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MEMORIA DESCRITIVA

Resumo

Método para o tratamento de um pro-
duto de expressfo heterdlogo a partir de células hospedeiras
caracterizado por se pdr em suspensio o material numa solucdo
tamponada, se fazer a disrup¢fo das células e a separacio do
produto, como material refrangente, por centrifugacfo a baixa
velocidade. O material refrangente pode ser dissolvido numa
solugfo fortemente desnaturante, a qual é posteriormente enfra

GENENTECH, INC.,

"METODO DE PURIFICAGAO E DE REACTIVAGAO DE PROTEINAS HETEROLO-
GAS PRECIPITADAS"




L
PN |
12 ViR

&8
ol
Ly Wy ‘
%E@%?%-

RS

quecida enquanto se mantem a proteina em solugfo, permitindo
assim desenrolamento e novo enrolamento da proteina. As liga-
¢bes dissulfureto na proteina podem ser quebradas e reestabe-
lecidas mais tarde apds reenrolamento da proteina.

0 presente invento permite solucio~
nar o problema de recolha, na forma activa, de proteinas hete-
rdlogas.

Fundamento do Invento

A tecnologia de DNA recombinante
tem permitido a expressZo de proteinas exdgenas ou estranhas
(heterblogas) em bactérias e outras células hospedeiras. Em
certas condig8es e para algumas proteinas, estas proteinas he-
terblogas sdo precipitadas dentro da célula como corpos refrac
thveis. O presente pedido diz respeito a processos para recu-
peragdo destas proteinas heterdlogas e para dar-lhes de novo,

_se necessério, as suas formas activas.

Un grande nimero de proteinas huma-
nas, de mamiferos e outras, incluindo, por exemplo, hormona
de crescimento humano (hGH), hormona de crescimento bovina
(bGH) e uma série de interferSes foram produzidos em células
hospedeiras por transfecgdo dessas células com DNA codificador
dessas proteinas e crescimento das células resultantes em
condigbes favoréveis & expressfio da nova protefna heterdloga.
Proteinas de revestimento de virus, tais como as protefnas de
cépside do virus da febre afetosa (FMD) e a proteina do antigd
nio de superficie do virus da hepatite B (HBsAg) s3o ainda ou-
tros exemplos de proteinas heterbdlogas que foram também produ-~
zidas em hospedeiros adequados. transformados com DNA recombi-
nante. A proteina heterdloga é frequentemente precipitada den-
tro da célula e constitui uma porgfio significante da proteina
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total da célula.

Num grande nfmero de casos impor-
tantes, tais como os de hGH, hormona de crescimento porcina
(pGH), bGH, FMD e interferfo de fibroblasto (FIF), observou-se
que as proteinas heterbdlogas produzidas n#o sb estBo presentes
em grande quantidade, mas est@o também precipitadas dentro da
célula na forma de corpos "refractiveis". O termo refractiveis
¢ usado porque estes corpos podem de facto ser observados u~
sando um microscbpio de contraste de fase. Com ampliagles
téo baixas como seja 1000 vezes, estes corpos de proteina pre
cipitada, surgem como pontos brilhantes dentro dos limites da
célula.

A recuperagBo da proteina desejada
que estl na forma de tais corpos refractéveis tem apresentado
um certo nimero de problemas. Primeiro hid a necessidade 6bvia
de separar a protéina refractivel, que esti dentro da célula,
do material celular e proteinas circundantes. Segundo, pare-
ce que enquanto em grande parte dos casos o corpo refractivel
pode consistir numa grande percentagem da proteina heterdloga
desejada e apenas tendo uma pequena porgfo de proteinas conta-
minantes, nalguns casos hé& uma quantidade suficiente de protei
nas contaminantes que requerem a sua remo¢io para o isolamento
da sequéncia, polipeptidica desejada. Terceiro, e talvez o
mais aborrecido, a proteina 4o corpo refractidvel estd Muitas
vezes numa forma que se bem que identificédvel como a proteina
desejada, ndo estd biolbgicamente activa. Cré-se que esta
inactividade & devida a um enrolamento ou conformag8o incorreta
da proteina heterbloga antes ou depois da precipitagBo intra-
celular ou durante o processo de isolamento.

Verificou-se agora que estes pro
blemas podem ser ultrapassados pela utilizagfio de processos
que, nos seus varios aspectos, removem com sucesso a proteina
contaminante da célula hospedeira, solubilizando a proteina
refractével precipitada e dando & proteina heterbloga a forma
activa em testes bioldgicos.
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Resumo do Invento

Este pedido é dirigido a vérios as-
pectos de um invento que faculta uma solugHo global para o que
surgiu como um problema generalizado:——- recuperaglo, na for-
ma activa, de proteinas que tenha sido produzidas por células
hospedeiias, que sdo heterblogas em relagBo a estas e que
estdo pelo menos parcialmente depositadas dentro da célula
como corpos refractdveis, i.e., aglomerado de protefnas inso-
lGveis. Esta abordagem, que faculta um protocolo eficaz para a
recuperacdo de proteinas heterblogas a partir de culturas ce-
lulares em que se formam corpos refractiveis, est4 apresentada
numa forma esquemitica, incluindo as.vérias alternativas dis-
poniveis, no Esquema 1 em baixo.

Descrito brevemente, o esquema 1
tem vArias fases: Primeiro, a proteina insolfivel precipitada
¢ libertada das células empregando métodos que rompem a pare-
de/membrana celular externa em condigdes de forca ibnica su-
ficiente e pH adequado de moodo a que as protefnas da célula
hospedeira, desde que a célula esteja suficientemente destrui-
da,solubilizem, ou pelo menos n3o sedimentarfio quando sujeitas
a centrifugagfo a baixa velocidade. Assim, quando da centrifu-
gagio a proteina refractivel desejada acumular-se-& no sedi-
mento e a maior parte das proteinas contaminantes ficarso no
sobrenadante. O sedimento, no entanto, pode conter, por vVari-
os motivos, proteinas contaminantes. Primeiro, o corpo refrac
tavel pode n3o conter exclusivamente a proteina desejada.
Segundo, pode haver fragmentos das paredes ou membranas celula-
res insuficientemente destruidos de tal modo que ficarZio no
sedimento e nfo sdo detectados mesmo com exame microscépico
do sedimento. No entanto, o sedimento que resulta teré predo-
minantemente a proteina desejada e ao contririo da situagdo
encontrada nos processos de purificagfio normalizados de protel
na usados em estudos de enzimologia, o problema torna-se o de
remover contaminantes de um produto bisicamente puro e n3o o
do isolamento de um pequeno componente de uma mistura complexa.
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(Nalguns casos, principalmente
no da hormona de crescimento humana, a proteina heterbloga
produzida pela bactéria ou outro organismo hospedeiro esté
apenas parcialmente na forma refractivel a medida que as célu
las crescem e o gene da proteina vai sendo expresso. Nestas
circunsténcias verificou~se que o aumento da quantidade da
proteina desejada contida no sedimento pode ser obtido tratan-
do as células, antes da sua destruicfo, com métodos que foram
tradicionalmente destinados a matar as células em concordfn-
cia com precau¢des de seguranca relacionadas com as células
transformadas por DNA recombinante. Tais técnicas como sejam
dcidos, calor ou tratamento com solventes nfo polares, pare-
cem completar a insolubilizag&o de proteinas parcialmente
soltveis).

Tendo obtido uma preparacBo que &
predominantemente a proteina desejada, fica o problema de a
proteina ter de ser ainda mais purificada nalguns casos, e re-
cuperada numa forma em que possa ser utilizada a sua activida
de bioldgicas.

Uma vez que a proteina tenham sido
precipitadas in vivo nas condigdes citoplasméticas, & claro
que as técnicas de solubilizag¢8o convencionais n#o resultario.
Deste modo, s20 necessirios meios mais drésticos para pdr esta
proteina em solucio de modo a gque possa ser usada. Verificou-
-ge que uma solucdo fortemente desnaturante é eficaz neste
caso. No entanto, a solugfo resultante pode proporcionar ou

n#o uma preparac¢io bioldgicamente activa.

Tratando resolver o problema da uti-
lizagBo desta solugBo gque contem desnaturante forte e protei-
na refractivel solubilizada para recuperar a actividade biold
gica, como se mostrou por testes adequados, as alternativas
mais 6bvias nBo deram resultados satisfatbérios: Diluicdo, se
necessério, com grandes quantidades do mesmo "solvente" - i.e.,
mais soluci@o desnaturante forte, para obter a concentragido
adequada a testes bioldgicos é claramente indesejivel porgue
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o préprio desnaturante forte interferiria com a actividade bio-
légica. A diluig3o da solugdo com tampdo dilufdo ou com &gua,
é também impratichvel por quase invariivelmente se dar repri-
cipitac®o da proteina refractével; mesmo que a diluigHo nHo
resulte em precipitaclo muitas vezes n¥o surgem os niveis

de actividade esperados.

H& um nlmero limitado de alternati-
vas satisfatbdrias para a recuperagdo de produto bioldgicamen-
te activo que sejam consistentes com o esquema geral de puri-
ficaggo aqui descrito. Um destes & a substituigfo do desnatu-
rante forte por um mais fraco, seguido de reducfo da concentra=-
¢8o do desnaturante fraco. Este processo parece preservar a
solubilidade da proteina refractivel e proporciona mwm meio

que n#o interfere com a actividade bioldgica.

Enquanto se verificou que nalguns
casos, este processo sbzinho n8o resulta em actividade biolé-
gica positiva, noutros casos resulta. A proteina de fusdo
formada que inclui uma proteina do envblucro viral do virus
da febre afetosa (FMD) é um desses casos. BEste parece também
ser o caso das hormonas de crescimento animais. Nestas circuns
téneias & suficiente dissolver o sedimento num desnaturante
forte, troca de tampZo para um desnaturante fraco, ou enfraque-
cimento do caobropismr por diluic@o limitada, purificac?o
ainda se se desejar, usando técnicas convencionais e finalmente
troca de tamp8o gradnal para uma solugfo mais dilufda.

No entanto, segundo dados presente-
mente conhecidos, o sucesso deste esquema para recuperaglo
de proteina bioldgicamente activa parece ser excepgfo em vez
de regra. Em muitos casos, aparentemente, h& necessidade de
passos mails positivos para "renaturar" a proteina que foi dis-
solvida. A desnaturagfo que ocorreu pode ser tanto resultado
de nm enrolamento original errado na bactéria como das condi-
¢des de isolamento como de ambos. De qualquer modo, parece
prudente desenrolar e enrolar de novo a proteina resultante
ugsando uma das trés abordagens seguintes, todas elas necessitam
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de troca de tamp3o para um desnaturante fraco ( o qual é, por
si 86 suficiente nalguns casos) antes da nova formacfo de
pontes dissulfureto. Numa abordagem, a proteina & simples-
mente ainda purificada em condigles de redugfo que garantem

a conversio de qualquer ligagZo dissulfureto em grupos sulfi-
drilo, para permitir o seu reenrolamento nas condigles de
purificag@o e depois permitir que o ar ou outro agente oxidan-
te restaure as pontes dissulfureto quando as proteinas ji es-

z

t80 reenroladas correctamente. Uma segunda abordagem & quebrar
quaisquer pontes dissulfureto que se possam ter formado incorre
ctamente, por sulfonacfo da proteina, deixando a proteina re-
enrolar em melhores condigdes e depois formar de novo as pon-
tes dissulfureto por remogdo do sulfonato usando um reagente
sulfidrilo quer na forma reduzida quer oxidada (dissulfito).
Uma terceira alternativa & permitir o reenrolamente simples-
mente na presencga de uma solucfo adequada e na presenga de

uma combinacfo sulfidrido~dissulfito de modo a que se estejam

constantemente a formar sulfidrilos e dissulfitos.

Em qualquer dos casos, este "proces
so de renaturaczo" deve ter lugar concomitantemente com outros
passos para purificacfo da proteina, i.e. libertacgio desta
dos contamiantes presentes em pequenas quantidades apbds sim-
ples dissolucio do sedimento.

Este pedido, ent8o é dirigido a um
invento que nos seus vArios aspectos, fornece um protocolo sa
tisfatbédrio para a preparacio de proteina heterdloga.

Num aspecto, o invento diz respei-
to a um processo para isolamento de proteina refractével a
partir de proteina da célula hospedeira através da lise de uma
suspensio de células hospedeiras seguido de recuperagBo dos
corpos refractéiveis através de centrifugac¢Bo a baixa velocida-
de. O curso deste processo de purificac8o pode ser seguido
convenientemente por observagfo da preparac¢fo ao microscbdpio
para determinar a preseng¢a ou auséncia de fragmentos de pare-
des celulares bacterianas, fragmentos ou células inteiras.




Num outro aspecto, o invento refere-
-Se a um processo para aumentar a quantidade de proteina he-
terbloga que é precipitada na forma refréctil antes do isolamen
to dos corpos refractiveis. O processo envolve o tratamento
de uma suspensfo da cultura da célula hospedeira com um proto-
colo do morte celular, tal como concentragfo alta de &cido,
calor ou concentragles balxas de solventes orginicos nfo pola-
res. ZEste tratamento "assassino" resulta em mais precipita-
¢lo de proteina heterbdloga e & depois seguido pelos processos
divulgados noubtros aspectos do invento para recuperar as quan-
tidades crescentes de proteina precipitada.

Num terceiro aspecto, o invento
diz respeito a um processo para recuperagio de proteina refra
ctivel numa forma utilizével por solubilizagBo desta numa
solugBo fortemente desnaturante. Este processo pode conter
o passo adicional de tratamento duma suspens3o de células hos=-
pedeiras num tamp#o de forga idnica adequada 3 solubilizagHo
da proteina da célula hospedeira antes da recuperago da protei
na refractével desejavel.

Num quarto aspecto, o invento refe-
re-se a um processo para ulterior purificagio da proteina
refractivel préviamente solubilizada numa solugZo fortemente
desnaturante, de preferéncia na presenga de um agente redutor,
que compreende a separac¢do de contaminantes, de alto peso mo-
lecular usando um crivo molecular ou centrifugagiio a alta
velocidade.

Ainda num outro aspecto, o invento
diz respeito a passos de utilizagZo ou de posterior purifica-
¢io de proteina heterbdloga ji dissolvida numa solugdo forte-
mente desnaturante em que a solugdo & modificada por enfra-
guecimento do meio desnaturante por diluigZo ou por troca com
um desnaturante fraco, facultativamente na presenga de um
agente redutor. Sob a infludncia de condigdes desnaturantes
fracas, nalguns casos, auxiliado pelo agente redutor disponi-
vel, deixa-se que seja efectuado o reenrolamento. A substitui




¢3o por agente desnaturante fraco & também vantajosa porque
permite uma purificagfio e/ou passos de renaturacfo adicionais
que ndo resultariam em condi¢ldes desnaturantes mais fortes.

Tal substitui¢8o pode conveniente-
mente ser feita por troca de tamp8o contra uma concentragfo
comparével de um desnaturante cujas propriedades caotrdpicas
séo inerentemente mais fracas (tal como, por exemplo, substi-
tuig8o de guanidina ou ureia) ou por diluigfo (se as caracte-
risticas de solubilidade da proteina de interesse permitirem)
para uma concentrag®o mais baixa do mesmo desnaturante forte.

Ainda um outro aspecto do invento
refere-se a um processo de reactivacfo especifico que & efectua
do na preseng¢a de um meio fracamente desnaturante. Neste pro-
cesso, a proteina refractével que & solubilizada numa solugZo
fortemente desnaturante é tratada com um agente oxidante sua
ve na presenga do ifio sulfito. Este converte as proteinas
contendo cisteina e cistina em proteina-S-sulfonatos. 4 solu-~
¢do fortemente desnaturante é ent@io enfraquecida para permitir
reenrolamento e nova formagBo das ligagles dissulfureto usando
um composto sulfidrilo tal como, por exemplo ﬂ—mercaptoetanol
ou glutationa reduzida, na presenga de forma dissulfureto

(oxidada) correspondente.

Num outro aspecto, a proteina solu-
bilizada num desnaturante forte & ainda sujeita a reenrolamen-
to, caracterizado pela substituicdo do agente desnaturado forte
como um fraco e tratamento com uma mistura de um composto
sulfidrilo, predominantemente, juntamente com a sua forma dissull
fureto em menor quantidade, i.e.,processo de reenrolamento
com um Unico passo em "tampdo redose'.

Ainda num outro aspecto o invento
é dirigido a processos de purificagf@o efectuados na presenca
de um agente redutor tal como, por exemplo,‘3-mercaptoetanol
seguido de remogio do desnaturante e redutor por di&lise ou

outros meios adequados. Se nfo se excluir este serve entBo




0 ar para reoxidar a proteina para formar de novo as ligagles
dissulfureto, formagfo das quais tinha sido impedida pela
presenga do agente redutor.

0 invento também se refere a um
processo "standard" de miltiplos passos para purificagfio de
proteinas heterblogas precipitadas nas culturas de células hos-
pedeiras que se caracteriza pelos passos de remogio das protel
nas hospedeiras solfiveis numa solugBo de concentragfo salina
e pH apropriados, seguido de solubilizag8o da proteina heternd
loga precipitada numa solugfo desnaturante contendo um agente
redutor e recuperaglo da proteina desejada na forma renatura-
da a partir da solugBo desnaturante. Passos adicionais para se
conseguir uma maior purificagfo da proteina desejada sBo facul
tativos e podem ser seleccionados de um nimero de técnicas
convencionais mas sfo efectuados na presenca de um agente redu-
tor. Estes passos compreendem de preferéncia, por exemplo,
separa¢io por tamanho por cromatografia de permeacgfio em gel
e remoc8o das proteinas n¥o desejadas por adsorgfo diferencial
numa resina de troca idnica.

Este aspecto do invento fornece um
processo geral que & aplicével a proteinas heterbdlogas preci-
pitadas na cultura de células hospedeiras, independentemente
da sua natureza bioldgica e tem portanto a vantagem de ofere-
cer uma uniformidade de necessidades em equipamento para qual-
quer produto desejado. Este processo é aplicivel geralmente
apenas com pequenas modificagles ou ajustamentos necessérios
para proteinas especificas.

Finalmente, os vArios aspectos deste
invento através de uma combinagfo e selecgBo adequadas ofere-
em uma soluglo para o problema da proteina em corpos refracta-
veis.
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Breve descricio dos desenhos

Figura 1 mostra a pasta celular, em
microscépio de contraste da fase de células E.coli expres
sando uma proteina de fusfo contendo uroquinase (UK).

Figura 2 mostra uma suspensio do
sedimento resultante de uma centrifugacfo a baixa velocidade
das células destruidas da Figura 1 (de novo, observado no
microscbdpio de contraste de fase).

Figura 3 mostra os resultados de
SDS PAGE para preparac¢des de pGH, antigénio da raiva e uro
quinase pondo em contraste o conteldo de impurezas da protel
na desejada no sonicado bruto de células com o dos corpos
retractdveis isolados preparados de acordo com o método do

invento.

Figura 4A & uma fotografia de cor-
pos refractévels parcialmente isolados de hormona de cresci-

mento humana isolada a partir de E.coli.

Figura 4B & uma fotografia de um
gel de SDS-PAGE pondo em contraste o lisado de células totais
com o contefido de proteina dos corpos refractiveis para célu-
las vivas e células mortas.

Figura 5A é uma fotografia de célu-

las totais de E.coli contendo corpos refractiveis de pGH.

Figura 5B & uma fotografia do soni~
cado de preparagfo de 5SA.

Figura 5C & uma fotografia do sedi-
mento de centrifugac¢fo quando a suspensio de B sonicada é cen-

trifugada a baixa velocidade.
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Figura 6 mostra os resultados de
SDS~-PAGE para fracgles do sobrenadante e sedimento de células
mortas e células nfo mortas.

Descricio detalhada do invento

(4) DefinigBes:

Proteinas "heterdlogas" sfo proteil
nas que normalmente nfo sfo produzidas pela célula hospedeira
ou entfo s#o produzidos apenas em quantidades limitadas. O
aparecimento da tecnologia de DNA recombinante e oubtros proces-
sos "standard" de manipulagfo genética tais como mutagénese
pontual, tem permitido a produgfo de proteinas heterdlogas em
quantidades substanciais a partir de culturas de células hos=-
pedeiras transfectadas. Na pritica, estas proteinas heterd-
logas s@o frequentemente produzidas por expressio genética em
quantidades que envolvem a sua precipitagfo em condigSes que
mantém a solubilidade das proteinas das células hospedeiras.

Nalguns casos, a insolubilidade
da proteina expressa & de tal ordem que estas protefnas estfo
presentes na célula hospedeira na forma dos chamados "corpos
refractiveis", i.e., corpos que refractam a luz e aparecem
como pontos brilhantes quando vistos através de um microscd-
pio de contraste de fase. Portanto, as proteinas sfo muitas
vezes referidas como "proteinas refractiveis" ou "proteinas
de corpos refractaveis".

0 invento aqui apresentado é diri-
gldo a processos que sfo Gteis no isolamento, purificagio e,
se necessério, reactivagio de proteinas que surgem nas célu-
las hospedeiras na forma de "corpos refractiveis". Parte do
invento diz respeito a métodos que induzem a formacg8o de tais
corpos refractdveis; no entanto, os processos para recupera-




¢80 e activagdo de proteina aqui divulgados pretendem ser es-
pecificamente apliclveis a tais proteinas refractéveis.

Nesta especificagfo "refractivel"
desejada e "heterdloga" s#o usadas indiscriminadamente para
significar uma proteina expressa num hospedeiro estranho que
é, nalguma fase de express3o ou purificacfo, visivel por mi-
croscopia de contraste de fase como um precipitado, indepen-
dentemente do estado fisico da proteina quando & referenciada
D. eX., proteina "refractével" serd ainda usado nalguns casos
para designar a citada proteina mesmo apbs ter sido converti-
da da forma refractivel para a forma solfivel pelo processo
do invento.

Vérias proteinas heterblogas expes
sas em células hospedeiras bacterianas, por exemplo, pGH,
hGH e proteinas do envbdlucro viral tais como a proteina de fu-
s@o com proteinado virus FMD e HBsAg, formam corpos refracté-
veis em maior ou menor grau nas condigles de cultura normais.
Certas outras proteinas tais como o interferZo imune (IIF) e
interferfo de leucbeitos (LeIF) sfo mais solfiveis no citoplas-—
ma. (O interfer8o de fibroblasto (FIF) &, no entanto, refracti
vel na cultura do hospedeiro).

*"Células hospedeiras" inclui, quando
usado no contexto de um material de partida numa descrigZo
do processo para isolamento de proteina heterbloga, quaisquer
das formas em que as células possam estar a ser usadas. Inclui,
por exemplo, além da pasta de células colhidas, a cultura ce-
lubr na totalidade, uma amostra congelada da pasta, ou uma
amostra da pasta congelada e descongelada. Assim a frase" trata
mento das células hospedeiras numa soluc¢Bo tamponada' pode-ge
referir, por exemplo, a manipulacfo do caldo de cultura total
ou a uma preparacio usando células sedimentadas.

"ReactivagBo", como aqui & usado, &
priticamente sindénimo de "reenrolamento"---i.e., refere-se ao

assegurar da actividade bioldgica de uma preparacdo de proteina
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por colocagfo desta numa forma conformacionalmente activa.
"Reactivag8o", como agui & descrito, nfio envolve qualquer
alteracfo na sequéncia de aminoidcidos e n3o inclui, por exem-
plo, "activagio® do tipo em que os precursores peptidicos

s8o cortados para dar al suas formas activas, tal como con-
vers8o do tripsinogéneo em tripsina ou pro-renina em renina.

"Actividade biolbdgica" refere-se
4 actividade da protefna in vivo, d sua actividade em testes
bioldgicos convencionais in vitro e in vivo destinados a tes-
tar a sua funcionalidade, 2 sua capacidade para estimular uma
resposta imune ou i capacidade da proteina pars reagir com an
ticorpos contra a proteina nativa. Deve-se notar, que nal-
guns casos, por exemplo, as proteinas sfo "bioldgicamente
activas" quando testadas em relagfo & sua reactividade com
anticorpos apropriados, mas nfo em testes de funcionalidade. No
entanto, como reactividade com anticorpos & gralmente o méto-
do de teste mais directo e facil de efectuar & algumas vezes
usado como uma medida convenienkte de "actividade".

"Forga ibdnica" refere-se a medida
convencional da concentragio idmica em solugBo aquosa. E defi
nida como 1/2 do somatdrio (todos os iBes em solugBo) do pro-
duto da concentracfo de cada i8o, vezes o gquadrado da sua
carga.

"Solugio desnaturante" refere-se
a uma solucfo que contem um "desnaturante". “"Desnaturante",
como agui & usado, refere-se aos compostos caotrdpicos ou mate-
riais que, em solugBo aquosa e em concentragdes adequadas
sHo capazes de modificar a configuragfo ou conformagfo espa-
cial das proteinas através de alteracles da sua superficie,
quer através da alteraglo, por exemplo, do estado de hidrata-
¢80, do solvente ambiente ou da interacgfio solvente-superficie
de interacgfo. Exemplos de tais desnaturantes incluem a ureia,
hidrocloreto de guanidina, tiocianato de sddio e detergentes,
tais como SDS e Triton. N2o inclui processos desnaturantes
dristicos e irreversiveis como sejam temperaturaelevada e
acidez elevada.




Verificar-se-& que alguns dos rea-
gentes enumerados sf@o desnaturantes fortes, enquanto que outros
sdo mais fracos, e que, concerteza, a concentracdo de qualquer
destes afectarld directamente a sua forga e efichcia. NEo pode
haver uma .linha divisbria especificamente exacta entre "forte"
e "fraco", no entanto, condigles desnaturantes fortes "desen
rolam" mals completamente a proteina a partir de gualquer con
formagio espontineamente preferida devido 2 sua sequéncia de
aminoicidos tendo Areas que conferem hidrofilia e hidrofolia
ao longo da cadeia nas condigles fisioldgicas. O ambiente
desnaturante forte mais vulgarmente usado Gtil na dissolucéo
de proteina refrlctil & uma concentragio elevada (4-9M) do
desnaturante idnico, hidrocloreto de guanidina. A ureia & o
exemplo mais frequentemente usado de um desnaturante fraco,
mesmo quando em concentracles altas (e.g. 7M) permite a reten-
¢80 de algumas estruturas secundirias das proteinas e constitui
uma via para o reenrolamento para a conformag¢So "nativa'. Acon
tece também ndo ter caracter idnico, o que & significante no
que respeita & sua utilizac¢®o naqueles aspectos do invento
que incluem a utilizag3o de, por exemplo, técnicas de troca
ibnica.

Assim, uma solugdo "fortemente des-
naturante" refere-se a uma solugZo que "desenrolari" eficaz-
mente uma proteina também dissolvida na solucfo. O desenro-
lamento serd relativamente extensivo, mas reversivel. Os solu
tos que s3o eficazes na efectuac¢io do desenrolamento até este
grau sdo exemplificados pelo hidrocloreto de guanidina e tio-
cianato de sbdio, geralmente em concentragbes relativamente
altas na gama de aproximadamente 4-9M e detergentes geralmente
em concentragbes da ordem dos 0,1-2 por cento.

"SolugBes fracamente desnaturantes"
refere-se aquelas solugles que permitem um enrolamento, pelo
menos parcial, de uma proteina para a conformagfo espacial
em que se encontra quando operando na sua forma activa em con-
di¢8es fisioldgicas enddgenas ou homblogas e também solubili-

zagio de quaisquer formas intermédias entre a forma "desnatura-
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da" como se encontraria na solugfo fortemente desnaturante e a
conformagdo enrolada correcta. Exemplos de tais solugBes fra-
camente desnaturantes s8o solugles de concentragles elevadas
de ureia, normalmente na gama de 4-9M e concentrag¢les baixas
de desnaturantes referidos acima que, em concentragles alfas,
s8o fortemente desnaturantes. Estas (ltimas concentragles
"paixas" sfo geralmente na gama de 0,5 a cerca de 2M. Ocasio-
nalmente, no entanto, o "status" funcional da "solug#o fraca-
mente desnaturante" pode também ser observado simplesmente

nas condigbes de testes enzimiticos "standard" tais como, por
exemplo, concentragbes de tampdes baixas da ordem de 0,1M e
mesmo inferiores e pH fisioldgico. Tal como é usado neste
invento, "solugfio fracamente desnaturante" refere-se & defini-
géo funcional-- i.e., aquelas solugdes que permitem reenrola-
mento a partir de seja qual for a conformag8o contorcida que a
proteina tenha, por qualquer razfio, adquirido, através de interd
medifrios sollveis nesta solugho, para uma conformagcio que
& capaz de apresentar actividade bioldgica.

H& abreviaturas e descri¢Bes conven-
cionalmente usadas em relagfo a técnicas particulares que s2o
utilizadas neste invento e por convenidncia estas serfo aqui
descritas brevemente:

Cromatografia de permeag8o em gel
ou filtragfo em gel & uma técnica de purificag¢Bo vulgarmente
usada que descrimina as moléculas de acordo com o seu tamanho.
Isto & também frequentemente referido como "filtro molecular”.
Por selecgfo adequada do gel, pode-se seleccionar quase todas
as gamas de tamanhos. As moléculas que s3o suficientemente
grandes para serem excluldas dos poros do gel possam sem serem
retidas através de uma coluna contendo o gel; as moléculas
mais pequenas sfo fracciornadas pela coluna.

SDS~-PAGE(Electroforese em gel de
dodecilsulfato de sbddio- poliacrilamida & uma técnica convencio
nalmente empregue que permite detérminagZfo aproximada do peso
molecular e pureza. Nesta técnica, a preparagio de proteina




E anAw

‘-.\‘ %' k. @

¢ sujeita a electroforese em condigles redutoras na presencga
de detergentes. O grau de migrag&o para uma molécula particu-
lar esté dependente apenas do seu peso molecular determinado
na auséncia de ligagles dissulfureto (devido as condig¢Bes re-
dutoras). Assim, a quantidade de uma proteina particular pre-
gente na prepara¢do pode ser calculada por medicdes de densi-
tometria numa banda corada que surge na posigZo correspondente
a0 peso molecular da proteina. Uma descricfo detalhada desta
técnica encontra-se em Laemmli, U.K., et al.Nature, 227:680

(1970) agui incluida como referéncia.

"Western Blot" ("transferéncia de
Western") refere-se a uma técnica de ligacio especifica,de um
anticorpo em que uma solugfo ou suspensBo contendo a protéina
a ser medida é exposta a um filtro de nitrocelulose, filtro
gsse que & depois enxaguado num anti-soro marcado contra a pro-
teina desejada. Uma descrigdo detalhada é dada por Towbin,
H., et al., Proc. Nat.Acad. Sci. (USA), 76:4350 (1979) aqui
incorporada como referéncia.

"Técnicas de purificagfo da protei-
na por cromatografia de permuta idnica" refere-se a uma série
de processos em que o material & sujeito a separag3o por croma-
tografia numa interacg3o com uma coluna de permuta idnica. As
colunas frequentemente usadas s8o, por exemplo, DEAE-celulose,
frequentemente designado apenas por DEAE ou, por exemplo
DE-52 ou DE-53 como nome comercial comum, ou carboxi metilcelu-
lose (CMC). A valores de pH apropriados uma coluna contendo
DEAE comporta-se como um permutador anibnico e as particulas
carregadas negativamente ligam-se a coluna. A eluiglo pode ser
conseguida nestas colunas alterando os componentes dos solven-
tes de eluigHo, por exemplo, por alteragio do pH, forga ibnica
ou constante dieléctrica da solug3o ou mesmo atravéds de regu-
lag8o da temperatura.

"Permuta de tamp3o" refere-se a

técnicas pelas quais o "solvente" efectivo, i.e., o ambiente

z

liquido de uma molécula, é alterado. Assim, neste sentido,




"solvente inclui na realidade solutos micromoleculares (p.ex.
sais) do meio em que a macromolécula desejada se encontre pois,
de facto, a sua solubilidade pode ser .atribuida agueles. Por
exemplo, num processo do presente invento, a proteina desejada
pode ser preparada por cromatografia de troca idnica dando-lhe
um solvente compreendendo ureia 8M num tampfo adequado subs-
tituindo, por exemplo, hidrocloreto de guanidina 7M, que numa
execugdo preferida & usada como desnaturante. Para fazer esta
"permuta de tampZo", uma téenica adequada & a dillise da solu-
¢80 de hidrocloreto de guanidina 7M contendo a proteina contrs
grandes quantidades do tampfio de ueria. No entanto, outras
técnicas de permuta de tampdo, tais como, por exemplo permeagfo
em gel e diafiltragHo podem igualmente ser usadas.

B. Descricfo Geral

O esquema 1 apresentado abaixo mostral
08 processos gerais envolvidos na resolugfio do problema de
isolamento de uma protefna desejada activa a partir de células
hospedeiras em que esta proteina foi produzida e depositada
na forma de corpos refractiveis.
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C. Recuperagfio de corpos refractaveis
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Como se mostra no esquema 1, devi-
do aos corpos refractiveis esterem dentro das células, & neces
sério primeiro romper as células de modo a haver livertagto
dos corpos refractéveis e torni-los disponiveis para recupera-
¢20 por, por exemplo, centrifugaciio. Num aspecto do invento,
a purificag8o de proteinas refractaveis, obtem-gse simplesmen-
Te assegurando que os detritos celulares estejam suficiente-
nmente destruidos de modo a nfo aparecerem no sedimento quando
da centrifugagdo a baixa velocidade. Neste aspecto do invento,
as células s30 suspensas num tamp3o de PH 5 a 9, de preferén-
cia 6 a 8, usando uma forga idnica da ordem de 0,01 a 2M de
preferéncia 0,1M'- 0,2M. Qualquer sal adequado, incluindo NaCl
pode ser usado para manter um nivel de forga idnica adequado.
Esta gama de forga ibnica sabe-se ser adequada para o invento,
no entanto os limites exactos das forgas ibnicas permissivas
ndo estfo bem compreendidos ou conhecidos. No entanto & apa~
rentemente indesejével usar forga idnica zero. As células
enquanto suspensas no tampio referido sio lisadas pelas técni-~
cas vulgarmente usadas tais como, por exemplo, métodos mecé
nicos tais como a utilizagBo de uma prensa Manton=-Gaulin, uma
prensa Francesa, ou um oscilador sénico, ou por métodos qui-
micos ou enzimiticos tais como tratamento com lisozima.

Quando se pensa que as cdlulas est3o
suficientemente destruidas de modo a haver um mf{nimo ou mesmo
a n8o haver fragmentos celulares de tamanho suficiente para
ndo serem sedimentadas, a suspensdo & centrifugada a baixa
velocidade, & voltm de 500 a 5000 vezes a gravidade, de prefe=~
réncia & volta de 1000 vezes a gravidade numa centrifuga
"standard" durante um perfodo de tempo adequado dependendo do
volume, geralmente cerca de 10 minutos a 1/2 horas. O sedi-
mento resultante contem priticamente toda as proteinas refrac
thveis, mas se o processo de destruigdo das células nio for
completo, pode também conter fragmentos de eélulas. A destrui
gdo pode ser testada por ressuspens8o do sedimento numa quan~

tidade pequena da mesma solugio tamp3o e examinag8o da suspen
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s&o com um microscoépio de contraste de fase. A presenca de
fragmentos de células indica que & necessirio mais sonicag®o
ou oturos métodos de disrup¢Bo para remover as proteinas ag-
sociadas a estes fragmentos. Apds esta disrupcio ulterior, se
necessério, a suspensio & centrifugada de novo e o sedimento
recuperado, ressuspenso e reexaminado. Egte processo é repe-
tido até a observacBo visual mostrar a auséncia nfo refractéi-
vels no material do sedimento. Com preparagdes adequadas, as
condi¢Bes para uma proteina particular podem ser definidas

de um modo claro de modo a que ao efectuar-se o processo do
invento apenas seja necesshrio uma suspensfo, uma disrupgdo

e uma centrifugagfo. No entanto mesmo neste caso é preferi-
vel efectuar o processo nos vArios passos acima, de preferén-
cia num total de trés pois isto permite uma redugfo desejavel
nos volumes de tampfo aquoso (i.e. a quantidade usada para
ressuspender o sedimento & substancialmente menor do que o volu
me usado na prepara¢io original) e a qualidade da preparagio

& consistentemente assegurada por controle visual.

As proteinas do sedimento assim pre
parado contém cerca de 40 por cento a cerca de 90 por cento da
proteina heterbloga desejada, comparado com a quantidade de
proteina total nele contida, dependendo da protefna especifica
produzida pela célula hospedeira.

Por exemplo, gquando preparado pelos
processos particulares utilizados nos Exemplos 1 a 8, para a
hormona de crescimento humana, mais de 90 por cento da protei-
na refractivel era de facto a proteina desejada (medida pelos
métodos ali indicados), enquanto que apenas cerca de 50 por
cento era a proteina desejada nos casos dos interferdes huma-
nos e proteinas antigénicas virais. Quantidades intermédias
foram obtidas com o activador do plasminogénio de tecidos e
renina de vitela. Egtas purezas s8o, nesta fase, adequadas a

algumas utilizag¢des da proteina desejada.




0 sedimento consegue-se dissolver
numa solugdo de desnaturante, mas a solug8o resultante pode
conter ou no uma forma activa da proteina. Os resultados
da utilizag8o deste método sbzinho para isolamento de protei-
nas refractéveis é exemplificado nos Exemplos 1 a 8 da espe-
cificag8o acima mencionados. I mais vantajoso quando aplica-~
do a proteinas heterdlogas broduzidas em culturas bacteria-
nas, de prefer€ncia E.coli e para o isolamento de proteinas
seleccionadas do grupo consistindo em hGH, DbGH, pGH, inter-
fer8io de fibroblasto humano (FIF), interferfo imune humano
(IIF), activador do Plasminogénio de tecido humano (tPa),
pro-renina de vitela e proteinas do envélucro de FMD., A técni
ca de dissolugdo das proteinas sedimentadas num desnaturante
¢ recuperagdo de actividade & dada nos outros aspectos do in-
vento, aspectos esses tratados nos parigrafos que se suceden.
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D. Aumento da producfo de corpo refractiveis

Num segundo aspecto, o invento estd
relacionado com um processo para aumentar a quantidade de pro-
teina, expressa numa célula hospedeira estranha e que estd in-
solubilizada na forma refractével, antes da sua purificagfo.
No caso de muitas protefinas, quando o crescimento e expresséo
s8o obtidos como se estabelece nos exemplos aqui apresentados,
o aumento nfo é de qualquer modo necessdriamente devido a toda
a proteina desejada, aparecer na forma de corpos refractiveis.
Un exemplo de tais proteinas s@io os hormonas de crescimento
animal e interferdo de fibroblasto. No entanto, no caso da
hormona de crescimento humano, aparentemente apenas & volta
de 50 por cento da proteina expressa por E. coli aparece na
forma de corpos refractéveis e ter-se-3 uma perda corresponden
te no rendimento se nfo se seguirem estes processos. De um
modo semelhante, o interferdo imune é largamente produzido
numa forma ndo-refractivel ¢ se se empregar para o0 seu isola-
mento os processos dirigidos para corpos refractdveis, o au~
mento deve ser assegurado pelos métodos estabelecidos neste
aspecto do invento.

Neste processo, tira-se vantagem
do desejo da utilizagfo de um passo de “morte" pelo qual as
células recombinantes ficam nas condi¢les regulamentadas pelo
governo dirigidas no sentido da seguran¢ga no crescimento e cul
tura de tais células. Podem ser utilizadas uma série de técni
cas de morte que tém sido usadas simplesmente para fins de se-
guranga ¢ que além disso tem o efeito desejado adicional de
nos casos mencionados aumentarem a quantidade de proteina re-
fractdvel. No processo deste aspecto do invento, as células
hospedeiras podem ser mortas gquer no meio em gque sdo cultiva-
das e crescidas quer numa suspensfio preparada através de uma
centrifugagdo inicial ou de outros métodos para concentragdo
de células a partir do meio original, recuperag¢do de uma pag-
ta de células e ressuspensfo numa solucfo aquosa. Processos
de morte adequados sdo a administragdo de concentragdes baixas
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de 4cido tratamento com calor e de preferéncia tratamento com
solventes orgénicos ndo polares em pequena percentagem.

Num processo particularmente prefe
rido, o meio de cultura é tomado 0,25 por cento de fenol e
0,25 por cento de tolueno e deixado em incubagfo desde a tem-—
peratura ambiente até 45°, de preferénecia a cerca de 37°, du-
rante 15 minutos a vérias horas, de preferéncia 0,5 horas.
Como alternativa, se houver hipéteses de "containment" as célu
las s8o primeiro colhidas sob "containment", ressuspensas em
por exemplo tampdo de forga iénica 0,01M-2M, de preferéncia
de forga iénica 0,1-0,2M, pH5-9, de preferéncia 6-8. A sus-
penséo é tratada entdo com concentragdes baixas de solventes
orginicos-p.ex. fenol e tolueno 0,25 por cento de cada.

Noutras execugbes, o0 meio ou sus=
pensdo de células como descrito acima pode também ser agueci-
do até cerca de 60° -80°C durante cerca de 15 min.-45 min,
para matar as células; ou entdo levados p. ex. a um pH de cer-
ca de 0,5-1,5.

Estes processos resulbtam numa preci
pitagdo adicional considerdvel da proteina heterdloga expressa
caso ndo esteja j4 tdo precipitada. O Exemplo 9 desereve um
caso parbticular em que este método é vantajoso.

O processo deste aspecto do invento
pode entfo ser combinado com outras técnicas, aqui divulgadas,
para a recuperagdo de proteina heterdloga activa.
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E. Solugéo de proteina heterbloga em solugdo fortemente
desnaturante

Num terceiro aspecto, o invento re-
fere-se a um processo para digsolucfo de proteinas refracté -
veis a partir da sua forma insoltvel ou sedimentada através
da utilizag8o de uma solugdo desnaturante forte. Enquanto
que as proteinas nos corpos refractdveis sfo geralmente inso-
léveis nas condigfes que prevalecem no citoplasma (e portantoe
em tampSes de forga iénica relativamente fraca) parecem, no
entanto, ser soliveis em concentragSes elevadas, tipicamente
concentragbes de 4 a 9 M, de certos desnaturantes. No proces-
so do invento os desnaturantes fortes, por vezes idénicos, séo
aparentemente os mais préticos. Um desnatutante particularmen
te preferido é um sal de guanidina, apesar de terem também
sido usados com sucesso detergentes como sejam Triton e SDS e
sais de ifo tiociamato. Uma gama de concentragles de 4 a 9 M
& operaciondvel para os sais de guanidina ou tiocianato de sé-
dio, sendo particularmente preferido 6-8M . Os detergentes
s80 usados na gama de 0,01 -2 por cento da solugdo. O pH da
solugdo deve ser compativel com as caracteristicas da proteina
particular de modo a que se nfo d& desnaturagfio irreversivel
ou hidrélise da proteina; a concentragdo Sptima de desnaturan
te estd dependente da proteina a ser solubilizada e do pH usa-
do.

Enquanto que a solubilidade uma vez

adquirida é muitas vezes mantida quando a proteina heterdéloga
solubilizada é passada para um meio desnaturante mais fraco,
a solubilizagdo inicial neste mesmo meio fracamente desnaturan
te nflo é praticdvel. Seja por razdes termodinfmicas ou cinéti
cas, a proteina nfo se dissolve dentro de um tempo razodvel neg
tas condi¢Ges menos drésticas.
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Pode-se juntar & solugdo componen-
tes adicionais para manter o nivel desejado de pH, tal como
outros componentes desejéveis em casos paticulares tais como
gejam, por exemplo, quelatores tais como EDTA. Como se mos—
tra pelo comportamento das proteinas nos corpos refractéveis,
nos Exemplos 1-8, 10 e 11, as solugdes que nfo sfo fortemente
desnaturantes falham tipicamente a dissolugfo destas proteinas
refractdiveis (se bem que as proteinas celulares sejam dissolvi
das), engquanto que solugSes desnaturantes fortes as dissolvem.
Deste modo, tais tampdes fracamente desnaturantes podem também
ser usados para solubilizar e remover proteinas de célula hos-
pedeira.

No processo deste aspecto do invento,
as células hospedeiras s@o primeiro suspensas num meio de forga
iénica correcta para solubilizar muitas das proteinas da célula
hospedeira - i.e. forga idnica 0,01 -2M, de preferéncia cerca
de 0,4~-0,6Mde forca idnica, a um pH de cerca de 5=9, de pre-
feréncia & volta de 6-8. Os limites precisos de pH e forga
iénica nfio podem, concerteza, ser determinados sendo porém
dadas gamas operacionais.

ks células sfo destrufdas na presen
¢a da referida solugdo e a suspensfo é centrifugada para formar
un rendimento. O sedimento contem principalmente a proteina de
sejada na forma refractivel e resta empregar o meio fortemente
desnaturante descrito acima a solubilizar A proteina solubili
zada pode entfo ser recuperada usando meios que permitam a suva
renaturagdo.

F, Remogdo de contaminantes de alto peso molecular

Num quarto aspecto, o invento & di-
rigido a um processo para separar a proteima, desejada anterioxr
mente refractdvel e agora solubilizada de componentes de peso
molecular superior directamente a partir da solugéo fortemente
desnaturante, mesmo que o desnaturante seja iénico, usando um




filtro molecular ou centrifugagdo a alta velocidade. O pro-
cesso segue a série de setas mais d esquerda a partir de
"sobrenadante contendo a proteina desejada" no Esquema 1, em
que 0 sobrenadante de sedimento que foi extraldo com um des-
naturante forte & passado através de uma coluna com um crivo
molecular de permeac¢do em gel discriminatério de tamanho,
como seja "sephacryl", ou é centrifugado a alta velocidade
para sedimentar componentes de peso molecular superior. Ne-
nhum destes processos de separagdo requer a remoc¢do de iles
da solugédo e portanto pode ser efectunado directamente no ex-
tracto do sedimento, mesmo que este extracto seja idnico.
(Ver Exemplos 10 e 11).

Ao efectuar-se a remo¢fo das impu~-
rezas de alto peso molecular através da filtracdo em gel, uma
coluna contendo um filtro molecular, tal como por exemplo
Sephacryl $-300, é equilibrada com um tamp8o adequado (conten
do de prefer8ncia um agente redutor) e a solugdo contendo a
proteina heterdloga é passada através da coluna. O volume de
escoamento contendo os componentes de alto peso molecular &
rejeitado e a protefna heteréloga & entfo elufda com mais quan
tidade de tamp8o. A proteina eluida pode ser controlada por
exemplo por medic¢8o de densidade bptica a 280 nm e a presenca
da proteina desejada verificada por didlise contra um solvente
ndo iénico, seguido de SDS-PAGE para confirmar a proteina de
peso molecular correcto.

Na abordagem alternativa, a centn-
fugag8o a alta velocidade é efectuada centrifugando a protei-
na a 25.000-40.000 kg, de preferéncia 35.000 xg durante 10
min. - 3 hrs. e recuperagfo do sobrenadante para ulterior pu~
rificagéo.

® invulgar a utilizacfo de cromato-
grafia de permeagfo um gel como um primeiro passo cromatogré-
fico num processo de purificag¢do comercial de proteina, i.e.
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efectuar permeaclo em gel antes de, por exemplo, cromatografia
de permuta iénica. No entanto, no processo do presente invento
a proteina tem um elevado nivel de pureza (virtualmente sempre
50 por cento ou mais) logo apés os passos de lise e/ou extrac-
¢do com desnaturantes. Assim, quando comparado com o0s prbces—
sos convencionais para isolamento de proteinas, a proteina de-
sejada estd num estado de pureza relativamente elevado antes
de ser submetida ao passo de filtragdo em gel. Portanto a ha-
bitual desvantagem - i.e., a baixa capacidade da filtragdo em
gel quando comparado com permutas iénicas nfo é pertinente
neste caso. Uma vez que a quantidade de impurezas é pegquena
ndo é necessdria uma capacidade total elevada como seria para
isolar uma pequena quantidade de uma proteina particular a
partir de uma larga gama de impurezas.

Purificacgédo ulterior pode ser faculta-
tivamente efectuada, de acordo com este aspecto. Se o desnatu
rante solvente era idnico, é necessdrio retirar o sal da solu-
¢do por permuta num desnaturante nfio idnico caso esses tais
outros passos envolvam permuta idnica. Em termos préticos é
preferivel utilizar uma solugdo desnaturante fraca tal como
a ureia. Enquanto que em principio o desnaturante deve ser
simplesmente removido por, por exemplo didlise contra tampdo
de tipos "standard" isto resulta muitas vezes em reprecipita-
¢do da proteina., A manutengfo da proteina numa solugdo que
ainda contem uma concentracfo razodvel de desnaturante evita
uma precipitagdo prematura da proteina. Uma vez que os ides
tenham sido removidos e substituidos por uma substéncia ndo
iénica podem ser utilizadas em ulterior purificagido uma varie
dade de téenicas de cromatografia que envolvam permuta idnica
ou suportes de adsorgdo neutros. TUma escolha acertada entre
estes é cromatografia em DEAE celulose a um pH tal que a pro-
teina desejada ndo adsorva & coluna e apare¢a no volume vazio.
Deste modo a coluna, captura os contaminantes proteicos anié-
nicos e remove-se da proteina desejada. Esta abordagem em lu
gar da contréria, em que a proteina desejada é adsorvida e elui
da, tem a clara vantagem da simplicidade e de necegsidades de
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resina mais limitadas. Uma vez que a proteina desejada predo-
mina em quantidade, sé é necesséria resina para adsorver os
contaminantes. No entanto, o processo referido neste aspecto
do invento nfio é limitado por qualquer exemplo especifico,

mas antes permite a utilizagfio de uma variedade de técnicas

de separagfo como métodos de purificagéo ulterior.

G. Manuteng&o da solubilidade sem desnaturante forte

Ainda um outro aspecto do presente
invento compreende a manutengdo da solubilidade durante a
purificagdo por substitui¢lo da solugdo fortemente desnaturan
te da proteina em questdo por uma solugdo fracamente desnatu-
rante antes de subsequente purificacfo ou teste bioldgico.
Nalguns casos, por exemplo o da hGH expressa em E. coli, istbo
por si s6 pode ser suficiente para efectuar o reenrolamento,
mas isto nem sempre é o caso. Ainda, nalgumas circunsténcias
e para algumas aplicagles (p.ex. em que ndo esteja envolvida
subsequente permuta idniea) a diluigfo limitada da solugfo
fortemente desnaturante serd suficiente para manter a sgolubi-
lidade de algumas proteinas. No entanto um processo de troca
de tamp8o através do qual uma solugdo fortemente desnaturante
& substituida por uma mais fraca, é Util para manter a solu-
bilidade enquanto permite posterior purificag¢fo, e nalguns ca
sos, restauracdo da actividade bioldgica. Isto é desejével,
em parbticular, no caso de desnaturantes fortes idnicos, por-
que por exemplo, é muitas vezes necessdrio usar técnicas de
permuta idénica para purificar mais protefnas refractéveis par
cialmente purificadas. N&o & possivel utilizar a solugdo re-
sultante directamente da solubilidade das proteinas refracti-
veis devido a0 desnaturante idénico interferir com a permuta
iénica. No entanto, a remocdo deste desnaturante resulta
muitas vezes em precipitag8o da proteina desejada. Estes pro
blemas podem ser evitados por troca de tampdo substituindo um
desnaturante forte idnico, como seja a guanidina, por um des-
naturante menos poderosc ndo idnico como seja a ureia. Xm

particular, a ureia parece, em concentragSes razodveis -i.e.
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1~ 9M aproximadamente, permitir o reenrolamento das proteinas
até algo aproximado do seu estado nativo se fornecidas na for
ma extraida, ou na forma S-sulfonada como estabelecido noutro
aspecto deste invento e também (talvez devido a isto) mantem
a solubilizacfo. '

A "permuba de tampZo" pode ser feita
na presenga de P—mercaptoetanol ou outro agente redubtor ade-
quado de modo a manter a redugdo de qualquer ligagdo dissulfu
reto incorreta que se possa ter formado anbtes do processo de
renaturagdo por troca de tampdo ou, como alternativa, com a
proteina na forma de um S-gulfonato.

Deste modo no processo deste aspecto
do invento, a solugdo fortemente desnaturante contendo a pro-
teina de interesse ou o seu S-sulfonato e, por exemplo, guani
dina HC1 4-9M, é submetida a "permuta de tampio" usando didli
se ou diafiltragdo contra uma solugdo de ureia ou outro desna
turante fraco que facultativamente contem uma concentragéo
adequada de agente redutor, antes de ter lugar qualquer puri-
ficacdo subsequente. (Como estabelecido num outro aspecto do
invento, a solugdo fortemente desnaturante original pode ser
primeiro tratado com sulfito e um agente oxidante suave para
causar sulfitélise antes da permuta de tampfo contra um meio
fracamente desnaturante. Este processo de sulfitdlise ndo é
inconsistente com o objectivo do presente aspecto do invento).
Em qualquer dos casos, a solugédo fracamente desnaturante con-
tém protefna que torna a conformagdo mais aproximada da da pro
tefna biologicamente activa, (quer seja S. sulfonada ou néo)

e a solugdo resultante pode ser sujeita & pandplia completa

de técnicas de purificagdo, tais como permuta idénica numa colu
na de aniles tal como DEAE celulose ou numa coluna de catides
tal como CMC. Em gqualquer dos casos os métodos de purificagdo
subsequentes sfo conduzidos de modo convencional a pH e concen
tragdo salina apropriados dependendo da proteina particular a
ser isolada e da estratégia especifica a see empregue. Tais
métodos de purificacdo subsequente s@o bem conhecidos na espe-
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cialidade e a sua aplicacgdo é familiar para os seus execuban-
tes.

H. Reenrolamento

Os trés aspectos restantes do invento
representam processos alternativos dirijidos para a reactiva-
¢do de uma forma inactiva (presumivelmente porque estéd enrola-
da de um modo incorreto) da proteina desejada.

No primeiro desses aspectos, as pro-
teinas refractdveis que foram solubilizadag num desnaturante
forte tal como hidrocloreto de guanidina s8o renaturadas atra
vés de sulfitélise preliminar na solugfo fortemente desnatu~
rante seguido de reenrolamento, deleglo de sulfonato e forma-
¢do de dissulfureto, num mejo fracamente desnaturante na pre-
senca de um composto sulfidrilo contendo uma pequena percenta
gem da sua forma dissulfureto correspondente. A forma dissul
fureto pode ser dada directamente ou o composto sulfidrilo
usado sbzinho na auséncia de precaugles para exclus@o de ar.
Isto cria uma atmosfera oxidante adequada suficiente para
assegurar a presenga de algum dissulfureto.

Tipicamente, para efectuar sulfité-
lise, a proteina refractdvel solubilizada num meio fortemente
desnaturante é tornado 5 - 200 mg por ml aproximadamente, de
preferéncia 4 volta 15- 30 mg por ml em sulfito de sédio ou
nas quantidades molares correspondentes de outros sais de sul-
fito, na presen¢a de um agente oxidante suave suficiente para
regenerar dissulfureto a partir de quaisquer grupos sulfidrilo
gque resultam da reacg8o. Agentes oxidantes adequados sdo, por
exemplo, oxigénio molecular com catalisadores tais como catibes
metédlicos ou tetrationato de sédio, de preferéncia tetrationa-
to de sédio. O tetrationato de sédio é adicionado na quantida
de de aproximadamente 1 -20mgml de preferéncia cerca de 10
mng/ml, podendo ser usadas quantidades molares correspondentes
de outros agentes. A solugdo é entdo deixada em repouso 4 - 24
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horas, de preferéncia durante a noite, entre 15°C a 359¢C de
preferéncia a volta da temperatura ambiente. Se bem que te-
nham sido dadas gamas de concentragles e temperaturag, ate.,
as condigSes precisas que sdo mais adequadas dependem, con-
certeza, da natureza da proteina a ser sufitolisada.

Além do mais, por vezes apenas & Gtil
sulfitélise "parcial. Nesse ¢aso, podem ser usadas quantida
des muito menores de sulfito e oxidante. Ver, p.ex. Exemplo
13. As quantidades referidas sfo meramente linhas gerais de
orientagéo e os limites sfo definidos por védrios parfmetros
incluindo a quantidade de proteina em solugdo e o grau de sul
fitdélise desejado.

Na reacgfo de sulfitélise acima, as
pontes dissulfureto sfo quebradas e um sulfonato substituido
por um dos sulfuretos associados. Cré-se que 0 mecanismo
desta reacgdo envolve um ataque nucleof{lico pelo ido sulfito
para quebrar a ponte dissulfureto. Em gqualquer dos casos a
ligag8@o resultante & proteina-S-SOB, i.e., uma protefna~-S-
-sulfonato.

A solugdo resultante de proteina-S-
~sulfonato é entdo colocada numa solugéo fracamente desnatu-
rante quer por diluigdo quer por troca de tampdo, p.ex. por
didlise contra uma solugéo contendo um desnaturante fraco tal
como a ureia,

Deve-se notar que purificagfo ulterior
usando cromatografia de troca idnica ou outras técnicas
"standard" de purificagéo de proteinas podem ser usadas en-
quanto a protefna estd ainda na forma S-sulfonada.

0 meio fracamente desnaturante pPropor-
ciona uma via para reenrolamento correcto, nio se encomtrando
mais a proteina com ligagSes dissulfureto incorrectas. Se se
usar ureia como solugdo desnaturante fraca, as concentrages
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adequadas andam entre 1-9M, de preferéncia 6-8M. O pH é
mantido a aproximadamente 5-9, de preferéncia & volta de

6 -8, com tampdo adequado e facultativamente com adigéo de

EDTA ou outro agente quelatante. Se se usar, diluicdo as
concentragdes apropriadas sfo cerca de 0,5M-2lMpara o desna-
turante forte original. Ao meio desnaturante fraco adiciona
-se um sistema contendo um composto sulfidrilo (RSH) e o seu
correspondente dissulfureto (RSSR), por exemplo, F—mercapto—
etanol, glutationa reduzida, cisteamina ou cisteina e as suas
formas oxidadas correspondentes, de preferéncia glutationa

nas suas formas reduzidas (GSH) e oxidada (GSSG). O pH é ajus
tado para um valor tal que o composto sulfidrilo (RSH) esté
pelo menos parcialmente na forma ionizada (RS™) de forma a ser
incrementado o deslocamento nucleofilico do sulfonato. Como
alternativa pode-se usar a forma reduzida por si sé na presen-
ca de ar pois originar-se-a& dissulfureto suficiente neste am-
biente. Tipicamente a relagio molar de RSH para RSSR é apro-
ximadamente entre 20:1 e 5:1, de preferéncia cerca de 10:1 e

a concentracdo de glutationa total ou de outro reagente sendo
na gama de 0,05 a 5mM. A mistura é incubada entre cerca de
0°c e 37°C, dependendo da proteina, 4 - 24 horas, de preferén-
cia durante a noite.

Enquanto que o composto sulfidrilo
por si 86 seria suficiente para efectuar a conversfo da pro-
teina-S~-sulfonato no dissulfureto correspondente, ou pelo
menos para formar ligagSes dissulfureto com o préprio compos-—
to sulfidrilo, a presenca de uma forma oxidada é necessdria
para asgegurar que as ligagles dissulfureto adequadas se man-
tenham intactas. Se se adicionar composto sulfidrilo ndo
adulterado nas condi¢les em que a oxidagdo ndo € permitida,

a proteina acabard na forma sulfidrilo e nf&o na forma dissul-
fureto. Para evitar que isto acontega, o potencial de oxida-
¢do do tampdo circundante é mantido através da adigdo de uma
pequena quantidade de dissulfureto directamente ou permitin-
do oxidagédo de sulfidrilo reduzido pelo ar.
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A solugdo resultante contendo agora
a proteina de interesse correctamente reenrolada, que presu-
mivelmente estd protegida pelas ligagbes dissulfureto correc
tas, pode entéo ser facultativamente liberta do desnaturante
por didlise contra solugdo tampdo adequada de pH 5-9 e poden
do conter ou nfdo pequenas quantidades de glutationa reduzida
ou outro composto sulfidrilo numa concentragdo da ordem de
aproximadamente lmM. BSe as utilizagbes subsequentes da pro-
tefna suportam a presenga do desnaturante entdo ndo & necessi
rio este passo.

No processo precedente, a concentra-
¢80 proteica é mantida num nivel baixo, de preferéncia menos
de mg por ml porque nalguns casos (mas nfo em todos) concen-
tragSes elevadas sfo prejudiciais & progress8o da reacgo.

Ainda a reacgdo de sulfitélise pode
ser efectuada facultativamente em ureia ou outro desnaturante
fraco assim como na solugdo fortemente desnaturante, podendo
mesmo ser vantajoso fazé-lo, particularmente nos casos em gque
a concentragdo de desnabturante usada para efectuar a solugéo
£6r particularmente alta. Nesses casos a troca de tampdo para
um desnaturante mais fraco ou diluicZo serd efectuada antes
e ndo depois da reacgfdo de sulfitélise.

Num aspecto alternativo do invento
destinado a "reenrolar" a proteina heteréloga, o desenrolamen
to e reenrolamento s@o feitos de modo a ocorrerem na mesma SO
lugdo colocando a proteina ou peptideo de interese num tampdo
contendo sulfidrilo/dissulfureto, tampfo esse que tem poder
desnaturante suficiente para que todas as comparagles inter-
médias se mantenham soléveis no decorrer do desenrolamento e
reenrolamento. Um meio adequado é por exemplo ureia 1-9M,
de preferéncia aproximadamente ureia 7M que parece ser um agen
te desnaturante suficientemente fraco que permite uma grande
aproximacdo da conformacdo correcta e suficientemente forte
tornando possivel a mobilidade da cadeiz em reenrolamento




e solubilidade dos intermedidrios. Esta execugdo pode ser
caracterizada como “"reenrolamento em tampfo redox". Ambas
as formas reduzida (RSH) e oxidada (RSSR) dos compostos sul
fidrilo, por exemplo B-mercaptoetanol, glutationa, cisteami
na ou cisteina, de preferfncia glutationa, estéo presentes
no meio de troca apropriado.

Neste reenrolamento em tampfo redox,
a relacgdo molar de RSH para RSSR é aproximadamente entre 20:1
e 5:1, de preferéncia cerca de 10:1 e a concentragdo de rea-
gente total estd na gama de 0,05 a 5mM. O pH, de novo, deve
ser suficientemente alto para assegurar pelo menos uma ioni-
zac8o parcial de RSM de bem que ndo t&o alto que desnature a
proteina. A mistura é incubada entre 0°Cc e 37°C, de preferén
cia a 5°C durante 4 - 24 horas, de preferéncia durante a noite.
Aqui, como atras, a presenga de ambas as formas reduzidas e
oxidada do composto sulfidrilo pode ser conseguida quer direc=
tamente quer através da oxidagdo pelo ar do sulfidrilo. Ambas
as formas necessitam de estar presentes para manter o poten -
cial oxidante adequado de modo a impedir a redugfo completa
da proteina em causa.

Como acontece com outros processos

de reenrolamento do invento, a proteina pode, enquanto em so-
3 1Y 1
lucfo, ser sujeita a téenicas "standard" para purificagdo da
G20, J P P

proteina como sejam filtragdo em gel ou permuta iénica. E
particularmente preferfvel empregar uma técnica de troca iénica,
tal como DEAE celulose.

Ainda num outro aspecto deste invento,
o reenrolamento e restauracdo da forma nativa no contexto do
processo de purificagdo & feito retendo a proteina numa forma
reduzida através de quaisquer que sejam os passos de purifica
cdo usados e reoxidagdo na presenga de ar para formar as liga
¢fes dissulfureto apropriadas quando da remogdo final do des-
naturante. Neste processo, um agente redutor estd presente
na solug8o inicial de protefna refractdvel num desnaturante
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forte e durante todos os passos de purificacfio subsequentes.
Agentes redutores adequados sdo por exemplo P—mercaptoetanol,
ditiotreitol e glutationa reduzida, de preferéncia P-mercaptg
etanol, Quando da remogfio da majior parte ou de todo o desna-
turante no fim do processo, o agente redutor nfo é inclufdo
na mistura de reacgdo havendo a presenca de ar suficiente
para reoxidar os grupos sulfidrilo da protefna agora correcta
mente enrolada para ligagdes dissulfureto de modo a assegu~
rar a forma nativa correcta. O emprego deste processo estéd
exemplificado no Exemplo 10 e 11.

H. Um processo "standard" de passos miltiplos

No Esquema 2 abaixo é apresentada
uma versfo abreviada mostrando os miltiplos passos necessdrios
num piocesso geral de passos miltiplos para purificagéo e que
constitui um outro aspecto do invento, assim como dois passos
facultativos seleccionados entre aqueles agora convencional=
mente empregues.




Pagta de células

Pasgsgo 1

dispersa e homogeneizada em tampdo
Sedimento .
‘ sobrenadante (proteina hospedeira)

Pagso 2
solugfdo desnaturante

Sedimgnto Sobrenadante
(detritos do hospedeiro) ‘

Passo 3
(facultativo)|{ filtragfo em gel

™~

proteina hospe- proteina heterdéloga

deira

Passo 4 troca de tampdo,

(facultativo) troca idnica
proteina nédo desejada proteina heterdloga

passo 5| troca de tampéo

proteina desejada
(renaturada)

ESQUEMA 2
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Como se mogtra no Esquema 2, 0 proceg
so no seu aspecto bédsico compreende a disperséio de uma pasta
celular num tampfo tendo uma forga idnica de aproximadamente
0,05-2,0 M, de preferéncia 0,4-0,6M, para completar ou manter
a precipitagfio da proteina heterdloga e para dissolver ou man
ter a solubilidade da maioria das proteinas do hospedeiro.
Apés separagio da probeina hospedeira, a proteina heteréloga
é dissolvida numa solug8o fortemente desnaturante contendo
um agente redutor. O processo estid completo quando da recu-
peragdo da proteina heterdloga na forma biologicamente activa
através de permuba de tampfo. Os passos de filtraglo em gel
ou troca idnica (Passos 3 e 4) sdo execugles preferidas facul
tativas de passog de purificagfio adicionais que podem ser ade
quados em casgos individuais.

O material celular usado como mate-
rial de partida pode ser a cultural total ou uma sua forma
reduzida como seja a paste celular. Como células hospedeiras
sfo preferidas as culturas bacterianas, em particular E.coli.
Correntemente, é preferival usar uma pasta de células feita
apés um passo de morte celular que é usado para cumprir os
regulamentos correntes promolugados como precaugdes de segu—
ranga. (O invento & aplicdvel & recuperagdo de proteina a
partir de células hospedeiras quer seja empregue ou nio pre-
liminarmente um passo de morte celular). Num processo prefe~
rido ao caldo de cultura, que é cultivada até aproximadamente
20-50 unidades de DO a 550 nm sdo adicionados fenol e tolueno
aproximadamente 0,25% de cada, e deixado em repouso durante
aproximadamente ¥2 hora. Com isto consegue-se notar as célu-
las sem desnaturagdo indevida da proteina celular. O calor
e o fcido sfo eficazes na morte de células mas s@o menos pre-
feridos; no entanto estes e outros métodos de morte podem
ser usados em-concordéncia com o processo subsequente do in-
vento. Os materiais mortos que sdo entdo sujeitos ao proceg
so do invento podem ser quer o caldo total quer as células
centrifugadas; no entanto, é preferivel dum ponto de vista
prético (de minimizagdo de volumes) usar a pasta de células
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centrifugadas. Esta cultura ou pasta pode também ser conge-
lada para se guardar antes do processo de purificag@o puramen
te por conveniénecia.

Ao efectuar-se a extracgdo inicial
(Passo 1 do Esquema 2) as células s8o bem dispersas numa so-
lug8o que é tamponada a aproximadamente pH4-10, de preferén-
cia a cerca de pH6-9 e contem espécies ibnicas num nivel de
aproximadamente 0,05-2,0 M de forga idnica, de preferéncia
0,4-0,6M . Pode ser usado qualquer sistema tampfo apropriado.
A forca idnica é dada por qualquer sal inclinado as esgpécies
usadas na tamponag¢fo, mas por razdes de economia, de preferén-
cia ela é dada por cloreto de sédio. Em adig8o é desejdvel
que o tamp8o contenha um agente quelante, tal como, por exem-
plo, EDTA ¢ um agente redutor, por exemplo, 2-mercaptoetanol
(BME) .

Ao efectuar-se o paso precedente é
altamente desejével obter uma suspensdo uniforme; se se usar
pasta celular & preferivel a dispersfo meclnica. H& no merca
do méquinas dispersoras para este fim e uma escolha preferi-
vel é Dispax (Tekmar Inc.) Modelo SD 45. No entanto, se se
usar o caldo de cultura ndo é necessérias a dispersfo mecénica.

Uma vez que a proteina heterbloga pre
cipitada (refractével) estéd geralmente dentro das células, é
também necessdrio homogeneizar a suspensfo de células resul-
tante do Passo 1 usando um homogeneizador ou prensa de um tipo
que destrua eficazmente a integridade das células. Podem ser
usados uma série de dispositivos ou técnicas, tais como prensa
Francesa, ou um moinho de contas, ou sonicagdo; & no entanto
preferido um homogenizador Manton-Gaulin tipo 15M . Quando
as células estfo dispersas e homogeneizadas no tamp8o como
descrito o material insollvel é separado das proteinas sollveig
de preferédncia por centrifugagdo e o sobrenadante é removido.
O sobrenadante contem basicamente as proteinas hospedeiras e
¢ rejeitado.
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Num processo preferido, o sedimento
é lavado por redispersdo do sedimento num tamp8o semelhante
de modo a remover ainda mais material hospedeiro das protei-~
nas insoldveis do sedimento. A lavagem é efectuada de modo
"standard" por tratamento do sedimento com uma amostra fresca
do mesmo bamp8o redispersdo e centrifugagdo do sedimento lava
do.

0 sedimento é entdo extraido como
se mostra no passo 2 para recuperar as proteinas heterdlogas
desejadas. O sedimento é disperso numa solugdo fortemente
desnaturante actuando de um modo semelhante ao deserito no
Passo 1. De preferéncia a solugfio usads neste passo serd
1-9 molar, sendo mais preferivel 6-8 molar num desnaturante
forte tal como um sal de guanidina, juntamente com fosfato
suficiente ou outros agentes tamponantes adequados para dar
um pH de aproximadamente 4~10, de preferéncia cerca de 6-9,
e ainda melhor cerca de 7 e de preferéncia com pequenas quanti
dades de agente quelante tal como por exemplo EDTA, E neces-
gdrio que estaja presente um agente redutor, tal como P-mercaptg
etanol para assegurar a conversfo de guaisquer pontes dissul=-
fureto em grupos sulfidrilos. Podem ser usados, concerteza,
oubros desnaturantes. O sedimento quando disperso é agitado
com a solugdo desnaturante até durante 24 horas, de preferén-
cia durante a noite.

A suspensfio é entfo centrifugada e o
sedimento que contem proteina hospedeira nfio dissolvids e pre-
cipitada e detritos celulares é rejeitado.

& purificag8o até este ponto é por
vezes suficiente para que a proteina resultante possa ser
usada apds enfraquecimento do efeito do desnaturante através
de diluigfo ou troca de tampfo. Se assim f6r, os passos 3 e
4 podem ser omitidos e o passo 5 efectuado directamente como
deserito abaixo.




No passo 5, a proteina desejada é en-
tdo recuperada na forma biologicamente activa por substitui-
gdo do agente desnaturante por um meio solvente adequado.
Para algumas proteinas, a diluigdo para uma concentragio
mais baixa do desnaturante original serd suficiente. Para
outras é necessdria a troca de tampfo para um desnaturante
diferente que seja menos caotrdépico, tal como a ureia. O
passo final da recuperagfo é feito na auséncia de agente re-
dutor para permitir uma certa seguranca das pontes dissulfu~
reto quando a proteina & deixada desenrolar num desnaturante
mais fraco.

No entanto, se se desejar purificagéo
ulterior, os passos facultativos subsequentes podem ser efec—
tuados na presenga de um agente redutor para aumentar a pure-
za antes da renaturagfo. Pode-se escolher um certo ntmero
desses passos. Como exemplo e como preferidos entre estes
sd0 0S8 que se seguem:

Num primeiro desses passos preferi-
dos, (passo 3) a solugdo contendo ainda o agente redutor des
naturante e a proteina desejada é sujeita a cromatografia
por um processo de filtragdo em gel para separagdo por tama-
nhos. A escolha do tamanho adequado de poro do gel, devido
a esta dependéncia de tamanho, depende da natureza da protei-
na a ser purificada. Para as proteinas da febre aftosa (FIMD)
a escolha adequada é por exemplo Sephacryl S-300 (Pharmacia).

O passo de filtragdo em gel pode ser
efectuado na presenga de altas concentragdes de um agente des
naturante idnico que possa ter sido usado para solubilizar a
proteina desejada. No entanto, é claro que um passo de cro-
matografia de permuta idnica como o exemplificado no passo
4, j& n8o poderd. Assim se se desejar uma maior purificacdo
baseada em permuta idnica, a prdépria solug8o desnaburante,
caso contenha iSes, p.ex. guanidina ou mesmo o eluente da cro

natografia de permeacgfo em gel se ainda contem estes deve
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ser primeiro sujeito a remocdo de ifes. Isto pode fazer-se
por didlise contra tampdo alcalino de preferéncia, contendo
de novo agente redutor com uma alta concentracfio de um agen
te desnaturante neutro tal como, por exemplo, ureia cerca
de 8M, para manter a solubilizagfio da protefna heterfloga.

Apés feita a remogdo de sal do mate-
rial que estéd no saco de didlise & sujeito a eromatografia
numa coluna de permuta idnica apropriada, tal como por exem-
plo DEAE celulose. As condigles sfio de preferéncia seleccig
nadas de modo a permitir que a proteina desejada passe pela
coluna no volume vazio. Isto é vantajoso pois & necesséria
menos resina de troca idnica ge forem as impurezas, que estdo
presentes em pequena quantidade, absorvidas & resina e nfo o
grosso da proteina que nesta fase da purificagdo & o produto
desejado.

O volume vazio contendo proteina puri
ficada e desnaturante neutro pode ser usado como tal em casos
apropriados ou liberta do agente desnaturante por didlise con
tra uma solug@o mais diluida. Verificou-se que nalgunsg ca-
sos é necessdria uma permuta de tampZo preliminar para uma
concentragéo de ureia mais baixa precedendo uma permuta de
tamp8o final para 4gua ou tampdo para evitar a precipitacédo
da proteina. Durante todos os passos até ao Gltimo deve es~
tar presente o agente redutor. Os agentes redubtores adequa~
dos sdo estabelecidos e dadas as indicagdes para a sua utili-
zagd0 em correcgdo com o aspecto do invento previamente des-
erito.

& solugdo resultante é geralmente da
ordem de 95-99 por cento pura em relagdo & proteina dese jada,
A recuperagdo & tipicamente da ordem de relo menos 50 por cen
to e até 98 por cento da proteina heterdloga.

0 processo referido pode ser aplicado
especialmente com vanatgem a bGH, pGH, bGH, interferso bovino,
tPA e proteinas do envéluecro viral do EMD.




I. Exemplos

Os exemplos seguintes pretendem ilustrar o
invento mas nfo limitar o seu &mbito.

Os exemplos 1-8 relacionam-se com 0 aspecto
do invento que compreende a solubilizagzo das proteinas da
célula hospedeira e recuperag@o dos corpos refractaveis como
tal através de centrifugac¢do a baixa velocidade.

0 exemplo 9 ilustra o aumento de recuperagio
de corpos refractaveis através da utilizagfio de um passo de
"morte " celular.

Os exemplos 10 e 11 relacionam-se com o aspec-—
to do invento que se caracteriza por um processo de passos mil-
tiplos combinando uma lise preliminar e remogio das proteinas
bacterianas, com solubilizagZo das proteinas refractaveis re-
sultantes e inevitavelmente, certos contaminantes, num desna-
turante forte, seguido de uma purificagido subsequente faculta-
tiva que tem como primeiro passo filtrag8o em gel ou centrifu-
gacio a alta velocidade e recuperacdo da proteina activa.
Estes Exemplos também ilustram os aspectos do invento que usam
0 ar como reagente formador de dissulfuretos apds a proteina
ter sido deixada reenrolar na presenga de um agente redutor,
a capacidade dos solventes que s&o solugBes fortemente desna-

turantes para dissolver corpos refractaveis e a manutangio da

" solubilidade por troca para desnaturante mais fraco.

Os Exemplos 12, 13 e 15 dizem respeito ao
reenrolamento de proteina pelo menos parcialmente inactiva por
sulfitdlise seguido de tratamento com tampao redox; O Exemplo
14 estabelece o processo do "reenrolamento com tampdo redox".

0 Exemplo 16 ilustra especificamente a efica~
cia da solubilizagdo em solug3o fortemente desnaturante seguido
de permuta de tampdo para um desnaturante mais fraco.




Todas as referdncias citadas nestes exemplos
s@o englobadas como referéncia neste pedido.

Todos os exemplos est@o relacionados com pro-
teinas heterdlogas especificas que foram purificadas pelo -
processo do invento. Os detalhes da purificag8o variarfo, con
certeza, com as proteinas especificas usadas. Apesar do pro-
cesso do invento ser semelhante em todos os casos, certos de-
talhes, tais como, por exemplo, a selecgdo do agente desnatu-
rante para a solubilizagfo.da proteina desejada, a selecgdo
dos géis de poro adequado ou das resinas de troca idnica,
assim como as condicBes de forga idmica e pH adequados a cada
passo estarfo dependentes da natureza da proteina. No entanto,
as proteinas refractiveis tém em comum caracteristicas sufi-
cientes para que estas alteragles menores bastem para adapbar
o processo a uma proteina particular em questdo.

Exemplo 1

Método para producdo e isolamento de proteinas heterdlogas

A. Cregcimento das células:

As células E. coli K12 transformadas com o
plasmideo recombinante pBR 322 transportando os genes heterd=
logos sob o controle do promotor-operador do trp de E. coli,
foram cultivadas em caldo contendo 10 g/l de extractos de le-
vedura e 5 g/1 de triptona até uma densidade de cerca de
2-4 x 108 células/ml. 3-5 por cento do volume desta cultura
foi inoculado em meio M9 (J.H. Miller, Experiments in Molecular
Genetics, p. 431, Cold Spring Harbor Laboratory, 1972) ou em
meio semelhsnte de sais minerais contendo 40-120 mg/l de trip-
tofano. As culbturas foram cultivadas num fermentador de ban=-
cada com agitaglo suficiente e arejamento de modo a conseguir-
-ge uma taxa de crescimento de 60-90 minutos por divisgo ce-
lular, deu-se glucose 3s culturas para manter o crescimento
n%o tendo excedido 50 g/l durante a fermentagdo e o pH das
culturas foi controlado a 6,8-7,2 com NaOH ou NH4O « A uma




densidade celular de 5-10 g peso seco/l adicionou-se as cultu
ras &cido indoloacrilico (IAA) ou 4cido indolopropibnico (IPA)
para uma concentragao de 25-50 mg/l. Duas a cinco horas apds
a adigdo de IPA, as células de E. coli tornaram-se alongadas
podendo-se ver um ou mals corpos refractaveis por célula num
microscdpio de contraste de fase com uma aplicagdo de 1000
vezes.

B. Isolamento da proteina heterdloga:

As culturas foram colhidas por centri
fugagdo continua e as pastas de células foram congeladas entre
-10 e —20°C.(As células podem facultativamente ser mortas antes
da colheita através da adigao ao meio de 0,25 por cento de fenol]
e 0,25 por cento de tolueno e incubagdo durante 0,5 hrs a 5700
(Ver Exemplo 9)). As pastas de células recentemente colhidas ou
congeladas foram ressuspensas num tampdo contendo Tris 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 7,4 numa relagfio de 1 g de pasta de células para
10-40 ml de tampdo e as células destruidas por sonicagdo ou ho
mogeneizagdo a pressio-elevada.

Com microscdpio de contraste de fase
observaram-se particulas refractéveis entre os detritos celula
res. A Figura 1 mostra a suspensdo de E. coli E12 estirpe 3110
(ATCC 27325) transformada com o plasmideo pUK 33trp LE,, descri
to no pedido dos E.U.A. N2 de Série 268.773 (PE 92182) deposita
do em 15 de Abril, 1982, expressando uma proteina de fusZo con
tendo uroquinase (UK). Os corpos refractiveis surgem como pontos
brilhantes dentro do envelope celular. A suspensido foi sujeita
a centrifugagdo a 1000 x g (Sorvall 55-34 a 3000 rpm) durante
3-10 minutos. Apds centrifugagdo o sobrenadante foi rejeitado
e o sedimento foi ressuspenso no mesmo tampZo em 1/5 do volume
original. A suspensao foi examinada em microscopia de contraste
de fase e se estivessem presentes células intactas residuais ou
fragmentos visiveis de células, o processo acima seria repetido
até uma observagdo dptica do sedimento ressuspenso apresentar
apenas particulas refractéiveis.
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A Figura 2 mostra o sedimento ressuspenso para a proteina UK
da Figura 1. Parece que a preparag@o & na sua maioria refrac-
tavel com algumas células e fragmentos celulares incluidos.

Se células ou fragmentos celulares estiverem presentes a sus-
pensfo serd sujeita a nova disrupgfo. O isolamento de parti-
culas refractéveis déa-se tipicamente apds 3-4 ciclos. A pre-
paragdo de particulas refractéveis pode entdo ser guardads,
congelada como sedimento ou em suspensfio e constitui cerca de
95 por cento da proteina refractével.

Para verificar a identidade as preparagdes de
particulas refractiveis s8o sujeitas a SDS-PAGE, transferéncia
Western e/ou teste radioimune (RIA). A Figura 3 sumariza os
resultados de purificagdo obtidos para pGH, raiva e uroguinase.
Raiva e pGH parecem resultar em bandas dnicas de proteina no
sedimento, a uroquinase & mais complexa devido 3s suas varias
formas alotrdpicas.

Exemplo 2

Hormona de Crescimento humana

Células E. coli K12 transformadas com DNA
recombinante tendo o gene da hormona de crsecimento humana
(estirpe W3110/pl07) como descrito na Patente US No 4.342.832
foram crescidas num fermentador, e colhidas e as particulas
refractaveis isoladas de acordo com o processo descrito no
Exemplo 1.

As particulas apresentavam uma banda proteica
correspondendo a um padrio de peso molecular de 22000 daltons
en SDS-PAGE com 2-mercaptoetanol. Uma anflise densitométrica
do gel mostrou que a quantidade desta proteina era cerca de
90 por cento da proteina total na preparagfio de particulas
refractiveis e a identidade desta proteina como hormona de
crescimento humana foi verificada por transferéncia Western. O
rendimento de particulas refractiveis foi de cerca de 10-20 mg
por grama de pasta ¢telular molhada.




A Figura 4A mostra os corpos refracti
vels contendo hGH numa suspensao do sedimento da primeira centri
fugagao.

A Figura 4B mostra os resultados de
SDS-PAGE efectuado em células mortas (com &cido) e nfo mortas

desta preparagao. A banda correspondendo a hGH no sedimento é
mais forte no caso das células mortas.

Exemplo 3

Hormona de crescimento bovina (bGH)

E. coli K12 +{ransformada com DNA recom
binante tendo o gene da hormona de crescimento bovina (estirpe
W3110/pBGH~1) como descrito no pedido dos E.U.A. NQ de série
3035.687 depositado em 18 de Setvembro, 1981, (PE 75444 e GB
2106119, foi cultivada num fermentador e colhida como descrito
no Exemplo 1. (As células foram tratadas com 0,25 por cento de
fenol e 0,25 por cento de tolueno no fermentador antes de serem
colhidas). As particulas refractaveis foram isoladas e verificouf
-se corresponderem a uma Unica banda proteica em SDS PAGE com
um padrao de 22000 daltons de peso molecular. A andlise desito
métrica do gel mostrou que esta banda constitui cerca de 90 por
cento da proteina total nas particulas. Apbs dissolugio das par
ticulas em guanidina 7M e didlise em ureia 7M, a presenga de
bGH foi verificada por teste radioimune (RIA). O rendimento de
particulas refractéveis foi de cerca de 20 mg por grama de pasta
celular molhada.

Exemplo 4

Hormona de crescimento porcina (pGH)

E. coli K12 transformada com DNA recom
binante transportando o gene da hormona de crescimento porcina

(estirpe W3110/pGH-exl) como descrito no pedido dos E.U.A.




N2 de Série 43%9.977 depositado em 8 de Novembro 1982 pedido de
patente Europeia N2 8% 206 730, foi crescida num fermentador e
colhida como descrito no Exemplo 1. (As células foram tratadas
com 0,25 por cento de fenol e 0,25 por cento de tolueno no fer
mentador antes da colheita). As particulas refractéveis foram
isoladas mostrando uma tnica banda proteica em SDS-PAGE corres
pondendo a um peso molecular “standard" de 22000 daltons. Uma
anflise densiométrica do gel mostrou que esta banda constitui
cerca de 90 por cento da proteina total posta no gel. Apbds -dis
solugdo das particulas em guanidina M e didlise em ureia 7M, a
presenca de pGH foi verificada por teste radioimune (RIA). O
rendimento de particulas refractiveis foi de cerca de 20 mg por
grama de pasta celular molhada. A Figura 4A mostra a pureza e
concentragdo dos corpos refractaveis contendo pGH na pasta celu
lar suspensa em tampdo, a Figura 4B mostra esta pasta apds soni
cagdo e a Figura 4C apds centrifugacgio a baixa velocidade.

Exemplo 5

Interferdo de fibroblasto humano (FIF)

E. coli K12 transformada com DNA recom
binante tendo o gene do interferdo de fibroblasto humano (estig
pe W3L10/pFIF 347) como descrito em Shepard, M., et al., DNA,
1:125 (1982) foi crescida num fermentador colhida e as particulas
refractaveis foram isoladas pelo processo descrito no Exemplo 1.
SBS-PAGE com 2-mercaptoetanol da preparagédo de particulas refrac
tiveis resultantes mostrou uma banda principal correspondendo e
um peso molecular de 17000 daltons, representando 50 por cento
da proteina total na preparagdo de particulas refractiveis. A
transferéncia Western mostrou que a proteina refractivel reage
especificamente com anticorpos contra interferao de fibroblastos
humano purificado. O rendimento de particulas refractaveis foi
de cerca de 10-20 mg por grama de pasta celular molhada.




Exemplo 6

Interferfo imune humano (IIF)

E. coli K12 transformada com DNA recom
binante transportando o gene do interferdo imune humano (estir
pe W3110/pIFN-¥trp 48) como descrito no pedido dos E.U.A. N2
de Série 312.489 de depositado em 19 de Outubro 1981 P.E.
77.670 e GB 2107718 foi cultivada num fermentador e colhidaj;
as particulas refractéveis foram isoladas pelo processo descrito
no Exemplo 1. SDS-PAGE com 2-mercaptoetancl da preparagao de
particulas refractéveis resultante mostrou uma banda principal
correspondendo a um peso molecular de 17.000 daltons, represen
tando 50 por cento da proteina total da preparacio de particulas
refractidveis. A transfer&ncia Western mostrou que a proteina re
fractivel reage especificamente com anticorpos contra interferao
imune humano puro. O rendimento de particulas refractiveis foi
de cerca de 10-20 mg por grama de pasta celular molhada.

Exemplo 7

Activador do plasminogénio de tecido (TPA)

E. coli K12 transformada com DNA recom
binante tendo o gene do activador do plasminogénio de tecido,
(estirpe 3110, pEPAtrpl2) como descrito no pedido dos E.U.A.

N2 de Série %98.003 depositado em 14 de Julho de 1982 (P.E.
93619 e GB 2119804)", foi cultivada num fermentador, as células
colhidas e as particulas refractédveis foram isoladas a partir
da pasta celular de acordo com o processo do Exemplo l.

4

80-90 por cento da proteina presente
na preparacgao de particulas refractiveis era TPA medido por
densitometria de SDS-PAGE com 2-mercaptoetanol e transferéncia
Western. O rendimento de particulas refractiveis contendo TPA

foi de cerca de 10-20 mg por grama de pasta celular molhada.




Exemplo 8

Proteina do envdélucro do FMD

E. coli K12 transformada com DNA recom
binante tendo varias estirpes de antigénio do virus da febre
afetosa (W3110/pFMG /017, W3110/pFMB /E247, W3110/RMD /T37,
W3110/FMC /E27/) como descrito no pedido dos E.U.A. N2 de
Série 374.855 depositado em 4 de Maio, 1982 (P.E. 68.693 e
@B 210%622) foi cultivada, colhida e as particulas refractéveis
isoladas segundo o processo descrito no Exemplo 1.

Cerca de 50 por cento da proteina pre
sente nas preparacdes de particulas refractiveis era produto
do gene clonado da proteina do envdlucro do FMD em cada caso
nedido por densitometria de SDS-PAGE com 2-mercaptoetanol e
transferéncia Western.

Exemplo 9

Aumento de proteina refractivel através de um passo
de morte celular

A gquantidade de hormona de crescimento
humana (hGH) no citoplasma vs quantidade nos corpos refractéveis
foi determinada por um estudo comparativo em células mortas e
ndo mortas: células de E. coli K12 capazes de expressar hGH
(estirpe W3110/p107) (ver Exemplo 2) foram cultivadas e colhl
das por centrifugagiio como estabelecido no parigrafo A do Exem
plo 1. Antes da centrifugagio, o meio foi dividido e uma porgéo
foi tratada com fenol a 0,25 por cento e tolueno a 0,25 por
cento e incubado a 37°C durante quatro horas. As células que
foram mortas foram designadas por células "PT" e as que ndo
foram mortas por células "NPT".
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A. Extractos de proteina celular total com SDS

Amostras iguais de células PT e de células
NPT foram submetidas a tratamento id&ntico por disrupgdo das
amostras de células com sonicagio numa solugiio compreendendo
5 ml de Tris 50 mM contendo EDTA 10 mM mais 250 il de 8DS a
20 por cento. As suspensles foram tratadas com vortex durante
0,5 minutos e depois centrifugadas. Os sobrenadantes foram
testados relativamente & presenga de hGH por teste radioimune
(RIA) e por SDS PAGE. Ambas as células PT e NPT apresentaram
actividades substancialmente idénticas por RIA, especificamente
8,3 x lO6 e 8,7 x 106 unidades por ml, respectivamente. Presu-
mivelmente o processo de extracgdo com SDS recupera a hormona
de crescimento humana inicialmente solfvel e nfio sol@vel. Os
resultados de SDS-PAGE concordantes com isto estao apresenta-
dos na Figura 6, assim como os resultados de SDS-PAGE efectuado
com amostras tratadas como descrito no paragrafo seguinte.

B. Extractos experimentais

Mais duas amostras iguais de cé&lulas PT e NPT
foram tratadas idénticamente por extracgdo com 5 ml cada de
Tris 50 mM contendo EDTA 10 mll, submetendo a vortex durante
0,5 minutos. As suspensdes foram entio centrifugadas a aproxi
madamente 10.000 xg durante 10 min. i.e. um centrifugacido a
baixa velocidade (ISS) e o sobrenadante e o sedimento testados
separadamente. Presumivelmente a proteina do sedimento sera
insoltvel na auséncia de SDS. As células NPT mostraresm acti-
vidade no sobrenadante num nivel de 4,6x106 unidades/ml
(cerca de 1/2 da do exbtracto de SDS), mas diminuindo grandemen
te (0,42)(104 unidades/ml) no sedimento. As células PT, por
outro lado, apresentaram uma grande reducdo da actividade hGH
no sobrenadante comparado com o extracto de SDS, medido por
RIA O,26xlO4 unidades por ml e também baixa actividade no sedi-
mento tendo sido efectuada solubilizagdo do sedimento. Resul-
tados semelhantes foram obtidos gquando as amostras foram tra-
tadas de igual modo e sujeitas a uma centrifugagdo a velocidade
mais elevada (HSS) i.e. 35.000 x Gdurante 30 minutos.




C. Comparacio dos resultados

A figura 6 resume os resultados usando
SDS PAGE. As células extraidas com SDS apresentaram intensida
des equivalentes na banda correspondente a hGH. As células NPT
apresentaram quantidades substanciais da banda correspondente
a hGH no sobrenadante e no sedimento para separacgles quer a
baixa quer a alta velocidade. Por outro lado as células PT mos
traram uma diminuigdo das quantidades de hGH no sobrenadante
por tratamento com baixa e alta velocidade nas quantidades au
mentadas no sedimento.

Exemplo 10

Proteina da cipside do virus FMD

Un processo de passos miltiplos

E. coli K12 tendo o gene codificador do
virus FMD tipo A24 (W3110/pFMB /K247 como descrito no pedido
dos E.U.A. N2 de Série %74.855 depositado em 4 de Maio de 1982
(P.E. 68.693 e GB 2103622) foi cultivada até uma densidade ce
lular correspondente a 30-50 unidades de D.0O. a 550 nm; ou 40 g
de pasta celular molhada por litro caldo total em M9 ou meio
semelhante de sais mais triptofano a cerca de 40-120 mg/l e
glucose a nfo mais do que cerca de 5 por cento peso/vol de meio
Ver Experiments in Molecular Genetics. (J.H. Miller, Cold Sprin
Harbor Laboratory, N.Y. (1972).) A cultura (10 litros) foi adi
cionado fenol e tolueno para uma concentracéo de 0,25 por cento
de cada e deixada assim durante pelo menos meia hora e depois

centrifugada. A pasta de células foi congelada para guardar
antes da purificag8o da proteina. A purificagfo tal como foi
feita neste Exemplo estd descrita no Esquema 3:

L)




Pasta'celular

Passo 1 Descongelar,dispersar em Tampdo A com dispersador

, Homogeneizax

Sedimento 1 Sobrencdante (rejeitar)

Passo 1° Lavar o sedimento com TampZo A novo, dispersar

Sedimento 2  Sobrenadante (rejeitar)

Passo 2 Dissolver em Gu HCl 7?M (Tampdo B)
Sedimento Sobrenadante
(rejeitar)
Passo 3 « Cromatografia em Sephacryl S-300
Fracgdes sem proeina Reunido das frac¢des com proteina FMD
(rejeitar)
Passo 3! Dializar contra tampdo C
Dializado ‘material retido

(rejeitar) ‘
Passo 4 Cromatografia em DE-52
>

Material Proteina no volume vazio
retido
(rejeitar) Dializar contra
Passo S lgureig
2)tampao
Dializato b'/’\»mterial retido
(rejeitar) proteina FMD

Esquema 3
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Imediatamente antes de usar, a pasta celular
foi descongelada num frigorifico. 500 g da pasta descongelada
foi dispersa em 5 litros de TampZo A (fosfato 50 mll, EDTA 5 ml,
NaCl 500 mM, B-mercaptoetanol (BME) 15 mM, pH 7). Para se
obter uma suspensfo uniforme usou-se um Tekmar Dispax modelo
SD-45 com um gerador G-450 (3 min. na velocidade méxima).

A suspens8o foi entZo homogeneizada com um
homogeneizador Manton-Gaulin (Tipo 15 M) funcionando a 6000 psi
durante 2 ciclos, com arrefecimento entre os ciclos e o homoge-
nado foi centrifugado numa Beckman RC3 a 5000 rpm durante 30
min a 4°C. SDS PAGE mostrou que o sobrenadante continha subs-
tancialmente a mesma mistura de proteinas que o homogenado do
Manton-Gaulin nSo centrifugado mas grandemente diminuida a
banda correspondente & proteina FMD.

0 sedimento continha aproximadamente metade
da massa de células inicial. O sobrenadante fol decantado e
rejeitado. O sedimento foi lavado por dispersio em novo tampdo
A (2 1itros/200 g de sedimento) usando o Dispax SD-45 e a sus-
pensio centrifugada de novo na RC3 a 5000 rpm durante %0 minu-
tos a 4°C. O sobrenadante foi decantado e rejeitado, o sedi-
mento (137 g) apresentou em SDS PAGE uma banda sumentada correg
pondendo 3 proteina FMD, representando cerca de 50 por cento
da proteina no sedimento.

0 sedimento foi entZo extraido relativamente
3 proteina FMD por suspensZo em 1 litro de Tampéo B (fosfato
50 mM, EDTA 1 mM, BME 15 mM, hidrocloreto de guanidina
(GuHC1) 7M, pH 7,0) usando o Dispax SD-45. A suspensdo foi
agitada durante a noite e clarificada por centrifugagio num
rotor Sorvall SS-34 a 19.000 rpm durante 3,0 horas a 4°¢.,




0 sedimento foi rejeitado e a solugdo de pro-
teina FMD foi submetida a cromatografia em Sephacryl 5-300
(Pharmacia). O gel foi primeiro equilibrado em tampdo B e de-
pois colocado numa coluna de 5 x 50 cm de acordo com as reco-
mendagSes do fabricante. As fracgdes do volume vazio (comegan
do a 270 ml) eram turvas; apesar de que a solugdo que foi apli
cada 3 coluna n3o o ser. As fracg¢Oes contendo proteina FMD
surgiram a 450-465 ml e eram claras. O contelido de proteina
FMD foi verificado por didlise de pequenas quantidades das
fracgBes contra ureia 8M e anflise por SDS-PAGE (Guanidina
precipita com SDS e deve ser removida).

As fracc¥es contendo proteina FMD foram rami-
das e dializadas contra quatro mudas de tampdio C(Tris 14 ml,
BME 15 mM, ureia 8M, pH 8,3) num excesso de 20 vezes, a £°¢g,
(A ureia 8M substitui GuHCl na manuteng3o da proteina FMD em
solugdo).

Uma pequena quantidade do material retidono tubo
de didlise foi ajustada a pH 10 com NaOH e passada numa coluna
de DES2 (1,0 em x 19 cm) equilibrada com Tampdo C ajustado a
pH 10 com NaOH. A proteina FMD ndo foi retida pela resina
enquanto que a maoria dos contaminantes de E. coli foram ad-
sorvidos. A proteina presente no volume vazio constituia 96
por cento da proteina FIMD encontrada por SDS PAGE e representa
um rendimento de %0 g/kg de pasta celular usada ou cerca de
90 por cento. Este material pode ser usado como produto final
se a presencga de ureia for aceitavel para a administragdo do

material activo.

Na presente preparagdo a ureia fol removida
sem precipitaggo da proteina FMD por didlise usando 4 mg/ml
de proteina contra um volume em eXCessO de 250 vezes de ureia
1M, Tris 14 mM, 0,1 por cento de BME, pH 7 a 4°¢, seguido de
diflise do material retido contra agua. Formou-se uma nuvem
ligeira que foi removida por centrifugagdo. A precipitacao
da proteina FMD em 4gua ou tampdo foi aparentemente evitada
pela diminuigio gradual da concentragdo de ureia. A proteina
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FID obtida era bioldgicamente activa como se mostrou por
reactividade com anti-soro FMD, transferéncia Western e por
testes in vivo em gado no qual a resposta imune foi estimulada.

Exemplo 11

Purificacfio da hormona de erescimento porcina (pGH)

Un_processo de passos mfltiplos

E. coli K12 (W3110/pPGH-exl) (Exemplo 4)
foi cultivada como no Exemplo 1 atd 30-50 unidades de D.O. a
550 nm; 40 g de pasta celular molhada por litro. A cultura
foi adicionado fenol e tolueno, 0,25 por cento de cada e deixou
-5 nestas condigles durante 1/2 hora. O caldo foi entSo cen~
trifugado e a pasta de células congelada para armazenamento.

Imediatamente antes de se usar descongelou-se
40 g de pasta celular num frigorifico, dispersou-se em 3,9 li-
tros de tampo A (fosfato 50 mM, EDTA 5 mM, NaCl 500 m, pH 7)
frio. Para se obter uma suspensfio uniforme usar-se um Tekmar
Dispax modelo SD-45 com um gerador G45 e a suspensg@o foi homo-
geneizada com um homogenizador Manton-Gaulin (Tipo 15 M) fun-
clonando a 6000 psi durante 2 ciclos com arrefecimento entre
os ciclos.

O homogenado (4,3 litros foi centrifugado
numa Sorvall RC3 a 5000 rpm durante 35 minutos a 4°C. 0O S0-
brenadante foi decantado e verificou-se por SDS-PAGE conter
substancialmente a mesma mistura de proteinas que o homogenado
antes da centrifugagfo mas com uma banda grandemente diminuida
correspondendo a pGH.

O sobrenadante foi rejeitado e o sedimento
disperso em Tamp&o 4 novo (1,5 litros/150 g de sedimento)
usando o Dispax SD-45. A suspensfo foi centrifugads de novo
na RC3 a 5000 rpm durante 35 minutos a 4°C. 0 sobrenadante
foi dedantado e rejeitado.




0 sedimento (106 g) foi dissolvido em 0,750 1
de Tampdo B (Tris 50 m!f, EDTA 1 m!M, BME 100 mM, hidrocloreto
de guanidina 7 M, pH 8,8) usando o Dispax SD-45 e depois agi-
tado durante a noite. A solugdBo nublada foi clarificada por
centrifugagio num rotor Sorvall SS-34 a 19.000 rpm durante 6,0
noras a 4°C e o sedimento foi rejeitado.

690 ml do sobrenadante (volume total 740 ml),
foi sujeito a cromatografia & temperatura ambiente numa coluna
de Sephacryl S-300 (Pharmacia) de 10 x 85 cm em duas amostras
(350 ml e %45 ml). A coluna foi equilibrada e eluida com gua-
nidina HC1 7 M, Tris SO m!M, EDTA 1 m!f, BME 50 ml, pH 8,9. Pe-
quenas amostras das fracgles da coluna foram dializadas contra
ureia 8 M, 0,1 por cento de BME, Tris 25 mll, pH 7 e analisadas
por SDS-PAGE para determinar a presenga de pGH.

As fraccdes contendo pGH foram reunidas e dia-
1izadas contra 4 mudas de um excesso de aproximadamente 20
vezes de Tris HC1 15 mlM, BME 50 mM, ureia 7 M, pH 9,0 a 4°c. 0
material retido (3900 ml) foi ajustado a pH 7,0 com HCl e passa
do numa coluna de DE52 (10 cm x 11,5 cm) equilibrada com
Tris 15 mM, ureia 7,5 M, BME 50 mM, pH 7,0 & temperatura am-
piente. A coluna foi lavada com 1 volume de coluna de tamp&o
de equilibrio para remover pGH retido.

0 total de DES2 (4000 ml) foi titulado para
pH 10 com NaOH e dialisado num Spectrgpor 1 contra trés mudas
de 100 litros de Tris 25 mM, 1 por cento de manitol, pH 10 a
4°¢. O material retido foi reunido e diluido para 10,4 litros
com o liquido de diflise, esterilizado por filtragZo e liofi=-
lizado. Obteve-se dez gramas de proteina bioldgicamente activa
(por transferéncia Western) com 98 por cento de pureza em pGH.




Exemplo 12

Reenrolamento da Pro-renina usando sulfitdlise

432 gramas de pasta celular de E. coli
K12 (estirpe W3110/pRIAX) que tem o gene codificador da pro=re
nina como descrito no pedido copendente N2 de referéncia 100/
/130 (pedidos patente Europeia NC 83 30 7841.3 e 833%07842,1)
foi suspenso em 3 litros de tampfo compreendendo Tris HC1l 50
mM, EDTA 5 mM, pH 7,5. A suspensdo foi sujeita a disrupgdo ce
lular por uma prensa lManton-Caulin a 6.000 psi durante quatro
ciclos. A suspens@o assim tratada foi entdo centrifugada duran
te 30 minutos a 4.000 xg e o sobrenadante removido e rejeitado.
0 sedimento foi ressuspenso em 2 litros do mesmo tampio usado
na suspensdo original e centrifugado de novo durante 30 minu
tos a 4.000 xg. O sobrenadante foide novo rejeitado e o sedi
mento dissolvido em hidrocloreto de guanidina 6 M contendo Tris
50 mM a pH 8. A proteina refractivel solubilizada foi ent3o
sulfonada ajustando a solugdo de guanidina a 20 mg/ml de sulfi
to de sbédio e 10 mg/ml de tetrationato de sédio através da adi
gdo de uma pequena gquantidade de uma solugdo "stock" clarifica
da preparada recentemente de cada um destes componentes. A sul

fonagdo foi deixada decorrer durante quatro horas & temperatura
ambiente.

A solugdo foi entZo diafiltrada para
ureia 5 M contendo Tris HC1l 50 mM, pH 7,5 durante cinco horas.
A solugdo diafiltrada foi ent3o colocada numa coluna de DE52
de 10 x 35 cm que tinha sido lavada com a mesma solugdo tamp3o
de "ligagao" (ureia 5 M, Tris HCl 50 mM, pH 7,5). A solug@o
foi vertida a 750 ml por hora e lavada durante a noite com o
tampdo de ligagdo.

A coluna de DE52 foi entZo eluida usando
un gradiente de NaCl de 0 a 0,15 M com um fluxo de 1 litro por
hora durante um periodo de 16 horas. A maioria da proteina foi
eluida a aproximadamente 0,070 M de NaCl. As fracgdes contendo
a pro-renina foram de novo diafiltradas contra ureia 5 M,

Iris HCL 50 nM pH 8,5 e a soluglo ajustada a 1 mM de GSH
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e 0,1 mf de GSSG e deixada em incubagfo & temperatura ambiente
durante a noite. Efectuou-se uma diafiltragfo adicional contra
Tris 50 mll, pH 8,0 contendo 0,1 mll de GSH para remover a ureia.
A solugdo resultante, sem desnaturante, continha 5,5 gramas de
proteina ou aproximadamente 1 por cento de rendimento global.
A proteina apresentava actividade bioldgica por reacgdo contra
anti-soro pro-renina e por actividade (apds activagdo autocata
1litica) num teste "standard" de coagulagdo do leite.

Exemplo 13
Preparacao de uroquinase activa através de sulfitdlise

parcial

Os corpos refractaveis contendo uroqui
nase foram isolados a partir de E. coli K12 (estirpe W3110/pUK
BBtrpLEL) como descrito no pedido dos E.U.A. N2 de Série 368.77;
depositado em 15 de Abril, 1982 (P.E. 92/82) pelo processo es
tabelecido no Exemplo l. Os corpos refractiveis foram dissolvi
dos em guanidina HC1l 5 M contendo Tris 50 mf, pH 8,0. A solucgdo
foi ajustada a 0,2 mg por ml de sulfito de sddio e 0,1 mg por
ml de tetrationato de sbédio e incubada durante a noite 3 tempe
ratura ambiente.

A solugao foi entdo diluida até um nivel
de guanidina HC1 1,5 M com tampio Tris 50 mM pH 9,0 e ajustada
a 10 mMf de GSH: 1 mM de GSSG. A solugdo de guanidina diluida
contendo a proteina dissolvida foi entfo de novo incubada du
rante a noite a temperatura ambiente e dializada contra solugao
aguosa. Enquanto que os corpos refractiveis apresentavam uma
actividade num bioteste "standard" para a uroquinase de 0,25
PU/mg, a uroquinase resultante do processo aqui descrito deu
uma actividade de 150 PU/mg.
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Exemplo 14
Reactivacdo da uroquinase por reenrolamento em tampdo redox

Os corpos refractiveis preparados como estabe-
lecido no Exemplo 13 foram dissolvidos em hidrocloreto de guani
dina 5 M em Tris 50 mwM, pH 8,0 e depois a solugdo foi dializada
contra ureia 2 M, Tris HC1 50 mM, pH 7. A solugfo foi entdo
ajustada a 10 mM de GSH: 1 mM de GSSG e incubada durante a
noite & temperatura ambiente. A solug8o resultante contendo a
proteina reenrolada foi ent3o dialisada contra maio aquoso. A
solugdo resultante continha uroquinase que apresentou uma acti-
vidade de 30 PU/mg.

Exemplo 15
Reenrolamento da proteina Sarc

Sarc, uma proteins originalmente isolada a
partir de tumores sarcoma foi obtida através da aplicag¢io dos
processos do Exemplo 1 a células transformadas preparadas de
acordo com o processo estabelecido por Me Gnath, J.P. e Levinson,
A.D., Nature, 295: 423 (1982). A 3 mg desta proteina que era
insolfivel nas condigSes tamponantes nativas, foi adicionado
5 ml de guanidina 7 M, 300 ml de Tris 1 M, pH 8, 20 ml de EDTA
0,5 M e 400 ul de uma solugdo contendo 200 ng por ml de sulfi-
to de sbdio e 100 mg por ml de tetrationato de sddio. A solu-
¢80 foi deixada em repouso 3 temperatura ambiente durante a
noite e tornou-se uma suspensio nublada.

A suspensdo foi dialisada contra ureisa 7 M
contendo Tris 5 mM, pH 8. 1 metade deha solugHo adicionou-se
300 m1 de glicina 0,1 M pH 9,5 e 90 fl de B-mercaptoetanol
10 mlf; a solugdo foi deixada em repouso durante a noite. Apds
dialise contra Tris 50 mM, pH 8,5 a mesma proteina estava so-
1lfivel e com capacidade de induzir anticorpos precipitaveis
contra a proteina sare auténtica quando injectada em ratos.




Exemplo 16

Solucfo em guanidina e extraccio para ureia

E. coli K12 (W3110/pFB/A24/ (Exemplo 8) foi
cultivada como descrito no Paragrafo A do Exemplo 1 e colhida
por centrifugacBo. A pasta de células (281 g de peso seco)
foi suspensa em 10 volumes de tampfo de extracgao fosfato
(PEB: NaHaPO4 50 mM, EDTA 5 mll, NaCl 0,5 M, 0,1 por cento de
BME, pH 7,0) com um ultratorex. A suspensdo resultante foi
passada duas vezes através de um Manton-Gaulin pré-arrefecido
a 600 psi e 1 litro/minuto. Apds centrifugagio a 5.000 rpm
(1/2 hora) numa centrifuga RC5B, o sedimento fol ressuspenso
em 10 volumes de PEB com um ultratorex (10 min.). A suspensdo
foi centrifugada a 5.000 rpm numa centrifuga RC5B durante 1/2
hora e o sedimento resultante suspenso em 20 volumes de tam-
pao Ureia-Tris (UTB: ureia 8 M (preparada recentemente e desio
nizada) Tris 0,14 M, 0,1 por cento de BME, pH 8,3) e aquecido
durante 1/2 hora num banho de Agua fervente. Apds arrefecimentq
até 2 temperatura ambiente, adicionou-se 4 volumes de acetona
e a solugdo foi agitada a ~ 6°C durante 1/2 hora. A suspensio
foi ent3o centrifugada a 5.000 rpm numa RC3B e o sedimento
resultante diluido em 10 volumes de PEB. Apds aquecimento da
suspensdo durante 1/2 hora num banho de fgua fervente o ma-
terial foi recentrifugado em RCSB a 5.000 rpm e o sedimento
resultante ressuspenso durante 48 horas em 2,2 litros de
GulCl 7 M, 0,1 por cento de BIE.

A amostra foi entdo dialisada versus 7 mudas
de UTB a pH 8,0 e depois sujeita a cromatografia numa coluna
de DE-52 celulose (5x8 cm) equilibrada com UTB, pH 8,0. O
1iquido de lavagem da coluna foi colhido em duas fracgdes,
uma clara e outra turva. A fracgfo clara (> 90 por cento de
VP3) foi concentrada para ~ 1,% mg/ml e testada relativamente

3 sua actividade bioldgica.




Uma preparagdo de antigénio testemunha foi
preparada usando E. coli K12 (W3110/pFMB/E247) cultivada,
colhida e tratada como scima mas em que UTB foi substituido
por GuHCL quando da suspens@o do sedimento.

As amostras foram testadas por injecgdo em
porquinhos da India e obtengZo de um anti-soro apds 28 dias.
0 anti-soro foi ent3o testado relativamente ao titulo de
anticorpos através da capacidade para proteger ratos de alei-
tamento contra o virus FMD. Os resultados s3o expressos como
0 log negativo da diluig¢Zo do anti-soro capaz de conferir imu-
nidade em 50 por cento dos ratos (-log PDBO)'

Os anti-soros resultantes da injecgdo de
100 pg de proteina da preparag8o acima tinham valores de
~log PD50 de 3,2~ 3,4, enquanto que os anti-soros resulbantes
de injecgdes de 100 mg de proteina dos extractos feitos a
partir das testemunhas tinham valores de -log PD50 inferiores
a 0,3.




REIVINDICACOES

12, - Método para tratamento de um produ-
to de expressfo heterdlogo a partir de uma cultura de células
hospedeiras, caracterizado por se pdr em contacto um material
refrangente que contém o referido produto com uma solugio des-
naturante.

22, - Método de acordo com a reivindicag8o
1 caracterizado por o material refrangente ser dissolvido num
desnaturante forte e por incluir ainda a separagdo do sobrena-
dante a partir do material n80 dissolvido e recuperag¢do do re-
ferido produto a partir da solucgdo.

32, ~ Método de acordo com a reivindicac@o
1 caracterizado por o material refrangente ser dissoclvido num
desnaturante forte, facultativamente na presenga de um agente
redutor e por a solugdld fortemente desnaturante ser posta em
contacto com um crivo molecular descriminador de tamanho ou ser
sujeita a centrifugag¢do de alta velocidade, de modo a gue os
componentes de alto peso molecular sejam removidos da solugZo.

4a, - Método de acordo com a reivindicagao
1 ou reivindicagidd 3 caracterizado por o material refrangente
ser dissolvido num desnaturante forte e por incluir ainda a
subsequente reducfo da forga da solugdo desnaturante mantendo
simultaneamente o referido produto em solugdo.

5a, - Método de acordo com a reivindicagfo
4 caracterizada por a forga da solucdo desnaturante ser redu-
zida por substituic¢fo do desnaturante forte por uma solugéo

de um desnaturante fraco.

62, - Método de acordo com a reivindicagdo
4 ou reivindicagBo 5 caracterizado por a solugdo fortemente
desnaturante ser tratada, antes da redugdo da forga da solugdo
desnaturante, para quebrar ligacOes dissulfureto no referido

produto.




2, - Método de acordo com a reivindicagdo
4 ou reivindicaglio 5 caracterizado por a solucdo fracamente
desnaturante ser tratada para quebrar as ligagOes dissulfureto
no referido produto.

82, - Método de acordo com a reivindicacéio
6 ou reivindicag8o 7 caracterizado por o referido tratamento
compreender a sulfitdélise com sulfito na presencga de um agente
oxidante suave.

98, - Método de acordo com qualquer uma
das reivindicagdes 4 a 8 caracterizado por a soluglo fracamente
desnaturante ser tratada, apbs quebra das ligagdes dissulfureto,
com um composto sulfidrilo contendo uma proporcio menor do dis-
sulfureto correspondente.

1028, - Método de acordo com qualquer uma
das reivindicagles 1, 4 e 5 caracterizado por. se fazer o trata-
mento do referido produto com uma solugBo desnaturante contendo
um composto sulfidrilo e uma quantidade inferior da forma dis-
sulfureto correspondente.

112, - Método de acordo com a reivindicagéo
1 ou reivindicagBo 3 caracterizado por o produto ser dissolvido
numa solugdo fortemente desnaturante e submetido a subsequente
purificagfio na presenca de um agente redutor que quebra as li-
gagdes dissulfureto do produto e subsequentemente gqualquer
desnaturante ser parcial ou totalmente removido e as ligagdes
dissulfureto do produto serem restauradas por oxidag&o.

12a, - Método de acordo com qualquer uma
das reivindicagles precedentes caracterizado por as células
hospedeiras contendo o referido produto serem dispersas numa
solug8o tamponada para se obter uma fracglo solivel contendo
proteina da célula hospedeira e uma fracglo insoldvel contendo
o referido produto na forma refrangente.

132. - Método de acordo com a reivindicagio
12 caracterizado por o material refrangente ser formado como um
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sedimento substancialmente livre de material nf@io refrangente
da célula hospedeira.

142, - Método de acordo com a reivindica-
¢30 13 caracterizado por o sedimento ser formado por:
i) disrupcio do material da célula hospedeira contendo o refe-
rido produto de modo a haver libertagdo do referido produto
na forma refrangente; ii) centrifugag¢@o abaixa velocidade
para formar um sedimento de material refrangente; e facultati-
vamente repeticio dos passos (i) e (ii) sobre o material sedi-
mentado conforme necessifio até deixar de aparecer no sedimento

detritos celulares ndo refrangentes.

158, - Método de acordo com gualquer uma
das reivindicacles 12 a 14 caracterizado por a cultura da célu-
la hospedeira ser submetida a um processo para matar células,

e as células serem entdo rompidas para extrair o referido prodw

to na forma refrangente.

162, - Método de acordo com a reivindica-
¢80 15 caracterizado por o processo de morte celular ser efec-
tuado através da administragBo de édcido, tratamento pelo calor

ou tratamento com um solvente orgénico nio~polar.

172, - Método de extracglo de material
refrangente incluindo proteina heterdloga a partir de material
da célula hospedeira, caracterizado por se fazer:

(i) a suspensdo do material numa solugfo tamponada; (ii) a dis
rupgdo do material celular de modo a haver libertacdo do mate-
rial refrangente; e (iii) a centrifugagdo a baixa velocidade
para formar um sedimento de material refrangente.

182, - Método de acordo com a reivindica-
¢Ao 17 caracterizado por compreender a repetic8o dos passos
(i) a (iii) sobre o material sedimentado conforme necessario
até deixar de haver detritos celulares ndo reagentes no sedi~

mento.

192, - Método de acordo com a reivindica-




¢do 17 ou reivindicaglo 18 caracterizado por as cdlulas serem
primeiro sujeitas a um processo para matar células.

208, - Método de acordo com a reivindica-
glo 19 caracterizado por o processo de morte celular compreen-
der o tratamento pelo calor, por Acido ou por um solvente
orgénico nZfo-polar.

2la. -~ Método para a reactivagio de uma
proteina formada como um produto de expressfo heterdloga numa
célula hospedeira, caracterizado por compreender o tratamento
de uma solugdo fracamente desnaturante da proteina com um com-
posto sulfidrilo na presenga de uma quantidade inferior do seu
dissulfureto correspondente. '

222, - Método de acordo com a reivindica-
¢80 21 caracterizado por a proteina ser tratada para serem
quebradas as ligagles dissulfureto.

238, - Método de acordo com a reivindica-
g8o 22 caracterizado por o referido tratamento compreender a
sulfitélise de uma solugfic desnaturante da proteina com uma
mistura de um sulfito e de um agente oxidante fraco.

242, - Método de acordo com a reivindica-
¢do 22 ou reivindicagfio 23 caracterizado por a quebra das liga-
gOes dissulfureto ser efectuada numa solucdo desnaturante fraca.

258, - Método de acordo com a reivindica-
¢80 22 ou reivindicagfo 23 caracterizado por a quebra das liga-
¢des dissulfureto ser efectuada numa solugfio fortemente desna-
turante e a solugdo ser entfio convertida numa solugdo fraca-
mente desnaturante enquanto se mantem a proteina em solugZo.

262, - Método de acordo com a reivindica-
¢lo 21 caracterizado por a proteina na forma refrangente ser
posta em contacto com uma solucgio desnaturante contendo o com-
posto sulfidrilo.




272, - Método para reactivagfo de uma
proteina formada como um produto de expressZo heterdlogo numa
célula hospedeira, caracterizado por se submeter uma solugfo
desnaturante da proteina a purificacfo na presenca de um agen-
te redutor por se remover a malor parte ou todo o desnaturante
e por se submeter, a proteina a oxidagéo.

282, - Método de acordo com qualquer uma
das reivindicagles 2 a 9, 11 e 25 caracterizado por a solugdo
fortemente desnaturante ser 4-9 M de um sal de guanidina ou de
um sal de um tiocianato, ou ser 0,01-2% por peso de um deter-
gente.

292, -~ Método de acordo com a reivindica-
¢lo 28 caracterizado por a solugdo do sal de guanidina ser
6-8 M.

308, -~ Método de acordo com gualguer uma
das reivindicagles 4 a 10 e 21 a 26, caracterizado por a so-
lucdo fracamente desnaturante ser uma solugdo de ureia 1-9 M
ou de um sal de guanidina 0,5-2 M.

318, - Método de acordo com a reivindica-
¢io 8 ou reivindicagfo 23 caracterizado por a sulfitélise ser
efectuada usando sulfito de sddio e o agente oxidante suave

ser tetrationato de sdbdio.

322, - Método de acordo com gualguer uma
das reivindicagBes 9, 10 e 21 a 26 caracterizado por o compos-
to sulfidrilo ser glutationa reduzida.

3%a, -~ Método de acordo com gqualguer uma
das reivindicagBes 12 a 20 caracterizado por a solugfo tampo-
nada ter um pH de 5 a 9.




—68—

348, - Método de acordo com qualguer uma
das reivindicagBes 12 a 20 e 33 caracterizado por a solugdo
tamponada ter uma forga idnica de 0,01 a 2 M.

Tisboa, 21 de Dezembro de 1983

J. PEREIRA DA CRUZ
ABENTE OFICIAL DA PROPRIEDADE INBUSTRIAL
Rus Victor Cordon, 10-A-)*
LI1ISBOA




/:7 7 Fotomicrografia de contraste de fase de

é]- - células expressando uma uroquinase de
fus&o longa com 33K (E coli K12 j
(W3110/pUK 33 trp LEL -

. Fotomicrografia de contraste de fase do
f:)£7'£2 sedimento resultante das células da fi-

gura 1 quando sujeitas ao processo do
Exemplo 1.

GENENTECH, INC.

.

N



-

) ¥ o

FOLHA 2
(6 FOLHAS)

L x

(faixas 2, 4, 6) e de sedimentos preparados
segundo o Exemplo 1 (faixas 3, 5, 7) a partir
de culturas celulares produtoras de corpos re
fractdveis para respectivamente pGH, antigé =~
nio da raiva e uroquinase (UK). Enguanto que
as células totais mostram uma mistura, os se-
dimentos contém substancialmente apenas a pro
teina desejada. A faixa 1 é um sonicado de
E.coli K12 (W3110 transformada com o plasmideo
pBR322 sem insergdes de DNA recombinante
("blank"). g

}:igz SDS - PAGE de sonicados de células totais

-GENENTECH, ING.



Fotografia de microscopia de contraste de
, fase de corpos refractaveis sedimentados
Fig.4A.

e ressuspensos obtidos de E.coli K12

(W3110/p107), recuperados como descrito
no Exemplo 2.

Suspensdo da pasta celular de E.coli

K12 (W3110/pGH-ex 1).
Fig.5A o
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Fig4B.

. ,FOLHA. 4
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SDS - PAGE de amostras de células mortas

e ndo mortas correspondendo as da Figura
4A.

As faixas 1 e % sdo lisados de células
totais de células mortas e nio mortas reg
pectlvamente. Elas apresentam misturas
de protelnas e quantidades de hGH aproxi-
madanente iguais.

As faixas 2 e 4 sdo extractos de corpos
refractdveis (sedimentados) de células
mortas e néo mortas respectivamente. As
células mortas apresentam um aumento da
banda hGH.
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SB Sonicado da pasta da Figura S5A.

| Fig.

F/g 5[ Sedimento do sonicado da Figura 5B
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FOLHA ©
(6 FOLHAS)

123456789101112

] SDS_- PAGE de E.coli K12 (W3L10/p107) morta
/;?é?.éi (PT) e nd@o morta (NPT) expressando hGH.

A faixa 12 é uma amostra pura de hGH.

As faixas 9 e 10 representam extractos feitos
com SDS de células totais NPT e PT, respecti-
vamente. Cada uma d4 uma mistura de proteina
com uma banda forte correspondendo a hGH

As faixas le 5 mostram o sobrenadante de¢ LSS

e HSS de células NPP; as faixas % e 77 mostram o
sobrenadante de LSS e HSS de célnlas PT. A in-
ten51dade da banda hGH nas faixas 3 e 7 (PT)
estd grandemente aumentada.

As faixas 2 e 6 representam o sedimento de LSS
e HSS de células NPT'; as faixas 4 e 8 repre -
sentam os sedimentos de células PT. A banda
hGH aparece aumentada no caso das células PT.

GENENTECH, ING.
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