutos.

Os pellets resultantes contém substanciaimente toda a fragao de
proteina insoluvel. Se o processo de ruptura celular nao for completo, o pellet
pode também conter células intactas ou fragmentos de células rompidas. A
integridade da ruptura celular pode ser avaliada através de nova suspenséo do
pellet em uma pequena quantidade da mesma solugdo tampao e o exame da
suspensdo sob microscopia de contraste de fase. A presenca de fragmentos de
células rompidas ou células inteiras indica que a uma sonicagao adicional ou
outros meios de ruptura sdo necessarios para a remogao de fragmentos ou
células e polipeptideos nao-refrativos associados. Apos tal ruptura adicional, se
necessario, a suspensdao é novamente centrifugada e o pellet recuperado,
resuspenso e examinado. O processo € repetido até que o exame visual revele a
auséncia de fragmentos de células rompidas no material peletizado ou até que os
tratamentos adicionais ndo consigam mais reduzir o tamanho do pellet resultante.

O processo acima pode ser empregado para proteinas insolaveis
no espaco intracelular ou periplasmatico. Em uma realizagao da invengao, as
condicbes fornecidas aqui para o isolamento de proteinas de ligacdo a
heparina sédo direcionadas a corpos de inclusao precipitados no espago
periplasmatico ou no espago intracelular e estao relacionadas especificamente
ao VEGF. No entanto, acredita-se que os processos e procedimentos se
apliquem as proteinas de ligagao a heparina em geral, com pequenas

modificacées conforme apontado ao longo do texto. Em certas realizagdes da
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invengao, os processos e procedimentos se aplicam a fabricagao ou produgéo,
redobramento e purificagdo da HBP em escala industrial.

REDOBRAMENTO DAS PROTEINAS DE LIGACAO A HEPARINA

A proteina de ligagado a heparina insoluvel e dobrada de forma
incorreta isolada é incubada em uma primeira solugdo tamponada contendo
determinada quantidade de um agente caotropico e quantidade suficiente de
um agente redutor para solubilizar substancialmente a proteina de ligagao a
heparina. Essa incubagdo é feita sob condi¢oes de concentragédo, tempo e
temperatura de incubagéo que permitirdao a solubilizagao de parte ou de quase
toda a proteina de ligagao a heparina, bem como seu desdobramento.

A medida do grau de solubilidade na solugéo tamponada pode ser
facilmente determinada e é adequadamente realizada, por exemplo, pela analise
de turbidez e analise do fracionamento entre o sobrenadante e pellet apos a
centrifugacdo em géis SDS-PAGE reduzidos, por teste protéico (por exemplo,
teste protéico com reagente Bradford (Pierce, Bio-Rad, etc.)), ou por HPLC.

A primeira solugdo tamponada compreende um agente de
tamponamento adequado para manutengédo da faixa de pH do tampao em pelo
menos cerca de 7,0, com uma faixa tipica de 7,5 a 10,5. Em uma realizagao, o
pH do VEGF ¢é 8,0. Exemplos de tampdes adequados para manter o pH na
faixa citada anteriormente incluem TRIS-HCI (Tri[hidroximetillaminometano),
HEPPS (acido N-[2-Hidroxietil] piperazina-N'-[3-propano sulfénico]), HEPES
(acido N-[2-Hidroxietil] piperazina-N'-[2-etano sulfénico]), CAPSO (acido 3-
[Ciclohexilamino]-2-hidroxi-1-propano  sulfénico), AMP (2-Amino-2-metil-1-
propanol), CAPS (acido 3-[Ciclohexilamino]-1-propano sulfénico), CHES (acido
2-[N-Ciclohexilamino]etano sulfénico), glicina e acetato de soédio. Em uma
realizacdo da invengéo, o tampao do presente pedido tem pH proximo de 8,0.

Em ainda uma realizagédo adicional, os tampdes, por exemplo, como HEPPS,

sio sulfatados.
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Agentes caotrépicos adequados para a pratica desta invengao
incluem, por exemplo, uréia e sais de guanidina ou tiocianato, por exemplo,
uréia, hidrocloreto de guanidina, tiocianato de soédio, etc. A quantidade de
agente caotrépico necessario que deve estar presente no tampao é aquela
suficiente para desdobrar a HBP na solugdo. Em certas realizacbes da
invengdo, o caotropo estd presente em cerca de 4 a 10 molares. Em uma
realizagdo da invengao, o agente caotropico é a uréia em aproximadamente S a
8 M, ou cerca de 7 M. Em outro exemplo, o agente caotropico € o hidrocloreto
de guanidina em aproximadamente 6 a 8 M.

Exemplos de agentes redutores adequados incluem, mas nao
estao limitados, a ditiotreitol (DTT), ditioeritritol (DTE), B-mercaptoetanol (BME),
cisteina, DTE, etc. A quantidade de agente redutor que deve estar presente no
tampao dependera principalmente do tipo de agente redutor e caotropico, tipo e
pH do tamp&o empregado, da quantidade de oxigénio presente ou introduzida
na solugdo, e da concentragéo da proteina do tampao. Por exemplo, com 0,5 a
1,5 mg/ml de proteina em uma solugao tamponada em pH 7,0 a 10,0, contendo
4 a 8 M de uréia e agente redutor, por exemplo, usa-se DTT com concentragao
de cerca de 1 a 15 mM, ou BME com concentragao de cerca de 0,2 a 2 mM, ou

cisteina com concentracdo de cerca de 2 a 10 mM. Em uma realizagao, o

" agente redutor € o DTT com cerca de 0,5 a 4 mM ou 2 a4 mM. A Figura 9

ilustra o efeito da uréia e do DTT na extragéo do VEGF. O Pico 3 do VEGF se
refere ao VEGF biologicamente ativo e dobrado corretamente. Em uma
realizagdo, o agente redutor é o DTT em concentragéo de cerca de 10 mM. Um
Gnico agente redutor ou uma combinagdo de agentes redutores podem ser
usados nos tampdes descritos no presente pedido.

A concentragdo da proteina na solugédo tamponada deve ser tal
que a proteina seja substancialmente solubilizada conforme determinado por

densidade o6ptica. A quantidade exata a ser empregada dependera, por
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exemplo, das concentragbes e tipos dos demais ingredientes na solugéo
tamponada, principalmente a concentragéo de proteina, de agente redutor e o
pH do tampao. Em uma realizagéo, a concentracao de proteina de ligagao a
heparina esta na faixa de 0,5 a 55 mg por ml, ou 1,5 a 50 mg/ml. A
solubilizagao é normalmente realizada a cerca de 0 a 45°C, ou em
aproximadamente 20°C a 40°C, ou 23°C a 37°C, ou cerca de 25°C a 37°C, ou
cerca de 25°C por pelo menos 1 a 24 horas. Em uma realizagdo, a
solubilizacao é realizada por pelo menos duas horas em temperatura ambiente.
Normalmente, a temperatura nédo parece ser afetada pelo sal, pelo agente
redutor ou pelos niveis do agente caotropico.

Depois que o polipeptideo é solubilizado, ele & colocado ou diluido
em uma segunda solugdo tampéo contendo o agente caotropico e um agente
polianiénico sulfatado como descrito acima, mas sob uma concentragao de agente
caotropico que permita o redobramento da proteina de ligagao a heparina.

As condi¢des desta segunda incubagéo da proteina solubilizada e
mal dobrada em geral serdo aquelas em que houver o redobramento parcial,
substancial ou completo da proteina. As condigdes exatas dependerao, por
exemplo, do pH e tipos de tampao e concentragdes dos agentes polianiénicos
sulfatados e dos agentes caotrdpicos e redutores, se algum destes estiver
presente. A temperatura de incubagéo geralmente € de 0°C a 40°C, ou 10°C a
40°C, e a incubagao em geral ocorrera por pelo menos 1 hora até que se atinja
o efeito de redobramento. Em certas realizagdes, a reagdo é realizada em
temperaturas proximas de 15°C a 37°C, ou 20°C a 30°C, por pelo menos cerca
de 6 horas, pelo menos cerca de 10 horas, ou entre cerca de 10 a 48 horas, ou
entre cerca de 15 a 20 horas, ou entre 6 a 20 horas, ou entre 12 a 24 horas.

O grau de redobramento é apropriadamente determinado por
radioimunoensaio (RIA) para titulagdo da HPB ou por cromatografia liquida de

alto desempenho (HPLC) usando-se, por exemplo, uma coluna POROS HE2/M
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(PerSeptive BioResearch Products) ou outra coluna de afinidade a heparina
apropriada. Titulagdes crescentes de RIA ou tamanhos de picos da HBP
corretamente dobrada se correlacionam diretamente com quantidades
crescentes da HBP biologicamente ativa e corretamente dobrada presentes no
tampdo. A incubacao é feita para maximizar a taxa da HBP corretamente
dobrada para HBP dobrada de forma incorreta e recuperada, conforme
determinado por RIA ou HPLC.

Em uma realizagdo, a qualidade e a quantidade do VEGF
corretamente dobrado sé@o avaliadas usando-se um teste de ligagéo a heparina.
As amostras contendo a proteina de ligagado a heparina diluida sao carregadas,
por exemplo, em uma coluna POROS HE2/M (4,6 x 100 mm, PerSeptive
BioResearch Products, Cambridge, MA) ou outra coluna de afinidade a
heparina adequada. Por exemplo, a coluna de afinidade a heparina €
equilibrada em 10 mM de fosfato de sodio, pH 7 contendo 0,15 M de cloreto de
sédio. Sob uma taxa de fluxo de 1 mi/min ou 2 mi/min, a coluna é eluida
utilizando-se um gradiente linear a partir de 0,15 a 2 M de cloreto de sodio, ou
10 mM de fosfato de sddio, em pH 7 por 10 minutos. O eluente &€ monitorado
em 280 nm. Em uma realizagao, a proteina é recuperada em um unico pico que
corresponde a HBP biologicamente ativa dobrada corretamente. Em uma
realizagédo da invengéo, um teste para determinar a HBP dobrada corretamente
é o RPHPLC. Ligagdes bissulfeto podem ser opcionalmente confirmadas pelo
mapa peptidico. Dicroismo circular também pode ser usado para determinar a
estrutura secundaria e terciaria.

O tampao usado para a segunda solugdo tamponada pode ser
qualguer um do_s listados acima para a primeira solugdo tamponada, por
exemplo, HEPPS em pH 8.0, por exemplo, a uma concentragao de cerca de 50
mM para o dobramento do VEGF. O polipeptideo pode ser diluido com o tampao

de redobramento, por exemplo, pelo menos 5 vezes, ou pelo menos cerca de
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dez vezes, cerca de 20 vezes, ou cerca de 40 vezes. Alternativamente, o
polipeptideo pode ser dialisado contra o tamp&o de redobramento.

A segunda solugao tamponada contém um agente caotrépico em
uma concentragao que permita o redobramento da HPB. Em geral, o caotropo
esta presente entre aproximadamente 0,5 a 2 molares. Em uma realizacao da
invencdo, o agente caotropico no presente pedido é a uréia a
aproximadamente 0,5 a 2 M, ou cerca de 1 M. Em uma realizagado, o agente
caotropico € uréia a uma concentragéo de cerca de 1,3 M. Em outra realizagao
da invengdo, o agente caotrépico & o hipocloreto de guanidina com

aproximadamente 1 M. A Figura 10 ilustra o efeito da uréia e a redugao do

agente DTT no redobramento do VEGF. O Pico 3 do VEGF se refere ao VEGF

biologicamente ativo e dobrado corretamente.

Como observado, a solugdo opcionalmente também contem um
agente redutor. O agente redutor & devidamente selecionado entre os descritos
acima para a etapa de solubilizagédo na faixa de concentragao de cercade 0,5 a
cerca de 10 mM para cisteina, 0,1 a 1,0 mM para o DTT, e/ou menos de 0,2 mM
para BME. Em uma realizagdo da invengao, o agente redutor € o DTT a
aproximadamente 0,5 a 2 mM. Em uma realizagao da invengao, o agente redutor
é o DTT a aproximadamente 0,5 mM. Exemplos de agentes redutores
adequados incluem, mas nao estdo limitados a, ditiotreitol (DTT), B-
mercaptoetanol (BME), a cisteina, o DTE, etc. Enquanto o DTT e o BME podem
ser usados em associagao com os procedimentos fornecidos no presente pedido
para proteinas de ligagdo a heparina em geral, a combinagdo de cisteina a
aproximadamente 0,1 a 10 mM e DDT a aproximadamente 0,1 e 1,0 mM, como
descrito no presente pedido, € um exemplo para a recuperagao do VEGF.

A etapa de redobramento inclui um agente polianiénico sulfatado
em concentracdo suficiente para atingir o redobramento completo da proteina

solubilizada. Exemplos de agentes polianiénicos adequados estao descritos no
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presente pedido acima, por exemplo, um derivado sulfatado de polissacarideo
como apontado acima, com agentes polianiénicos sulfatados como o sulfato de
heparina, sulfato de dextrano, e sulfato de condroitina, bem como fragmentos
de heparina sulfatada. Para os sulfatos de heparina usados no contexto desta
invengao, o peso molecular geralmente esta entre aproximadamente 3.000 e
10.000 daltons, ou entre aproximadamente 3.000 a 6.000 daltons.

Em uma realizagdo da invengdo, o sulfato de dextrano é
empregado no contexto da invengdo. O peso molecular do agente polianiénico
sulfatado ou outro agente como o sulfato de dextrano empregado nesta
invengao depende do tamanho da proteina de ligagao a heparina especifica a
ser recuperada. Em geral, emprega-se sulfato de dextrano entre
aproximadamente 3.000 e 10.000 daltons. Em uma realizagao da invencgao,
utiliza-se o sulfato de dextrano entre aproximadamente 5.000 e 10.000 daltons,
por exemplo, para a recuperagéo do VEGF. Em outra realizacao, utililiza-se um
sulfato de dextrano entre aproximadamente 5.000 e 8.000 daltons para a
recuperagéao da HBP. As Figuras 3A-3D mostram a recuperagao do VEGF em
varias concentragdes e pesos moleculares de sulfato de dextrano (Figuras 3A-
C) e heparina (Figura 3D) conforme analisado por cromatografia de afinidade a
heparina. O pico 3 corresponde ao VEGF dobrado corretamente.

A concentragao do composto polianidnico empregado depende
da proteina a ser recuperada, de sua concentragao e de condigbes como
temperatura e pH do tampao de redobramento. As concentragdes tipicas
estdo entre cerca de 50 e 500 mM para o sulfato de sédio, entre cerca de
10 a 200 ug/mi para heparinas de baixo peso molecular como 6.000
daltons (Sigma Chemical Co.), entre cerca de 10 a 200 pg/ml para
heparinas de alto peso molecular como a heparina I-A de porcino (Sigma
Chemical Co.) e entre cerca de 10 a 400 ug/ml, ou entre cerca de 10 a 200

pg/ml para os sulfatos dextrano.
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O tampao de redobramento pode opcionaimente conter agentes
adicionais como diversos detergentes n&o-idnicos como TRITON™ X-100,
NONIDET™ P-40, a série TWEEN™ e a série BRIJ™. O detergente nao-idnico
esta presente na faixa entre aproximadamente 0,01% a 1,0%. Em um exemplo,
as concentragdes para o detergente nao-ibnico estao entre cerca de 0,025% e
0,05%, ou aproximadamente 0,05%.

Opcionalmente, aminoacidos positivamente carregados como a
arginina (por exemplo, L-arginina/HCI), lisina, etc., podem estar presentes no
tampao de redobramento. Em certas realizagbes da invencao, a concentragao
de arginina &, por exemplo, de aproximadamente 0 a 1000 mM, ou cerca de 25
a 750 mM, ou cerca de 50 a 500 mM, ou cerca de 50 a 250 mM, ou
aproximadamente 100 mM, em concentragao final, etc. Em certas realizagGes
da invencdo, a proteina estd em uma solugado tampao com pH 7,0 a 9,0
contendo 0,5 a 3 M de uréia, 0 a 30 mg/L de sulfato de dextrano, 0 a 0.2% de
Triton X-100, 2 a 15 mM de cisteina, 0,1 a 1 mM de DTT e 0 a 750 mM de
arginina, em concentragado final. Em uma realizagao, utiliza-se 50 mM de
HEPPS. Em uma realizagdo, a concentragéo final da solugdo tampao de
redobramento € 1 M de uréia, 50 mM de HEPPS, 15mg/L de sulfato de
dextrano, 0,05% de Triton X-100, 7,5 mM de cisteina, 100 mM de arginina, pH
8,0. Em uma realizagdo, a concentragéo final da solugao tampéo de
redobramento é 1,3 M de uréia, 50 mM de HEPPS, 15mg/L de sulfato de
dextrano, 0,05% de Triton X-100, 7,5 mM de cisteina, 0,5 mM de DTT, 100mM
de arginina, pH 8,0.

RECUPERAGCAO E PURIFICACAO DE PROTEINAS DE LIGACAO A HEPARINA

Embora a recuperagdo e a purificagao da proteina de ligagao a
heparina a partir do meio de cultura possam empregar diversos métodos e
procedimentos conhecidos para a separacao dessas proteinas, por exemplo,

sais e solventes de fracionamento, adsorgdo com materiais coloidais, filtragem
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em gel, cromatografia de troca ibnica, cromatografia de afinidade,
cromatografia de afinidade imunolégica, eletroforese e cromatografia liquida de
alto desempenho (HPLC), um exemplo de um procedimento cromatografico de
quatro etapas que exige a recuperagdo dessa HBP redobrada com um suporte
cromatografico de hidroxiapatita esta descrito; um primeiro suporte
cromatografico de interagéo hidrofébica, um suporte cromatografico catiénico e
um segundo suporte cromatografico de interagao hidrofébica, com eluigao
seletiva da HBP em cada suporte. Alternativamente, outro procedimento
cromatografico esta descrito, referindo-se ao contato dessa proteina de ligagao
a heparina redobrada com um suporte de troca catibnica; um suporte
cromatografico de interagao hidrofébica, € um suporte cromatografico de troca
idnica, com eluicdo seletiva da HBP em cada suporte. Esta contemplado que
as etapas de cada procedimento possam ser realizadas em qualquer ordem.
Em uma realizagéo da invengao, as etapas sao realizadas em sequéncia.

Uma primeira etapa adequada para a recuperagao e purificagao
adicionais da HBP caracteristicamente fornece a concentragéo da proteina de
ligagdo a heparina e uma redugédo no volume da amostra. Por exemplo, o
segundo passo de incubagao descrito acima pode resultar em um grande
aumento de volume da proteina de ligagdo a heparina recuperada e
concomitante a diluigao da proteina no tampao de redobramento. Os primeiros
suportes cromatograficos adequados produzem uma reducdo do volume da
proteina de ligagéo a heparina recuperada e podem ter a vantagem de certa
purificacéo da proteina de contaminagdes indesejadas. Os primeiros suportes
cromatograficos adequados incluem suportes cromatograficos que podem ser
eluidos e carregados diretamente em um suporte cromatografico de interagao
hidrofébica. Por exemplo, séo utilizados suportes cromatograficos a partir dos
quais a HBP pode ser eluida em alta concentragao de sal para carregar um

suporte cromatografico de interagéo hidrofébica.
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Os primeiros suportes cromatograficos exemplares incluem, mas
nao estao limitados a, suportes cromatograficos de hidroxiapatita, por exemplo,
ceramica CHT tipo | e tipo Il (formalmente conhecida como ceramica
MacroPrep), Bio-Gel HT, Bio-Gel HTP, Biorad, Hercules, CA, etc; suportes
cromatograficos de metais quelantes consistindo de uma resina inerte de ions
metalicos imobilizados como cobre, niquel, etc.; bem como géis n&o derivados
de silica. Em uma realizacao da invengéo, os primeiros suportes cromatograficos
para a purificagdo e recuperagdo do VEGF sao suportes cromatograficos de
hidroxiapatita. Em outra realizagdo da invengdo, os primeiros suportes
cromatograficos para a purificagdo e recuperagédo do VEGF sao suportes de
troca catiénica, por exemplo, descritos abaixo em maiores detalhes.

A eluigao a partir do primeiro suporte cromatografico € realizada
de acordo com praticas padrao na técnica. Condigdes adequadas de eluicao e
tampodes facilitardo o carregamento da HPB eluida diretamente para o primeiro
suporte cromatografico de interagdo hidrofébica, conforme descrito abaixo.

A cromatografia por interagao hidrofébica € uma técnica bastante
conhecida e é atribuida a interacédo das porgdes hidrofobicas da molécula que
interage  com os ligantes hidrofébicos anexados aos “suportes
cromatograficos”. Um ligante hidrofébico acoplado a uma matriz € muitas vezes
chamado de suporte cromatografico HIC, gel HIC ou coluna HIC e similares.
Sabe-se também que a forca da interacéo entre a proteina e a coluna HIC nao
& somente uma funcgdo da proporcéao de superficies nao-polares para polares
na proteina, mas também da distribui¢ao das superficies nao-polares.

Diversas matrizes podem ser empregadas no preparo de colunas
HIC. A mais usada é a agarose, embora a silica e as resinas de polimeros
organicos possam também ser usadas. Ligantes hidrofobicos uteis incluem, mas
nao se limitam aos grupos alquil, com 2 a 10 atomos de carbono, como os

grupos butil, propil, octil ou grupos aril' como o fenil. Os suportes HIC
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convencionais para géis e colunas podem ser encontrados comercialmente de
fornecedores como GE Healthcare, de Uppsala, Suécia, com o0s nomes
comerciais butil-SEPHAROSE™, fenil-SEPHAROSE™ CL-4B, octil
SEPHAROSE™ FF e fenil SEPHAROSE™ FF, e da Tosoh Corporation, de
Toéquio, Japdo, com os nomes TOYOPEARL™ butil 650M (Fractogel TSK Butil-
650) ou TSK-GEL fenil 5PW. Em uma realizagéo, a purificacdo e a recuperagao
do VEGF sao feitas primeiramente em um suporte cromatografico HIC com butil-
agarose e um segundo suporte cromatografico hidrofébico que é a fenil agarose.
Em outra realizagéo, o primeiro suporte cromatografico HIC é a fenil agarose.

A densidade do ligante constitui um parametro importante, pois
ele influencia ndo somente a for¢a de interagdo da proteina, mas também a
capacidade da coluna. A densidade do ligante dos géis fenil ou octil fenil
disponiveis comercialmente é da ordem de 5-40 umol/ml de gel. A capacidade
do gel & uma fungéo da proteina especifica em questao, bem como do pH,
temperatura e concentracao do sal, mas geralmente se espera que se
enquadre na faixa de 3-20 mg/ml de gel.

A escolha do gel especifico pode ser determinada por um técnico
no assunto. Em geral, a for¢ca de interagado entre a proteina e o ligante HIC
aumenta com o comprimento da cadeia dos ligantes alquil, mas os ligantes
com cerca de 4 a 8 atomos de carbono sdo adequados para a maioria das
separagdes. Um grupo fenil tem aproximadamente a mesma forga hidrofébica
que um grupo pentil, embora a seletividade possa ser diferente em funcédo da
possibilidade de interagao pi-pi com grupos aromaticos da proteina.

A adsorcido da proteina a coluna HIC é favorecida por uma
concentracao alta de sal, mas a concentragao real pode variar ao longo
de uma faixa dependendo da natureza da proteina e do ligante HIC

especifico escolhido. Em geral, concentragbes de sal entre 1 e 4 M séo

uteis.
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A eluicao a partir de um suporte HIC, por etapas ou na forma de
gradiente, pode ser realizada de varias maneiras, como a) pela aiteragcao da
concentragdo do sal, b) pela alteragdo da polaridade do solvente ou c) pela
inclusao de detergentes. Reduzindo-se as concentragdes de sal, as proteinas
adsorvidas sao eluidas a fim de se aumentar a hidrofobicidade. As mudancgas
na polaridade podem ser alcangadas pela inclusao de solventes como o etileno
glicol ou o isopropanol, reduzindo assim a forgca das interagoes hidrofébicas. Os
detergentes funcionam como deslocadores de proteinas e tém sido utilizados
principalmente no contexto da purificagéo das proteinas da membrana.

Diversos elementos anidnicos podem ser anexados as matrizes
para formar suportes catidnicos para cromatografia. Os elementos anidénicos
incluem os grupos carboximetil, sulfetil, sulfopropil, fosfato e sulfonato (S).
Resinas de trocas iénicas celuldsicas como SE52 SES53, SE92, CM32, CM52,
CM92, P11, DE23, DE32, DE52, EXPRESS ION™ S e EXPRESS ION™ C
estao disponiveis pela Whatman LTD, Maidstone Kent, Reino Unido. Trocadores
idnicos baseados em SEPHADEX™ e SEPHAROSE™ e reticulados, também
sdo conhecidos pelos nomes comerciais CM SEPHADEX™ C-25, CM
SEPHADEX™ C-50 e SP SEPHADEX™ C-25 SP SEPHADEX™ C-50 e SP-
SEPHAROSE™ de Alto Desempenho, SP-SEPHAROSE™ de Fluxo Rapido,
SP-SEPHAROSE XL, CM-SEPHAROSE™ de Fluxo Rapido e CM-
SEPHAROSE™, CL-6B, todos disponiveis pela GE Healthcare. Exemplos de
trocadores idGnicos para a realizagdo dessa técnica incluem, mas nao estao
limitados, por exemplo, aos trocadores i6nicos da marca MACROPREP™,
como o suporte MACROPREP™ S, suporte MACROPREP™ High S e
MACROPREP™ CM, da BioRad, Hercules, Califérnia.

A eluigcao a partir de suportes cromatograficos catibnicos costuma
ser realizada pelo aumento da concentragao do sal. Uma vez que a eluigao a

partir de colunas ibnicas envolve a adicao de um sal e porque, como
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mencionado, o HIC é potencializado em concentragao salina, a introdugéo da
etapa HIC ap6s a etapa idnica ou outra etapa salina & utilizada opcionalmente.
Em uma realizagdo da invengdo, uma etapa cromatografica de troca cati6nica

precede a etapa HIC.

Exemplos de métodos para a purificagdo de VEGF estéao descritos
abaixo, por exemplo, nos itens V e VI. Apéé redobramento, o material insoluvel
no pool é removido por filtragdo profunda. O pool clarificado é entao carregado
em uma ceramica hidroxiapatita (Bio Rad, Hercules, CA) equilibrada em 5 mM
de HEPPS/0,05% de TRITON™ X100/pH 8. A proteina sem ligagéo € removida
por lavagem com a solugao tampéo de equilibrio e o VEGF & eluido utilizando-se
uma etapa isocratica de 50 mM de HEPPS/0,05% TRITON™ X100/0,15 M
fosfato de sodio/pH 8. O pool de VEGF é carregado na coluna de Butil
SEPHAROSE ™ de Fluxo Rapido (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) equilibrada
em 50 mM de HEPPS/0,05% de TRITON™ X100/0,15 M fosfato de sodio/pH 8.
A coluna é lavada com um tampao de equilibrio e o VEGF coletado na coluna
efluente. O pool da Butil SEPHAROSE™ é carregado na coluna de Macro Prep
High S (BioRad, Hercules, CA) que é equilibrada em 50 mM de HEPES/pH 8.
Apds lavagem, com absorbancia efluente a 280 nm para a linha de base, a
coluna é lavada com dois volumes de coluna de 50 mM de HEPES/0,25 M
cloreto de sédio/pH 8. O VEGF é eluido utilizando-se um gradiente linear de 8-
coluna-volume a partir de 0,25-0,75 M de cloreto de sddio em 50 mM de
HEPES/pH 8. As fragbes sdo coletadas e aquelas contendo VEGF devidamente
dobrado, como determinado por um teste de ligagao a heparina, sdo agrupadas.

O pool de Macro Prep High S é condicionado com igual volume de
50 mM HEPES/0,8 M de citrato de sédio/pH 7,5. O pool condicionado € entao
carregado em uma coluna de Phenyl 5PW TSK (Tosoh Bioscience LLC,
Montgomeryville, PA) equilibrada com 50 mM HEPES/0,4 M de citrato de

sodio/pH 7,5. Apés a lavagem da proteina néo ligada, através de uma coluna
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com tampao de equilibrio, o VEGF ¢ eluido da coluna usando-se uma gradiente
de volume de coluna 10 de 0,4 a 0 M de citrato de s6dio em 50 mM HEPES, pH
7.5. As fragdes sao avaliadas por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS e
aquelas contendo VEGF com pureza suficiente sao agrupadas.

EXPRESSAO DE PROTEINAS DE LIGACAO A HEPARINA EM CELULAS HOSPEDEIRAS

Em resumo, os vetores de expressdo capazes de replicagao
autbnoma e expressdo protéica relativa ao genoma da célula hospedeira
procarionte sdo introduzidos na célula hospedeira. A construcéo de vetores de
expressdo adequados € bastante conhecida na técnica, incluindo as sequéncias
de nucleotideos das proteinas de ligagdo a heparina descritas no presente
pedido. Ver, por exemplo, Sambrook et al, Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (Cold Spring Harbor, Nova lorque)
(2001); Ausubel et al., Short Protocols in Molecular Biology, Current Protocols
John Wiley e Sons (Nova Jersey) (2002); e, Baneyx, (1999) Current Opinion in
Biotechnology, 10:411-421. Células procariontes adequadas, incluindo bactérias,
como vetores de expressao estdo comercialmente disponiveis, por exemplo, na
Colecao America de Tipos de Cultura (ATCC), Rockville, Maryland. Métodos
para o crescimento em larga escala de células procariontes, e especialmente
culturas de células bacterianas sdo bastante conhecidos na técnica, e podem
ser utilizados no contexto da presente invengao.

Por exemplo, células hospedeiras procariontes sao transfectadas
com vetores de expressao ou clonagem codificando as proteinas de ligagao a
heparina de interesse e mantidas em cultura em meio nutriente convencional
modificado para promotores de indugdo como apropriado, selecionando
transformantes ou amplificando os genes que codificam as sequéncias
desejadas. O acido nucléico que codifica o polipeptideo de interesse é
adequado para RNA, cDNA ou DNA gendémico de qualquer fonte, desde que

codifique o(s) polipeptideo(s) de interesse. Os métodos sao bastante
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conhecidos para a selegdo de acido nucléico préprio para a expressao de
polipeptideos heterdlogos (inclusive de seus variantes) em hospedeiros
microbianos. As moléculas de acido nucléico que codificam o polipeptideo sao
preparadas com uma série de métodos conhecidos na técnica. Por exemplo,
um DNA que codifica VEGF ¢ isolado e sequienciado, por exemplo, utilizando-
se sondas de oligonucleotideos capazes de ligagdo especifica com o gene
codificador do VEGF.

O acido nucléico heterdlogo (por exemplo, cDNA ou DNA
gendmico) é devidamente inserido em um vetor de replicagao para a expressao
no microorganismo sob o controle de um promotor adequado. Muitos vetores
estao disponiveis para este proposito, e a escolha do vetor mais adequado
dependera principalmente do tamanho do acido nucléico a ser inserido no vetor
e a célula hospedeira especifica a ser transformada com o vetor. Cada vetor
contém diversos componentes dependendo da célula hospedeira com a qual é
compativel. Dependendo do tipo especifico de hospedeiro, os componentes do
vetor geralmente incluem, mas n&do estdo limitados, a um ou mais dos
seguintes: uma sequéncia sinal, uma origem de replicagdo, um ou mais genes
marcadores, um promotor e uma sequéncia de término da transcricao.

Em geral, os plasmideos que contém replicons e sequéncias de
controle derivadas de espécies compativeis com a célula hospedeira séo
utilizados juntamente com hospedeiros microbianos. O vetor normalmente
carrega um sitio de replicagédo, bem como sequéncias marcadoras capazes de
produzir selegdo fenotipica em células transformadas. Por exemplo, a E. coli é
tipicamente transformada com pBR322, um plasmideo derivado de uma
espécie de E. coli (ver, por exemplo, Bolivar et al., (1977) Gene, 2: 95). O
pBR322 contém genes de resisténcia a ampicilina e tetraciclina e, assim,
fornecem meios que facilitam a identificagdo das células transformadas. @)

plasmideo pBR322, ou outros plasmideos ou fagos bacterianos, também
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costumam conter, ou sdo modificados para conter, promotores que podem ser
usados pelo hospedeiro para a expresséo de genes marcadores escolhidos.

(1) SEQUENCIA SINAL

Polipeptideos da invengdo podem ser produzidos de forma
recombinante niao somente diretamente, mas também como uma fusao do
polipeptideo com um polipeptideo heterdlogo, que pode ser uma sequéncia
sinal ou outro polipeptideo que possui um sitio de clivagem especifico no N-
terminal da proteina ou polipeptideo maduro. A seqiiéncia sinal heteréloga
selecionada, tipicamente & aquela reconhecida e processada (isto é, clivada
por uma peptidase sinal) pela célula hospedeira. Para células hospedeiras
procariontes que nao reconhecem e processam a seqiiéncia sinal do
polipeptideo, a sequéncia sinal & substituida por uma sequéncia sinal
procarionte selecionada, por exemplo, do grupo da fosfatase alcalina,
penicilinase, Ipp, ou lideres enterotoxina Il estaveis ao calor.

(i) COMPONENTE ORIGEM DE REPLICACAO

Vetores de expressdo contém uma sequéncia de acido nucléico
que permite ao vetor replicar-se em uma ou mais células hospedeiras
selecionadas. Tais seqiiéncias sdo bem conhecidas para uma variedade de
microbios. A origem de replicagdo do plasmideo pBR322 é adequada para a
maioria das bactérias Gram-negativas como E. coli.

(1) SELECAO DO COMPONENTE GENE

Vetores de expressao geralmente contém um gene de selegao,
também chamado de marcador selecionavel. Este gene codifica uma proteina
necessaria para a sobrevivéncia ou crescimento de células hospedeiras
transformadas cultivadas em um meio de cultura seletivo. Células hospedeiras
nao transformadas com o vetor que contém o gene de selecdo nao irao
sobreviver no meio de cultura. Este marcador selecionavel esta separado dos

marcadores genéticos como utilizado e definido por esta invencao. Selegbes
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tipicas de genes codificam proteinas que (a) conferem resisténcia a antibiéticos
ou outras toxinas, por exemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato, ou
tetraciclina, (b) complementam deficiéncias auxotréficas, exceto aquelas
causadas pela presenga do(s) marcador(es) genético(s) (c) suprem nutrientes
criticos nao disponiveis a partir de meios complexos, por exemplo, o gene que
codifica D-alanina racemase para Bacilli.

Um exemplo de um esquema de selegao utiliza uma droga para
interromper o crescimento de uma célula hospedeira. Neste caso, essas
células que s&o sucessivamente transformadas com o acido nucléico,
produzem um polipeptideo que confere resisténcia a droga e, dessa forma,
sobrevivem ao regime de selegdo. Exemplos de tal selegdo dominante usam as
drogas neomicina (Southern et al., (1982) J. Molec. Appl. Genet., 1: 327), acido
micofenélico (Mulligan et al, (1980) Science 209: 1422) ou higromicina
(Sugden et al., (1985) Mol. Cell. Biol., 5: 410-413). Os trés exemplos dados
acima empregam genes bacterianos sob controle eucarionte para conduzir
resisténcia a droga apropriada G418 ou neomicina (geneticina), xgpt (acido
micofendlico), ou higromicina, respectivamente.

(1Iv) COMPONENTE PROMOTOR

Vetores de expressdo para produzir a proteina de ligagao de
heparina de interesse contém um promotor adequado que € reconhecido pelo
organismo hospedeiro e estd operacionaimente ligado ao acido nucléico do
polipeptideo de interesse. Promotores adequados para uso com hospedeiros
procariontes incluem B-lactamase e sistemas promotores lactose (Chang et al,,
(1978) Nature, 275: 615; Goeddel et al., (1979) Nature, 281: 544), o sistema
promotor arabinose (Guzman et al., (1992) J. Bacteriol., 174. 7716-7728),
fosfatese lacalina, um sistema promotor triptofano (trp) (Goeddel, (1980)
Nucleic Acids Res., 8: 4057 e patente EP 36,776) e promotores hibridos como
promotor tac (deBoer et al., (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80: 21-25). No
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entanto, outros promotores bacterianos conhecidos sao adequados. Suas -
seqliéncias de nucleotideo foram publicadas, com isso permitindo a um técnico
no assunto liga-los ao DNA que codifica o polipeptideo de interesse (Siebenlist
et al. 269) usando-se ligantes ou adaptadores para fornecer qualquer sitio de
restricio necessario. Ver também, por exemplo, Sambrook et al.,, acima; e
Ausubel et al., acima.

Promotores para uso em sistemas bacterianos também irao
conter geralmente uma sequéncia Shine-Dalgarno (S.D) operacionalmente
ligada ao DNA que codifica o polipeptideo de interesse. O promotor pode ser
removido a partir de fontes de DNA bacterianas pela digestao da enzima de
restricao e inseridos no vetor que contém o DNA desejado.

(V) CONSTRUCAO E ANALISE DE VETORES

A construcao de vetores adequados contendo um ou mais destes
componentes listados acima emprega técnicas de ligagao padrao. Plasmideos
isolados ou fragmentos de DNA séo clivados, reunidos e religados na forma
desejada para gerar os plasmideos necessarios.

Para analise da confirmagdo de sequéncias corretas em
plasmideos construidos, as misturas de ligagao sao usadas para transformar E.
coli K12 linhagem 294 (ATCC 31,446) ou outras linhagens, e 0s transformantes
sdo sucessivamente selecionados pela resisténcia a ampicilina ou tetraciclina
quando apropriado. Plasmideos a partir de transformantes sao preparados,
analisados pela digestdo da endonuclease de restricdo, e/ou seqlienciados
pelos métodos de Sanger et al., (1977) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74: 5463-
5467 ou Messing et al., (1981) Nucleic Acids Res., 9: 309, ou pelo método de
Maxam et al., (1980) Methods in Enzymology, 65: 499. Ver também, por
exemplo, Sambrook et al., acima; e Ausubel et al., acima.

O acido nucléico que codifica a proteina de ligagéo a heparina de

interesse é inserido nas células hospedeiras. Tipicamente, isto é realizado pela



10

15

20

25

39

transformacao das células hospedeiras com os vetores de expressao descritos
acima e cultivadas em meio de nutriente convencional modificado como
apropriado para induzir os diversos promotores.

CULTURA DE CELULAS HOSPEDEIRAS

Células procariontes para uso na expresséao de proteinas de
ligagdo a heparina de interesse s&o bem conhecidas na técnica. Células
hospedeiras que expressam a proteina recombinante de forma abundante na
forma de corpos de inclusdo no espago periplasmatico ou intracelular séo
tipicamente usadas. Células hospedeiras procariontes incluem bacterias, por
exemplo, Eubacteria, como organismos Gram-negativos ou Gram-positivos, por
exemplo, E. coli, Bacilli como B. subtilis, Pseudomonas sp como P. aeruginosa,
Salmonella typhimurium, ou Serratia marcescens. Um exemplo de um
hospedeiro E. coli é E. coli 294 (ATCC 31.446). Outras linhagens como E. coli
B, E. coli X1776 (ATCC 31.537), e E. coli W3110 (ATCC 27.325) sao também
adequadas. Estes exemplos sdo mais ilustrativos do que limitantes. A linhagem
W3110 & um hospedeiro tipico e uma linhagem hospedeira comum para DNA
recombinante produto de fermentagdes. Em um aspecto da invencgao, a célula
hospedeira deveria secretar quantidades minimas de enzimas proteoliticas. Por
exemplo, a linhagem W3110 pode ser modificada para efetuar uma mutagéao
genética nos genes que codificam proteinas, com exemplos de tais
hospedeiros que incluem E. coli W3110 linhagens 1A2, 27A7, 27B4, e 27C7
descritas na patente US 5.410.026 emitida em 25 de abril de 1995. Por
exemplo, uma linhagem para a produgao de VEGF ¢ E. coli linhagem W3110
que tem o gendtipo tonAA ptr3 phoAAE15 A(argF-lac)169 degP41 ilvg
designado 49B3. Em outro exemplo, uma linhagem para a produgao de VEGF
é a linhagem E. coli (62A7) que tem o gendtipo AfhuA (AtonA) ptr3, lacl®, lacL8,
AompT A(nmpC-fepE) AdegP ilvG*. Ver também, por exemplo, tabela das
paginas 23 a 24 do WO 2004/092393.
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Células procariontes usadas para produzir a proteina de ligagao
a heparina de interesse sao cultivadas em meio conhecido da técnica e
adequados para cultura das células hospedeiras selecionadas, incluindo o
meio descrito em geral em Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (Cold Spring Harbor, Nova
York) (2001). Meios que s&@o adequados para bactérias incluem, mas nao
estio limitados a, meio AP5, caldo de nutriente, caldo Luria-Bertani (LB), meio
minimo de Neidhardt e meio minimo ou completo de C.R.A.P., mais nutrientes
suplementares necessarios. Em certas preferidas, o meio também contém um
agente de selegao escolhido com base na construgao do vetor de expressao,
para seletivamente permitir o crescimento de células procariontes que contém
o vetor de expressao. Por exemplo, ampicilina é adicionada no meio para
crescimento de células com genes que expressam resisténcia a ampicilina.
Qualquer suplemento necessario além das fontes de carbono, nitrogénio e
fosfato inorganico pode também ser incluido em concentragoes apropriadas,
introduzido sozinho ou como uma mistura com outro suplemento ou meio,
como uma fonte de nitrogénio complexa. Opcionalmente o meio de cultura
pode conter um ou mais agentes de reducao selecionados do grupo que
consiste de glutationa, cisteina, cistamina, tioglicolato, ditioeritritol e
ditiotreitol.

Exemplos de meios adequados sao fornecidos nas patentes us
5.304.472 e US 5.342.763. O meio C.R.A.P. limitante de fosfato consiste de
3,57 g de (NH,)2(S0.), 0,71 g de Na citrato-2H;0, 1,07 g de KCl, 5,36 ¢ de
Extrato de Levedura (certificado), 5,36 g de HycaseSFTM-Shefﬁeld, pH ajustado
com KOH para 7,3, gs volume ajustado para 872 ml com H>O deionizada e
autoclavada; resfriado para 55°C. e suplementado com 110 mi 1 M MOPS pH
7.3, 11 mi de glicose a 50%, 7 ml de 1M MgSQ.. Carbenicilina pode entao ser

adicionada a cultura de indugao a uma concentragao de 50 pg/mil.
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As células hospedeiras procariontes sao cultivadas em
temperaturas adequadas. Para o crescimento de E. coli, por exemplo, a
temperatura varia de, por exemplo, aproximadamente 20°C para cerca de
39°C, ou de aproximadamente 25°C para cerca de 37°C, ou a
aproximadamente 30°C.

Quando o promotor fosfatase alcalina é empregado, células E. coli
usadas para produzir o polipeptideo de interesse desta invengao sao cultivadas
em meio adequado, no qual o promotor fosfatase alcalino possa ser
parcialmente ou completamente induzido como descrito em geral, por exemplo,
em Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press (Cold Spring Harbor, Nova York) (2001). A cultura
nunca deve ser realizada na auséncia de fosfato inorganico ou em niveis de
inanicao de fosfato inorganico. Iniciaimente, o meio contém fosfato inorgénico
em uma quantidade acima do nivel de indugdo da sintese de proteina e
suficiente para o crescimento da bactéria. A medida que as células crescem e
utilizam fosfato, o nivel de fosfato no meio diminui, causando com isso a
inducédo da sintese do polipeptideo.

Se o promotor € um promotor induzivel, para a indugao ocorrer,
as células sdo tipicamente cultivadas até que certa densidade Optica seja
atingida, por exemplo, uma Asso de cerca de 200, usando-se um processo de
densidade celular alto, no qual o ponto de indugéo seja iniciado (por exemplo,
pela adicdo de um indutor, pela deplegdo de um componente do meio, etc.),
para induzir a expressao do gene que codifica o polipeptideo de interesse.

Qualquer suplemento necessario pode também ser incluido em
concentragdes apropriadas que seriam conhecidas pelos técnicos no assunto,
introduzido sozinho ou como uma mistura com outro suplemento ou meio,
como uma fonte de nitrogénio complexa. O pH do meio pode ser qualquer pH

de aproximadamente 5 a 9, dependendo principalmente do organismo
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hospedeiro. Para E. coli, o pH pode ser, por exemplo, de aproximadamente 6,8

para cerca de 7,4, ou cerca de 7,0.

FORMULACOES DE PROTEINAS DE LIGACAO A HEPARINA

O polipeptideo recuperado, por exemplo, usando-se 0s métodos
descritos no presente pedido, pode ser formulado em um veiculo
farmaceuticamente aceitavel e para diversos usos diagnésticos, terapéuticos e
outros usos conhecidos para tais moléculas. Por exemplo, o VEGF descrito no
presente pedido pode ser usado em imunoensaios, como 0 imunoensaio de
enzima. Usos terapéuticos para as proteinas de ligagéo a heparina obtidas
usando-se os métodos descritos no presente pedido s&o também
contemplados. Por exemplo, um fator de crescimento ou horménio, por
exemplo, VEGF, pode ser usado para aumentar o crescimento conforme
desejado. Por exemplo, o VEGF pode ser usado para promover cicatrizagao,
por exemplo, de feridas agudas (por exemplo, queimaduras, feridas cirurgicas,
feridas normais, etc.) ou uma ferida crénica (como, ulcera diabética, ulcera de
pressdo, uma Ulcera nervosa, uma ulcera venosa, etc.), para promover o
crescimento do ‘cabelo, para promover o crescimento e reparo de tecido (por
exemplo, osso, figado, etc.), etc.

Formulacdes terapéuticas de proteinas de ligagao a heparina séo
preparadas para armazenamento pela mistura de uma molécula, por exemplo,
um polipeptideo que tem o grau desejado de pureza, com veiculos opcionais
farmaceuticamente aceitaveis, excipientes ou estabilizantes, (Remington's
Pharmaceutical Sciences 18 edicdo, Gennaro, A. Ed. (1995)), na forma de
formulagdes liofilizadas ou solugdes aquosas. Veiculos aceitaveis, excipientes ou
estabilizantes nao sao toxicos para receptores nas dosagens e concentragoes
empregadas, e incluem tampdes como fosfato, citrato, e outros acidos organicos;
antioxidantes incluindo acido ascorbico e metionina; conservantes (como

octadecildimetilbenzil cloreto de amoénio; cloreto de hexameténio; cloreto de
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benzalcénio, cloreto de benzeténio; fenol, buti ou alcool benzilico;
alquilparabenos como metil- ou propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol;
3-pentanol; e m-cresol); polipeptideos de baixo peso molecular (menos que
aproximadamente 10 residuos); proteinas, como albumina de soro, gelatina, ou
imunoglobulinas; polimeros hidrofilicos como polivinilpirrolidona; aminoacidos
como glicina, glutamina, asparagina, arginina, ou lisina; monossacarideos,
dissacarideos, e outros carboidratos incluindo glicose, manose ou dextrinas;
agentes quelantes como EDTA; agucares como sacarose, manitol, trealose ou
sorbitol; formacao de sais de contra ions como sodio; complexos metalicos (por
exemplo, complexo Zn-proteina); e/ou surfactantes nao-ibnicos como TWEEN™,
PLURONICS™ ou polietileno glicol (PEG).

Em certas realizagdes, as formulagées a serem usadas para
administracao in vivo sao estéreis. Isto & faciimente realizado por filtragao
através de membranas de filtragao estéreis. O HBP pode ser armazenado na
forma liofilizada ou como uma solugao aquosa ou na forma de gel. O pH das
preparagbes de HBP pode ser de aproximadamente 5 a 8, embora valores de
pH mais altos ou mais baixos possam também ser apropriados em certos
casos. Deve-se entender que o uso de certos excipientes, veiculos ou
estabilizantes podem resultar na formagéo de sais do HBP.

Tipicamente para cicatrizagao de ferida, o HBP & formulado para
entrega em local especifico. Quando aplicado de forma toépica, o HBP é
adequadamente combinado com outros ingredientes como veiculos e/ou
adjuvantes. Nao existem limitagées na natureza de tais ingredientes, exceto
que eles devam ser farmaceuticamente aceitaveis e eficazes para a
administracao pretendida, e ndo podem degradar significativamente a atividade
dos ingredientes ativos da composi¢cdo. Exemplos de veiculos adequados
incluem pomadas, cremes, géis, sprays ou suspensoes, com ou sem colageno

purificado. As composi¢cdes também podem ser impregnadas em curativos
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estéreis, adesivos transdérmicos, emplastros e bandagens, opcionalmente na
forma liquida ou semi-liquida.

Para se obter uma formulacéo em gel, o HBP formulado em uma
composicao liquida pode ser misturado com uma quantidade efetiva de um
polissacarideo soltivel em agua ou polimero sintético como polietileno glicol
para formar um gel de viscosidade apropriada para ser aplicado topicamente.
Os polissacarideos que podem ser usados incluem, por exemplo, derivados da
celulose como derivados da celulose esterificada, incluindo alquil celuloses,
hidroxialquil celuloses e alquilidroxialquil celuloses, por exemplo, metilcelulose,
hidroxietil celulose, carboximetil celulose, hidroxipropil metilcelulose e
hidroxipropil celulose; amido e amido fracionado; agar; acido alginico e
alginatos; goma arabica; pululana; agarose; carragena; dextranos; dextrinas;
frutanos; inulina; mananos; xilanos; arabinanos; quitosanas; glicogénios;
glucanos e biopolimeros sintéticos; como também gomas como goma xantana,
goma guar, goma de alfarroba; goma arabica; goma de tragacanto e goma
karaya; e derivados e misturas destes. Em certas realizagées da invengao, o
agente coloidal no presente pedido &€ aquele que, por exemplo, é inerte em
sistemas biologicos, nao téxico, simples para preparar e/ou ndo muito liquido
ou viscoso, e nao ira desestabilizar o HBP contido neste.

Em certas realizagbes da invengao, o polissacarideo € um
derivado de celulose esterificada, em outra realizacao é aquele bem definido,
purificado e listado na USP, por exemplo, metilcelulose e os derivados de
hidroxialquil celulose, como hidroxipropil celulose, hidroxialquil celulose e
hidroxipropil metil celulose. Em uma realizagdo, a metilcelulose € o
polissacarideo. Se a metilcelulose é empregada no gel, por exemplo,
compreende aproximadamente 2% a 5%, ou cerca de 3%, ou

aproximadamente 4% ou aproximadamente 5%, do gel e o HBP esta presente

em uma quantidade de aproximadamente 300 a 1.000 mg por ml de gel.
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O polietileno glicol util para gelificacao e tipicamente uma mistura
de polietileno glicéis de baixo e alto peso molecular para se obter a viscosidade
apropriada. Por exemplo, uma mistura de um polietileno glicol de peso
molecular de 400 a 600 com um de peso molecular de 1500 seria efetiva para
este propésito quando misturado na razéo apropriada para se obter uma pasta.

O termo “agua soluvel" quando aplicado aos polissacarideos e
polietileno glicois tem a intencéo de incluir solugdes coloidais e dispersdes. Em
geral, a solubilidade dos derivados de celulose & determinada pelo grau de
substituicdo de grupos éter, e os derivados estabilizantes uteis no presente
pedido devem ter uma quantidade suficiente de tais grupos éter por unidade de
anidroglicose na cadeia de celulose para fornecer os derivados soluveis em
agua. Um grau de substituicdo de éter de pelo menos 0,35 grupos éter por
unidade de anidroglicose é geralmente suficiente. Adicionalmente, os derivados
de celulose podem estar na forma de sais de metal alquil, por exemplo, os sais
Li, Na, Kou Cs.

Os ingredientes ativos também podem ser inseridos em
microcapsulas ou preparagdes de liberagdo continua. Ver, por exemplo,
Remington's Pharmaceutical Sciences 182 edigao, Gennaro, A. Ed. (1995). Ver
também Johnson et al., Nat. Med., 2:795-799 (1996); Yasuda, Biomed. Ther.,
27:1221-1223 (1993); Hora et al., Bio/Technology, 8:755-758 (1990); Cleland,
Design and Production of Single Immunization Vaccines Using Polylactide
Polyglycolide Microsphere Systems, em Vaccine Design: The Subunit and
Adjuvant Approach, Powell e Newman, eds, (Plenum Press: Nova lorque,
1995), paginas 439-462; WO 97/03692, WO 96/40072, WO 96/07399 e US
5.654.010: DE 3.218.121; Epstein et al., (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:
3688-3692; Hwang et al., (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4030-4034; EP
52.322: EP 36.676; EP 88.046; EP 143.949; EP 142.641; pedido de patente JP
83-118008; US 4.485.045 e US 4.544.545; e EP 102.324.
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Os exemplos a seguir sdo oferecidos com o objetivo de exemplos
€ nao com o objetivo de limitacéao.
EXEMPLOS
EXEmPLO |

VEGF RECOMBINANTE HUMANO EXPRESSO EM ESCHERICHIA CoLi

O VEGF recombinante humano foi expresso em Escherichia
coli. Durante a sintese, a proteina foi secretada no espaco periplasmatico e
acumulada em corpos refrateis. Assim, foram realizados estudos para
alcancar a extragdo e o redobramento da proteina. Estes estudos
revelaram pelo menos 3 tipos de VEGF (Figura 1), isoladas através de
técnicas padrao de recuperagao sem a adigao de um agente polianiénico.
Estudos com VEGF nativo mostraram que a adigdo a heparina aumenta a
resisténcia a desnaturagao induzida por grupos caotropicos e tiol (Figura
2). Além disso, a heparina aumentou significativamente a quantidade do
VEGF redobrado corretamente em experimentos de redobramento de
pequena escala. Para adaptar este resultado a um processo em larga
escala, foram descobertas condigdes que permitiram o redobramento
VEGF na presenca de sulfato de dextrano, uma molécula estruturalmente
analoga a heparina. A adigdo de sulfato de dextrano melhorou o
rendimento em 3 a 5 vezes do VEGF biologicamente ativo corretamente
dobrado comparado aos controles.

METODOS

PLASMIDEO PARA A EXPRESSAO DO VEGF 165

O plasmideo pVEGF171 foi designado para a expressao do
VEGF 65 (ver, por exemplo, Leung et al., (1989) Science, 246:1306-1309)
no periplasma de E. coli. A transcricao da sequéncia de codificagao do
VEGF foi mantida sob estrito controle do promotor de fosfatase alcalina

(AP) (ver, por exemplo, Kikuchi et al, (1981) Nucleic Acids Research,
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9:5671-8), enquanto as sequéncias necessarias para o inicio da traducgao
foram fornecidas pela regido trp Shine-Dalgarno (ver, por exemplo,
Yanofsky et al., (1981) Nucleic Acids Research, 9:6647-68). A sequéncia
de codificacdo do VEGF foi unida a jusante da sequéncia sinal de
enterotoxina 1l (STIl) bacteriana estavel para calor (ver, por exemplo, Lee
et al., (1983) Infect. Immun. 42:264-8; e, Picken et al., (1983) Infect.
Immun. 42:269-75) para secregdo subsequente no periplasma de E. coli.
As modificagées de cdédon na sequéncia sinal de STII forneceram um nivel
de tradugado ajustado, o qual levou a taxa ideal de acumulo do VEGF no
periplasma (ver, por exemplo, Simmons e Yansura, (1996) Nature
Biotechnology, 14:629-34). O lambda para o terminador da transcrigao (ver,
por exemplo, Scholtissek e Grosse, (1987) Nucleic Acids Research
15:3185) foi localizado a jusante do cédon de terminagao da tradugao do
VEGF. A origem de replicagdo, e ambos os genes de resisténcia a
ampicilina e tetraciclina, foram fornecidos pelo plasmideo pBR322. Ver, por
exemplo, Bolivar et al., (1977) Gene 2:95-113.

HOMOGENEIZACAO CELULAR E PREPARO DO CORPO REFRATIVO

Células coletadas de Escherichia coli foram congeladas e
armazenadas a -70C°. As células foram coletadas por centrifugagdao com
BTUX (centrifuga, Alfa laval) e congeladas utilizando-se BEPEX (freezer
de larga escala). As células foram suspensas em 5 volumes de 50 mM
HEPES/150 mM de NaCl/5 mM EDTA pH 7,56 (5L/kg granulo) e
homogeneizadas em um modelo Gaulin de 15 M (pequena escala) ou M3
(larga escala) (Gaulin Corporation, Everett, MA). A suspensao celular foi
entao diluida com um volume igual do mesmo tampéao e corpos refrateis
foram colhidos por centrifugagdo em uma centrifuga de alimentacao
continua BTPX 205 (Alfa Laval Separation AB (Tumba, Suécia). Uma

centrifuga de escala intermediaria utilizou SA1. Alternativamente, as
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células podem ser homogeneizadas e os pellets podem ser colhidos
diretamente sem congelamento em BEPEX e reidratagao.
EXEMPLO |l

EXTRACAO E REDOBRAMENTO DO VEGF HumMANO RECOMBINANTE EXPRESSO EM E. coLI-/

METODOS

EXTRACAO E REDOBRAMENTO

O pellet refrativo foi suspenso em um tampao de extragao
contendo 7 M de Uréia/50 mM HEPPS/pH 8 (concentragao final) em 5 L de
tampao/kg de pellet. Ditiotreitol sdlido foi entao adicionado a 3,7 g/kg de
pellet para uma concentragao final de 4 mM. Ver, por exemplo, a Figura 9
para o efeito da uréia e do DTT sobre a extragao do VEGF. A suspensao
foi completamente misturada por 1 a 2 h a 20°C. O pH pode ser ajustado
com 50% de hidréxido de sédio (w/w) a pH 8,0. O redobramento foi iniciado
com a adigdo de 19 volumes de tampéo de redobramento por volume de
tampao de extragao. O tampéao de redobramento continha 50 mM HEPPS/1
M a 2M de Uréia/2 a 5 mM de cisteina/0,05% a 0,2% TRITON™ X100/pH 8,
em concentracdo final. Ver, por exemplo, a Figura 10 para o efeito da
concentracdo de uréia e DTT presente durante o redobramento. Foram
adicionados sulfato de dextrano, heparina ou sulfato de sédio conforme
indicado. A incubacdo de redobramento foi realizada em temperatura
ambiente por 4 a 24 horas. Opcionalmente, a incubagéo pode ser
conduzida em temperatura ambiente por até 48 horas. O dobramento foi
monitorado por SDS-PAGE e/ou HPLC de heparina. O produto foi
purificado por filtracao profunda com um filtro Cuno 90SP seguido por
filtragao de 0,45 pm.

TesTE HPCL DE LIGACAO DE HEPARINA

A qualidade e a quantidade do VEGF redobrado corretamente

foram determinadas usando-se uma coluna contendo heparina imobilizada. A
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coluna POROS HE2/M (4,6 x 100 mm, HE2/M da PerSeptive BioResearch
Products, Cambridge, MA) foi equilibrada em 10 mM de fosfato de sddio, pH 7
contendo 0,15 M de cloreto de sédio. Com uma taxa de fluxo de 1 mL/min ou 2
ml/min, as colunas foram eluidas utilizando-se um gradiente linear de 0,15 M a
2 M de cloreto de sédio em tampéao balanceado durante 10 min. Em alguns
testes, a eluicao foi feita em 16 min. O agente de eluigéo foi monitorado a 280
nm. Tipicamente, a maior parte das proteinas foi eluida no volume nulo e 3
classes do VEGF puderam ser identificadas. A afinidade mais alta, o tipo com
eluicao mais tardia foi identificado como o VEGF dobrado corretamente e
subseqientemente identificado como “Pico 3 de VEGF".
RESULTADOS

A HEPARINA PROTEGE O VEGF CONTRA A DESNATURAGAO MEDIADA POR CISTEINA

A adicado de 10 mM de cisteina ao VEGF nativo levou a uma
grande redugdo do numero de moléculas dobradas corretamente (Figura 2).
Essa desnaturacao foi inibida pela adigao de 2 formas diferentes de heparina
em concentragdes a partir de 20 mM.
TABELA IA

O EFEiTo DA HEPARINA E DO SULFATO DE DEXTRANO NO REDOBRAMENTO Do

VEGF
Concentragao (ug/ml)
Adigao 0 10 55 100 200 400 % de aumento ou aumento do dobramento
Nenhum 53"
Heparina baixo MW(3 kd) 12,2 14,2 14,8 14,1 179% 2,8
Heparina alto MW(6 kd) 15,3 16,6 13,9 15,3 213% 31
Sulfato de Dextrano(10kd) 15,9 15,4 13,6 7.4 8,3 191% 2,9

Os valores na tabela referem-se a quantidade do VEGF em Pico 3
formada (em mg) por g de pellet refrativo. A concentragao de cada adicao esta

indicada. * Controle médio (5,6+5,0=5,3).
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TABELA IB

O EFeiTo Do SULFATO DE S6DI0 NO REDOBRAMENTO DO VEGF

Concentraga@o (ug/ml)

Adigao 0 50 98 195 293 455 % de aumento ou aumento do dobramento
Nenhum 53 - -
Suifato de Sédio 6,9 9,1 10,4 10,9 10,4 106% 2.1

Os valores na tabela referem-se a quantidade do VEGF em Pico 3
formada (em mg) por g de pellet refrativo. A concentragao de sulfato de sédio
5 estaindicada.
TABELA I

O EFEITO DE HEPARINAS E SULFATOS DE DEXTRANO No REDOBRAMENTO Do VEGF

Concentragao (ng/mil)

Adigao 0 2,5 12,5 50 100 % de aumento ou aumento do dobramento
Nenhum 2,2 - -

Sulfato de Dextrano (5kd) 10,1 13,7 13,4 11,2 523% 6,2

Sulfato de Dextrano (8kd) 9,9 17,2 14,0 12,9 682% 7,8

Sulfato de Dextrano (10kd) 13,8 19,2 14,6 10,1 773% 8,7
Heparina baixo MW (3kd) 10,4 16,9 14,7 66,8% 7.7
Heparina alto MW (6kd) 14,1 18,8 20,2 818% 9,2

Os valores na tabela referem-se a quantidade do VEGF em Pico 3
formada (em mg) por g de pellet refrativo.
10 RESUMO

EPARINA E SULFATO DE DEXTRANO AUMENTAM O RENDIMENTO DE

REDOBRAMENTO

Devido as propriedades protetoras contra desnaturagao descritas
acima, o efeito de diversas formas diferentes de polimeros sulfatados sobre o
15 redobramento do VEGF foi investigado. Como observado na TABELA la (e na

Fig. 5), tanto as formas de heparina de alto peso molecular como as de baixo
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peso molecular aumentaram o rendimento de VEGF re-enovelado em
aproximadamente 3 vezes. Como observado na TABELA Ib (e na Figura 6), o
sulfato de soédio aumentou o rendimento de VEGF redobrado em
aproximadamente 2 vezes. A forma de sulfato dextrano 10 Kd também se
mostrou eficaz no aumento do rendimento de redobramento; contudo, a faixa
adicionais demonstraram que as formas de sulfato de dextrano 5 Kd, 8 Kd e 10
Kd aumentaram significativamente o rendimento do VEGF no redobramento
(TABELA ll). Ver Figura 7. Ver também Figura 8.
ExempLo Il

EcEITo DE DIFERENTES TAMPOES E TRITON™ X-100 SOBRE A RECUPERAGAO DO VEGF

RESULTADOS
Tampao VEGF (mg/g de pellet)
HEPES, pH 8 13,3
HEPES, pH 8 com TRITON™ 14.3
HEPPS, pH 8 16,6
Tris HCI, pH 8 12,8
Tampéao VEGF (mg/g de pellet)
HEPES, pH 7,2 9,1
HEPPS, pH 7,2 10,7
HEPES, pH 8 10,3
HEPPS, pH 8 12,8
HEPES, pH 8 + TRITON™ X-100 12,4
HEPPS, pH 8 + TRITON™ X-100 13,9
RESUMO
A combinacao dos dados dos Exemplos |, 1l e Il demonstra um

aumento significativo (2 a 5 vezes) do rendimento pela inclusao de sulfatos de

heparina ou sulfatos de dextrano no redobramento do VEGF, um fator de
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crescimento de ligagao a heparina, bem como das condigées de recuperagao.
Este método foi implementado com sucesso em escala industrial. Espera-se
que este método seja aplicavel ao redobramento de outros fatores basicos de
crescimento e outras proteinas com sitio de ligagcdo a heparina.

EXEmPLO IV

EXTRACAO E REDOBRAMENTO DO VEGF HUMANO RECOMBINANTE EXPRESSO EM

ESCHERICHIA CoLI-ll
METODOS

EXTRAGCAO E REDOBRAMENTO

O pellet refrativo foi suspenso em tampao de extragao com
concentracao final de 7 M de Uréia, 2-30 mM de DTT (por exemplo, 10 mM de
DTT), 50 MM de HEPPS/pH 7-9 (por exemplo, pH 8) em 5 L de tampao/kg de
pellet. A suspenséo foi completamente misturada por 1 a 2 h em temperatura
ambiente. O redobramento foi iniciado com a adigao de 19 volumes de
tampao de redobramento por volume de tampao de extragdao. O tampéao de
redobramento contido na concentracao final de 1 M ou 1,3 M de uréia, 2-15
mM de cisteina (por exemplo, 7,5 mM de cisteina), 0,5 mM de DTT, 0 a 0,75
M de arginina (por exemplo, 100 mM de arginina), 15 mg/L de sulfato de
dextrano, 50 mM de HEPPS, 0,05% TRITON™ X100/pH 8. Ver, por exemplo,
Figura 12 para o efeito sobre o redobramento na presenca de aminoacidos
carregados, onde a adigado de histidina produziu o mesmo efeito obtido sem
aminoacidos aditivos. A incubagdo de redobramento foi realizada em

temperatura ambiente por 12 a 24 horas. Opcionaimente, a incubagédo pode

" ser conduzida em temperatura ambiente por até 48 horas. Opcionalmente,

pode-se adicionar ar ou oxigénio durante o processo de redobramento (0,3 a
1 cm®min/L). O dobramento foi monitorado por SDS-PAGE e/ou HPLC de
heparina. O produto foi purificado por filtragao profunda com um filtro Cuno

90SP seguido por filtragao de 0,45 pm.
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A diluicao total das etapas de extragdo e redobramento foi de
1:100. O aumento da diluicdo total das etapas de extragdo e redobramento, por
exemplo, de 1:100 para 1:200, aumentou a quantidade total do VEGF ativo
embora a concentragéo fosse mais baixa. Ver Figura 13.

A eficiencia do redobramento pode ser determinada pela
quantidade de dimeros/monémeros, sendo que os mondémeros podem ser
determinados por uma coluna de HPLC de fase reversa com C18 e a formagao
de dimeros pode ser determinada por cromatografia em coluna de heparina ou
teste de cromatografia de troca catiénica SP-5PW.

EXemPLO V

REDOBRAMENTO EM LARGA ESCALA

A fim de testar a escalabilidade das condigdes otimizadas de
redobramento, foram realizados estudos para examinar a cinética de
redobramento em pequena (0,1 L), média (1 L) e larga (250 L a 400 L) escalas.
Como mostrado na Figura 4, a cinética de redobramento em larga escala nao
mostrou distingdo das escalas mais baixas e a titulagao final do VEGF
redobrado aumentou levemente. Estes dados demonstram a escalabilidade do
redobramento com sulfato de dextrano. O produto foi ainda purificado por
filtragao profunda com um filtro Cuno 90SP seguido por filtracao de 0,45 ym.

ExempPLO VI

PuURIFICACAO | DE RHVEGF APOS REDOBRAMENTO

CROMATOGRAFIA COM HIDROXIAPATITA CERAMICA MACROPREP

Apo6s o redobramento, o material insolavel no pool foi removido por
filtragdo profunda. O pool purificado foi entao carregado em uma coluna de
hidroxiapatita ceramica (35D x 31H= 30L) (Bio Rad, Hercules, CA) equilibrada em
50 mM de HEPPS/0,05% TRITON™ X100/pH 8. As proteinas nao ligadas foram
removidas por lavagem com tampao de equilibrio e o VEGF eluido utilizando-se

uma etapa isocratica de 50 mM de HEPPS/0,05% TRITON™ X100/0,15 M de
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fosfato de sédio/pH 8. A taxa de fluxo foi de 120 cm/h. As fragoes em pools foram
determinadas por analise de fragées por HPLC de heparina.

CROMATOGRAFIA DE FLUXO RAPIDO EM BuTiL. SEPHAROSE™

O pool do VEGF foi carregado em uma coluna de Fluxo Rapido
em Butil SEPHAROSE™ (35 D x 26 H=25L) (GE Healthcare, Uppsala, Suécia)
equilibrada em 50 mM de HEPPS/0,05% TRITON™ X100/0,15 M de fosfato de
sédio/pH 8. A taxa de fluxo foi de 100 cm/h. A coluna foi lavada com tampao de
equilibrio e o VEGF recolhido na coluna efluente. As fracdes foram colhidas e
aquelas que continham proteinas foram agrupadas, pela medida de A280nm.

CROMATOGRAFIA MACRO PREP HIGH S

O pool de Butii SEPHAROSE™ foi carregado em uma coluna
Macro Prep High S (30D x 39 H=27 L) (BioRad, Hercules, CA) que foi
equilibrado em 50 mM de HEPES/pH 8. Ap6s a lavagem do efluente com
absorbancia a 280 nm para a linha de base, a coluna foi lavada com dois
volumes de coluna de 50 mM de HEPES/0,25 M de cloreto de sédio/pH 8. O
VEGF foi eluido utilizando-se um gradiente volume coluna 8 a partir de 0,25 a
0,75 M de cloreto de sdédio em 50 mM de HEPES/pH 8. A taxa de fluxo foi de
75 a 200 cm/h. As fracdes foram recolhidas e aquelas contendo VEGF
corretamente dobrado conforme determinado por um ensaio de ligagéo a
heparina, por exemplo, HPLC de heparina, foram agrupadas.

CROMATOGRAFIA EM FENIL 5SPW TSK

‘ O pool de Macro Prep High S foi condicionado com igual volume
de 50 mM de HEPES/0,8 M de citrato de sédio/pH 7,5. O pool condicionado foi
entdo carregado em uma coluna de Phenyl 5PW TSK (Tosoh Bioscience LLC,
Montgomeryville, PA) equilibrada com 50 mM de HEPES/0,4 M de citrato de
sédio/pH 7,5. Apés lavagem da proteina néo ligada através de uma coluna com
tampao de equilibrio, o VEGF foi eluido da coluna usando-se um gradiente de

volume de coluna 10 de 0,4 a 0 M de citrato de sédio em 50 mM de HEPES, pH
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7.5. As fragcoes foram avaliadas por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS
e aquelas contendo VEGF com pureza suficiente foram agrupadas.

ULTRAFILTRACAO/DIAFILTRACAO

O pool de VEGF foi ultrafiltrado por uma membrana de celulose
regenerada de 5kD (G30619); Unit Pellicon; taxa de alimentagao de 17,1 L/min.
A membrana foi condicionada com polissorbato 20. O pool de VEGF foi
ultrafiltrado em uma concentragdo de 6 g/L (UF1). A amostra foi diafiltrada com
7 a 14 DV (Diavolume) com 5 mM de succinato de s6dio/275 mM de
trealose/pH 5,0. A formulagao final foi de 5 mM de succinato de s6dio/275 mM
trealose/0,01% polissorbato 20/pH 5,0, em uma concentragao de 5 mg/mi.

ExempLo VI

PuURIFICACAO |l DO RHVEGF APOS REDOBRAMENTO

CROMATOGRAFIA LiQuIDA DE TROCA CATIONICA

Apos redobramento, o material insoluvel no pool pode ser
removido por filtragdo profunda. O pool redobrado é condicionado em pH 5,0 a
7.5 e cerca de 2 a 6,5 mS/cm. Em uma realizagéo, o pool € condicionado em
pH 6,5 e 5 mS/cm. O pool de redobramento pode entao ser carregado em uma
coluna de carregamento extremo de sulfopropil (SPXL) e eluido utilizando-se
gradiente com concentragéo salina crescente. As fracbes separadas em pool
podem ser determinadas por andlise das fragées de HPLC de heparina.

COLUNA DE INTERACAO HIDROFOBICA (HIC)

O pool de VEGF eluido a partir do SPXL pode ser condicionado a
50mS/cm para ser carregado em uma coluna de cromatografia Fenil TSK
(Tosohaas, Montgomeryville, PA). As fragbes sao coletadas e aquelas

contendo a proteina sdo agrupadas.

IEX Ou Mopbo MisTo

O pool do fenil TSK pode ser carregado em uma coluna de

cromatografia de troca iénica (IEX) ou cromatografia de modo misto. As fragbes
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sdo coletadas e aquelas que contétm VEGF dobrado corretamente, como

determinado nos ensaios descritos no presente pedido, sdo agrupadas.

ULTRAFILTRACAO/DIAFILTRAGAO

O pool de VEGF pode ser ultrafitrado por uma membrana de
celulose regenerada de 5kD (G30619); Unit Pellicon; taxa de alimentagao de
17,1 L/min. Por exemplo, a membrana é condicionada com polissorbato 20. O
pool de VEGF é ultrafiltrado até uma concentragao de 6 g/L (UF1). A amostra é
diafiltrada com 7-14 DV (Diavolume) com 5 mM de Succinato de Sédio/275 mM
de Trealose/pH 5,0.

Nos métodos e processos aqui descritos, a pureza final e/ou
atividade pode ser avaliada por mapeamento peptidico, mapeamento de
bissulfeto, SDS-PAGE (tanto reduzido como n&o-reduzido), dicroismo
circular, lisado de amebécito Limulus (LAL), cromatografia de heparina,
HPLC de heparina (por exemplo, HPLC de heparina pode ser usado para
determinar a concentracao de dimeros de VEGF), cromatografia HPLC de
fase reversa (rp) (por exemplo, a rpHPLC pode ser usada para determinar
a concentracao de mondémeros de VEGF), ligagao a heparina, ligagao ao
receptor (por exemplo para VEGF como: Bioanalytic R&D de ligagao ao
receptor KDR, e/ou ligagao ao receptor Fit1), Analise SEC, teste celular,
teste de poténcia HUVEC, ELISA com anticorpos anti-VEGF, analise por
espectrometria de massa, etc.

Sabe-se que os depositos, exemplos e realizagoes descritas no
presente pedido sdo somente para fins ilustrativos e que quaisquer
modificagdes ou alteragbes, em vista do ja exposto, serao sugeridas aos
técnicos no assunto e deverao ser incluidas no espirito e alcance deste pedido,
e escopo das reivindicagdes anexas. Todas as publicagoes, citagbes, patentes
e pedidos de patentes citados no presente pedido s&o integralmente

incorporados ao presente, como referéncia para todos os propositos.
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REIVINDICAGCOES
1. METODO PARA RECUPERAGCAO DE UMA PROTEINA DE

LIGACAO A HEPARINA, em que dita proteina de ligag&o a heparina € o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) que se liga a heparina, a partir de uma
cultura celular procarionte, caracterizado pelo fato de compreender as etapas de:

(a) isolamento da dita proteina de ligagédo a heparina a partir do
periplasma da dita cultura celular procarionte;

(b) solubilizagdo da dita proteina de ligagdo a heparina em uma
primeira solugdo tamponada que compreende um agente caotropico € um
agente redutor;

(c) incubagdo da dita proteina de ligagdo a heparina em uma
segunda solugdo tamponada que compreende um agente caotrépico e um
agente polianionico sulfatado, em que dito agente polianidnico sulfatado é
sulfato de dextrano ou sulfato de sédio, por um periodo e sob condigbes tais
que o redobrémento da proteina de ligagao a heparina ocorra; e

(d) recuperagéo da dita proteina de ligagéo a heparina redobrada,
em que ha um aumento de cerca de 2 a 5 vezes na proteina de ligagcao a
heparina redobrada recuperada comparado a incubagdo sem agente
polianidnico sulfatado.

2. METODO, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que o VEGF € VEGF1es.

3. METODO, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que o sulfato de dextrano tem entre cerca de 3.000 e 10.000 daltons.

4. METODO, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que o sulfato de dextrano tem entre cerca de 8.000 e 10.000 daltons.

5. METODO, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que as ditas primeira e segunda solugdes tamponadas

compreendem HEPPS a pH 8,0.
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6. METODO, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que a concentragédo de sulfato de sodio esta compreendida entre
cerca de 50 e 500 mM.

7. METODO, de acordo com a reivindicagado 1, caracterizado
pelo fato de que a dita segunda solugéo tamponada compreende adicionalmente:

(i) um agente redutor,;

(ii)) um detergente nao-idnico; ou

(iii) arginina e/ou lisina.

8. METODO, de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado
pelo fato de que o agente redutor da segunda solugao tamponada compreende
uma combinacéao de cisteina e DTT.

9. METODO, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que a dita etapa de recuperacao (d) compreende:

(i) sequiencialmente colocar em contato a dita proteina de ligagéo a
heparina redobrada com um suporte cromatografico de hidroxiapatita; um primeiro
suporte cromatografico de interagdo hidrofébica; um suporte cromatografico
catiénico e um segundo suporte cromatografico de interacao hidrofébica, e eluir
seletivamente a proteina de ligacao a heparina de cada suporte, ou

(i) sequiencialmente colocar em contato a dita proteina de ligagao

a heparina redobrada com um suporte de troca catidnica, um suporte

cromatografico de interagao hidrofébica, e um suporte cromatografico de troca

idnica, e eluir seletivamente a proteina de ligagao a heparina de cada suporte.
10. METODO, de acordo com a reivindicagéo 9, caracterizado
pelo fato de que ditos primeiro e segundo suportes cromatogréﬁcos. de
interacéo hidrofébica sao selecionados do grupo que consiste em resinas butil-,
propil-, octil- e aril-agarose.
11. METODO, de acordo com a reivindicagao 9, caracterizado

pelo fato de que dito primeiro suporte cromatografico de interagao hidrofobica €



10

15

20

25

um suporte de butil-agarose e dito segundo suporte cromatografico de
interacao hidrofébica é um suporte de resina fenil-agarose.

12. METODO PARA RECUPERACAO DE UMA
PROTEINA DE LIGACAO A HEPARINA, em que dita proteina de ligagao a
heparina é o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que se liga a
heparina, caracterizado pelo fato de compreender as etapas de:

(a) isolamento da dita proteina de ligagao a heparina a partir do
periplasma da dita cultura celular procarionte;

(b) solubilizacdo da dita proteina de ligagao a heparina em uma
primeira solugdo tamponada que compreende um agente caotréopico e um

agente redutor;

(c) incubagao da dita proteina de ligag&o a heparina desnaturada em
uma segunda solugao tamponada que compreende um agente caotropico e um
agente polianiénico sulfatado, em que dito agente polianiénico sulfatado € sulfato
de dextrano ou sulfato de soédio, por um periodo e sob condigbes tais que o
redobramento da dita proteina de ligacao a heparina possa ocorrer, em que ha um
aumento de cerca de 2 a 5 vezes de proteina de ligagdo a heparina redobrada
recuperada comparado a incubagao sem agente polianidénico sulfatado; e

(d) sequiencialmente colocar em contato a dita proteina de ligagao
a heparina redobrada com (i) um suporte cromatografico de hidroxiapatita, um
primeiro suporte cromatografico de interagao hidrofébica, um suporte
cromatografico catiénico e um segundo suporte cromatografico de interagao
hidrofébica, e eluir seletivamente a proteina de ligagdo & heparina de cada
suporte ou (iij) um suporte de troca catidnica; um suporte cromatografico de
interacao hidrofébica, e um suporte cromatografico de troca ibnica, e eluir

seletivamente a proteina de ligagao a heparina de cada suporte.
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Estabilizacdo do rhVEGF nativo pela Heparina 50 mM
HEPES, pH 8, 5mM EDTA, 0,2M de NaCl, 10 mM de
Cisteina
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VEGF — Efeito de escala no redobramento
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Efeito do sulfato de sédio no redobramento de VEGF
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Efeito da Heparina e sulfato de dextrano no redobramento de VEGF
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' "REsumo _
“METODOS PARA RECUPERAcAo DE UMA PROTEINA DE LIGAGAO A
" HEPARINA” -
A presente inve;)géo réfere-se a um précesso para recupérag:éo
5 de proteinas de ligagdo a heparina redobradas. produzidas em células
" hospedeiras ‘h:eteréloga’s que inclui 4:;1 etapa de -incubagao »da‘~‘proteina
_solubilizada com u'm tipo polianiénico, té| ‘como sulfato de dextrano.
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