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"Processo para a produgao de analogos do factor de

crescimento de fibroblastos"

A presente invengf@o refere-se a anélogos do
factor de criscimento de fibroblastos. Em especial, a presen.
te invencf8o refere-se a andlogos do factor de crescimento
de fibroblastos basicos recombinantes ("r-bFGF") em um hos-
pedeiro de estirpe E. Coli, (Escherichia Coli) e a polinu-
clebtidos que codificam esses factores.

A numenclatura utilizada & a seguinte:

FGF = factor de crescimento de fibroblastos,

aFGF = factor de crescimento de fibroblastos &cido,
n-FGF = FGF natural ou de ocorréncia natural,
h-FGF = FGF humano,

b-FGF = FGF bovino,

h-bFGF = FGF bésico humano,

b-bFGF = FGF basico bovino,
r-bFGF = FGF bAsico recombinante,
Th-bFGF = FGF basico humano recombinante,

rb-bFGF = FGF bAsico bovino recombinante.



Antecedentes

O factor de crescimento de fibroblastos (FGF),
foi primeiro descoberto por Gospodarowicz, "Nature", 249,
1974, p. 123, sob a forma de uma actividade derivada de te-
cido do cérebro bovino ou de pituité&ria que era mitogénica
para fibroblastos e células endozeliais. Verificou-se mais
tarde que o mitogéno principal do cérebro & diferente do
isolado da pituitéria. Estes dois factores foram designados
por FGF basico e Acido porque apresentam actividades biold-
gicas similares mas né8o idénticas pois diferem.no seu ponto
isceléctrico.

Subsequentemente isolaram-se outros mitogénos
de células endoteliais, a partir de um certo nlmero de te-
cidos e de tumores que eram muito similares ou identicos ao
FGF bésico. Estes factores incluem, por exemplo, o factor
de crescimento derivado de hepatoma (KIAGS brun et el,
"PNAS", 83, 1986 p. 2448-2452, e Lobb et al; "J. Biol. Chem."
23, 1984 p. 6295-6299), factor de crescimento derivado de
condrossarcoma (Shing et al, "Science", 223, 1984, p. 1296~
-1299), factor de crescimento derivado de beta retina (Baird
et al, "Biochemistry", 24, 1985 p. 7855-7860), factor de
crescimento derivado de cartilagem (Sullivan e Klagsbrun;
"J. Biol Chem.", 260, 1985, p. 2399-2403), factor 2 de cres
cimento astroglial (Pettman et al, "FEBS Lett."; 189, p.
102-108) factor de crescimento derivado do olho (Courty et
al, "Biochimie", 67, 1985, p. 265-2698) factor de crescimen
to derivado de hipoté&lamo catibnico (Klagsbrun e Shing,

"PNAS", 82, 1985,p. 805-809), factores de crescimento da



classe 2 e de ligac@o & beta heparina (Lobb e Fett, "Bioche-
mistry", 23, 1984, p. 6265-6299; Lobb et al "Biochem.", 24,
1985, p. 4969-4973; Lobb et al; "BBRC'", 131, 1985 p. 586-
-592; Lobb et al, "J. Biol. Chem", 261, 1986 p. 1924-1928)

e um componente de factor de crescimento derivado de macrod-
fagos (Bair et al, "BBRC", 126, 1985, p. 358-364).

Todos os factores acima referidos partilham
a propriedade de bFGF de ligac&o estreita com a heparina e
todos s&@o protéinas basicas. Também se descobriu um grupo
similer de factores que se ligam & heparina tipificados por
aFGF. Estas moléculas eluem da heparina a uma baixa concen-
trag8o de cloreto de sbdio e tém pontos isoceléctricos na re-
gido Acida. A propriedade de ligacdo & heparina destes fac-
tores facilita a sua purificacfo permitindo o isolamento de
protéina suficiente para a an&lise da seguéncia de aminoAci
dos em diversos casos. Ainda que a utilizac8o da heparina
tenha facilitado a purificacdo de FGF, a utilizac8o de he-
parina em processos de purificacdo em larga escala ndo é
desejhvel porque é despendiosa, & possivel a contaminacdo
do produto com heparina e a perda de rendimento devida & 1i
gacéo irreversivel com a heparina .

Os FGF bAsico e &cido s&o provavelmente de~
rivados do mesmo gene ancestral e s&o 55% homblogos na se-
quéncia de amino&cidos tendo a mesma estrutura de introns/
exonos,

As experiéncias de manchas de Southern suge-
rem que existe apenas um gene para cada um dos FGF basico e
&cido; as diferéngas entre as moléculas isoladas de diferen

tes tecidos s@o provavelmente devidas a processos de post-
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-translag@o. A escala de actividades bioldgicas das duas clas

ses apresenta-se idéntica ainda que o bFGF seja cerca de

dez vezes mais potente do que o aFGYF na maior parte dos sis

temas de bioensaio.

O FGF basico consiste em uma protéina de ca-
deia simples, nao glicosilada, com um peso molecular de a-
proximadamente 16 500. O FGF bésico contém quatro residuos
de cisteina mas desconhece-se o nlimero de ligacdes de disul-
fureto se & que existe alguma. Um produto de tradug&o primi
ria com 155 aminohcidos foi proposto para bFGF mas a maior
parte da que foi encontrada no tecido pituitério tem 146
aminoécidos.

Foram isolados dos diferentes tecidos diver-
sas formas de peso molecular diferindo no comprimento no
N-terminal, todas apresentando-se como retentoras de acti-
vidade biolbgica.

O FGF bésico & uma proteina extremamente b~
sica com um ponto isoeléctrico de 9,6. 0 FGF basico liga-se
g&vidamente 4 heparina eluindo de colunas de sz=farose da he-
parina no cloreto de sb6dio a cerca de 1,6 M..A actividade
biolbgica de bFGF & destruida pelo aguecimento a 70°C ou pe
los detergentes. No genoma as sequéncias que codificam este
produto de traducf@o s&o interrompidas por dois introns; a
primeira imerge do codao 60 e a segunda separa os codoes
94 e 95. A dimensdo da regidd codificadora gendmica comple-
ta nao & conhecida mas possui pelo menos 34Kb de comprimen-
to. O gene para bFGF estéd localizado no cromossoma 4.

Os dados da primeira sequéncia para bFGF fo-

ram publicados por Bohlen et al, "PNAS", 81, 1984; p. 5364-



-5368, que determinaram os 15 amino&cidos no N-terminal de
material purificado proveniente de tecido de pituitiria bo-
vina. Subsequéntemente, Esch et al; "PNAS", 82, 1985 p.
6507-6511, . Referiu a segquéncia completa de bFGF de pitui-
tadria bovina e comparou-a, a0 mesmo tempo, com & Sequéncia
do terminal amina de aFGF. O pedido de patente de invenc&o
PCT WO 86/07595 descreve a produc&c de bFGF em E. Coli.
Contudo, o rendimento referido do produto & extremamente
baixo. A clonagem do gene para b-bFGF foi descrita em pri-
meiro lugar por Abraham et al; "Science'; 233, p.545-548 e,
posteriormente, oS mesmos autores descrevem a sSequéncia nu-
cleOtidica e a organizaglo gendmica de h-bFGF em ("EMBO Jour
nal", 5, 1986 p. 2523-2528). Os DFGF humano e de bovino di-
ferem apenas de dois aminoécidos.

Embore preparacdes de grande pureza de bFGF
tenham sido recentemente tornado disponiveis para ensaios,
muitos estudos "invitro" tém sido publicados utilizando ma-
terial com diversos niveis de pureza. Nestes estudos, o
bFGF tem sido descrito como possuindo uma actividade mito-
génica potente para uma grande variedade de células de ori-
gem ﬁesodérmica podendo ser quimiotéctico para as células
endoteliais e para fibroblastos. Além disso, o r-bFGF deri-
vado de tecido e de ocorréncia natural parece induzir & neo-
-vascularizac¢do na cornea do coelho e em ensaios sobre a
membrana corioalantoideia do frango, portanto podendo apre-
sentar-se utiliz&vel para acelarar a cicatrizacido de feridas,
Fourtanier et al, "J. Inv. Derm.", 87, 1986 p.76-80, referiu
que a preparacdo derivada de retina bovina & capaz de esti-

mular a neo-vascularizacéo e a re-epitelizac&o e promover a



cicatrizacdo de feridas numa experiéncia em vesiculas de co
baia, Davidson et al; "J, Cell. Biol."; 100, 1985, p. 1219-
-1227, demonstraram que a cicatrizacdo acelarada de feridas
acompanhada por aumento de tecido granuloso e de acumulagéo
de colagénio pode ser induzida pelo factor derivado de car-
tilegem bovina, em um sistema exXperimental de feridas no ra
to. Buntrock e colaboradores; "Exp. Path."; 21, p.46-53 e

"BExp. Path."™ 21, 1982, p. 62-67, também referiram o aumento
do tecido granuloso e neo-vascularizacfo durante a cicatri-
zagcdo acelarada de feridas em ratos utilizando um extracto

de tecido de cérebro bovino.

Sumlrio da Invencao

A presente invengéo refere-se a anllogos de
bFGF que s8o0 mais est&veis do que o bFGF de ocorréncia na-
tural e que facilitam a purificacgao de r-bFGF. Proporciona-
-se um anidlogo de bFGF gue comporta uma sequéncia de amino-
&cidos que incorpora residuos de cisteina em gue, pelo me-
nos um, de preferéncia dois dos referidos residuos de cis-
teina, &/s&o substituido(s) por um residuo de aminoécido
diferente.

A presente invengdo também se refere a um pro
cesso preferido para a produg&o de anélogos de bFGF, o qual

consiste em:

1) desenvolver em condigdes nutrientes apropriadas, células
hospedeiras de E. Coli, transformadas com um vector plasmi-
dico de ADN, em que esse vector comporta uma sequéncia de

ADN codificadora para expressdo no hospedeiro de E. Coli de



um anidlogo de bLFGF comportando uma parte ou o total da con-
formacdao estrutural primé&ria de bFGF e uma ou mais das pro-
priedades bioldgicas do factor de crescimento de fibroblas-
tos baAsicos humanos em fue pelo menos wm residuo de cistei-
na & substituido por um residuo de um aminohcido diferente

(referido aqui como "an&logos de bFGF"), uma sejuéncia do

promotor regulada e um gene de controlo do nlurero de cbpias

induzivel pela temperatura;

2) isolar os analogos de bFGF desejados, da expresséo das

sequéncias de ADN no referido vector; e
3) purificar os anidlogos de bFGF desejados.

A presente invencao também se refere a méto-
dos de purificac&o de an&logos de r-bFGF derivados de E. Coli,
utilizando sistemas cromatogréficos jue ndao contenham hepa-
rina.

Também s&o proporcionadas as sequéncias codi
ficadoras de ADN para todos ou para parte de an8logos de

rh-bFGF. Estas sequéncias podem incluir, preferivelmente:

1- A incorporacao dos codoes preferidos para a express&o por
estirpes hospedeiras de E. Coli seleccionadas, ("codoes

de expressao de E. Coli").

2- A preparacao de locais de clivagem por enzimas de endo-

nuclease de restricdo; e/ou

3- A preparacao de sequéncias de ADN intermédias, terminais
ou iniciais que facilitam a construgao de vectores expres

sados facilmente.



As novas sequéncias de ADN da presente inven
¢80 incluem sequéncias utilizaveis na expressZo segura em
células hospedeiras de E. Coli de anllogos de bFGF.

As sequéncias de ADN da presente invencdo in-

cluem especificamente:

a) sequéencias de ADN representadas na fig. 2 em que, pelo
menos um coddo gue codifica um residuo de cisteina, & subs-
tituido por um coddo que codifica um residuo de aminohcido

diferente (referidas como "sequéncias an&logas");
b g ’

b) uma seguéncia de ADN que hibridiza com uma das sequénci

as anllogas ou com os seus fragmentos;

c) uma sequéncia de ADN que hibridiza com uma das sequénci

as anidlogas mas Sem desgenerescéncia do cbddigo gznético.

Mais especificamente, entende-se na parte c)
que sdo sequéncias de ADN preparadas que codificam anflogos
de bFGF as quais podem incorporar codoes que facilitam a
traducao do ADN mensageiro nos hospedeiros microbianos pre-
feridos. Estas sequéncias preparadas podem ser facilmente
construidas de acordo com 0s métodos de Alton et a1, PCT-pe
dido de patente de invenc&o no WO 83/04053.

Descrevem-se a seguir os anélogos de bFGF
isolados e purificados que possuem uma ou mais das proprie-
dades biolbdgicas (p/ex: propriedades imunolbgicas e activi-
dade biolbgica "in vitro") e propriedades fisicas (por exem
plo, peso molécular) de bFGF de ocorréncia natural, inluin
do as suas variantes aléticas.

Estes anidlogos de bFGF também podem ser carac



terizados por serem o produto de expressdo em hospedeiras

de E. Coli de sequéncias de ADN exbgenas. Os anilogos de
bFGF da presente invengdo, que si3o expressos por células
hospedeiras de E. Coli podem incluir um residuo do aminoéci-
do metionina inicial, na posigdo 1 como se mostra no fig. 2.
Alternativamente, um ou mais dos residuos dos aminohcidos
terminais podem ser retirados da sequéncia de ADN, mantendo
a actividade bioldgica de DFGF de ocorréncia natural como &
sabido pelos técnicos desta matéria.

Também est@o incluidos no &mbito da presente
inveng8o diversos veiculos de clonagem replicéveis, veicu-
los de express&d e culturas de E. Coli transformadas, com-~
portando todos a informacfo genetica alterada necessAria pa
ra efectuar a produc@o de andlogos de bFGF derivados de
E. Coli,

Pode utilizar-se a mutagénese de local diri-
gido para converter o gene pare b-bFGF num codificador para
rh-bFGF. Também se pode modificar o gene bovino e o gene hu-
mano por mutagenese de sitio-dirigido, para converter pelo
menos um dos residuos de cistéina.

Numerosos aspectos e vantagens da presente
invencd@o serdo evidentes para os técnicos apbs consideracao
da descricao detalhada que se segue e que proporciona a exem
plificac8o da pratica da presente invencdo nos seus aspectos

presentemente preferidos.

Breve descricao das figuras

A fig. 1 & a representac@o esquemhtica da reu

nido e clonagem do gene de bFGF.
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A fig. 2 representa sequéncias nucleotidicas
e de aminoacidos de r-bFGFs. As caixas a cheio representam
as alteracoes dos nucleotidos e dos aminodcidos resultantes
que sao produzidas pela mutagénese de sitio-dirigido, a fim
converter o gene bovino num codificador de rh-bFGF., As cai-
zas a ponteado representam as altera;des feitas para conver
ter o gene de bFGF em um codificador para anélogos de bFGF
da presente invencgao.

A fig. 3 representa um grafico da actividade
mitogénica de r-bFGFs em células NIH3T3. O efeito mitogéni-
co de rh-bFGF (.) e rb-bFGF (o) e bFGF humano recombinante
(ser-70.80) (x) em células NIH3T3. A dose de r-bFGF estd de
senhada em funcgé@o da percentagem de estimulac&8o méAxima da
sintese de ADN avaliada por absorgdo, nessa dose, de, 3H ti-
midina,

A fig. 4 representa a fotografia de uma co-
loracéo com prata de uma electrofurese sobre gel de polia-
crilamida-dodecil sulfato de sddio ("SDS-PAGE") de r-bFGFs
purificados;

A fig. 5 representa o perfil obtido por cro—'
matografia liquida de alta resolucdo de rb-bFGF S-carboxi-
metilado natural digerido com tripsina (topo do painel). As
setas indicam os péptidos que exibem as diferencas principais
no tempo de retenc8o apds a S-carboximetilacfo.

A fig. 6 representa um espectro dicroico cir-
cular de rb-bFGF nas regioces de U.V. longiqua (esquerda) e
proxima (direita).

A fig. 7 representa um grafico da actividade

mitogénica do an&logo BFGF de Ser-26,70,88,93 em células
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NIH3T3. A dose de r-bFGF esti registada em funca@o da percen-
tagem de estimulag¢ao méxima da sintese de ADN, medida pela
absorgao de 3H-timidina nessa dose.

A fig. 8 representa um diagrama de um estudo
e observacdo "in vivo" de um ferimento numa orelha de rato

do exemplo 16.

Descricao detalhada

Proporcionam-se novos anélogos de bFGF de
acordo com a presente invencgdo, 0S quais incorporam pelo me
nos um, de preferéncia dois, dos residuos de cisteina que
se encontram em bFGF natural substituidos por um residuo de
aminofcido diferente. Verificou-se que estes anllogos exi-
bem uma estabilidade surpreendente, acentuadamente aumentada
em relaca&o ao bFGF natural. Acredita-se que os anidlogos de
bFGF mais estaveis da presente invencdo podem também aumen-
tar a eficacia de bFGF nos tratamentos de cicatrizacé&o de
feridas e em cirurgia.

A presente invencfo também proporciona genes
manufacturados ou sintéticos capazes de sintese directa em
hospedeiros microbianos seleccionados, (por exemplo, bacté-
rias, leveduras e células de mamiferos em cultura), de ané-
logos de bFGF,

Também s&o abrangidas pela presente invencao
as composicOes farmaceuticas que incorporam quantidades efi
cazes de bFGF da presente invenc@o em conjunto com diluentes
agentes adjuvantes e/ou véiculos apropriados iteis na cica-
trizac8o de feridas e em aplicacgbes cirfirgicas, incluindo,

mas nao limitando a cicatrizac@o de feridas superficiais,
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cicatrizacgo dssea, angogenese (formaciAo de vAsos sanguine-
os, especialmente importante para a cicatrizagdo de feridas
profundés), regeneracao de nervos e formagdo e regeneracio
de orgaos.

Tal como agqui se utiliza, a designacdo "fac-
tor de crescimento do fibroblasto basico derivado de tecido"
refere~-se a factores de crescimento de fibroblastos béasicos
derivados de tumores, de células eucaridticas mantidas em
cultura, tecidos normais e outros similares,

Tal como aqui se utiliza, o termo "manufactu
rado” aplicado a uma sequéncia de ADY ou & um gene designa
um produto sintetizado quimicamente na sua totalidade, por
reunido de bases nucleotidicas ou derivado da replicacéo
biolbgica sintetizado quimicamente. Como tal, a designacao
é exclusiva de produtos sintetizados por métodos de ADN de
clonagem gendmica, os quais envolvem materiais iniciais ori
ginalmente de origem biolbdgica.

Tal como aqui se utiliza, o termo "sinteti-
zado" refere-se a mutagénese de sitio-dirigido ou outra al-
teragdo de um gene manufacturado préviamente.

‘ Como aqui se descreve, a designaglo "residu-
os de cisteina que existem sob a forma de . sulfidrilos 1i-
vres refere-se a residuos de cisteina que nao involvem a
formag8o de ligacgBes de di-sulfureto.

O bFGYF recombinante derivado de E., Coli foi
rroduzido de acordo com o0 seguinte processo geral:

A sequéncia de aminoécidos de bFGF publicada
por Esch et al; "PNAS", 82, 1985, p. 6507-6511, foi utili-

zada como base para a produgd&o do gene de bFGF para expres-
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sdo em E. Coli. A sequéncia nucleotidica para este gene ma-
nufacturado inclui coddes utilizados muito frequentemente
pela B, Coli e locais de restricé@o apropriados para serem
utilizados em clonagem. Representativo de um gene manufac-
turado & o gene apresentado no quadro I.

0 quadro I representa um gene manufacturado
para b-bFGF, enquanto que o quadro II representa um gene
sintético para h-bFGF,

A sequéncia nucleotidica do gene manufactura
do para b-bFGF e a sequéncia de aminoicidos a partir da qual
este & derivado estdo representadas na fig. 2. As caixas a
cheio indicam as alteracOes nucleotidicas e de aminoAcidos
resultantes que foram produzidas pela mutagénese de sitio-
-dirigido afim de se converter o gene bovino manufacturado
em um gene sintético que codifica para h-bFGF. As caixas
com linhas ponteadas indicam as alteragOes subsequentes rea
lizadas para converter o gene sintético de h-bFGF em sequén
cias nas quais um ou mais dos residuos de cisteina estao
substituidos por residuos de serina. Aceita-se que a muta-
génese de sitio-dirigido pode ser utilizada para gerar ou-
tros andlogos de b-bFGF. Por outras palavras, podem utilizar-
~-se outros amino&cidos para substituir os residuos de cistei
na, Geralmente o amino&cido escolhido como substituto do re
siduo de cistelna & escolhido com base na sua capacidade
para criar um andlogo gue retenha uma estrutura similar mas
que impeca a formacgdo de dimeros.

Exemplos destes aminoécidos incluem a serina,
a alamina, o &cido aspértico e a asparagina. Outros amino-

dcidos que podem substituir a cisteina ser&o reconhecidos
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pelos técnicos nesta matéria.

Foram manufacturados oligonucleotidos que
correspondem a ambas as cadeias do gene de b-FGF nas secgles
de sobreposigdo e reunido em duas sec¢bes maiores por hibri-
dizac8o e subsequente ligacgo.

As duas secgles maiores foram clonadas depois
por meio de um vector fhgico apropriado (por exemplo,
M13mpl8) para an&lise da sequéncia nucleotidica. Estes vec-
tores fhAgicos sdo fécilmente determinados pelos técnicos da
matéria., Apbds verificacdo da sequéncia correcta, excisam-se
ambas as secgdes por digestd8o com endonucleases de restri-
¢&o, isoladas sobre gel e ligadas por meio de um vector de
expressao apropriado. A expressd@o do gene de bFGF codifica-
da no vector de expressdo & regulada por uma sequéncia pro-
motora regulada e os genes de controlo do nlmero de cbdpias
induziveis pela temperatura localizados no vector de expres
s&o.

O termo "promotores regulados" & utilizado
para referir os promotores PL’ (por exemplo, promotores de-
rivados do fagoA/iameds]) e, para abreviar, o promotor Pr.
Os vectores de expressdo que contém estes promotores regu-
lados e os genes de controlo do nfmero de cépias induziveis
pela temperatura, estdo descritos no pedido de patente de
invenc&o europeia N2 136,490. O desenvolvimento do vector
de expressdo que contém o gene de bFGF numa estirpe de E.
Coli hospedeira apropriada, produz o rb-bFGF. Quando se li-
saram as células que continham o rb-bFGF e se submeteram a
centrifugacdo a velocidade baixa, encontrou-se de cerca de

30% até cerca de 70% de rb-bFGF sob a forma solfivel na frac
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¢8o sobrenadante, A purificagf@io utilizando sistemas croma-
tograficos isentos de heparina, isto &, cromatografia de a-
finidade, forneceu um produto polipeptidico gque se verificou
ser pelo menos 95% puro, através de electroforess em gel de
poliacrilamida e que, virtualmente, ndo continha endotoxi-

nas ou contaminacao por ADN.
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Quadro I

Factor de crescimento de fibroblasto de bovino bésico/gene

manufacturado

10 30 50
CTAGAAGGAGGAATAACATATGCCAGCTCTGCCAGAAGATGGTGGATCCGGTGCTTTCCC
GATCTTCCTCCTTATTGTATACGGTCGAGACGGTCTTCTACCACCTAGGCCACGAAAGGG

70 90 110
GCCAGGTCATTTCAAAGATCCGAAACGTCTGTACTGCAAAAACGGTGGTTTTTTCCTGCG
CGGTCCAGTAAAGTTTCTAGGCTTTGCAGACATGACGTTTTTGCCACCAAAAAAGGACGC

130 150 170
TATCCATCCGGATGGTCGTGTTGATGGTGTACGTGAGAAATCTGATCCGCATATCAAACT
ATAGGTAGGCCTACCAGCACAACTACCACATGCACTCTTTAGACTAGGCGTATAGTTTGA

1390 210 230
GCAGCTGCAAGCTGAAGAGCGTGGTGTAGTTTCTATTAAAGGTGTATGTGCTAACCGGTA
CGTCGACGTTCGACTTCTCGCACCACATCAAAGATAATTTCCACATACACGATTGGCCAT

250 270 290
CCTGGCTATGAAAGAAGACGGTCGTCTGCTGGCTTCTAAGTGTGTTACTGACGAATGTTT
GGACCGATACTTTCTTCTGCCAGCAGACGACCGAAGATTCACACAATGACTGCTTACAAA

310 330 350
CTTTTTCGAACGTCTGGAATCTAACAACTACAACACTTACAGATCTCGTAAATACTCTTC
GAAAAAGCTTGC AGACCTTAGATTGTTGATGTTGTGAATGTCTAGAGCATTTATGAGAAG

370 390 410
CTGGTATGTAGCTCTGAAACGTACTGGTCAGTACAAACTGGGTCCGAAGACTGGTCCGGG

GACCATACATCGAGACTTTGCATGACCAGTCATGTTTGACCCAGGCTTCTGACCAGGCTT
430 450 470
TCAGAAAGCTATCCTGTTTCTGCCGATGTCTGCTAAATCTTAATAGCTCGAGAAGCTT

AGTCTTTCGATAGGAACAAGACGGCTACAGACGATTTAGAATTATCGAGCTCTTCGAA



-

Quedro II
Factor de crescimento de fibroblasto bAsico humano/gene
sintético
10 30 50

CTAGAAGGAGGAATAACATATGCCAGCTCTGCCAGAAGATGGTGCATCCGGTGCTTTCCC
GATCTTCCT CCTTATTGTATACGGTCGAGACGGTCTTCTACCACCTAGGCCACGAAAGEE
70 90 110
GCCAGGTCATTTCAAAGATCCGAAACGTCTGTACTGCAAAAACGGTGGTTTTTTCCTGCG
CGGTCCAGTAAAGTTTC TAGGCTTTGCAGACATGACG TTTTTGCCACCAAAAAAGGACGC
130 150 170
TATCCATCCGGATGGTCGTGTTGATGGTGTACGTGAGAAATCTGATCCGCATATCAAACT
ATAGGTAGGCCTACCAGCACAACTACCACATGCACTCTTTAGACTAGGCGTATAGTTTGA
190 210 230
GCAGCTGCAAGCTGAAGAGCGTGGTGTAGTTTCTATTAAAGGTGTATGTGCTAACCGGTA
CGTCGACGTTCGACTTCTCGCACCACATCAAAGATAATTTCCACATACACGATTGGCCAT
250 270 290
CCTGGCTATGAAAGAAGACGGTCGTCTGCTGGCTTCTAAGTCTGTTACTGACG AATGTTT
GGACCGATACTTTCTTCTGCCAGCAGACGACCGAAGATTCACACAATGACTGCTTACAAA
310 330 350
CTTTTTCGAACGTCTGGAATCTAACAACTACAACACTTACAGATCTCGTAAATACACTTC
GAAAAAGCTTGCAGACCTTAGATTGTTGATGTTGTGAATGTCTAGAGCATTTATGTGAAG
370 390 410
CTGGTATGTAGCTCTGAAACGTACTGGTCAGTACAAACTGGGTTCGAAGACTGGTCCGGG
GACCATACATCGAGACTTTGCATGACCAGTCATGTTTGACCCAAGCTTCTGACCAGGCCC
430 450 470
TCAGAAAGCTATCCTGTTTCTGCCGATGTCTGC TAAATCTTAATAGCTCGAGAAGCTT
AGTCTTTCGATAGGACAAAGACGGCTACAGACGATTTAGAATTATCGAGCTCTTCGAA

(

-
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Utilizou-se a mutagénese de sitio-dirigido
para converter o gene de bovino em um codificador para o
bFGF humano., Utilizou-se o mesmo esquem2 de purificacgéo pa-
ra rb-bFGF que se utilizou para purificar o rb-b¥GF.

Avaliou-se a actividade mitogénica de rb-bFGF,
rh-bFGF e anflogos de FGF, da presente invencd8o derivados
de E. Coli, utilizando um ensaio mitogénico "in vitro" que
se baseia no aumento da absorgao de timidina rddio-marcada
por células 3T3 de murganho que acompanham a sintese de ADN
aumentada durante a divisdo celular.

Utilizou-se a mutagénese de sitio-dirigido
oligonucleotidica para modificar o gene de rh-bFGF de modo
a que as sequéncias que codificam para uma parte ou para o
total dos residuos de cisteina codificar&o entdo para resi-
duos de aminoécidos diferentes. Os anf@logos de DPFGF da pre-
sente invenca@o demonstraram de um modo surpreendente possuir
uma estabilidade acentuadamente superior & da molécula de
bFGF ainda que n&o desprovida da actividade da bFGF,

Os exemplos gque se seguem servem para uma
melhor compreensdo dos varios aspectos da presente invencéo.
A designacgéo "D.O.", tal como é utilizada nestes exemplos

refere-se a unidades de Densidade optica a 600 nm.

EXEMPLO 1

Preparacao de um gene manufacturado de codificacdo de b-bFGF,

Este exemplo refere-se & preparacdo de um
gene manufacturado que codifica b-bFGF em que, de preferéen-
cia, sa8o incluidos coddes de expressdo em E. Coli. O proto-

colo utilizado para preparar o gene manufacturado que codi-
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fica o produto de b-bFGF estéa descrito de forma geral por

Alton et al. na publicacgao PCT N2 WO 83/04053 gue aqui esté
incorporada como referéncia. Os genes foram designados para
reunifo inicial dos oligonucleotidos compcnentes em duplexes
mltiplos que por sua vez foram reunidos em duas secpdes

discretas. Estas seccOes foram concebidas para rapids ampli
ficag3o e, apbds a remocdo do sistema de amplificagdo poderam
ser sequéncialmente reunidas ou através da ligacdo de frag-

mentos miltiplos num vector de expressio apropriado.

Reunigo do sector I do factor de crescimento de fibroblastos.

Mediram-se 200 pm de cada um dos 16 oligbmeros
necessarios & reunifo da seccdo I, representada no guadro
III, em tubos de eppendorf e secaram-se em vAcuo. Prepara-
ram-se 320 ul de uma mistura de quin&se jue continha 32 nl
de uma solucdo tamp&o de ligagdo 10 x (50 M HEP:S, ph 7,6),
0,7 m1 de ATP (adenosina trifosfato) 10 mM 1 ul de 3 x 107
contagem/minuto/ul de ATP ridio-marcado e 266 ul de Agua.

Reuniram~se os reagentes num tubo de juinase
(Boehringer Mannheim, Ingelheim, Alemanha Ocidental), que
continha 20 ul de enzima gquinase com uma concentracdo de
10 unidade/pnl. Dividiu-se esta mistura de quinase em partes
aliquotas por cada um dos tubos de 2 a 15 contendo, respec-
tivamente, 2 a 15 oligonucleotidos. Os tubos gque continham
os oligonucleotidos 1 e 16 receberam apenas a solucgfo tam-
p8o de ligac8o. Fez-se uma incubacdo dos tubos que continham
os nucleotidos 2 a 15, & temperatura de 37°C durante 45 mi-
nutos, tempo ao fim do qual se retiraram aliquotas de, 1/4

de pl de cada tubo, e se colocaram sobre tiras de papel para
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cromatografia D581 (Whatman, Maidstone, K.U.) utilizando co-
mo agente de eluigao o formato de ambnio 0,35 e analizaram-
-se num contador de cintilagao de liquido. A anflise de cin
tilagdo de liquido mostrou gue mais de metade das contagens

estavam na origem



Quadro IIT

OLIGOMEROS FGF, DE SECGAO I

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)
10)
11)
12)
13)
14)
15)

16)

59

5’

59

5’

5’

5’

51

5’

59

5,

5!

5’

59

5,

5’

5’

CTAGAAGGAGGAATAACATATGCCAGCTCT 3?
GCCAGAAGATGGTGGATCCGGTGCTTTCCC 3?
GCCAGGTCATTTCAAAGATCCGAAACGTCTG 3°
TACTGCAAAAACGGTGGTTTTTTCCTGCGTA 3?
TCCATCCGGATGGTCGTGTTGATGGTGTAC 3?
GTGAGAAATCTGATCCGCATATCAAACTGCA 3°
GCTCAAGCTGAAGAGCGTGGTGTAGTTT 3°
CTATTAAAGGTGTATGTGCTAACCGGTACCTG 3
CTGGCAGAGCTGGCATATGTTATTCCTCCTT 3?
TGGCGGGAAAGCACCGGATCCACCATCTT 3°
AGTACAGAGACGTTTCGGATCTTTGAAATGACC 3’
ATGGATACGCAGGAAAAAACCACCGTTTTTIGC 3°
TCACGTACACCATCAACACGACCATCCGG 3°
CAGCTGCAGTTTGATATGCGGATCAGATTTC 3°
ATAGAAACTACACCACGCTCTTCAGCTTG 3?

AATTCAGGTACCGGTTAGCACATACACCTTTA 3

ca-(
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Daqui resultou a incubagfo adicional dos tu-~
bos durante mais 45 minutos a 37°C depois de se adicionar
2 pl de ATP 10 mM a cada um dos tubos quz continham-Z a 15
oligonucleotidos,

Ao final deste tempo, todos os tubos foram
submetidos a ebulic8o durante 10 minutos, depois foram cen-
trifugados e reunidos em duplexes. Isto foi realizado medi-
ante adicdo do contefido do tubo 1 (duplex N2 1), do tubo 10
ao tubo 2 (duplex N2 2), do tubo 11 ao tubo 3 (duplex No 3),
do tubo 12 ao tubo 4 (duplex N2 4), do tubo 13 ao tubo 5
(duplex N¢ 5), do tubo 14 ao tubo 6 (duplex N96), do tubo
15 ao tubo 7 (duplex N2 7) e do tubo 16 ao tubo 8 (duplex
N28). Estas oito misturas de oligonucleotidos foram seguida-
mente submetidas a ebulicado, arrefecidas lentamente até &
temperatura ambiente para permitir a formac8o dos duplexes.
Reuniram-se os duplexes de forma a combinar os duplexes I2s
1 e 2 (tetramero 1 + 2), os duplexes N%3 e 4 (formando o
tetramero 3 + 4), os duplexes N& 5 e 6 (tetrémero 5 + 6), e
finalmente os duplexes N237 e 8 (tetr@mero 7 + 8). A cada
um destes tubos, agora contendo tetrameros adicionou-se 2
nl de ATP 10 mM e 2 pl de ligase T4 ADN (Boelminger Mannheim).

Incubaram-sz sstas misturas de ligagdo & tem
peratura de 37°C durante 10 minutos depois durante 1 hora,

& temperatura ambiénte.

Nesta altura reuniram-se as misturas tetra-
méricas mais uma vez, de modo a que os tetrameros 1 + 2 e
3 + 4 se combinassem conjuntamente e os tetrameros 5 + 6 e
7 + 8 se conbinassem de igual modo. A cada uma destas duas

misturas de ligacéo resultantes adicionaram-se mais 2 pl de
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ATP 10 mii e 2 pul de ligase de T4 ADN. Ais misturas foram in-
cubadas durante 10 minutos a temperatura de 37°C e em segui-
de a temperatura ambiente durante 1 hora.

Finalmente a ligacZo total foi reunida, isto
&, o conteudo de ambos o038 tubos foi adicionado em conjunto
¢ em seguida a 8 pl de ligase e a totalidade da mistura foil
incubada durante 10 minutos & temperatura de 37°C e em se-
guida toda a noite & temperatura de 4OC.

A seguir & ligacgfo durante a noite analizou-~
-se uma aliquota de 10 upl sobre gel de poliacrilamida a 8%
com ureia 7M. P0de visualizar-se uma banda adjacente ao par
de bases 242 do marcador Hpall, que indicava que a ligacdo
estava completa. Preparou-se um gel de poliacrilamida a 8%
contendo ureia 7M. A mistura de ligacio foi precipitada com
etanol. Secou-se e extraiu-se com €0 pl de formamida a 80%.
Carregou-se metade desta mistura de ligacg&o num gel prepara-
tivo adjacente a uma camada que continha Hpall preparada com
marcadores PBR332. Deixou-se o corante marcador de xileno-
-cianol alcangar a base do gel. Em seguida retirou-se o gel
do aparelho de electroforese e colocou-se numa cassete de
filme junto a uma pega de filme "Kodak" de raio-x. Visualiza-
ram-se as bandas mediante a revelacdo da filme e retirou-se
uma tira de gel exactamente acima do marcador Hpall 242 na
camada adjacente.

Esta tira continha uma banda de 244 pares de
bases como Se esperava, para a secc&o I completamente ligada
do factor do crescimento de fibroblasto. Fez-se a extrusao
desta tira de gel com uma seringa péra um tubo de eppendorf,

cobriu-gse com uma solu¢do de eluic&o de gel de Maxam Gilbert



e incubou-se durante a noite & temperatura de 37°C., Piltrou-
-se em seguida o conteudo do tubo através de um filtro ds
fibra de vidro, colocado numa seringa e extraiu-se o sobre
nadante trés vezes com N-butanol e precipitou no seio de e-
tanol. Extraiu-se em seguida o granulo seco com 200 nl de
uma solugao 10 mki de Tris-lCl e Acido estileno-diamino-tetra-
acético (EDTA) 1 m¥, e precipitou-se novamente no seio de
etanol apds a eliminagio do residuo de poliacrilamida que

se centrifugou no fundo do tubo. A amostra precipitzada no
seio de etanol continha cerca de 37 mil contagem/minuto que
correspondiam a cerca de 1,5 pi de duplex com base na radio-
actividade que correspondia aos oligoméros necesshrios a es-
ta ligacdo. Dissolveram-se em seguida estes 1,5 pl em 20 nl
de tamp&o de ligacd8o contendo 3 x 107 contangens/minuto de
ATP r&diomarcado. Retircu-se uma amostra aliquota de 1/4 de
Bl e colocou-se em uma tira d= DZ8l. Em seguida adicionou-
-se 1 pl de quinése e incubou-se o tubo & temperatura de

37OC durante 45 minutos.
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QUADRO IV

OLIGOLEROS DI FGF, SECCAC IT

17) 5 AATTCGGTACCTGGCTATGAAAGAAGACGGTCGTCTGCTGG 3°
18) 5 CTTCTAAGTGTGTTACTGACGAATGTTTCTTTTTCGAACG 3?

19) 5 TCTGGAATCTAACAACTACAACACTTACAGATCTCGTAAA 3?
20) 5’ TACTCTTCCTGGTATGTAGCTCTGAAACGTACTGGTCAGT 3’
21) 5 ACAAACTGGGTCCGAAGACTGGTCCGGGTCAGAAAGCTATCC 3°
22) 5 TGITTCTGCCGATGTCTGCTAAATCTTAATAGCTCGAGA 3°

23) 5 GAAGCCAGCAGACGACCGTCTTCTTTCATAGCCAGGrACCG 37
24) 57 CAGACGTTCCAAAAAGAAACATTCGTCAGTAACACACTTA 3?
25) 5 ATGATTTACGAGATCTGTAAGTGTTGTAGTTGTTAGATTC 3?
26) 5* TTGTACTGACCAGTACGTTTCAGAGCTACATACCAGGAAG 3?
27) 5* AAACAGGATAGCTTTCTGACCCGGACCAGTCTTCGGACCCAGT 3?
28) 5 AGCTTCTCGAGCTATTAAGATTTAGCAGACATCGGCAG 3’

Nesta fase retirou-ze 1/4 pl do tubo e colo-
cou-se em uma segunda tira de DE81, Eluiram-se ambas as ti-
ras com formato de amdnio 0,35 M e em seguida cortaram-se
em secgOes e contaram-se em um contador de cintilacfo de 1i-
quido. Ambas as tiras, anterior e posterior, demonstraram
com evidéncia que as contagens foram incorporadas na origem,
portanto a reacgdo de quinagdo realizou-se até estar comple-
ta com a adicdo de 1 pl de ATP 10 mm e incubac¢fo durante mais
30 minutos A temperatura de 37°C. Em seguida aqueceu-se a

mistura de quinac€o 4 temperatura de ebulicio durante 5 mi-



s

nutos e deixou-se arrefecer lentamente até a temperatura am-

biente.

Reunido da seccio II do factor de crescimento de fibroblasto

A reunifo da secqido II do factor de cres¢imen
to de fibroblasto foi feita de um modo idéntico. lediram-se
200 pM de cada um dos 12 oligonucleotidos representados no
quadro IV em tubos de eppendorf e secaram-se no vacuo. Repe-
tiu-se a secagem com 10 pl de etanol a 80%. Preparou=-se ums
mistura de quinase contendo 24 pl de 10 x tamp2o de ligacZo,
2 pl de ATP radiomarcado (1,5 x 107 contagens/minuto/ul),
0,5 pl de ATP 10 m¥, 20 pl de suinase e 193 pl de &gua, ob-
tendo-se o volume total de 240 pl na mistura de quinase. Adi
cionaram-se 20 pl deste mistura a cada um dos tubos conten-
do os oligonucleotidos de 18 a 27, respectivamente, para se-
rem submetidos & acc&o da juinase. Aos tubos que continham
os oligonuleotidos 17 e 28 apenas se adicionou tamp&o de 1li-
gac8o. Em seguida incubaram-se os tubos durante 45 minutos
3 temperatura de 37°C retirando-se ent3o aliquotas de 1/4
de pl de cada tubo e se colocaram em tiras de DE81. Em segui
da as tiras de DE8Bl foram eluidas com formato de ambdnio
0,35 e analisaram-se com um contador de cintilagdo de 1i-
quidos para determinar o ntmero de contagens na origem. A
andlise mostrou o prosseguimento da reacc¢Zo de fosforilac&o.
Neste momento, adicionou-se 1 pl de ATP 1Omll a cada tubo e
incubaram-se estes durante mais 45 minutos & temperatura de
37%.

Os tubos foram submetidos a ebuligfo durante

5 minutos e foram em seguida centrifugados e reunidos de mo-
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do a formar duplexes. Reuniu-se o oligonucleotido N2 23 com
o oligonuceotido N2 17 (duplex 17), o N2 24 com o N2 18 (du-
plex 18), o N2 25 com o N2 19 (duplex 19), o N2 256 com o N2
20 (duplex 20), o N2 27 com o 2 21 (duplex 21) e o N2 28
com o N2 22 (duplex 22). Submeteve-se as misturas de duplex
a ebulicdo e deixaram-se arrefecer lentamente até & tempera
tura ambiente por um periodo superior a 1 hora. Reuniram-se
os duplexes para formarem tetrameros.

Reuniram-se duplexes N% 17 e 18 para formar
o tetramero 17, os duplexes N%&19 e 20 para formar o tetra-
mero 19, e os duplexes N2 21 e 22 para formar o tetramero
21, Estes foram circularizados & temperatura de 37°C durante
10 minutos. A cada mistura tetramerica adicionaram-se 2 pl de
ATP 10 ml e 2 pl de ligase de T4 ADN .

Incubaram-se as trés ligacdes durante a noite
4 temperatura de 4°C. Nesta altura retiraram-se aliquotas
de 4 pl de cada um dos trés tubos que continham os tetrame-
ros e passaram-se no gel de poliacrilamida a 10% e eluiu-~se
com ureila TM,

A autoradiografia do gel mostrou que a liga-
¢80 se tinha processado. Reuniram-se os tetrlmeros 17 e 19
e adicionou-se 4 Pl deligase e depois 4 pl de ATP 10 mM.

As 8 partes de ligacfo foram em seguida incu-
badas A temperatura de 37°C durante 15 minutos e depois a
temperatura de 4°C durante 6 horas antes de se adicionar o
tiltimo tetrlmero & mistura de ligacBo. Sntfo adicionou-se
o tetrémero 21 & mistura de ligacZo octamérica e incubou-se
a totalidade da mistura de ligacéo A temperatura de 37°C

durante 15 minutos. Adicionaram-se 5 pl de ligase e 5 pl de



ATP 10 m e incubou-se & mistura resultante & temperatura

de 37OC durante 15 minutos. lMais uma vez se adicionaram 5 pl
de lizase e 5 pl de ATP 10 mM & mistura de ligas30 e incubou-
-se a totalidade da mistura de ligacdo durante a noite & tem
peratura de 4°C., Fez-se uma verificag&o de ligatZo completa
em gel de poliacrilamida a 8% com incorporacdo de ureisa i,
gue mostrou uma banda evidente com 242 pares de bases como
se esperava, Extraju-se a mistura de lizat3o com fenol, vre-
cipitou~se no seio de etanol antes de se carregar num gel
preparativo carregou-se metade da mistura de ligacfo em gel
com 7 mM ureia a 8% e visualizou-se o produto de 242 pares
de bases por autoradiografia. Reamoveu-se e purificou-se o

produto como se descreveu para a secgg&o I para bFGF,
EXENPLO 2

Clonagem e expressio de rb-bFGF

Sintetizou-se gene de b-bFGF em duas secgdes,
como se descreveu no tzemplo 1. Clonou-se cada secc&o no
M13mpl8 para verificac@o de sequéncia antes da reunifo no
vector de express2o pCFN1156. Na preparacdo da clonagem pa-
ra a secgdo I, o k13mpl8 foi digérido com um excesso triplo
de enzimas de mstricdo EcoRI e Xbal durante duas horas .

A reacc8o terminou por extraccdo com igual
volume de fenol, seguida de extraccdo com clorofdérmio e pre-
cipitacf8o com 2,5 volumes & etanol. Lavou-se o gr@nulo de
ADN com etanol, secou-se no vacuo ¢ dissolveu-se em tris
10 mM, EDTA 0,1 mi, a um pH 7,4. A ligag3o realizou-se por

incubac¢&o de 0,06 pmole do vector i13mpl8 preparado como j&



3 ! . ~ .
descrito, com 0,3 pmole de FGF sintetico-seccao I em tris
50 mi, a um pH 7,4, MgCl2 10 ml, ditiotreitol (DTT) 10 m,
espermidina lm! ATP 1 nil 100npg/ml de albumina e soro bovina

ra de 14°C.

o3

~ hd : )
SB) & 1 unidads d= T4 lizass, durante 4 horas a temperatu-

jos

55}

Modificaram-3se¢ as células hospedeiras de

Coli Ji7109 para se tornarem competentes, por centrifugazio
das células no seio de uma cultura em desenvolvimento expo-
nencial, suspenséo emCa;Cl2 50 mli arrefecido em zelo a uma
concentracdo de 1,2 D.0./ml, durante 20 minutos, sesguida de
recentrifugacao e re-suspencio das células ne mesma solugio
com uma concentracdo de 12 D.0./ml.

Adicionaram-se as aliquotas da mistura de 1li-
gagdo (0,1-10 pl) a 200 pl de aliquotas das clulas hospedei
ra3 competentes e deixou~se em repouso sobre gelo durante
40 minutos . Adicionou-se em ssguida o contelGdo de cada tubo
a 200 pl de E. Coli JN109 recente, 3 ml de agar de Liria
fundido a 0,7% contendo 10 pl de isopropil-ﬁB-D-tio-galacto-
piranosido (IPTG) 100 mi e 50 pl de 5-bromo-4-cloro-3-indo-
1il-F’—D-galactopiranosido (x - gal) a 2%. Colocou-se esta
mistura numa placa de luria e incubou-se durante toda a noi
te & temperatura de 37°¢C.

Retiraram-se jguatro das placas limpidas re-
sultantes e incubaram-se em culturas de 10 ml utilizando co-
mo estirpe hospedeira JL109. Preparou-se o ADN fazico de ca-
deia simples a partir destas culturas e fez~se a sua sequég
cia pelo método de didesoxi utilizando o iniciador universal
M13., Um destes gquatro ADN tinha a sejugncia desejada e foi

recuperado para reunifo do gene de rb-bFGF no vector de ex-
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A secgfo II do gene b~-bFGF manufacturado foi

D2

clonada no ¥13mpl& para sequéncia;-o utilizando-se o mesmo

fi

método que se descreveu para a seccdo I, Neste caso o vector
1713mpl8 foi dissolvido com ZcoRI e com HindIII (3 vezes 2=m
excesso) afim de se adaptarem as extremidades viscosas da
secgdo II. Para a ligacio misturaram-se 0,025 pmole do vec-
tor M13mpl8 com 0,075 pmole da secgéo II de FGF sintético
fosforilado e incubou-se durante 4 horas & temperatura de
14°C como havia sido feito anteriormente.

A transformagZo que utilizou o mesmo método
de CaCl2 resultou em placas limpidas como para a seccglo I
mas, uma vez que um elevado substracto das placas limpidas
estava presente nas placas de controlo, realizou-se uma se-
lecgdo posterior por hibridizac&o. Diversas placas desenvol-
veram-se utilizando o hospedeiro JN109 como foi descrito an-
teriormente e o0s sobrenadantes que continham o ADN féagico
foram colocados em filtros de nitrocelulose.

Fez-se uma radiomarcecdao dos oligonucleotidos
N2 18 e 24 utilizados na sintese da secc8o II com 32p-ATP
utilizando quinase polinucleotidica para servir de sonda
nestes filtros. Seleccionaram-se dois clones avaliados como
positivos e sequenciaramn-se como anteriormente. Um destes
clones apresentava a sequéncia esperada e foi utilizado pa-

ra a reunifo do gene no pCFi1l56.
BXEMPLO 3

Reunifo do gene de rb-bFGF no vector de expressio pCFM1156.

Prepararem-se clones 113 e ADN sob a forma



replicativa de dupla cadeia para as sec30es I e II. Desenvol-
veram-se 500 nl de culiura de cada fago no hospedeiro JM109
e recolheram=-se as células zor centrifugacido. Bm seguida as
células foram resuspensas em sacarose a 15%, tris 0,05M, EDTA
0,05k e 1 mg/ml de lisozim2 e incubaram-se em gelo durante
25 minutos. Adicionou-se Rildse 2 0,1 mg/ml e continuou-se a
incubagio sobre gelo durante mais 10 minutos. Adicionou-se
um volume igual de triton x-100 a 0,1%, tris 50 mi, EDTA 50
ml e continou-se a incubagido sobre gelo durante mais 10 mi-
nutos., Estes lisatos foram em seguida centrifugados durante
1 hora a 32.000G e guardou-se o sobrenadante transparente.
Adicionou~se brometo de etidio a 1 mg/ml e cloreto de céssio
para se obter uma densidade de 1,55 g/ml. Centrifugou-se es-
ta solu¢ao durante 18 horas a 45.000R.p.¥. em um rotor
VIi-50 afim de se alcangar o equilibrio. Visualizou-se a ban
da de ADN em super-hélice de cada tubo por U.V. e recolheu-
-se com uma seringa. O brométo de etidio foi facilmente eli-
minado por extracgdo com butanol e o cloreto de céssio foi
retirado por diélise extensa tris 10 m' e EDTA 0,1 mil. Os
stocks de ADN preparados por via foram utilizados para pos-
terior formagao de clones.

Ainda <ue se possam utilizar nlimerosos vecto-
res para exprimir este ADN, o vector de expressfo gue possui
um promotor regulado e um gene de controlo do nlmero de cb-
pias induzivel pela temperatura & o preferido, permitindo
mAximizar o rendimento do produto.

0 plasmidio de expressio pCFN1156 utilizado
neste exemplo pode ser fhcilmente construido a partir do plas

midio pCFL836, construcdo esta que esti descrita no pedido
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de patente de invengf8o europeia N2 135,490, publicado. Conta=-

R

-3e primeiro o vector pCFMB36 com Ndel e em seguida as ex-
tremidades sdo partidas com T4 polimerase de forma =z que se-
jam destruidos ambos os sitios de NdeI. BEm seguida dissolve-
-3e o0 vector com Clal e SaclIl para retirar o poli-adaptador
existente antes da ligacdo com o poli-adaptador substituido
como est& representado no quadro V. Este poli-adaptador subs
tituto pode ser construido de z2cordo com a2 metologia de Alton
et al, supra.

0 controlo de expressgo no plasmidio de expres
sdo pCFM1156 faz-se por meio de um promotor P; lambda encur-
tado que esth ele proprio sob o controlo de um gene repres-
sor 01857’ como & proporcionado através da estirpe de T. Coli
K12 4 Htrp.

Dissolveu-se o vector de expressao pCFN1156
com um excesso duplo de Xbal e de HindIII na preparacdo da
ligacdo com a3 seccdes I e II de FGF. Os stocks de ADN das
secgoes I e II, preparedos como foi descrito anteriormente,
dissolveram-se com um excesso de duas vezes quer de Xbal
quer de Kpnl (secgf@o I) ou KpnI e HindIII (seccdo II). Im-
pregaram-se as trés solugles resultantes da diluicdo num gel
de azearose de baixo ponto de fusdo , fusfo a 1,2% preparado
com tris-acetato 50 mll e submetidos a electroforese durante
3 horas a 60 volts. Corou-se o gel com 1 pg/ml de uma solu-
c8o de brometo de etidio e visualizaram-se as bandas por
U.vV..

A banda de vector linearizado e &s bandas das
secéﬁes I e IT de FGF foram excisadas do gel com um escalpelo

colocadas em tubos separados e fundidas Y temperatura de



70°C durante 15 minutos . Adicionou-se 5 microlitros do zel
fundido que continha o vector linearizado a 10 pl de cada
uma das secgdes I e II contidas no gel fundido e e-~uilidrou-
-se a mistura a 37°C. Histurou-se répidamente o gel fundido
com iguzl volume de 2x tampdo de ligzse arrefecido em zelo
contendo ATP 2 mll e 0,5 unidades de T4 ligzase e incubou-se
durante toda a noite & temperatura de 1400. Transformaram-
-se as aliquotas desta mistura de ligas3do em a estirpe hos-
pedeira E. Coli FM6 competente congelada, utilizando o pro-
tocolo de transformaga@o descrito por Hanahan; "J. Mol. Biol"
166, 1983, p. 557-580, desenvolvidas durante 2,5 horas para
permitir & expressao da resisténcia a canamicina e coloca-
ram~-se em placas de Liria contendo 20 pg/ml de canemicina.
Incubaram-se placas durante a noite a temperatura de 28°¢.
As colonias foram novamente colocadas em placas em filtros
de nitrocelulose =2 reservou-se a placa principal. As colbni-
as nos filtros desenvolveram-se até cerca de 1 mm de diame-
tro & temperatura de 28°C e em seguida, colocarar-se durante
a noite, & temperatura de 37°% para aumentar o nlmero de cb-
pias do plasmidio., Os filtros foram sondados por hibridiza-
¢80 com o oligonucleotido 18 radiomzrcado (da sintese 40 ge-
ne) & temperatura de 65°C em 6x tampfo de citrato e solugdo
de cloreto de sbédio padrio (SsSC, WaCl 0,15 ¥, citrato de sb-
dio 0,015 ¥).

Seleccilonaram-s2 4 dos 25 clones positivos
obtidos e desenvolveram-se em culturas de 500 ml. Preoparou-
-se o ADN de forma replicativa como foi ji dsscrito para as
secgO0es I e II utilizado o precesso dz lisados purificados

seguido de centrifugacdao em gradiente de densidade de equill




bric de cloreto de cksio. Seguenciaram-se estes 4 clones

rectamente utilizando vectores de expressao 4

®

dupla cadeia
como matriz para as reaccdes de seguenciacdo de didesoxi e
verificou-se gque os 4 clones tinham a szguéncia correctia.
Um destes clones fol escolnido para ser utilizado na e
s3o de rb-bPGF e posteriormente referid

a sequéncia de ADN para o gene de rb-bFGF construida deste
modo em um vector pCFL1156/bFGF encontra-se representado no

guadro I



1

61

-
~~

/-
Quadro V

ATCGATTTGATTCTAGAAGGAGGAATAACATATGGTTAACGCGTTGGAATTCGGTACCAT
TAGCTAAACTAAGATCTTCCTCCTTATTGTATACCAATTGCGCAACCTTAAGCCATGGTA

1 Clal, 12 Xbal, 29 Ndel, 35 Hincll, Hpal, 39 Mlul,

47 EcoRrI1l, 53 HgiCl Kpnl, 57 Ncol Styl,

GGAAGCTTACTCGAGGATCCGCIGATAAATAAGTAACGATCC
CCTTCGAATGAGCTCCTAGGCGCCTATTTATTCATTGCTAGG

63 Hindl11l, 70 Aval ZXhol, 75 BamHI Xho?2, 79 Sac?




SXELPLO 4

Sxpressao e purificacao de rb-bFGF.

EXpressao

Uma cultura de toda wuma noite da estirpe de
produgio desenvolveu-se a terperatura de 28°C em caldo de
Llria (caldo de Luria: bactotriptona 10 gz/1; extracto de le-
vedura 5 g/l; NaCl 5 g/l1) contendo 20 ps/ml de cenamicina
que se utilizou para inoculagZo de um lote de fermentaco de
8 1. 0 meio do lote de 8 1 continha 40 g de extracto de leve-
dura, 40 g de glicose, 10 g de cloreto de sbddio e sais de
tampdo apropriados, solucio de vitaminas e oligoelementos.
Utilizou-se um protocolo de alimentagfo duplo. A carga inicial
(1 1) continha 450 g de glicose mais o0s sais e vitaminas a-
propriados. Apbs o desenvolvimento para uma D.O. = 20 inici-
ou-se ume segunda carga com um débito d= ordem dos 200 ml/
hora e a temperatura foi alterada para 42°C. Esta solugdo de
carga continha 200 g/l de bacto-triptona, 100 g/1 de exzxtrac-
to de levedura e 100 g/l de zlicose. O desenvolvimento foi
prolongado durante 6 horas & temperatura de 42°C até ser al-
cangada uma concentragdo celular atingindo uma D.O. = 50 no

momento na recolha,

Purificacéo

Desagregaram~se células de E. Coli em &gua
por meio de um homogeneizador de Gaulin e centrifugaram-se
a 4,2 k durante 40 minutos com uma centrifugadora J.6 B..

Quando se fez a an&lise por SDS-PAGE, apare-

ceu quer no centrifugado quer no sobrenadante rb-bFGF, sendo
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a proteina presente no sobre-nadante da ordem dos 60% a 70% .
O centrifugado foi portanto retirado e purificou-se o sobre-

a de permuta ionica. Apds a correc-

e

nadante por cromatograf
¢80 do pH para 7,4 com tris-base, adicionou~se DTT 1mil ao
sobrenadante = misturou-se com uma resina de carboximetil
celulose-SehparoséQ (CM-Sehparoségh Pharmacia, Uppsala, Sué-
cia), eguilibrada com 40 mM tris-HC1/1 w¢ DTT/pH 7,4. Em se-
guida lavou-se a2 resina com porgSes mesmo tampao e eluiu-se
a coluna com gradiente de NaCl linear desde O a 0,7 4.

Por an&lise SDS-PAGE reuniu-se um fnico pico
com cerca de 0,5 M, Titulou-s2 para um pH 3,2 com tris-base,
diluiu-se trés vezes com Agua arrefescida e colocou-se sobre
uma coluna de CM-Serharose em 40 mli tris-HC1l/1 mi DTT/pH 8,2.
Lavou-se a coluna com NaCl 0,15 I e eluiu-se com gradiente
de NaCl linear de 0,15 i a 0,5 l. Reuniu-se entre dois peque
nos picos o pico principal e encontrou-se aproximadamente
957% de pureza com uma peguena juzhtidade de dimero zuando se
analisou por SD3-PAGE ndo redutora.

Titulou-se imediatamente o conjunto para um
pH de aproximadamente 5 com acetato de sbédio Li/pH 4 para
impedir que o produto de rb-bFGF fosse oxidado e em seguida
colocou-se em uma coluna de Sephadex G-75 ¢ eluiu-~se cof ci-
trato de sbédio 20 mi/NaCl 0,1M/pH 5, fornecendo um unico pi-
co durante a eluiqgfo entre um patamar (que corresponde =0
dimero) e um pegueno pico dos compostos menores tal como o
DTT. Reuniram-se as frac,0es do mAximo e conservaram-se A
temperatura de 4OC, -20°% ou liofilizaram-se. O rendimento
nesta filtrag¢ao em gel fol de cerca de 100%. Obteve-se apro-
Ximadamente 160 mg de rb-bPGF a partir de 560 g da pasta ce-

lular,



Quadro VI

Factor do crescimento de fibmblastobtAsico humano/sequéncia peptidica

1 10 20
MetProAlaLeuProGluAspGlyGlySerGlyAlaPheProProGlyHisPheLysAsp

30 40
ProLysArgleuTryCysLysAsnGlyGlyPhePhelLeuArglleHisProAspGlyArg

50 60
ValAspGlyValArgGluLysSerAspProHisIlelysLeuGlnleuGlnAlaGluGlu

70 80
ArgGlyValValSerIleLysGlyValCysAlaeAsnArglyrLeuAlaMetLysGluAsp

90 100
GlyArgleul.euAlaSerLysCysValThrAspGluCysPhePhePheGluArgleuGlu

110 120
SerAsnAsnTyrAsnThrlyrArgSerArgLysTyrThrSerTrpTyrValAlaleulys

130 140
ArgThrGlyGlnTyrLysLeuGlySerLysThrGlyProGlyGlnLysAlalleLeuPhe

146
LeuProMetSerAlalLysSer



XENPLO 5

Caracterizacio do rb-tFGF,

Examinou-s2 a zctividzsde do rb-bFGH mediante
a incorporagdo de 3H-timidin3 em células 3T3 . Todas as pre-
~ ) L o} AAC . o
paragoes, conservadas & temperatura de 4°C, e -20°C e liofi-
lizadag exibiram ume actividade despendente da dose, com a
concentracao de proteina compreendida entre 20 e 210 pg/ml
para uma actividade semi-mAxima dependante da estirpe parti-

cular de células 373 utilizadas no ensaio,.

Caracteristicas gerais do produto final

Relacdo 280/260 —_ 2,0

ensaio de endotoxina LAL — 0,6 UI/ml (0,623 FGFmg)
ADN — 20 pg/ml (0,623 FGF mg)
coeficiente de extingfo (278 nm)— 1,3 para proteina a 0,1%
pureza — >95%

Estabilidade

Quando se incubou uma preparag¢ao de rb-bFGF
Y temperatura de 4°C a diferentes valores de pH, o rb-bFGF
exibiu a fomwag&o de polimsros compostos por mais de uma mo-
lécula de BFGF a um pil = 6,0 devido &s ligacdes disulfure-
to inter-cadeia e & dezradac8o a um pH < 4,0 devido & ins-
tabilidade &cido da ligacgéo Asp-Pro.

Baseado nesta informacao, escolheu~se um tam-

péo de pH 5. fstes dados de estabilidade sugeriram sue os

grupos sulfidrilo livres presentes no produto final tendem
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a formar, de preferéncia, inter-cadeias em vez de intra-cadei
as, de ligacdes di-sulfureto. A preparagf8o de rb-tFGF é apa-
rentemente monomérica quando determinada por meio de filtra-

cdo em gel de Sephadex G-75.
EXEMPLO 6

Caracterizacdo estrutural de rb-bFGF

Examinou-se a proteina rb-b¥FGF purificada,
preparada como se encontra descrito no Exemplo 4, para a ané-
lise conformacional, utilizando a titulac@o do sulfidrilo
dicroismo circular (D.C.) e filtracdo por gel. Também se es-
tudaram os residuos de cisteina na molécula através do mapa

peptidico e da an&lise da sequéncia.
Métodos

Obteve-se wureia ultra-pura da Scharz/Mann
(Cleveland, Ohio) e acido 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoico)
(DINB) da Sigma Chemical Company (St Louis, Missouri). Puri-
ficou-se o b-bFGF recombinante a partir de células E,Coli
como se descreveu no Exemplo 4.

Em 12 ml de rb-bFGF a 0,626 mg/ml em citrato
de sbdio 20 mM, NaCl 0,1 M, a um pH 5 adicionou-se 1,5 ml
- de acido iodoacetoacético 0,5 M em tris-HCl1 1 M, & um pH 8,2
(55 mM final) e em seguida acertou-se para um pH 8,2 com
tris-base saturado. Deixou-se a mistura em repouso durante
12 horas & temperatura ambiente e em seguida foi dialisada
contfa citrato de sb6dio 20 mM arrefecido e NaCl 0,1 M, a um
pH 5,0. Apbs diédlise exaustiva, concentrou-se a solucgfo de
proteina e centrifugou-se para eliminar vestigios de preci-

pitado. Realizou-se a titulag&o dos grupos sulfidrilo utili-



zando DTNB essencialmente de acordo com Habeeb, "A,F,S.A.'";
25 Methods. Znzymol. v. 457-445, 1972,

A filtrac&o por zel foi realizada em umz co-
luna de Sephadaéai}-75 (2,5 c¢cm x 10 cm, Pharmacia, Uppsala,
Suécia) e usou-3= como eluente citrato de sddio 20 mi, NaCl
0,1 %, a un pd 5,0 com um 4ébito de 1 ml/minuto. Calibrou-
-se a colunz com mioglobina (17.000) e aldumina 4e soro bo-
~vino (68.000).

Determinou-se a concentrzg3o proteica por es-
pectrofotometria.

0 espectro de absorcéo no U.V. foi determina-
do em um espectrofetdometre de diodo de Hewlett-Packard mode-
lo 84514. |

Determinaram-se o0s espectros dicroicos circu-
lares 4 temperatura ambiente em um espectropolarimetro Jasco
modelo J.-500C, enuipado com um computador OXi If 800 modelo
BOO. As medigles realizaram-se A temperatura ambiente com
cuvetes de 1 cm e de 0,02 cm no U.V, proximo e longin-,uo res
pectivamente, Os dados foram expressos sob a forma da eli-
pticidade residual média / © 7 calculada utilizando o peso
residual médio de 112 pars bFGF,

Realizaram;se dissolugOes com tripsina duran-

4~

; 2~0 ; . -
te 4 horas & temperatura de 37°C em carbonato de hidrogenio

&

e ambnio 0,1 M, a um pH 8,0, utilizando tripsina tratada com
tosilfenilalanil-clorometil-cetona (Cooper Biomedical, Lial-
vern, Pennsylvania). A concentracdo de rb-bFGF era de 0,5
mg/ml, com ume relacdo enzima substracto de 1:50.
Construiu~se o mapa peptidico por cromatogra-

fia liquida de fase inversa de alta resolucé&d utilizando

7
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una coluna Vydac C4 (214TP54) (Vydac, Hesperia, California)
com um débito de 0,8 ml/minuto.

0 gradiente variou de 0% des tampio & (0,1%
de Acido itrifluoroacético /TFi//4gua) a 50% de tampdo B
(0,1% TFA/Q0% acetonitrilo/é&zua) com um gradiente linear de
90 minutos., Injectaram-se as amostras zob o controlo de um
auto—analisador‘ﬁisga (Vaters Corporation, ¥ilford, Massachu
setts). Recolheram-se as fracg¢les por deteczdo automAtica
do méximo controlada a 220 nm.

Realizou-se a anhAlise da se;uéncia em instru-
mentos da Applied Biosystems (Foster City, CA) modelos 470A
e 4774, No instrumento 4704 utilizou-se um reagente modifi-

cado R2 (Lai; "Anal, Chim. Acte"; 163; 1984; p. 243-248).

Resultados

As titulegoes do sulfidrilo realizaram-~se
utilizando uma preparacio de rb-bFGF purificado. ZJuando se
titulou com DTIIB uma amostra obtida por dialise de rb-bFGF
versus tris-HC1 0,1 I, & um pH 8,0, contendo EDTA 1,5mﬁ, a
mistura exibiu uma disperslo de luz que tornou as medigdes
de absorcdo impossiveis. Por isso diluiu-se a amostra de
rb-bFGF dialisada com quatro volumes de cloridrato de gueni
dinio 6M (GdnHCl) em tris-liCl 0,1 M, EDTA 1,5 mM, a um pH
8,0, imediatamente seguido de titulacZo com DTNB. A titula-
c8o desta amostra demonstrou a existéncia de aproximadamen-
te 2,5 moles de sulfidrilo livre por molécula.

As experiéncias de titulazfo com DTNB foram
também realizadas com o rb-bFGF reduzido. Assim, realizou-

-se primeiro o rb-bIPGF em tris-HC1l 0,1 M, =DTA 1,5 mi, a um



pH 8,0 com DTT 50 mki. A4pbds 2 horas de incubagio, o rb-bFGF
reduzido precipitou com &cido trifluorocacético a 5% (TCL) e

lavou-se o granulo resultante trés vezes com TCi a 5%. Lavou-
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-se o granulo final com uma peguena guanti

0

lubilizou-se a proteina com GdAnfCl 6N em tris-"IC1l 0,1 M,

EDTA 1,5 mi, a um pH 8,0, s2zuido imediatamente de titulacio
com DTIB. Isto resultou na cetecgZo de aproximadamente 4 mo-
les de sulfidrilo livre por cada molécula de rb-bFGF reduzi-
do. Bste resultado associado com cerca de dois grupos de sul
fidrilo livres detectaveis na amostra nZo reduzida sugeriu
gue a preparazdo de rb-bPGF tem dois grupos sulfidrilo livres
e gque as outras cisteinas formam uma ligag3o disulfureto gue
pode ser rapidamente clivada sem desnaturantes.

As titulagles de sulfidrilo também se reali-
zaram conmn rb-bFGT S-carboximetilado (S-ClLi). A amostra de
rb-bFGF 5-CLi foi dialisada vs. tris-fICl1 40 mii, & um pH 7,5
e trateda com DTT 100 rkl durante a noite. O rb-bFGX* S-CM dia
lisado cem TCA a 5% analisado para deteccio dos grupos de
sulfidrilo livres como j& foi descrito. Os resultados mos-
tram 2 moléculas de sulfidrilo livres por cada molécula de
rb-bFGF S-CIf indicando jue este tem dois grupos sulfidrilo
livres apds redugéo. Isto sugere gue o rb-b?GT tem dois gru-
pos sulfidrilo livres nue tinham sido carboximetilados,

Utilizou~se o desenho do mapa peptidico para
investigar se a3 duas cistelnas sstavam envolvidas em uma
ligac@o dissulfureto =2 se zmbas estavam num estado reduzido
livre. A dissolucéo com tripsina foi utilizada para isola
as cisteinas dos trés péptidos: 24-27 que continham cis-26;

68=73 que continham cis-70; e 88-98 que continham cis-88 e



A4 zgsimilaci&o com tripsina foi realizada so-
bre rb-bFGF nztural nio reduzide e sobre S-Ci rb-bFGF nso

. . > . ~ z . . ~
reduzido. & seguir a digestzo os péptidos produzidos foram

separados por UPLC de fase inversa e ccmpararam-

ut
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Cc3 mapas

peptidicos (fig., 5). 4 introdugio do gruro acetato num pép-

ornaria o rpéptido
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tido nue continha cistelinz previu-se ~ue
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meis hidrofilico e que eluiria mais répidam num gradien
te de HPLC de fase inversa,

Na fig. 5 observa-se jue os dois picos de pé)
tido estao alterados para tempos de eluicZo menores no S-Cif
rb-bIFGF relativo ao rv~-b¥FGF natural. Um pico alterou-se de
25 minutos para 16 minuto e o outro 57 minutos para 53
minutos., Istes picos foram recolhidos e identificados por
anhlise de sequéncia. A se-ruéncia do péptido eluiu aos 25
minutos, fol determinada e verificou-se jue correspondia ao
peptido triptico 68 a 73. Este péptido continha cis-70. Ura

v

[¢0)

Z

)

ue este péptido forneceu um finico pico, presumiu-se ser
uma das cisteinas gque nZo estavam envolvidas na ligagio de
dissulfureto,

A sequéncia do péptido eluiu 20s 53 minutos
e forneceu duas seguéncias, Dado que um (nico pico nesta
regido alterads na carboximetilac8o 2 jue o péptido contido
nesta regifo orizinou duas sejuéncias, considerou-se este
como sendo o péptido que continha a lizagio di-sulfureto. A
comparacio das duas sequéncias obtidas do pico aos 53 minu-
tos com a sequincia de FGF completa indicou nue estas duas
sequéncias constituintes correspondiam aos péptidos de 24 a

27 e de 88 =2 938,



zistem trés cisteinas nestes dois péptidos.
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A identificacio da carboximetilcisteina feniltionids; ns

no primeiro ciclo s2-uéncia indicou ciz-88 como sendo 3 ou-

ot

ra cisteins e sugeriu .ue existia urma ligazZo di-sulfureto

&)

entre a cisteina 26 e a cisteina 93.
0 S-C rbo-biGF foi analiszado em células 373
tal como se encontra descrito no Zxemplo 8.

Os resultados mostraram <ue o S-CiI rb-bFGF
exibe uma actividade comparivel & da molécula natursl demons
trando gque os grupos sulfidrilo livres na mnolédcula nio sfo
necessérios & actividade mitogénica nas c&lulas 3T73.

Os espectros dicroicos circulares foram obti-
dos com rb-bFGF em citrato de sddio 20 i, cloreto de sbdio
0,1 ¥, 2 um pH 5,0.

Os resultados encontrzm-se representados na
fig. 6. 0 DC no U.,V. prdximo mostra elipticidades negativas
intensas com uma Juantidade de m&xzimos. ITstes mAximos a 242
e 269 nm sio devidos a residuos de fenilalznina e o méxino
a 275 nm provém provavelmente da absorgdo da tirosina
(Strickland, 2d CRC Crit. Rev. Biochem. p. 113-175, 1974).
Uma elipticidade negativa larga pode ser observada de 306 nm
até 290 nm a jqual se sobrepoe entao ao DC aromAtico. Estsa
banda de DC & provavelmente devida a um dissulfureto que
usualmente apresenta um pico a cerca de 240 a 250 nm. Assim
o DC do U.,V. proximo observado de rb-biGr pode ser caracte-
rizado como um largo DC de dissulfureto nezativo e diversos
sinais de DC aromético. Zstes resultados indicam fue os re-
i-

siduos arométicos estdaoc nas prozimidades azsiméiricas rig

~2

d2s e que o TO-bFGT possui uma estrutura terciaria. (Timasheff,
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Vol. II In the Enzymes, Boyer (ed.) p. 371-443, 1970).

0 S-CI rb-bFGF foi também observado por DC.
Cs resultados mostraram quz 03 especiros de U.V. prdzimo e
U.V. afastado sfo idénticos aos da proteina natural indican
do jue a S~carboximetilacdo dos dois gruvos sulfidrilo 1li-
vres nao afecta, aparentemente. As estruturas secundéria
e tercidria da proteina. Este facto é consistente com a ob-
servacdo de que a S-carbozimetilacdo n&o afecta a activida-
de da proteina.

0 DC no U.V, distante, representado na fig.
6, exibe um espectro tipico para a estrutura n2o ordenada
(Greenfield and Fasman, "Biochemistry" 8, 1259; p. 4108~
-4116). O espectro exibe um pico negativo a 202 nm e um pi-~
co largo positivo a cerca de 225 nm. O pico a 202 nm e a
maior parte das elipticidades ndo nezativas entre 205 e 220
nm sdo caracteristices tipicas de estruturas secindirias
nao ordenadas. O pico positivo a 225 nm & devido provavelmen
te & contribuigdo das B -rotasBes (Chang et al, "Anal. Bio-
chem.", 91, 1978, p. 13-31). Portanto o polipéptido de rb-
~bI'GI" parece desordsnado mas dobrado em uma estruturs ter-
cilria distinta com B-rotacgles.

A filtracZo no gel de rb-bFGT em citrato de
sodio 20 mil, ¥aCl O,1N, a um pH 5,0 mostrou jue a proteina
elui com o mesmo volume de eluicdo da miozlubina (17000).

Uma vez que 0 peso molecular de bFGF (16.000)
& menor do que o da mioglubina o resultado da filtracdo no
gel sugere uma conformac@o ligeiramente assimétrica da pro-

teina.



DXENMPLO 7

3iocensaio HUV-EC para ro-~biGr

'
15

Judith &, Derliner isolou pzlo wmétodo de Gim-
oron2 et al; Human Vascular SZndothelial C=211ls in Culture;
"J., Cell. Biol." 50, 1974, p. 673-584, células endoteliais

da veiu umbilical humana (ZVUH), que foram utilizadas nesta

e

4!

periéncia,

lMantiveram-se as células por stb-ciltura em
frascos de cultura cobertos com gelatina a 0,1% ex tampio
de cloreto de sbddio tamponado com fosfato e 10 pg/ml de fi-
bronectina (Boehringer lLlannheim, Ingelheim, Alemanha Ociden-—
tal) em meio de soro bovino fetal minos, durante 30 minutos
cada consecutivamente. As células foram libertadas com
0,0125% de tripsina-0,005% ZDTA e passadas 1:2 ou 1:3 uma
vez por semana. 0 meio de manutengZo utilizado foi MCB10O5
(Irvine Scientific, Irvine, Celifornia).com penicilina G
(10 unidades/ml) estreptomicina (1 pg/ml), so0ro bovino fetal
(20% hyclone) L-glutamina (2 w!), piruvato de zb6dio (1 ril),
heparina (4 pg/ml, 170 unidades/rg) e suplemento de desen-
volvimento de célula endotelial (SDCE, 40 pg/ml Collabora-
tive Research). As células desenvolveram-se numa incubadora
com 2% de €O, .

A seguinte experiéncia foi realizada para

comparar a manutengido do crescimento e actividades mitogéni-

cas destas trés diferentes formas de FCPF em células endote-~

liais HUV.

1) . Coli proveniente de I'GF basicos de bovino recombinan-

te (rb-bFGF);



cido de bovino (L-2@3F, zspecialmente »urificads
b oy =

N
~—
g3
[op
2§ ]
[

h] 1

provaeniente de cérebro 4de bovino); e

-

3) TGP bésico natural de bovino (bFGI purificado, proveni-
ente de glandulas pituitérias de bovino, Sizma Chemical Com-
pany, 3t Louis, Missouri)-

Colocou~32 numa placa uma centena de células
por cavidade em oilto cavidades centrais em placas de 24 ca-
vidades. Adicionou-se um destes trés factores de desenvolvi-
mento de fibroblastos anteriormente j& identificado, a cada
cavidade, excepto &s cavidades de controlo as quais nao se
adicionou gualguer factor de crescimento. As células foranm
alimentadas aos trés e seis dias apbds o inicio da sementei-
ra com o nesmo factor de crescinento. Dez dias &pds a semen-
teira analizaram=-se as culturas por coloragao com violeta
de cristal.

Os resultados, representados no fguadro VII,

demonstraram que existiam 20% e 22% rmais coldnias nas oito

A

(4}

cavidades que continham rb-bFGF do jus nas cavidades jue con
‘tinham quer a¥GF quer bXGF natural respectivamente. Tembém
tem interesse o facto de gue 75% do total das coldnias que
cresceram na cultura com rb-bI'GF eram de 0,5 mm ou maiores,
enquanto que apsenas 55% e 51% das coldnias desenvolvidas

com aFGF e com n-bIGF respectivamente apresentavam a.uele

tamanho.



Quadro VII
Factor de 72, de colbrias/ N2, de colbnias>0,5m/
crescimento /8 cavidades /5 cavidades
ro-bFGF 351 265
arGr 293 160
bFGF natural 265 134
Controlo 3 0

EXEMPLO 8

Bio-gnsaio de rb-bFGF em células NIH 3T3

s células utilizadas para este ensaio foram
es NIH 3T3 da ATCC. As células desenvolveram-se em um meio
D3 com penicilina G (10 nz/ml), estreptomicina (10 pg/ml)
e com soro de vitela (107%).

As células foram passadas 1:40, duas veze

>
as cultu-~

0

por semana, Mo 12 dia do ensalo juntou-se tripsin
ras sub-confluentes dispersaran-se e colocou-se em placas
de 24 cavidades com uma concentracao de 2 x 104 células por
ml, 1 ml pOr cavidade no meio de crescimento referido antes.,
Mo 52 dia substituiu-ze o meio por DIE conten
do penicilina, estreptomicina e 5% de plasma humano pobre
et plaguetas (soro heparinizado limpido),l ml por cavidade.
o 69 dia adicionaram-se as amostras de experiéncia e de con
trolo de FGF ao meio em volumes inferiores a 100 pl.
Dezoito noras depois, passaram-se as células
durante 1 hora com 1 ml de DME contendo 5% de soro de vite-

lo e 2 pnCi de 3H-Me-timidina a4 temperatura de 37°C. Lavaram-



-s2 em saguida 2s cdlulss ume vez com 1wl de
io tamponaldo com fozfsto (233) e &cide tricloro-

3
l . . M >
acéticec a 5% ambos 4 temp2ratura de 4

uma hora & temperatura arbiente, transferiu-se o conteudo

de cada cavidads para uma ampola de contagem separada ccnten
do 10 ml de Aquasolﬁ3 II (¥Wew England YNuclear, 2cston, lMassa-
chusetts). As amostras foram contadas durante 1 minuio atra-
vés de ura janela 0-3S97 de um contador de cintilacgfo Beckman
L3 7.500 (Beckman Instrurents, Inc. Tullerton, Californiza).

Os padrCes de b-bFGF recombinante foram pre-
parados a2 partir de um stotck com umz concentrazZo de 400 pgz/
ml em um tampdo de citrato de sbdio de pH 5.

A escala de padrCes utilizada foi desde 5 pg
até 1.000 pz por ml. O padrao de menor conceantracio que
apresentou a absorgio de 3H-timidina mAxima era de 520 pg.
Ura média entre 140 e 200 pg exibiu a incorporasf8o semi-mé-

xima de timidina marcads.

EXEMPLO 9

Contrucfo do gene de rh-bFGF

A conversSo' do gene de bovino BFGF prepara-
da de acordo com o “zemplo 1, para um Jene jue codifica pa-
ra h-bP3F foi realizada por olijzo-mutagénese de sitio diri-
gido.

0 segmento a ser modificado fol primeiramen-

‘o -

te clonado no vector fa rico M13mpl8 e transformado na ©, Coll

Jml0l para desenvolvimento e preparagéo de ADN fagico de ca-



deia simples (liessing; "J. Vol." 9, "Wucl. Acid., Res."; 1981,

&

Q

Llizturou-se aproximadarente 0,5pg da matriz

/
v

ds ADN com 5 pmoles de sequenciador de iniciagZo de 1113 uni-

)

versal e 5 pmoles de cada iniciador mutazénico e aqueceu-se
até A temperatura de 65°C durante 3 minuvtos e deixou-se ar-
refecer lentamente., Misturou-se depois a matriz-iniciadora
circulerizada com ATP, uma mistura de desoxiaucleotido-trifos-
fato (d&iTP), ADN polimerase I (ADN Poll) em fragmentos gran
des (fragmento de Xlenow) e ligase, seguido de incubacio a
15°C durante 4 horas.

As aliquotas desta mistura reaccional foram
transformadas nas células de E. Coli JN101 competentes e co-
locadas em placas de agar LGria a 0,7%.

As placas ,ue continham o fage mutante foram
seleccionadas por hibridizagé&o de filtros de nitrocelulose

32. Preparou-se o ADN

com iniciador mutagénico marcado com p
de cadeia simples a partir de placas de sondazem positiva e
verificou-se a sua sequéncia utilizzndo o método de termina-
cao de cadeia didesoxi. As alteracdes de aminoédcido feitas
e 03 iniciadores mutagénicos correspondentes utilizados fo-
ram:
pro-129 a ser-129) 5’ GACCAGTCTTCGAACCCAGTTTGTA 3’
ser-113 a thr-113) 5’ CATACCAGGAAGTGTATTTACGAGA 3’

Os iniciadores correspondiam & cazdeia de sen-

tido contrério a do gene de bBFGF.



BXENPLO 10

Purificacdo de rh-bPGFE

Desenvolveram-se células de Z. Coli que con-
tinham o3 gzgenes de h-bFGF sintéticos em pCTI1155, cono se
descreveu anteriormente no Exemplo 4, Apbds fragmentacdo das
células e centrifugagfo a baixa velocidade, encontrou-se nas
fracgbes de sobrenadante e de centrifuzado o rh-bFGF resul-
tante (Quadro VI). A purificacdo do centrifugado rejueria a
solubilizacdo por agentes desnaturantes seguida de reconver-
cao para se obter o material activo. Estas fases podem ser
evitadas através da purificacgdo da fracgio sobrenadante como
cse descreve a seguir., Aplicou-se este fracciao é uma coluna
de CM-sefarose em tris-HCl 40 mif, pH 7,4 e eluiu-se com gra-
diente de cloreto de sbdio linear. is fracgbes gue continham
rh~bFGF foram em seguida lizadas & mesma resina, mes em tris-
-HC1 40 mi, pH 8,2 e outra vez eluidaes com gradiente de N2Cl
linear. Nestas duas cromatografias incluiu-se DTT 1 m} para
impedir a oxidagido que de outra forma resultaria na formagdo
de pontes dissulfureto intermoléculares. A proteina foi ainda
purificada por filtracac em gel utilizando uma coluna de
Sephade{® G-75 (Pharmacia, Uppsala, Suécia) em citrato de
sbdio, 20mli, MeCl 0,1 KM, pH 5,0. As tentativas iniciais pa-
ra purificar rb-bFGF a partir de células de Z. Coli mostra-
ram que o dimero se formaria facilmente -uando nd8o se inclula
DIT 1 mil durante o processo de purificagfo. A purificagfo

d

W

bPGF humano realizou-se essencialmente do mesmo modo, co-
mo se realizou para o material bovino, tal como foi indica-

do no Exemplo 4. W&o se notou diferensa alguma entre rh-bFGE



5.500 daltons que correspondia ao peso mo-

lécular monomérico e bandas correspondentes a pesos molbdcu-
lares mais elevados, 05 guzis provavelmente representavam

saiou em condigdes ndo redutoras, apresentou-~se uma maior cor
taminagdo por bandas de peso molécular mais elevado. A ank-
lise de s2quéncia de aminoicidos do ri-bFPGT purificado, re-
velou jyue a metionina tinha sido separada da maior parte do
material fornecendo 70 de prolina, 137 de alanina e apenas
17% de metionina no N-terminal.

Tal como o ©FGF natural, o rn-bFGF exibe uma
acentuada afinidade para a heparina zue elula das colunsas
dc sepharose com neparina no NaCl aproximadzmente de 1,5 a

2,0 molar (dzdos nio representados).

EXEMPLO 11

Caracterizacao do rh-brGF

Examinou-se a actividade do ri-bFGF pela in-

corporagao de 3

tfI-timidina em cé&lulas 3T3, como se encontra
jescrito no Bxemplo 8. Tal como se representa na fiz. 3, o
rh-bI'GF mostrou uma pot3ncia esséncialmente idéntica, neste

ensaio, & do rb-bFGTF, produzindo uma semi-estimulagio mbxima

da sintese de ADH a ume dose de cerca dz 150-200 pg/ml.

EXEMPLO 12

Bio-ensaio de HUV-UC para rh-bFGE

0 ensaio de células ZVUH estl descrito no



Zxemplo 7, com alteracdss manores no -u2 ras

kS

3w

'S

4
e1rta

280 em placas e ao tempo de ensaio. A adigio de rha-bTG

NS
~ 'S

~

sultou em una extensa proliferagzo celular em comparzgao com
05 controlos gue n&o continham o factor de crescimento. N80
se observeram gualsyuer diferengas significativas e:

bPGF bovino recombinante e¢ o bFPGF humano.

Quadro VIIT

Factor ds crescimento Total de colbdnias Coldonias grandes

ro-bFGE 76 22
rb-bFGT 68 19
controlo 23 0

Todos os factores do crescimento de fibroblas
tos foram adicionados com uma concentragio de 10 nzs/ml no
rmomento em jue sc colocaram em placas e nos dias 3 e 6 apbs

essa colocazio. Coraram-se as célules e contaram-se no

\O
10

dia. Registaram-se as clbnias maiores do que 0,5 mm de

o
)
o>
|

metro como coldnias grandes.

EXEMPLO 13

Preparacao de anflosos de rh-bFGT

A fim de melhorar a estabilidade e facilitar
a purificagao de rh-bFGF, utilizou-se a mutaginese de sitio-
-dirigido oligonucleotidica para modificar o gene de DHFGF
humano de forma a que as sequé..cias gue codificam para al-
guns ou todos os residuos de cisteina codificassen em subs-

tituic&o para a serina. Reconheceu-se gue o gered bPGF de bo-



vino pode ser modificado de modo iddntico e gue as seguénci-

.

nina, &cido aspirtico e asparagina. Sin
oligonucleodtidos sendo cada um deles designado como 32 nos-

tra no guadro a sesguir:

auadro IX

Oligonuclabdtido Sequéncia

1062-21 57 ACCGTTTTTGGAGTACAGACG 3
102-22 5* CCGGTTAGCAGATACACCTTT 3?
102-23 5 GTCAGTAACAGACTTAGAA&C 3
102-24 57 GLAAAAGAAAGATTCGTCAGT 3?

Alteragao do cbddigo
de CIS para SZR na posicZo 26
de CIS para SZR na posigao 70

de CIS para SER na posicao 83

\D

de CIS para SER na posicdo 93

A primeira rutagénese utilizou os oligonucleb-
tidos 102-22 e 102-23 para converter as cisteinas das posi-
goes 70 e 80 em serina, Subsequéntemente construiram~-se os
genes em que todos os seis pares possiveis de cisteinas fo-
ram substituidos por s=rinas e uma em cada guatro cisteinas
foi substituida por serinas. Os oligonucleodtidos utilizados

na construgdo deste genes mutantes estdo indicados a seguir,



An&lozo oligonucledtidos utilizados para mutaginese
Serina 70,83 102-22, 102-23
Serina 26,93 102-21, 102-24
Serina 256,70 102-21, 102-22
Serina 26,8 102-21, 102-23
Serina 70,93 102-22, 102-24
Serina 88,93 102-23, 102-24
Serina 26,70,88,93 102-21, 102-22, 102-23, 102-24

2
—~

As reac;0es de mutagénese foran todas reali-
zadas de w: modo essencialmente idéntico, diferindo apensas
105 oligonucledtidos utilizados para a reacglo e para =2 Son-
dagem das placas resultantes por hibridizac¢lo. Dez pnoles
de cada iniciador universal L13 e decs iniciadores ja referi-~
dos antes, foram fosforiladas por incubazZo com ATP 1 mi e
10 unidades de polinucleodtido~guinase em 10 pl de tris 70
HM,M5C12 10 mi, DTT 5 mi, durante 30 minutos & temperatura
de 37°Cc. Kisturou-se cinco proles de ceda oligonucledtido
fosforilado com cerca de 0,5 pg de K13mpl2 de cadeia simples/
[rb-bPGF, asjueceu-~se Y temperatura de 50°C e deixou-se reto-
mar a sua forma natural através de arrefecimento até & tem-
peratura ambiente. A esta mistura de matriz/iniciador adicig
nou-se em seguida 1 pl de uma solugdo com 25 mM de cada:

ATP, dCTP e TTP, 1 pl de ATP 100 mil, 2 unidadess de T4 liga-
se e 8 unidades de fragmento grande de ADN Poll . Incubou-

-se esta mistura & temperatura de 14°C durante 4 horas trang



formaram-se as aliquotas da mis*ura des ligacg3o 2m B, Coli
JIZ101 tornadas compete:tes por meio de tratamento com CaCl
50 1l e colocaram-se as placas en agar de LGria a 0,75 om

lacas em que previamente se verteu agar ds LOria a 1,5%.

a

o]

Retiraram-se por via de filtros de nitrocelulose das placas
resultantes e os filtros foram sondados por hibridizagZo com
oligonucleotidos ré&dioc marcados apropriados.

s ceda sonda utilizads ovtiveram-se diversos

[¢/]

positivos., Retomaram-se placas positivas e preparou-se um
ADN de cadeiz simples para utilizar cowo matriz na segunda
varte da mutagénese., Quundo se obteve a construzZo desejada,
purificou-se o ADN de forma replicativa por lise celular e
obtengdo de banda em gradiente de densidade de cloreto de
césio. Transferiram-se em sezuida os geznes modificados para
o vector plasmidico pCIMill56 para exprescsio em B. Coli. O
gere modificado foi excisado do vector LI13 por clivagem com
Aval/Hind III e purificado por electroforese em 321 de aja-
rose. Zste fragmento purificado foil em sezuida ligado em
¥bal/Hind III e cortado com pCT1156.

Transformarem-se as novas construgdes na es-
tirpe de E. Coli IMiI5 para expresszo.

Transferiram-se os analogos de serina 70,88
e de serina 26,93 para o vector de expressgo.

O crescimento da estirpe de produzao e puri-
ficacdo subse-uente do andlogo de serina 70,38 realizou-se
tal como para o rb-bi'GI' e para ra-biGF, tal como se encontra
descrito no Exemplo 4, com a (inica excepsdao de ter sido omi-
tido o DTT em todas as fases de purificacdo. IZsta omissfo

de DTT foi possivel porjue os residuos de cistelna responsa-



/ F 3

durante a purificazfo tinhanm

sido eliminados. Assim, o an&lozo de sarina 70,82 ranresen-

natural uma vez ue este nio contés impureza dirérica deiec-
tavel e nao tende, com o tempo, a formar dimeros porjue &
isento de grupos sulfidrilo livres. Além disso, uma vez 7ue

~

Zo & eliminsada,

J_

a necessidade de adicionar um agents de redug
0os problemas de formulacio possiveis podem ser avitados.

0 anélogo de ssrina 26,93 nfo se comporta de
forma id3ntica & do bPGF recombinante de bYovino ou humano e
b das moléculas de serina 70,80; provivelmente porgue nfo
possui a estrutura da dissulfureto de BPGF natural. Durante
a purificagado uma fracgio significativa do anilozo de seri-
na 26,93 degrada-se. Tal degradacdo também acorreu guando
se fizeram tentativas para purificar o rb-bPGF na presenca
de ureia TII a qual desnatura a estrutura terc=iria das molé-
culas. Ainda gue o an&lojzo des serina 25,93 nZo pareza possuir
a mesma actividade bioldzica dos anf&lozos de serina 70,88
suando purificadcsdo sobre-nadante, como se encontra especi-
ficado nos Exemplos 4 e 11, os anflosos inativos podem encon
trar aplicagféo como antagonistas ou como moléculas bloguea-

doras.

EXEMPLO 14

Purificacdo de um anflo o de serina-256,70,88,93 a partir de

corpos de inclusio

Descubriu-se de modo surpreendente gue gquan-

Y

do os anilogos de serin: 26,70,88,93 eram purificados a par-



tir de corros de inclusZo, prefersniemente do =ue a2 partir
de sobrenadantes, obtinha-se um anhlozo czchtivo, apssar da
alteracZo da sulfidrilos aparentemente no livres,

Utilizando uma olisjo-mutzzenese de sitio-di-

cado, co..c 3¢ descreve no Zxemplo 9, para substituir os juz-
tro coddes de cisteinza com nucledtidos jue codificam para
residuos de serinsa.

As proteinas correspondentes foram axpressas
em B. Coli e purificadas a partir de corpos de inclusaoc por

solubilizagfo em ureia seguidas de uma série de cromatogra-

A proteina resultante, isenta de residuos de
cisteina, era incapaz de formar ligagdes dissulfureto intra-

moleculares ou intermoleculares, No entanto, verificou-ze
b

que esta proteina anlloga exibla actividade mitogénica so-
bre células HIH 3T3 nfo distinguivels da exibida pela se;uég

cia natural,

Cliso mutagénese de sitio-dirigido

Construiu-se préviamente um gene do anilojo
do bPGPF em gue 0s coddes para as cisteinas 70 e 88 tinham
sido convertidos em coddes de serinza, o jual se utilizou co=-
mo matriz inicial para a mutagéness., Misturou-se zaproxzima-
damente 0,5 png de ADN matriz com 5 pnoles de iniciador de
se,uénciacgéo 1713 universzl = 5 pmoles de cada iniciador mu-
tagénico, aqueceu-se & temperatura de 65°C durants 3 minutos
e deixou-se arrefecer lentamente.

Om sezuida misturou-se o iniciador-matriz
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circularizado com ATP, uma mistura de dNTP, fragmento gran-
de de ADN Poll e ligase, seguido de incubacgéo a 15°C duran-
te toda a noite. As aliquotas desta mistura reaccional foram
transformadas em células JM10l e postas em placas de agar

de Ltria a 0,7%. As placas que continham o fage mutante fo-
ram seleccionadas por hibridizageao em filtros de nitrocelu-
lose de replicagdo contendo cada um um iniciador mutagériico marcado
com p32. Preparou-se ADN de cadeia simples a partir das pla-
cas que foram positivas em ambas as sondagens de hibridiza-~
cdo. A selecc¢do da sequéncia desejada foi verificada utili-
zando-se o método de sequénciagdo de ADN de terminacé@o de
cadeia didesoxi.

As alteracdes de aminodcidos feitas e os ini-

ciadores mutagénicos correspondentes utilizados foram:

de cis-26 a ser-26 5* ACCGTTTTTGGAGTACAGACG 3?

de cis~-93 a ser-95 5’ GAAAAAGAAAGATTCGTCAGT 3°

Ambos os iniciadores correspondiam & cadeia

anti-sentido do gene de bFGF.

Expressdo e Purificacao

Desenvolveram-se células de E. Coli transpor-
tando o plasmidio que continha o gene de bFGF mutante em 2
caldos de Lfiria & temperatura de 30°¢ para aproximadamente
0,5 a 600; que depois se alterou para a temperatura de 42°¢
para induzir a express&o de bFGF.

Apbs o desenvolvimento durante a noite, reco-
lheram-se as células por centrifugacdo e lisaram-se median-~

te trés passagens através de uma French Press a 10.000 psi.
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0 material insolfivel que continha o bFGF cap-
turado nos corpos de inclusf@o foi recolhido por centrifuga-
¢8o a baixa velocidade. Os corpos de inclusfo foram solubi-
lizados em ureia, submetidos a cromatografia de permuta ca-
tionica e de coluna de silica. O an&logo parcialmente puri-
ficado foi recuperado por diluicdo e em seguida purificado
até quase & homogeneidade por cromatografia em coluna de per
muta catibdnica.

Purificou~se o bFGF humano de sequéncia natu-
ral recombinante a partir da fracgdo solfivel de células de

E. Coli lisadas por uma série de fases cromatograficas.

Ensaio de mitogénese em células NIH 373

A actividade bioldgica do bFGF andlogo foi
testada de acordo com a sua capacidade para estimular a re-
absorcao de 3H-timidina em culturas confluentes de células
NIH 3T3, tal como se encontra descrito no Exemplo 7. A fig.
7 mostra a dependéncia da actividade mitogénica da concentra
¢ao para o andlogo de. serina 26,70,88,93 e para h-bFGF de
sequéncia natural. Dentro do erro experimental, os dois per-
fis s@&o indistintos com o efeito mitogénico semi-mAximo ob-
servado a uma dose de cerca de 150 pg/ml. Estes resultados
indicam que a conformacdo necessAria para a actividade mito-
génica mediada pelos receptores ndo é alterada pela substi-
tuigc8o dos quatro residuos de cisteina, pelo menos quando o
an@logo & purificado a partir de corpos de inclusdo de pre-

feréncia em vez do sobrenadante.
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EXEMPLO 15

Bio-actividade de an&logos de rh-~bFGF

Caracterizou-se a actividade biolodgica de a-
nalogos de rh-bFGF como foi j& descrito para a forma bovina
nos Exemplos 7 e 8. A actividade semi-méxima dos anélogos
de rh-bFGF serina 70,88 no ensaio mitogénico sobre células
NIH 373 (Exemplo 8) & idéntica & de rb-bFGF e de rh-bFGF,
como se representa na fig. 3.

0 an&logo de serina 26,93 ndo mostrou activi-
dade neste ensaio como se admitira ja.

0 anélogo de serina 70,88 também foi testado
sobre a sua capacidade como suporte de desenvolvimento de
células EVUH, como se encontra descrito no Exemplo 7. O anl-
logo rh-bFGF serina 70,88 foi t&o eficaz quanto o rb-bFGF
e 0 rh-bFGF na promocao do desenvolvimento de células EVUH

em cultura

Quadro XTI

Factor do crescimento Total de coldénias Coldnias grandes

Ser-70,88 rh-bFGF 84 24
rh-bFGF 76 22
rb~-bFGF 68 19

controlo 23 0
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EXEMPLO 16

Estudo "in vivo" da eficécia do anfAlogo de serina 70,88

Preparacao pré-operatbria

Anestesiou-se coelhos brancos da Nova Zelandia,
pesando aproximadamente 3Kg cada um, utilizando 5 mg/kg de
Rompuég)(Farbenfabriken, Bayer, Alemanha Ocidental) como se-
dativo, seguido de aproximadamente 50-60 mg/kg de cetamina,
aplicado cerca de 10 minutos depois, ambos por via intramus-
cular mediu-se e registou-se o peso de cada um dos coelhos.
Introduziu-se uma pequena porc¢do de algod@o ou de gase em
ambas as orelhas de cada um dos coelhos apds o gque Se raspou
as superficies interiores e as superficies externas de ambas
as orelhas, utilizando um tosquiador de animais com l&mina
N2 40. Em seguida aplicou-se um creme depilatorio comercia-~
lizado sob a marca NeeéE.nas superficies interiores de cada
orelha durante 10 minutos apbs o que sSe removeu o creme com
uma gase seca. Limparam-se entdo as superficies interiores
das orelhas com gase embebida em solugéo de cloreto de sb-
dio e em seguida com uma solucgao alcoblica a T0%. Branque-
ou-se a derme da superficie interior de uma das orelhas de
cada coelho mediante infiltracéo de uma solucdo de xilocai-
na a 2% contendo 1:1000 de epinefrina, o que reguer de 1,5

3

a 3 cm” de volume total, utilizando uma agulha de calibre
30. Em seguida aplicou-se sobre a area infiltrada 3 ciclos
de Betadine seguido de soluc¢do alcobdlica a 70%.

Quando necessério, substitui-se nesta altura
os tampoes das orelhas por tamples secos.

Os coelhos foram entdo transferidos para uma
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drea cirQrgice estéril. Imobilizou-se a orelha branqueada
em ume prancha de plexiglass ("ear board"-Washington Univer-
sity Medical Center, Division of Technicel Services) gque
utiliza duas barras figadoras, uma no topo e outra na base
da orelha do animal, para se conseguir estabilizar a orelhsa
do coelho sem comprometer o fluxo sanguineo. Tapou-se o ani-
mal e pulverizou-se o campo cirfirgico, isto &, a superficie
interior da orelha, com Betadine e deixou-se secar durante

cerca de 3 a 5 minutos.

Ferimento

Utilizou-se uma técnica estéril para se pro-
ceder aos ferimentos. A superficie interior da orelha foi
sulcade cuidadosamente com uma agulha de bidpsia por puncgao
de 6 mm e limpou-se o local da bidpsia de todos os tecidos
e fibras, incluindo a membrana periosteal, até ao nivel da
cartilagem, utilizando um forceps de micro-cirurgia, tesou-
ras para tenotOmia, um elevadar periosteal de Lempert com 2
mm de l&mina e aplicadores de algodao estéril.

As biopsias em que a cartilagem completamen-
te cortada através do puncédo ndo foram utilizadas nas expe-
riéncias. Contudo, os cortes parciais da espessura da carti-
lagem foram consider&dos aceitlveis. A localizacgd@o de cortes
ou buracos naturais na cartilagem foi cuidadosamente anota-
de com referéncia de registo ao dia da colheita. O sangue
foi retirado do local da bidpsia com aplicadores de algoddo
estéril para evitar um excesso de sangue na ferida. Tendo
a bibpsia sido termiheda, cobriu-se com uma pequena pega de

gase embebida em solugé&o de cloreto de sddio.
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cada uma das orelhas feridas, duas de cada lado da linha mé-

Quatro bidpsias viéveis foram colocadas em

dia definida pela dobra da orelha quando se estabilizara na
prancha. Em qualquer dos casos nado se fizeram mais de cinco
bidsias em cada orelha. As bibpsias foram colocadas a um mi-
nimo de 1 cm de distancia.

Apbs se completar o processo para uma orelha,
cobriu-se esta com uma gase embebida em uma solugd8o de clo-
reto de sb6dio e em seguida cobriu-se em volta da gase para-
se reter a humidade até & aplicac@o de FGF. Em seguida bran-
queou-se a segunda orelha escarificou-~se, imobilizou-se e
fez-se a ferida de forma idéntica & utilizada para a primei-
ra orelha., Retirou-se o sangue do local da bidopsia de cada
uma das segundas orelhas e quando se terminou cada uma das
bibépsia ., colocou-se a pega com uma pequena peca de gase
embebida em soluc@o de cloreto de sbédio. Apbs terminar o
processo para a segunda orelha, esta foi também coberta com
uma gase humedecida em solucdo de cloreto de sbddio até &
aplicacao de FGF.

Quando algum dos coelhos mostrou sinais de
estar recuperando da anestesia antes de se atingir este pon-
to do processo, foi reanestesiado com 25 mg/kg de cetamina,

administrada por via intramuscular.

Aplicacao das preparacoes de FGF

O FGF foi primeiramente aplicado na primeira
orelha ferida, com a gase himida da primeira orelha e as
superficies ndo feridas da orelha foram cuidadosamente lim-

pas com gase. Todas as bidpsias foram cuidadosamente limpas
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de sangue e/ou de excesso de fluido com tamponetes de algo-
dao esterilizado. As superficies ndo feridas da. orelha fo-
ram pintadas com um composto de tintura de benzoim, evitan-
do cuidadosamente atingir as bidpsias, e deixando-as secar
ao ar durante 3 a 5 minutos.

Aplicaram-se 5 pg de rb-bPGF ou de ser-70,88
rh-bFGF em ZyderéE (Collagen Corporation) a cada uma das
bidpsias utilizando uma agulha de calibre 26 montada perma-

3

nentemente numa seringa de 0,5 cm” ou de 1 cm3 (Becton~Dic~

kinson) ou numa micropipeta. A bibpsia estava em condicdes

3

de acomodar um méximo de 0,025 cm” da preparacdo viscosa de
bFGF—Zyderé®. Apbs a aplicacdo de FGF a uma bibdpsia, esta
foi imediatamente coberta por uma gase oclusgiva TegaderngD
(3M Corporation, Minneapolis, Minnesota), tendo o cuidado
de nao se deixar formar bolhas de ar ou rugas em torno do
local da bibpsia. A Tegaderéa fora préviamente cortada fican
do com um tamanho aproximado de 2 cm2. Repetiu~se este pro-
cesso para cada uma das bidpsias na orelha. Qualquer bidpsia
falhada foi também coberta com Tegaderﬁg>a fim de minimizar
03 riscos de inflecc8o. Apbdbs se terminar o processo com a
primeira orelha, fol retirada a gase hfimida da outra orelha
e o processo foli repetido tendo o cuidado de assegurar uma
limpeza completa de todas as bibpsias, de qualquer sangue
ou/e excesso de liquido com tamponetes de algodao estéril.
Deixou~se 03 coelhos recuperarem da anestesisa
sob observac@o dos investigadores que realizaram a interven-
cao cirfQirgica. Apds a recuperacdo, colocou-se em volta do
pescog¢o de cada um dos coelhos um colar de plastico com

cerca de 15 a 25 cm de largura para impedir que o coelho
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provocasse qualquer ruptura nas feridas ou nas compressas.

Os coelhos foram reconduzidos As gaiolas de
isolamento onde se mantiveram até & recolha.

As feridas dos coelhos que conseguiram remo-
ver os seus colares e qualquer ferida da qual o TegaderngD
tenha sido alvo de ruptura de qualquer modo antes da data
da colheita, foram re-examinados logo que foi detectado o
problema e inutilizado para anédlise se &sferidgése apresen-

tavam danificadas.

Colheitsa

No setimo dia depois da intervencdo cirtrgi-
ca, anestesiaram-se os céelhos da mesma forma que sSe descre-
veu para a preparacio da operacdo.

Cada coelho foi pesado e registado o respec-
tivo peso e a descricé@o qualitativa da condicdo das feridas,
notando-se especialmente a presencga ou ausencia da Tegader£®
e de qualquer excesso de fluido sob a compressa. 03 coelhos
foram sacrificados por meio de uma embolia prévocada com
50 cc/kg de ar administrada por injecga@o intra-cardiaca; fo-
ram amputadas ambas as orelhas utilizando-se um bisturi ci-
rargico N¢ 15,

Cada bidpsia com aproximadamente 5 mm de te~
cildo circundante em qualquer dos lados e o Tegaderéa ainda
intacto foi retirada da orelha e o local da biopsia foi me-
dido afim de se cortar exactamente na linha média tomando
como referéncia as notas registadas no die da intervencéo
cirQirgica para impedir a bisseccdo através de buracos ou

cortes naturais da cartilagem.
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A bibpsgia foi cuidadosamente bissectada com
uma lamina de fio simples aplicando-se um finico movimento
descendente para evitar a ruptura da orientacio da ferida.
As bibpsias bissectadas foram imediatamente colocadas em
cassetes rotuladas com o nlmero de identificac8o do coelho
e colocadas em um fixador adequado para processamento histo-

légico e anf@lise quantitativa subsequente.

Anflise histolbdgica quantitativa

As secgOes cortadas, orientadas cuidadosamen
te através das feridas bissectadas foram, embebidas, “gec—
cionadas e coradas utilizando-se uma mistura de Hematoxili-
na e Eosina ou Trichomo. Evitou-se aoc minimo o corte grossei’
ro da secgdo afim de se obter uma secgdo através do verdadei
ro centro da ferida. As medigOes feitas incluiam o espago
de re-epitelializagé&o (EG) através da ferida, a altura ma-
xima (MH) do tecido de granulacdo da ferida nas extremida-
des (a média de ambos os lados) e o espaco de tecido de gra
nulacdo (GTG) através da ferida, como estd representado na
fig. 8. As medidas foram realizadas &s cegas em la&minas pré-
-codificados por dois observadores independentes utilizan-
do-se um micrdémetro de lentes calibradas e convertendo para
milimetros (mm).

Calculou-se a média das determincoes de am-
bos os observadores apbés o que o cbddigo foi aberto e os da-
dos analisados estatisticamente. Se a diferenca entre as
medicOes dos dois observadores era superior a 10%, re-exa-
minava-se a lamina.

Os dados resultantes est&o representados



no Quadro XIT.

Quadro XIT

rb-bFGF

Controlo

Ne, de feridas 41

Frequéncia de re-epitelia-~

lizacao total . 24%
GTG 4,68+0,12

MH do tecido de granu-

lacdo novo (mm) 0,76+0,03

Anélogo de SER-70, 88

Controlo
N¢ de feridas 126
Frequéncia de re-epitelia-
lizagdo total 22%
GTG 4,41+0,09
MH do tecido de granu-
lagao novo (mm) 0,60+0,01

rh-bFGF
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rb-bFGF

22

50%

4,66+0,13

0,79+0,02

SER(70,88)
rh-bFGF

13

6%

3,85+0,14

0,74+0,04

Os dados apresentados constituem a média +

o erro padrao.

Ambas as preparacgoes de rb-bFGF e de SER-

-70,88 rh-bFGF em Zyderéﬁ>exibiram um significativo efeito

positivo na re-epitelializacdo ainda que o efeito com SER-
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-70,88 rh-bFGF fosse ligeiramente superior. Contudo, a for-
mulacdo de tecido de granulaclo novo foi significativamente
afectada por SER-70,88 rh-bFGF, enguanto que o rb-bFGF se
apresentou como n8o produzindo qualquer efeito.

Uma explicac@o possivel para esta diferenca
reside na estabilidade reforgada do an&logo SER-70,88 rh-
-bFGF com o material de sequéncia natural. Uma vez que o
FGF & somente aplicado uma vez neste estudo, isto &, no mo-
mento do ferimento, a estabilidade em colagene Zyderﬁa pode
ser critica para a producgdo de um efeito positivo na forma-
cao de tecido de granulacéo.

Outras aplicagoes para cicatrizacgfo de feri-
das e para cirGrgia utilizando anflogos de bFGF da presente
invenc¢é@o seréo evidentes para os técnicos nesta matéria.

Numerosas modificagoes e variagoOes na préti-
ca da invengdo também se tornard@o evidentes para os técnicos,
apbs a consideracf8o dos Exemplos elucidativos anteriores.
Consequentemente, a presente invencfo deve ser considerada
como limitada apenas pela extencdo reflectida pelas reivin-

dicagoes anexas.
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Reivindicag¢goes

1.- Processo para a producao de um analogo do factor de
crescimento de fibroblastos basico, o qual difere do factor de

crescimento de fibroblastos basico de ocorrencia natural em termos

da identidade e/ou localizag¢ao, por um ou mais restos de aminoa-
cidos e-em que um pelo menos dos restos de cisteina do referido
factor de crescimento de fibroblastos basico de ocorrencia natural
"esta substituido por um resto de um aminoacido diferente, carac-

terizado pelo facto de se transformar ou transfectar uma célula

hospedeira por meio de uma sequéncia de DNA exogeno que codifica

para os analogos do factor de crescimento de fibroblastos basico.

2.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado

pelo facto de o referido aminoacido diferente ser escolhido no



grupo constituido por serina, alanina, acido aspartico e aspara-

gina.

3.- Processo de acordo com a reivindicacgiao 2, caracteri-

zado pelo facto de o referido aminodcido diferente ser serina.

4.- Processo de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo facto de pelo menos um dos referidos restos de cisteina subs-
tituidos ser um resto de cisteina que existe sob a forma de sul-

fidrilo livre.

5.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado

pelo facto de dois dos restos de cisteina referidos serem substi-

tuidos por um resto de um aminoacido diferente.

6.- Processo de acordo com a reivindicacao 5, caracterizado
pelo facto de dois dos referidos restos de cisteina substituidos
serem residuos de cisteina que existem sob a forma de sulfidrilo

livre.

7.- Processo de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado-

pelo facto de o analogo do factor de crescimento de fibroblastos

basico possuir a sequencia de aminoacidos indicada a seguir:

~72-~
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.10 20
!ei?::hlaLe:?::Gl:As;GlySlySe:G:yala?:z?:o?:oGlyHis?heLysAsp
; 30 40
ProLysAqueuTyrCysLysAsnGlyGlyPhePheLeuArg!leHisP:oAspclyqu
’ 50 §0
v;lAspGIyValA:qGIuLysSe:Asp?:aHisIleLysLeuGlnLeuGlnAlaGluGlu

70 80 -
AqulyVJIVaISe:I1eLysGlyValesAlAAsnA:gry:LtuAlaHe:LysGluAsp
90 100

GlyA:gLeuLeuAlaSerLysCysValfh:AspGluCysPhe?hePheGlu&:gLeuGlu

110 120
Se:A:nAsnTyrAsnTh:TyrArqSe:A:gLysTerh:Se:::pTy:ValAlaleuLys

130 140
ArngrGlyGln?y:Ly:LeuGlySerLysThrGly?::S.yclnLysAltlleLeuPhe

146
LeuPzroMetrSerAlalysSer

ou as suas variantes alelicas e de pelo menos um dos restos de

cisteina nas posigoes 26, 70, 88 e 93 ser substituido por um resto

de um aminoacido diferente.

8.- Processo de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado
pelo facto de pelo menos um dos restos de aminoacido terminal ser
eliminado enquanto o analogo referido reter de um modc substancial
a actividade biologica do factor de crescimento de fibroblastos

basico de ocorrencia natural.

9.- Processo de acordo com a reivindicacao 7, caracterizado
pelo facto de se escolher o referido aminoacido diferente no gru-

po constituido por serina, alanina, acido aspartico e asparagina.

10.- Processo de acordo com a reivindicagao 8, caracterizado

pelo facto de o referido aminoacido diferente ser a serina.
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zado pelo facto de o referido aminoacido diferente ser a serina.

11.- Processo de acordo com a reivindicagao 7, caracteri
zado pelo facto de se escolher pelo menos um dos referidos restos
de cisteina substituidos no grupo constituido por cisteinas nas

posicoes 70 e 88 dos aminoacidos.

12.- Protesso de acordo com a reivindicacao 7, caracteri
zado pelo facto de se substituirem dois dos referidos restos de

cisteina por um residuo de aminoacido diferente.

13.- Processo de acordo com a reivindicacao 11, caracteri
zado pelo facto de os referidos aminoacidos substituidos serem

cisteinas nas posigoes 70 e 88 dos aminoacidos.

14.- Processo de acordo com a reivindicacao 11, caracteri
zado pelo facto de os referidos restos de cisteina substituidos

serem cisteinas ras posigoes 26 e 93 dos aminoacidos.

15.- Processo de acordo com a reivindicacao 12, caracteri
zado pelo facto de os referidos residuos de cisteina substituidos
consistiremem cisteinas nas posicoes 26, 70, 88 e 93 dos amino-

acidos.

16.- Meétodo para a produgao de um analogo do factor de
crescimento de fibroblastos basico purificado e isolado, caracte
rizado pelo facto:

de se transfectar ou transformar células hospedeiras com
uma sequencia de DNA que codifica a expressao procaridtica ou eu

cariotica de um analogo de um factor de crescimento de fibroblas
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de se cultivar as celulas hospedeiras transfectadas ou

tos basico de acordo com a reivindicacao 7;

transformadas de modo a permitir que as células hospedeiras ex
primam um analogo do factor de crescimento de fibroblastos ba-
sico; e

de se isolar o referido analogo do factor de crescimen

to de fibroblastos basico.

17.- Método de acordo com a reivindicacao 16, caracte-
rizado pelo facto de a referida sequencia de DNA ser modificada
a partir do gene do factor de crescimento de fibroblastos basi-

Cco.

18.- Método de acordo com a reivindicacao 17, caracte-
rizado pelo facto de se modificar o referido gene do factor de
crescimento de fibroblastos basico humano por mutagénese de si-

tio-dirigida oligonucleotidica.

19.- Metodo de acordo com a reivindicacao 18, caracte-
rizado pelo facto de o referido factor de crescimento de fi-
broblastos basico humano ser modificado a partir de um gene de

factor de crescimento de fibroblastos basico bovino.

20.- Metodo de acordo com a reivindicacao 19, carac-
terizado pelo facto de se modificar o referido gene de factor
de crescimento de fibroblastos bovino por meio de mutagenese

de sitio-dirigida oligonucleotidica.

21.- Processo para a preparacao de composicoes farma-
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blastos basico obtido pelo processo de acordo com a reivindicacio

1, como ingrediente activo, com um ou mais agentes adjuvantes

aceitaveis sob o ponto de vista farmaceutico.

22.- Celula hospedeira procaridtica ou eucaridtica trans
formada ou transfectada com uma sequéncia de DNA de acordo com a
reivindicacao 16, caracterizada pelo facto de ser éapaz de expri-
mir um analogo do factor de crescimento de fibroblastos basico

obtido pelo processo de acordo com a reivindicacgao 7.

23.- Metodo para a produgao de um analogo do factor de
crescimento de fibroblastos basico isolado e purificado, caracte-
rizado pelo facto:

de se transfectarem ou transformarem celulas
hospedeiras com uma sequencia de DNA de acordo
com a reivindicacao 16;

de se cultivarem as celulas hospedeiras trans-

fectadas ou transformadas para permitirem a expres-
- sao de um analogo do factor de crescimento de

fibroblastos basico; e
de se isolar o referido analogo do factor de

crescimento de fibroblastos basico.

24.- Metodo para a purificagao de um analogo de factor

de crescimento de fibroblastos basico recombinante de acordo com
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a reivindicag¢ao 7, caracterizado pelo facto de se submeter a uma
cromatografia nao heparinica um sobrenadante contendo o referido

analogo do factor de crescimento de fibroblastos basico.

25.- Metodo para a purificagao de um anilogo do factor de
crescimento de fibroblastos basico recombinantes de acordo com a
reivindicagao 7, caracterizado pelo facto:

de se solubilizarem os corpos de inclusao provenientes
das culturas de celulas hospedeiras que contem factor de

crescimento de fibroblastos basico; e
de se submeterem a uma cromatografia nao heparinica os

corpos de inclusao solubilizados,
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RESUMO

"PROCESSO PARA A PRODUGAO DE ANALOGOS DO FACTOR

DE CRESCIMENTO DE FIBROBLASTOS"

Descrevem-se analogos do factor de crescimento de fibro-
blastos basico recombinantes, que possuem parte ou a totalidade
da conformagao estrutural principal e uma ou mais das propriedades
biologicas do factor de crescimento de fibroblastos basico de um
manmifero (por exemplo um ser humano), em que pelo menos um dos
restos de cisteina do factor de crescimento de fibroblastos ba-
sico de ocorrencia natural € substituido por um resto de um ami-
noacido diferente.

Também se descreve um processo para a produgao destes
analogos em que uma célula hospedeira & transformada ou transfec-
tada por meio de uma sequencia de DNA exdgeno que codifica para
os analogos do factor de crescimento de fibroblastos basico.

Sao ainda descritos metodos para a purificagao destes
analogos assim como as suas aplicagoes in vivo.

Os analogos do factor de crescimento de fibroblastos ba-

sico biologicamente activos sao mais estaveis e facilitam a puri-



ficagao do factor de crescimento de fibroblastos basico.

Lisboa, 30 de Margo de 1989
QO Agente Oficial da Propriegdade ?ndusfrsml

e
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