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MEMORIA DESCRITIVA

Resumo

De acordo com o presente invento
sdao construidos novos genes que codificam factor de cresci-

mento dcido de fibroblastos (aFGF) mutante, bovino e humano.

Estes genes vWnicos derivam de genes que codificam aFGF bovi-

no e humano devido a inclus3io de mutagdes pontuais especifi-
cas. Cada gene construido & ingerido num vector de expressao

que é usado para transformar um hospedeiro apropriado.
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As células hospedeiras trans-
formadas produzem um mutante recombinante de aFGF unico, hu-
mano ou bovino, o qual é purificado e possui actividade bio-
légica aumentada ou melhorada na auséncia de heparina se

comparado com as formas n3o alteradas,




Breve descricdo das ilustracdes

A figura 1 é um diagrama do
plasmideo pKK223-3, que contem um gene que codifica para o
r-aFGF mutante,

A figura 2 compara as estabili-
dades relativas do haPFGF recombinante do tipo selvagem e de

virios mutantes, na presenga de heparina (A) e sem heparina

(8).

Fundamentos da descoberta

A descoberta de substancias que
controlam o crescimento de células animais, nomeadamente de
células humanas, e o seu mecanismo de acgio &, actualmente,
um assunto de maior importancia na investigac¢io biomédica
sobre reparagio de tecidos e cura de ferimentos. Os factores
de crescimento de fibroblastos (FGFs), mitogénicos para va-
rios tipos de células incluindo muitas das células de origem
mesodérmica, t€m sido identificados e foi sugerida a possi-
bilidade de induzirem a mitose o que tem como resultado a
reparagio de tecidos. A actividade mitogénica dos fibro-
blastos foi inicialmente observada em extractos de tecido
do sistema nervoso central. Mitogeneos de fibroblasto do cé-
rebro foram pela primeira vez descritos por Trowell et al.,
J. Exp. Biol. 16: 60-70 (1939) e por Hoffman, Growth L4:361-
-376 (1940). No seguimento dos trabalhos anteriores foi de-

monstrado que extractos pituitdrios possuem também uma acti-




vidade mitogénica potente sobre células fibroblastoides,
Amelin, Proc. Nabtl. Acad. Sci. USA 70: 2702-2706 (1973).

A purificagao parcial dos factores de crescimento pituita-
rios e cerebrais mostrou que estes possuem actividade mito-
genica para uma grande variedade de tipos de celulas dife-~
renciadas incluindo celulas vasculares endoteliais, Gospo-
darowicz et al., Natl, Cancer. Inst, Monogr. 48: 109-130
(1978). 0 factor de crescimento de fibroblastos foi inicial-
mente considerado como sendo consttiuido por um dnico pepti-
do, formado a partir da proteina basica da mielina apds
proteolise limitada. Foi recentemente demonstrado que o FGF
existe em duas formas, FGF dcido (aFGF) e FGF basico (bFGF)
e que ambas as formas podem ser isoladas e purificadas a
partir do cerebro humano, Thomas and Gimenez-Gallego, TIBS
11: 81-8% (1986). Numerosos tipos de células respondem 3
estimulagdo com aFGF ou bFGF sintetizando DNA e dividindo-
-se, tais como fibroblastos primdrios, células endoteliais
vasculares e da cdrnea, condrocitos, osteoblastos, mioblas~
tos, musculos lisos, células gliais e neuroblastos, Esch
8t al., Proc. Natl, Acad. Sci. USA 82, 6507-6511 (1985);
Kuo et al., Fed. Proc. Al: 695 (1985); Gensburger et al.,
C.R. Acad. Sc. Paris 303: 465-468 (1986). 0 aFGF puro do
cerebro bovino actua nio sé como um potente mitogeneo para
as ehilas endoteliais vasculares em cultura mas tambdém
induz o crescimento in vivo de vasos sanguineos, Thomas, et
al., Proc. Natl., Acad. Sci. USA 82: 6409-6413 (1985). A
actividade mitogenica do aFGF purificado também pode ser

utilizada para promover a cura de ferimentos, Thomas, U.S.
Patent 4, ik k6 760,

O factor de crescimento acido
de fibroblastos foi originalmente purificado até 2 homoge-
neidade a partir de cérebro bovino com base na sua activi-
dade mitogenica para fibroblastos de BALB/c 3T3, Thomas et
al., Proc. Natl, Acad. Sci. USA 81: 357-361 (1984). Este




Este factor de crescimento de
origem cerebral foi purificado e denominado varias vezes
em multiplos laboratoriais com base na : actividade mitoge~
nica para celulas endoteliais vasculares e astrogliais (fac-
tor de crescimento de celulas endoteliais e factor de cres-
cimento astroglial I), origem (factor de crescimento de re-
tina, factor de crescimento de alho ITI e, télvez, o factor
de crescimento de cerebro) e capacidade de ligagdo a hepari-
na-Sepharose (factor de crescimento de ligagio a heparina
da classe I e factor de crescimento alfa de ligagfo a hepa-
rina), Thomas and Gimenez-Gallego TIBS 11: 81-84% (1986).
A sequéncia de aminodcidos de aFGF bovino foi determinada,
considerada possuidora de grande homologia com o FGF basico
e relacionada com os mitogeneos de fibroblastos interleu~
quina l-alfa e l-beta, Gimenez-Gallego et al.,Science 230:
:1385-1388 (1985). A sequéncia completa de aminodcidos do
aFGF humano foi determinada a partir da proteina purificada,
Gimenez-Gallego et al., Biochem. Biophy. Res. Comm. 138:
: 611-617 (1986) e a partir do gene, Jaye et al., Science
233: 5k1-545 (1986).

O aFGF nativo, purificado a
partir do cerebro ou recombinante (r-aFGF) requere a coadmi-
nistragdo de heparina para uma Optima estimulagio de fibro-
blastos Balb/C 3T3 e de celulas endoteliais vasculares em
cultura. Os aFGF de cerebro ou recombinante possuem uma acti
vidade de somente cerca de 1% a 5%, Nessas celulas em cul-
tura, na auséncia de heparina, se comparada com a actividade
optima na presencga de heparina. Embora as doses requeridas
para a actividade maxima de aFGF sejam relativamente baixas
€ preferivel administrar aFGF em heparina uma vez que esta
pode provocar efeitos secundarios nocivos, O aFGF puro, para
além das condigdes padrio que destroem a actividade da mEor
parte das proteinas tais como temperaturas elevadas, pH e
presenga de proteases & também 14bil & liofilizagdo e oxida-

¢do. O aFGF puro forma, através de ligacSes dissulfidicas
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provocadas por oxidagao, ligagles dentro das suas proprias
cadeias ou entre cadeias diferentes e pode ser recuperado
na sua forma activa por redugido dissulfidica com ditiotrei-
tol 20 mM, A heparina pode inibir a agregac¢édo de aFGF provo-

cada pela formagao de ligag8es dissulfidicas intermoleculare

L3

Este glicosaminoglicano heterogeno também & reconhecido como
sendo capaz de proteger o aFGF da desnaturacgio pelo calor

e da degradagdo proteolitica pela tripsina. Consequentemente
tanto heparina exdgena ou endogena sio necessarias para a
actividade in vivo associada a reparag3o de tecidos. O pre-
sente invento coloca ao dispor formas mutantes unicas de
aFGF recombinante que possuem uma actividade biologica au-

mentada na auséncia de heparina se comparada com aFGF nati-

VO,

Objectivo do invento

E, consequenetmente, um objectil
vo do presente invento a conversdo, através de mutagio, de
genes de aFGF bovinos e humanos capazes de codificarem patra
proteinas que sdo mais activas na auséncia de heparina do
que a proteina nativa ou recombinante. Qutro objectivo é a
incorporacao de genes especificos em vectores de clonagem
apropriados, Um objectivo adicional € ga transformacao de um
hospedeiro apropriado em cada um dos vectores recombinantes
e a indugdo da expressio de genes de aFGF mutantes especifi-
cos., Outro objectivo é a isolagfio e purificagio de aFGF bo-
vino e humano biologicamente activo. Estes e ountros objecti-

vos do presente invento ficarfio claros a partir da seguinte
descrigao.
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Resumo do Invento

Novos genes que codificam para
aFGF bovino e humano s3o construidos, Os genes unicos tém
origem em genes que codificam para aFGPF bovino e humano re-
combinante nativo através de mutacdes pontuais especificas,
Cada gene construido € inserido num vector de expressao
que é usado para transformar um hospedeiro apropriado. As
células transformadas hospedeiras produzem um aFGF mutante
recombinante unico, humano ou bovino, o qual & purificado
e possui uma actividade biologica aumentada ou melhorada na

auséncia de heparina se comparada com formas ndo mubtadas.

Descrigéo detalhada

0 factor de crescimeto acido
de fibroblastos existe sob vdrias formas microheterogénicas
que sdo isoladas a partir de tecidos de virias origens e ti-
pos de células que se sabe conterem aFGF. As formas microhe-
terogenicas que sio usadas dizem respeito a um wunico produto
de um gene, o qual é uma proteina produzida a partir de uma
Unica unidade de um gene de DNA que é modificada estrutural-
mente a seguir a tradugio. Estas modificacgdes estruturais,
contudo, ndo resultam em nenhumas alteragdes significativas
da actividade biologica do peptido. Actividade biologica e
biologicamente activo sfo termos aqui usados alternadamente
e definidos como a capacidade do aFGF nativo, recombinante
ou mutante recombinante para estimular a sintese de DNA em
fibroblastos Balb/C 3T3 em repouso tal como descritos no
Exemplo 7, para estimular qualquer dos tipos de células des-

critos acima ou para efectuar qualquer uma das funcgdes des-
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critas no meio cientifico. As modificag¢des podem ter lugar
quer in vivo quer durante o processo de isolamento e puri-
ficagao. A modificagdo in vivo resulta na, mas nio é a isso
limitada, acetilagdo da extremidade N, proteolise, glicoli=-
sagdo ou fosforilagdo. A proteolise pode incluir a exoproteo
lise, no caso de um ou mais aminoacidos terminais serem,
sequencialmente, clivados enzimaticamente de forma a pro-
duzir formas microheterogénicas possuidoras de menos amino-
acidos do que o produto do gene original. A proteolise tam-
bém pode incluir a modificagio endoproteolitica resultante
da acgdao de endoproteases que clivam o peptido em locais es=-
pecificos ao longo da sequéncia de aminoécidos. Modificagdes
similares podem cirrer durante o processo de purificagfio o
que resulta da mesma forma na produgao de formas microhetero
génicas, A modificagdo mais frequente que ocorre duranie a
purificagio € a proteolise a qual é reduzida ao minimo pelo
uso de inibidores de proteoses. Na maior parte das circuns-
tancias, uma mistura de formas microheterogenicas esta pre-
sente apdés a purificagio de aFGF nativo. O aFGF nativo dz
respeito ao aFGF isolado e purificado a partir de tecidos

ou celulas que conternham aFGF,

0 invento considera a inclu-
sdo de todas as formas microheterogenicas animais do factor
de crescimento acido de fibroblastos. As formas microhetero~
genicas de aFGF escolhidos incluem o bovino e a humana. A
forma microheterogenica de aFGF bovino preferida inclui uma
forma de 154 aminodcidos, uma forma de 140 aminodcidos e uma
forma de 134 aminodcidos. A forma de 140 aminodcidos esta
representada na Tabela 1, Gimenez-Gallego et al., Science
230: 1385-1388 (1985) e é a preferida de entre todas as es-

pécies bovinas.,




Tabela T

Sequencia de aminoacidos de aFGF Bovino

1 10 20
PheAsnLedProLeuG1yAsnTerysLysProLysLeuLeuTerysSerAsnG1yG]yTerheLeuArgI1eLeu

30 40 50
ProAspG]yThrVa]AspG1yThrLysAspArgSerAspG1nHisI1eG]nLeuG1nLeuCysA1aG]uSerI]eG]yGYq

60 70 80
Va]TyrI]eLysSerThrG1uThrG1yG1nPheLeuA]aMetAspThrAsp61yLeuLeuTyrG]ySerG1nThrProAsn

90 100
G]uG]uCysLeuPheLeuG1uArgLeuG1uGluAanisTyrAsnThrTyrITeSerLysLysHisA]aGluLysHisTrp

110 120 130
PheVa1G1yLeuLysLysAsnG1yArgSerLysLeuG]yProArgThrHisPheG]yG1nLysAlaIleLeuPheLeuPro

140

LeuProValSerSerAsp

A sequéncia de nucleotidos da forma de 140 aminoacidos, re-

combinante, de aFGF bovino é representada na Tabela IT.
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Tabela IT
Sequéncia de Nucleotidos de aFGF Bovino
' 20 40 60 80

AATTCATGTTCAATCTGCCACTGGGTAATTACAAAAAGCCAAAGCTTCTTTACTGCTCTAACGGTGGTTACTTTCTCCGC
GTACAAGTTAGACGGTGACCCATTAATGTTTTTCGGTTTCGAAGAAATGACGAGATTGCCACCAATGAAAGAGGCG

100 120 140 160
ATCCTGCCAGATGGTACCGTGGACGGCACCAAAGATCGTTCTGATCAACATATTCAACTGCAGCTGTGCGCCGAATCTAT
TAGGACGGTCTACCATGGCACCTGCCGTGGTTTCTAGCAAGACTAGTTGTATAAGTTGACGTCGACACGCGGCTTAGATA

180 200 220 240 -
CGGTGAAGTTTACATCAAATCTACCGAAACTGGTCAATTCCTTGCCATGGACACTGATGGCCTGCTGTACGGATCCCAGA
GCCACTTCAAATGTAGTTTAGATGGCTTTGACCAGTTAAGGAACGGTACCTGTGACTACCGGACGACATGCCTAGGGTCT

260 280 300 320
CCCCAAACGAGGAGTGCCTTTTCCTGGAGCGCCTGGAGGAAAACCATTACAACACCTACATCTCTAAAAAGCATGCTGAG
GGGGTTTGCTCCTCACGGAAAAGGACCTCGCGGACCTCCTTTTGGTAATGTTGTGGATGTAGAGATTTTTCGTACGACTC

340 360 380 400
AAACATTGGTTCGTAGGCCTTAAGAAAAATGGCCGCTCTAAACTGGGCCCTCGTACTCACTTTGGTCAAAAAGCTATCCT
TTTGTAACCAAGCATCCGGAATTCTTTTTACCGGCGAGATTTGACCCGGGAGCATGAGTGAAACCAGTTTTTCGATAGGA

420 440
GTTCCTGCCACTGCCAGTGAGCTCTGACTAATAGATATCG
CAAGGACGGTGACGGTCAQTCGAGACTGATTATCTATAGCAGCT
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A forma de 154 aminodcidos in-
clui os seguintes aminodcidos adicionais; Ala-Glu-Gli-Glu-
-Tre-Tre~Tre-Fen~Tre-Ala~-Leu-Tre-Glu-Lis, com a extremidade
carboxil em Lis ligada a extremidade onde estd situado o
aminogcido Fen. Na primeira posigfo da forma de 140 amino-
dcidos, 0 residuo do aminoacido terminal alanina da forma
de 154 aminodcidos de aFGF bovino pode ser acetilado. A
forma de 134 aminodcidos é identico a forma de 140 aminoici-
dos excepto que os 6 primeiros aminodcidos da extremidade
amino foram removidos. Quando aFGF nativo € isolado as quan-
tidades relativas das formas microheterogenicas variam, de-
pendendo do processo usado, mas geralmente contem duas des-

tas formas,.

0 aFGF humano exibe uma micro-
heterogeneidade similar ao aFGF bovino. As formas microhe-
terogenicas preferidas de aFGF humano incluem uma forma de
154 aminoacidos, uma forma de 140 aminoacidos e uma forma
de 139 aminodcidos. A forma humana de 140 aminodcidos dife-
re da bovina em onze aminoacidos, tal como estd representada
na TABELA VIII. A forma de 154 aminodcidos contém a sequénci?
exacta da forma humana de 140 aminodcidos mais os 14 amino-
acidos adicionais associados a forma bovina de 154 amino-
acidos, com uma excepgio., O aminodcido na posigdo cino da
extremidade N ou na posigdo ~-10 como determinada pelo amino~
acido 140 Fen na forma humana é a isoleucina e é substitui-
da por treonina na forma bovina. A sequéncia terminal N humal
na adicional de 14 aminoacidos é: Ala-Glu-Gli-Glu-Ile-Tre-
-Tre-Fen-Tre-Ala-Leu~Tre-Glu-Lis., Os aminodcidos adicionais
da forma de 154 aminodcidos sHo numerados a partir de Ala
terminal N, -14, até a Lis terminal carboxil -1. O residuo
de alanina na extremidade amino na posig¢do =14 pode ser
acetilada. A terceira forma de aFGF humano contém 139 amino-
acidos e é equivalente a forma humana de 140 aminodcidos mas

com o residuo Fen na exitremidade amino removido., O residuo

Y
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de aspargina na extremidade amino po:de ser desanimada para
formar acido aspartico na forma de aFGF de 139 aminodcidos
humanos. As formas de 140 e de 139 aminodcidos s3o as mais
preferidas dentre as formas microheteropenicas humanas. A
forma de 140 aminodcidos € apresentada na Tabela ITI, Gime-
nez-Gallego et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 138: 611~
-617 (1986).
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Tabela ITT
Sequencia de aminoicidos de aFGF humano
»
1 10 20
PheAsnLeuProProG1yAsnTerysLysProLysLeuLeuTerysSerAsnGlyG1yHisPheLeuArgI1eLeu
30

40

50
ProAspG1yThrVa1AspG1yThrArgAspArgSerAspGlnHisI]eG1nLeuG1nLeuSerA1aG1uSerVa1G]yG]u
60

70

80
ValTyrI1eLysSerThrG1uThrG1yG1nTereuA1aMetAspThrAspG1yLeuLeuTyrG]ySerG]nThrProAsn

90

100
GluG1uCysLeuPheLeuG]uArgLeuG]uG]uAanisTyrAsnThrTyri]eSerLysLysHisAlaG]uLysAsnTrp

110 120

130
PheVa1GlyLeuLysLysAsnGlySerCysLysArgGlyProArgThrHisTyrG]yG]nLysA1aI]eLeuPheLeuPru

140
LeuProValSerSerAsp

A sequéncia de aminodcidos da forma de 140 nucleotidos,
combinante, de aFGF humano é mostrada na Tabela IV.

e~




Tabela IV

Sequencia de Nucleotidos de aFGF humano

1 20 40 60 80
AATTCATGTTCAATCTGCCACCGGGTAATTACAAAAAGCCAAAGCTTCTTTACTGCTCTAACGGTGGTCACTTTCTCCGC
GTACAAGTTAGACGGTGGCCCATTAATGTTTTTCGGTTTCGAAGAAATGACGAGATTGCCACCAGTGAAAGAGGCG

100 120 140 160
ATCCTGCCAGATGGTACCGTGGACGGCACCAGAGATCGTTCTGATCAACATATTCAACTGCAGCTGTCCGCCGAATCTGT
TAGGACGGTCTACCATGGCACCTGCCGTGGTCTCTAGCAAGACTAGTTGTATAAGTTGACGTCGACAGGCGGCTTAGACA

180 200 220 240
CGGTGAAGTTTACATCAAATCTACCGAAACTGGTCAATACCTTGCCATGGACACTGATGGCCTGCTGTACGGATCCCAGA
GCCACTTCAAATGTAGTTTAGATGGCTTTGACCAGTTATGGAACGGTACCTGTGACTACCGGACGACATGCCTAGGGTCT

260 280 300 320
CCCCAAACGAGGAGTGCCTTTTCCTGGAGCGCCTGGAGGAAAACCATTACAACACCTACATCTCTAAAAAGCATGCTGAG
GGGGTTTGCTCCTCACGGAAAAGGACCTCGCGGACCTCCTTTTGGTAATGTTGTGGATGTAGAGATTTTTCGTACGACTC

340 360 380 400
AAAAATTGGTTCGTAGGCCTTAAGAAAAATGGCAGCTGTAAACGCGGCCCfCGTACTCACTATGGCCAAAAAGCTATCCT
TTTTTAACCAAGCATCCGGAATTCTTTTTACCGTCGACATTTGCGCCGGGAGCATGAGTGATACCGGTTTTTCGATAGGA

420 440
GTTCCTGCCACTGCCAGTGAGCTCTGACTAATAGATATCG
CAAGGACGGTGACGGTCACTCGAGACTGATTATCTATAGCAGCT
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0 proceéSo preferido para a
obtengao de um gene que codifique para o aFGF de mamiferos
é a sintese do proprio gene uma vez que isso permite a
optimizagdo da proteina traduzida e facilidade da mutagendi-
zagao. O gene pode ser sintetizado com base na sequéncia
de aminodcidos da forma microheterogenica de aFGF obtida
de qualquer animal incluindo o homem. O metodo preferido
consiste no uso da sequéncia de aminodcidos de aFGF bovino
e mutagenizar a base da sequéncia pontulamente, quimicamente
de modo a produzir genes de outras especies, Linemeyer
et al., Biotechnol., 5: 960-965 (1987).

Os genes sinteticos s3o baseadog
na sequéncia de aminoacidos bovinos determinada, descrita
por Gimenez-Gallego et al., Science 230: 1385-1388 (1985)

e a sequéncia de aminoicidos humana descrita por Gimenez-
~Gallego et al., Biochem. Biophys. Res. Comm,, 138:611-617
(1986) e representada nas Tabelas T e ITI. A sequeéncia de
aminodcidos unica da forma bovina de aFGF de 140 aminoscidos
deriva da tradugfo reversa da sequéncia de aminodcidos abra-
vés de uma técnica semelhante 3 de Ttakura et al., Science
198: 1056-1063 (1977). As vdrias sequéncias de nucleotidos
novos correspondem a sequéncia de aminodcidos nativo de

aFGF bovino e s3o mostradas na Tabela seguinte:




Tabela V

Phe Asn Leu Pro
TTQ AAQ CTN CCN
TP

Tyr Phe Leu Arg
TAQ TTQ CTN CGN
TTP AGP

His Ile Gln Leu
CAQ ATQ CAP CTN

ATA TP

Thr Gly Gln Phe
ACN GGN CAP TTQ

5 10

Leu Gly Asn Tyr Lys Lys Pro Lys

CTN GGN AAQ TAQ AAP AAP CCN AAP

TTP
25 30
Ile Leu Pro Asp Gly Thr Val Asp

ATQ CTN CCN GAQ GGN ACN GTN GAQ

ATA TTP

a5 50

Cys Ala Glu Ser Ile Gly

TGQ GCN GAP TCN ATQ GGN
AGQ ATA

Gln Leu
CAP CTN
TTP

70
Met Asp Thr Asp Gly Leu

65
Leu Ala
CTN. GCN ATG GAQ ACN GAQ GGN CTN

TP TTP

'—’M -16—

15 20
Leu Leu Tyr Cys Ser Asn Gly Gly
CTN CTN TAQ TGQ TCN AAQ GGN GGN

TTP TTP AGQ

35 40
Gly Thr Lys Asp Arg Ser Asp Gln
GGN ACN AAP GAQ CGN TCN GAQ CAP
AGP AGQ
55 60
Glu Val Tyr Ile Lys Ser Thr Glu
GAP GTN TAQ ATQ AAP TCN ACN GAP
’ ATA AGQ
75 80
Leu Tyr Gly Ser GIn Thr Pro Asn
CTN TAQ GGN TCN CAP ACN CCN AAQ
TTP AGQ




85

90

95 100

Glu Glu Cys Leu Phe Leu Glu Arg Leu Glu Glu Asn His Tyr Asn Thr Tyr Ile Ser Lys
GAP GAP TGQ CTN TTQ CTN GAP CGN CTN GAP GAP AAQ CAQ TAQ AAQ ACN TAQ ATQ TCN AAP

TTP

105

TTP AGP TTP
110

ATA AGQ
115 120

Lys His Ala Glu Lys His Trp Phe Val Gly Leu Lys Lys Asn Gly Arg Ser Lys Leu Gly

AAP CAQ GCN GAP AAP CAQ TGG TTQ GTN GGN CTN AAP AAP AAQ GGN CGN TCN AAP CTN GGN

125

TTP AGP AGQ TTP

130

135 140

Pro Arg Thr His Phe Gly Gln Lys Ala Ile Leu Phe Leu Pro Leu Pro Val Ser Ser Asp

CCN CGN ACN CAQ TTQ GGN CAP AAP GCN

AGP

onde Q

It

ATQ CTN TTQ CTN CCN CTN CCN GTN TCN TCN GAQ

ATA TTP TTP TTP AGQ AGQ

CoulT,
A ou G, e
A, T, C, ougG
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0 gene bovino ¢ construido com
uma porgao guia que contem um dnico sitio de clivagem para
enzimas de restrigdo e um codio para metionina na extremi-
dade N como sitio de inicio de traduglo. O gene contém ainda
uma cauda que contem coddes de paragem da traducio na vi-
zinhanga uns dos outros e dois de clivagem para enzimas de
restrigdo. A redundancia do cddigo genetico permite a escolhd
de sequencias de bases o que, por sua vez, permite a incor-
poragao de sitios de clivagem para enzimas de restricdo
unicos ao longo do gene, A sequéncia de bases do gene bovi-
no preferida com a localizagfo dos sitios de clivagem para

enzimas de restrigdo € representada na tabela seguinte:




-19-

IHweg 103N IjULtH 1INAdI3Sd I8
(8l 191
9912199pV13391VIVIIVIIIIVLIVILILIIVIIIIVYIOVYL LIVIIVILL1I9DLVIVLL 19V 1YYY3113v3J9VLVIV1129939IVIVIILDIVILIOVYIVIOLIOVI)
uu<¢<um@Hﬂﬂwu<huhuwhuuwuh<uhu<u<uwh<uuuh»uuhh<<u~uwhu<<<wuu<huh<<<uh< VIL1)VVALIOILYIILYYIIIIIDLILIOVIDLIVYILIVIVIVYILYD
ove : 0¢ce : 002 : 081 . 091 : ot :
{3 s1

L:h:—cgmmxpughhzmqnmqhFUam<gcham<umzmF<:m4w:m:~u>pwg:haﬁwgchummmadmPHL>~Pm>:—uapuwFmgmm:Fum~<mau=wacpu:m4cpuwpmmmx=~w1m<
0L 09 0s ot

Tudy IIIPULH (13023)
vl [21
VOVYIIV131119919339133vI991VIIVLII199IVI9VI9IDIVIVYYI LYYIIVIID L LVIVIIVO LY VOVY9ILL199I1111191¥Y11V¥IIIVOL99IVIVIIOYYIVID
hUhhquH«um««uM“uuuu<uuhuuu<huuh<w<uuupuuh<uouuhuhhhu<_huuhuou<< I13VILLID1129YVVYII9VYYYYIVLLIYYLI9991IVIIDLIVYIL 19V LIVY
0zt : 001t . 08 : 09 : ov : 0z . t
[£1 [l

memg<am<maqgcharuam<~m>gch>Fuam<o;m:m4mFHmL<:w4w;mg>h>~u>Fu:m<gmmw»UL»h:mJ:mqm>4ouam>4maggxh:m<»Pu:mAOLmsmd:m<Qsmumz
o€ 0¢ oL L

IA eTaqe]




1
o
Y

]

(11eS) AY¥0d3

1908 1edy
[911] il
huo<uu<h<huh<hh<uhu<u<wuhu<uHuwu<ohuou<ow<<u<uo<h4ouhhhhHu<uu<<<ohw<mh<uu<uuuuuu<w
()47 QUh<h<o<h<<hu<uhUFuu<uhw<uuohu<uuuPUUhhohuuh<huu«mmﬂduuH*:LLu<ahu<huUhuuuwuuhu
11474 * ocy : 00y . 08t :
[st] [eLl
e aw«;mmgmm~m>ogm:mqoLm:m4mcm=mqmFump<m>4cFuhpuucmmmrnzhmg<oum>~w:¢4
ot i1 ] 02t
1n3s 1ydg 119®H
[z11] fotl
JLIVOVDI99IIVILLLLDIL 9331VI9VYIIVYIDL1131IVIIVIDILLLLIVOYOVID [ YD hhuh<<huohhthUPuU<uwuuuhuu<uw<<<<wwu<UFUUhuuhhhuu
YVYV1312932991VYVYVVVvovvL i V1 19911VIVYVYIVDLI9LVIOVYYYYID LD LYIVLIIIVIVYIVIIVY VYYVI9V99132939v991II1111II919V99%9IvvvI)
09¢ : ove - 02¢ . 00¢ . 082 : 092 )
feel (61
m»JmemL<xPu=m<m>4m>4:quFu~m>m:maghmmrwzqsﬁump<mwrmzqmmqgmmwngxh;;hcm<g>hmmI:m<:~u=Fu=m4mg<:
ott 001

L9N313Y4na1sAIn (9nyusyouy
("3uoD)

08

06
IA eTaqger




-21-

A sequéncia do gene para cada
cadeia da molecula de cadeia dupla é dividida ao acesso em
8 sequencias de nucleotidos. Os oligonucleotidos s#%o cons~
truidos com finais sobrepostos para permitir a formagfio de
DNA de cadeia dupla. A tabela seguinte contem um dos muitos
arranjos possiveis de oligonucleotideos que é usado para

produzir o gene aFGPF bovino.




Tabela VII
——==-a v-.4

OLIGO-1 10 20 30 40 50 58
5' AATTCATGTT CAATCTGCCA CTGGGTAATT ACAAAAAGCC AAAGCTTCTT TACTGCTC 3¢

OLIGO-2 10 20 30 40 45
5' AGAAGCTTTG GCTTTTTGTA ATTACCCAGT GGCAGATTGA ACATG 3!

OLIGO-3 10 20 30 40 50 60
5' TAACGGTGGT TACTTTCTCC GCATCCTGCC AGATGGTACC GTGGACGGCA CCAAAGATCG 3'

0LIGO-4 10 20 30 40 50 59
5' TGCCGTCCAC GGTACCATCT GGCAGGATGC GGAGAAAGTA ACCACCGTTA GAGCAGTAA 3

OLIGO-5 10 20 30 40 46
S' TTCTGATCAA CATATTCAAC TGCAGCTGTG CGCCGAATCT ATCGGT 3!

OLIGO-6 10 20 30 40 50 60 65
5' GTAAACTTCA CCGATAGATT CGGCGCACAG CTGCAGTTGA ATATGTTGAT CAGAACGATC TTTGG 3!

OLIGO-7 10 20 30 40 50 60 67
5' GAAGTTTACA TCAAATCTAC CGAAACTGGT CAATTCCTTG CCATGGACAC TGATGGCCTG CTGTACG 3!




0LIGO-8 10 20 30 40 50 60 62
5' GATCCGTACA GCAGGCCATC AGTGTCCATG GCAAGGAATT GACCAGTTTC GGTAGATTTG AT 3

0LIG0-9 10 20 30 40 " 50 52
5' GATCCCAGAC CCCAAACGAG GAGTGCCTTT TCCTGGAGCG CCTGGAGGAA AA 3

0LIGO-10 10 20 30 40 50 58
S' GTTGTAATGG TTTTCCTCCA GGCGCTCCAG GAAAAGGCAC TCCTCGTTTG GGGTCTGG 3!
OLIGO-11 10 20 30 40 48

5' CCATTACAAC ACCTACATCT CTAAAAAGCA TGCTGAGAAA CATTGGTT 3!

OLIGO-12 10 20 30 40 46
5' GGCCTACGAA CCAATGTTTC TCAGCATGCT TTTTAGAGAT GTAGGT 3!

0LIGO-13 10 20 30 40 50 s3
5' CGTAGGCCTT AAGAAAAATG GCCGCTCTAA ACTGGGCCCT CGTACTCACT TTG 3

0LIGO-14 10 20 39 40 50 55
5' GCTTTTTGAC CAAAGTGAGT ACGAGGGCCC AGTTTAGAGC GGtCATTTTT CTTAA 3!

OLIGO-15 10 20 30 40 50 56
5' GTCAAAAAGC TATCCTGTTC CTGCCACTGC CAGTGAGCTC TGACTAATAG ATATCG 3

OLIGO-16 10 20 30 40 50
S5' TCGACGATAT CTATTAGTCA GAGCTCACTG GCAGTGGCAG GAACAGGATA 3!




-2l

| i K-‘_g o

%j"ll At ‘

Os oligonucleotidos ilustrados
na Tabela VII estao presentes meramente como um exemplo de
subunidades de oligonucleotidos e ndo devem ser interpreta-
dos como limitantes destas. A sequencia de bases composta
que mostra a sobreposigio e arranjo dos oligonucleotidos

esta ilustrada na Tabela IT.

0 gene bovino é reunido em duas
etapas: primeiro a metade correspondente a porgio da extre-
midade N da proteina e segundo a metade da extremidade C.
Geralmente, os oligonucleotidos sdo tratados com cinasa de
polinucleotidos de T4 na presenga de ATP ou de ATP marcado
com 32P. Durante a primeira reacgao de cada etapa, os oligo-
nucleotidos que formam uma das cadeias do gene s3o tratados
com cinasa com excepgao do oligonucleotido mais proximo da
extremidade 5'. Na segunda reacgio os oligonucleotidos que
formam a segunda cadeia sdo tratados com cinasa, com excep-
¢ao do oligonucleotido mais proximo da extremidade 5', Apés
o tratamento com cinasa os oligonucleotidos s3o0 usados sendo
que cerca de 1% dos oligonucleotidos adicionados s3o marca-

32

dos com P com vista a uma posterior identificacso dos pro-
dutos. A fus3o é levada a cabo num tampio apropriado como
por exemplo um que contém, mas njo é limitado na sua com-
posigdo por, cerca de 60 mM Tris, pH 7,6 aproximadamente,
cerca de 5 mM ditiotreitol (DTT), cerca de 10 mM MgCl, e
cerca de 30 uM ATP, a cerca de 90°C durante % minutos se-
guida de passagem rapida para cerca de 602C e arrefecimento
lento ate cerca de 30°C, A ligagio & levada a cabo num tam-
pao apropriado como por exemplo que contém, mas ndo & limi-
tado na sua composigdo por, cerca de 60 mM TRIS, pH 7,6
aproximadamente, cerca de 10 mM DTT, cerca de 10 mM MgCl,,
cerca de lmM ATP e cerca de 0,03 unidades de ligase de DNA

de Th, a cerca de 20°C durante cerca de 1 hora e meia,

Os oligonucleotidos ligados
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sdo purificados por electroforese através de um gel de po-
liacrilamida seguido de precipitagfio com etanol. Os oligo-
nucleotidos sdo redissolvidos num tampio que contém cerca
de 20 yl de formamida a cerca de 80%, cerca de 50 mM TRIS-
-borato com pH a cerca de 8,3, cerca de 1 mM de 4cido eti-
lenodiaminotetracético (EDTA), cerca de 0,1% (P/V) de cia-
nol de xileno e cerca de 0,1% (P/V) de azul de bromofenol.
Cada amostra & aquecida a cerca de 902C durante cerca de

3 minutos e submetido a electroforese através de um gel de
policarilamida-ureia 10% a cerca de 75 watts durante cerca
de 5 horas. As bandas de 231 bases de extremidade N sio
removidos, reunidas e eluidas a cerca de 4°C em cerca de
0,5M acetato de amdénia que contém 1mM EDTA a um pH préximo
de 8. As bandas da extremidade C de 209 bases sio tratadas

da mesma forma.

As sequéncias sintdticas do
gene que codifica quer para as porg¢des da extremidade N
quer para as da extremidade C de aFGF s3o incorporadas no
plasmideo pBR322. E especialmente desejado e planeado que
no ambito deste invento seja incluido o uso de oubtros plas-
mideos nos quais o gene para o aFGF pode ser incorporado e
que permitem a expressfo do gene do aFGF, Os oligonucleoti-
dos religados, cerca de 300 fmole e cerca de 100 fmole da
extremidade N de 231 pares de base recolhida, sdo ligados
cada um a cerca de 100 fmole de EcoRI-Bamil pBR322 de cerca
de 3,9 kilobases (Kb) purificado através de um gel de agaro-
se, no caso da extremidade N, A extremidade C de 209 pb &
construida da mesma forma usando BamHl-Sall PBR322, A liga-
¢do é levada a cabo mpm tampio que contém cerca de 25 mM
TRIS, a um pH aproximado de 7,8, cerca de 1 mM DTT, cerca
de 10 mM MgCl,, cerca de O,4 mM ATP, com cerca de L unidade
de ligase de DNA de T4 durante cerca de 1 hora a cerca 20°C.
Cada vector ligado a metade do gene é usado para transformar
células bacterianas competentes, tais como E.coli RR1

(Bethesda Research Laboratories, BRL) segundo os procedi-




mentos dos fornecedores. As células transformadas sio selec-
cionadas para o crescimento na presenca de ampicilina e
testadas para a presenga quer do fragmento EcoRl-BamH1 de
231 pares de bases (pb) inserido quer para o fragmento in-
serido BamHI-Sall. de 209 pb, através de andlise por restric-

¢ao de Mini-lisados de preparagles do plasmideo,

A sequencia de DNA dos clones
que contem os fragmentos inseridos do tamenho apropriado
é determinado usando a técnica de sequenciacao quimica de
DNA de Maxam and Gilbert, Proc. Natl. Acad, Sci, USA 7k:
560-564 (1977).

0 gene sintético final de comprii
mento total do aFGF foi clonado por clivagem do clone que
contem a metade com a extremidade N, com as enzimas de res-
trigdo BamHI, e Sall, seguida de tratamento com fosfatase
alcalina e ligagdo deste com o fragmento purificado através
de gel, de 209 pb BamHI-Sall que contém a metade da extre-
midade C. Este material ligado & usado para transformar ce-
lulas RR1 competentes como anteriormente.

A expressio do gene aFGF sinté-
tico é acompanhada de um diferente numero de sistemas de
expressao de promotores. B desejado e planeado que no ambi-
to deste invento sejam incluidos os usos de outros sistemas
de expressi@o de promotores para a expressio do gene aFGF
intacto. A construgdo preferida usa o promotor tac de E,
coli, um hibrido entre regides do prbmotar de trp e do pro-
motor lac tal como descrito por deBarr et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 80: 21-25 (1983). O plasmideo pKK223-3
(Pharmacia) que contém o promotor tac e o sinal de bermina-
¢80 da transcrig¢io zrnB de rRNA foi modificado com o inttuito
de remover o sitio de restrigdo da enzima SalIl derivado de
PBR322, O sinal de terminagfio RRNB de rRNA permite a expres-

sdo de promotores fortes, tal como foi demonstrado por Gentz
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et al., Proc., Natl. Acad. Sci. USA yg:rh936-u7uo (1981) e
por Brosius, Gene 27: 161-172 (198%4),

C DNA do plasmideo pKK 223-3
é clivado com enzimas de restrigfo de modo a produzir um
fragmento de DNA de 2,7 kb para gerar o clone pKK2.7. O
gene de aFGF respectivo é clivado a partir do vector pBR322
que o contém e transferido para o plasmideo pKK2,7 apds a
restricdo de pKK2.7 com EcoRI e Sall. O recombinante resul-
tante, representado na fig. 1, é usado para transformar
células de E.coli JM 105 (Pharmacia) ou DHS (BRL) e & ex-

presso.

A mutagenizacgiao especifica num
sitio é um modo eficiente para converter a sequéncia de ami~-
poacidos de aFGF de uma espéecie animal numa sequéncia de
aminodcidos de aFGF de outras espécies. A descricgfo seguin-
te diz respeito a conversio mutagenica especifica num sitio,
de aFGF bovino da forma de 140 aminodcidos (numerada de
acordo com a forma nativa) em aFGF humano, tendo em consi~-
deragéo, contudo, que este processo pode ser usado para
converter aFGF de qualquer especie de mamiferos noutro de
qualquer outra espécie, A unica limitagHo desta conversio
é o facto de ambas as sequencias de aminodcidos dos aFGFs
deverem ser conhecidos. A tabela seguinte € uma lista de
aminodcidos que devem ser substituidos e respectiva locali-
zag8o no mapa de aminodcidos de aFGF bovino, Tabela VI,

no qual as substitui¢des sio feitas:




Localizacgdo
do Aminofcido

21
35
47
51
64
106
116
117
119
125
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Tabela VIIT

Aminoacidos Substituidos

al'GF humano para aFGF bovino

Pro Leu
His Tyr
Arg Lys
Ser Cys
Val Ile
Tyr Phe
Asn His
Ser Arg
Cys ' Ser
Arg Leu

Tyr Phe
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Tal como na sequéncia do gene
bovino, oito oligonucleotidos que representam a sequencia
do gene humano sio construidos segundo o mesmo procedimento
usado para os oligonucleotidos bovinos. A tabela seguinte
contém um dos muitos bossiveis arranjos de oligonucleotidos
que € usado para produzir o gene de aFGF humano,




TABELA IX

OLIGO-1

5' CTGCCACCGGGTAATTAC 3'

OLIGO-2

5' CGGTGGTCACTTTCTCCG 3'

OLIGO-3
5' CGGCACCAGAGATCGTTC 3'

OLIGO-4

5' GCAGCTGTCCGCCGAATCTGTCGGTGAAG 3'
OLIGO-5

5' CTGGTCAATACCTTGCCATGG 3'

OLIGO-6

5' GCTGAGAAAAATTGGTTCG 3'
OLIGO-7

5' GGCCGCGTTTACAGCTGCCATTTTTCTTAAGG 3
OLIGO-8

5' CGTACTCACTATGGCCAAAAAGCTATCC 3'

o

gy

-30-
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O gene bovino sintético de
aFGF clonado é convertido num gene humano sintético de
aFGF através de uma série de mutagSes pontuais dirigidas.
A mutagene dirigida de oligonucleotidos do gene clonado per-
mite a alteragfo da sequéncia de bases de aFGF bovino de
tal modo que a sequéncia de aminodcidos resultante contém
0s aminodcidos substituidos indicados na Tabela VITI e &
de aFGF humanos. A delecgfo & feita no gene bovinc de modo
a remover a fenilalinina amino terminal para a produgao da
forma microheterogenica de aFGF humano de 139 aminoacidos.,
Uma mutagdo pontual é levada a cabo para substituir a aspar-
gina da posigdo dois por dcido aspdrtico. Em alternativa,
a aspargina € desanimada para formar acido aspartico. Os
métodos para levar a cabo estes procedimentos estio descri-
tos abaixo ou s#8o conhecidos no meio cientifico., A mutage~-
nese dirigida de oligonucleotidos € realizada usando pro-
cessos padrdo conhecidos no meio, Zoller and Smith, Methods
in Enzymology, 100: 468-500 (1983); Morris et al., Nucleic
Acids Research, 1l: 5103-5112 (1983); Zoller and Smith,
DNA 3: 479-488 (1984), As mutacdes pontuais de comversio
de bovino para humano sfo levadas a cabo através de mutage-
nese de oligonucleotidos dirigido e padronizada e s3o mos-
tradas na Tabela seguinte., A localizagio da base mutageni-

zada pode ser observada na Tabela X.
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Tabela X

N

R

f’:—: =32~

T

Localizagdo Base substituida Aminoacido humano
da base aFGF humano para aFGF bavino  Correspondente
22 c T Pro
69 c T His
112 G A Arg
148 C G Ser
159 G A Val
199 A T Tyr
324 A C Asn
354 A C Ser
358 G C Cys
364 G T Arg
365 c G Arg
382 A T Tyr
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Para facilitar a mubagenese do
gene aFGF bovino, este é transferido para o vector padrio
M13 mpl9, que é wi vector de bacteriéfago de DNA de cadeia
simples., O plasmideo pKK-aFGF bovino é clivado com EcoR1l e
Sall e o fragmento de 440 pb resultante € purificado atravdd
de um gel, A RF do DNA do vector M13 mpl9 é clivada com as
mesmas duas endonucleases e as extremidades s3o subsequente-
mente desfosforiladas com fosfatase alcalina bacteriana.

O DNA do vector e o DNA do fragmento do gene de aFGF sio
ligados e a mistura é usada para transformar células de E.
coli DH5. Um clone figico contendo o gene aFGF bovino & se-
leccionado e denominado, M13mpl9-baFGF.

Os oligomeros humanos represen
tados na Tabela IX sf3o fosforilados e ligados individualmen-
te ao DNA M13mpl9-baFGF de cadeia simples do fago. Molecu-
las de cadeia dupla fechados em circulo s3o preparadas usando
ligase de DNA de T4 e o fragmento klenow de polimerase T de
DNA, Cada uma das preparagdes foi usada para transformar
celulas JM105 competentes e as Placas transformantes re-
sultantes sfo seleccionados por hibridag8o com um oligomero
apropriado que é marcado usando cinasa de polinucleotidos.
O DNA de cadeia simples € isolado de um clone fagico que
contém as mutagdes do oligomero humano 4 e o Processo aci-
ma descrito é repetido usando o oligomero humano 5 de modo
a gerar um clone que contenha os mutagSes dos oligomeros
4 e 5 ao mesmo tempo,

Nos processos seguintes, as
mutagSes das sequéncias de bovino para humanos nos clones
de M13 foram associadas a um clone de PBR322, As RF de DNAs
foram preparados a partir de clones que contem modificagdes
de bases especificadas pelos oligomeros humanos 1, 2, 6 e
8. O DNA do clone mutante humano 1 foi clivado com EcoRI,

as extremidades foram desfosforiladas com fosfatase alcalina




bacteriana e o DNA foi clivado com HindIIT. O DNA do mutan-
te humano 2 foi clivado com HindITI, tratado com fosfatase
e depois clivado com BamHI. O DNA do mutante humano 6 foi
clivado com BamHIL, tratado com fosfatase e clivado subse-
quentemente com Apal. Da mesma forma o DNA do miitante huma-
no 8 foi clivado com Apa I, as extremidades foram desfosfo-
riladas e o DNA foi clivado com Sall. Estas quatro prepara=-
¢Ges de DNA foram submetidas atravds de um gel de agarose

a 2% e os fragmentos de 45 pb, 190 pb, 135 pb e 70 pb dos
DNAs mutantes que contém as mutagSes humanas 1, 2, 6 e 8
respectivamente, foram eluidos do gel. Volumes de cada frag-
mento sdo ligados colectivamente a um fragmento de 3,7 kb
EcoRI-Sall de pBR322, purificado através de gel, usando li-
gase de DNA de T4 e utilizantes para transformar células
competentes de E, coli DHS (BRL) segundo o mefodo descrito
pelo fornecedor. Um clone que contém as mutagdes especifica-
das por todos os quatro oligomeros 1 mutantes & seleccionado
por hibridagdo com sondas marcadas radiocactivamente prepa-
radas a partir de cada um dos oligomeros., 0 fragmento de
DNA KpnI-BamHl de 140 pb isolado a partir da RF do DNA do
clone de M13 mutante humano clivado & ligado aos produtos
da clivagem endonucleasica deste DNA mutante humano 1-2-6-8
e usado para transformar celulas DHS competentes por forma
a gerar um clone com as mutagdes 1—2-3-6-8 humanas, Os frag-
mentos gerados por digestdo com Bam H1 e Pst 1 deste dlti-
mo clone sao ligados aos fragmentos gerados por digest3o
com Bam Hl e Pst 1 da RF de DNA do clone M13 humano 4-5 e
a mistura da ligagio € usada para t mnsformar celulas com-
petentes DHS, Um clone contendo as mutagdes humanas 1-2-3-
-4-5-6-8 é seleccionado por hibridagdo de oligomeros e o
fragmento de DNA EcoR1l-Sall do gene aFGF deste plasmideo
Tecombinante € ligado & RF de DNA de M13 mp 18 (BRL) cliva-
da com EcoRI e Sall e tratada com fosfatase. As células com-
petentes DH5 s3o transformadas com este DNA ligado e as

celulas transformadas sio plaquedas em celulas hospedeirosg




JM 105 de forma a gerar um clone M13. O DNA fdgico de cadeid
simples deste clone é ligado ao oligomero humano 7 e & obtid
do um clone M13 que contém todas as mutagSes desejadas, se-
guindo o processo descrito acima, O clone humano aFGF ¢ de-
signado por M13mplS8-haFGFE,

0 aFGF puro na auséncia de hepa-
rina torna-se menos activo, presumivelmente devido 3 gera~
gdo de ligagles dissulfidicas intramoleculares incorrecta-
mente estabilizadas e de agregados formados através de 1i-
gagdes dissulfidicas intermoleculares, As ligac¢Ses dissul-
fidicas covalentes sfo formadas entre si dois residuos de
cisteina, quer em duas cadeias polipeptidicas separadas ~
- ligagOes dissulfidicas intercadeias -~ quer em diferentes
posigles da mesma cadeia - ligac¢les dissulfidicas intraca-
deia. No caso de iodinagio oxidativa enzimatica, as molecu-
las activas podem ser recuperadas atravéds da redugao com
20 mM ditiotreitol na presenga de 3M cloreto de guanidinag
a um pH de cerca de 9,1, 0 presente invento utiliza a muta-
genizagao dirigida a um sitio para a substituigao especifica
ou delecgdo de aminodcidos capazes de formar ligacdes cova-
lentes intramoleculares ou intermoleculares estranhas ou de
aminoacidos sensiveis a oxidagfo., O termo substituigio aqui
referido diz respeito a troca deliberada na sequéncia de
bases do DNA de aFGF, de tal modo que um aminodcido desejadd
é substituido por outro aminodcido diferente do desejado -
-aminoacido nio desejado. O aminoacido niodesejado pode ser
um capaz de formar ligag¢8es covalentes nfo dese jadas, espe-
cialmente ligagdes dissulfidicas, ou um que seja oxidavel
pelo ar ou que possa diminuir a actividade biologica da mo-
lecula. 0 termo delecgio aqui usado diz respeito a mudanga
deliberada na sequéncia de bases do DNA de aFGF tendo como
resultado a eliminagfo do aminodcido desejado. O aminodcido
primario associado a formagio de ligagSes covalentes intra-

moleculares e intermoleculares é a cisteina, ao passo que




- -36-
2 ﬁ =

os aminoacidos que s#o propensos i oxidagdo incluem a cis-
teina, a metionina e o triptofano. O residuo ou residuos

de cisteina podem ser substituidos por qualquer aminoacido
que ndo forme ligag8es dissulfidicas. O aminodcido preferido
para a substituigfo da cisteina é a serina. Os aminoacidos
propensos a oxidagdo s3o substituidos por qualquer aminoaci-]
do resistente a oxidag3o e que incluem, mas ndio sfo restrin-

gidos a alanina, valina, leucina e isoleucina,

0 invento é conhecido de forma
a incluir mutag¢Ses especificas num sitio, de um ou mais re-
siudos de cisteina e de qualquer residuo de metionina n3o
terminal que possam tornar o aFGF nativo ou recombinante
menos activo ou inactivo devido a formagao incorrecta de
ligagOes intramoleculares ou intramoleculares ou a modifi-
cagdes oxidativas. As proteinas recombinantes ou nativas,
bovinas ou humanas contém dois residuos de cisteina em co-
mum localizadas nas posigdes 16 e 83 e um residuo de metio-
nina comum localizado na posig¢do 67 definida pela forma na-
tiva de 140 aminodcidos quer de aFGF bovino quer de humano.
Os aFGFs bovino e humano contém cada um, um terceiro residuo
de cisteina nas posig8es 47 e 117 respectivamente. Os resi-
duos de cisteina comuns s3o os mais possiveis responsaveis
pela formagao de ligagles dissulfidicas uma vez que a loca-
lizagdo dos residuos de cisteina nas ligagSes dissulfidicas
€ altamente conservado em proteinas homélogas. Desta forma,
os terceiros residuos de cisteina que estdo em diferentes
locais nos aFGs bovino e humano nio sdo, muito provaWbelmen-
te, encontrados em liga¢des dissulfidicas em proteinas com-
pletamente activas. Considera-se que os novos aFfGPs mutantes
do presente invento incluem nio sé as formas substituidas
nos residuos nao comuns de cisteina mas também aqueles que
possuem todas as cisteinas deleccionadas, aquelas em que
uma ou duas cisteinas foram substituidas ou deleccionadas

e aquelas em que a metionina foi substituida ou delecionada.
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A substituigéd ou delecgdo de
qualquer uma, especialmente da unica cisteina, de todas as
cisteinas, de duas das trés cisteinas ou de metionina no
aFGF humano ou bovino através de mutagenese dirigida a um
sitio pode ocorrer apdés a formagio de ligacgbes dissulfidicas
intramoleculares ou intermoleculares e de formas oxida-

veis,

A mutagenese especifica para um
sitio € levada a cabo preferencialmente em R-aFGF bovino ou
humano produzido a partir de DNA genomico, cDNA ou atmvés
da construgao de genes que codificam para uma ou mais for-
mas microheterogenicas da proteina baseadas nas formas micro
heterogenicas de aFGF de especies de mamiferos incluindo o
homem. O DNA genomico é extraido do cerebro de mamiferos ou
das celulas pituitarias e preparado para clonagem quer pela
fragmentagao ao acesso de DNA de alto peso molecular segundo
a técnica de Maniatis et al., Cell 15: 687-70L (1978) quer
pela clivagem com enzimas de restrigSo segundo o método de
Smithies et al., Science 202: 1284-1289 (1978). O DNA gend-
mico é entdo incorporado num vector de clonagem apropriada,
em geral trata-se do fago lambda de E. coli: ver Maniatis
et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York (1982).

Para se obter cDNA que codifique
para aFGF é extraido, de células que expressam aFGF, pelo
método de Aviv and Leder, Proc. Natl. Acad. Sci. 69,: 1408-
-1412 (1972), RNA que contenha poli(A). O cDNA & preparado
usando transcriptase reversa e DNA polimerase segundo técni-
cas padrao descritas por Maniatis et al., Molecular Cloning
a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, New York (1982). O ¢DNA & clonado num veector
apropriado, geralmente pBR322, através de uma técnica se-
melhante a de Wewsink, et al., Cell 3: 315-325 (197k).
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O DNA genomico clonal ou biblio-
tecas de cDNA sdo testadas para identificar os clones que
contém sequéncias de aFGF por hibridagio com uma sonda de
oligonucleotidos, A sequéncia de sonda de oligonucleotidos
usada na hibridagfo é baseada na sequéncia de aminogcidos
de aFGF determinada. Maniatis et al., Supra, Anderson and
Kingston, Proc. Natl.Acad. Sci. USA 80: 6838-6842 (1983)
and Suggs et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 78: 6613-6617
(1981) descrevem virios processos para testar clomes gend-
micos e de cDNA. O processo preferido consiste em mutageni-
zar especificamente num ponto os genes humanos ou bovihos

sintetizados como descrito acima.

A mutagenese especifica num si-
tio é levada a cabo num clone recombinante de cadeia sim-
ples de bacteriofago que codifique para aFGF humano ou bo-
vino, tais como M13mpl8-haFGF ou M13mpl9-baFGF segundo os
métodos de Zoller and Smith, Methods in Enzym. 100:468-
-500 (1983), Morris et al., Nucleic Acids Res. 11:5103-
5112 (1983) e Zoller and Smith, DNA 3: 479-488 (1984). Trés
oligonucleotidos para cada especie sfo construidos de for-
ma a especificarem coddes de serina no lugar de cada um dos
coddes de cisteina do gene de aFGF humano nas posigdes 16,
83 e 117 e nas posigdes 16, 47 e 83 para o gene bovino,

E construido um oligonucleotido especifico de um codfo de
leucina e é colocado no lugar do codio de metionina na po-
sigdo 67 do aFGF humano ou bovino. Os oligomeros humanos

sintetizados estdo representados na tabela seguinte com as

bases mutadas sublinhadas.,




TABELA XY

Cisteina 1 (16) 5'CCGTTAGAGGAGTAAAGAAGC 3!
Cisteina 2 (83) 5'GGAAAAGGGACTCCTCG 3!
Cisteina 3 (117)5'!'CCGCGTTTAGAGCTGCC 3!

Metionina (67) 5'CCATCAGTGTCCAGGGCAAGG 3!

Oligomeros semelhantes sao iden-
tificados para as regides apropriadas do gene que codifica
pPara alFGF bovino e as mutagles especificas elaboradas como

descrito abaixo.

Os oligomeros humanos s3o fosfori
lados e ligados individualmente ao DNA de cadeia simples de
M13mp18-haFGF ou M13mpl9-baFGF. Uma segunda cadeia de DNA
é sintetizada usando o oligomero ligado como iniciador. Cad%
gene mutagenizado para a cisteina & usado para transformar
um hospedeiro apropriado como por exemplo, células competen-
tes de E. coli DH5., As células transformadas s3o plaquedas
numa camada de um hospedeiro aceitdvel para o virus M13 tal
como as células de E.coli JM1O05. As placas bransformadas
sdo selecdonadas por hibridagdo com um oligomero marcado
apropriado. As condigdes de hibridac3o s3o optimizadas para
cada sonda tendo em vista a prevengio da retengdo de hibri-
dos que contenham mudangas numa dnica base, O DNA de cadeia
simples é isolado a partir de coldnias fdsicas que contém
cada uma das mutagSes cisteina-serina e usado para sequencig
¢do segundo o método de Sanger et al., Proc., Natl. Acad.
Sci. USA 74:5463-5467 (1977). As RF de DNAs sdo preparadas
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Para cada clone clivado com EcoRI e Sall e purificado por
electroforese através de um gel de agarose, Os fragmentos
de 440 pb a inserir sfo ligados individualmente ao frasmen-
to de DNA EcoRI-Sall de 2,7 kb do vector de expressio que
contém um promotor tal pkk2.7. Os DNAs ligados sao usados
para transformar células competentes DH5 e os clones que
contém DNA com coddes mutados para cisteina sao seleccionag-
dos por hibridagio com o oligomero apropriado. Cada frag-
mento do gene aFGF inserido € sequenciado pelo método de
Maxam and Gilbert, Methods in Enzymology 65: 499-560 (1980).
Os clones que contém uma Unica mudanga de base em relagio
ao DNA humano original sfo deseignados: pkk-haFGF (Ser 16),
pkk-haFGF (Ser 83) e pkk-haFGF (Ser 117); por outro lado os
de DNA bovino sio designados por pkk-baPGF (Ser 16), pkk-
-baFGF (Ser 47) e pkk-baFGF (Ser 83) segundo a’ localizag8o
da substituig¢io na proteina.

A substituigdo de quaisquer dois
ou de todos os trés residuos de cisteina & acompanhado de
mutagSes pontuais multiplos ou da combinagfo de fragmentos
de restrigao dos recombinantes do tipo selvagem humano ou
bovino e dos genes sintéticos mutantes (Ser 16), (Ser 47)
(Ser 83) e (Ser 117), clonados em M13mpl9 no caso bovino
M13mpl8 no caso humano e subclonados em pkk2.7 como des-
crito acima. Deve ser entendido que as mutagles muléiplas
podem ser levadas a cabo tanto com os aFGF de uma sé muta-
¢do humanos com os bovinos descritos acima, contudo, a se-
guinte descrigdo incluira somente aFGF humana., Os Tecom-
binantes pkk-haFGF (Ser 16,32) e pkk-haFGF (Ser 16,32) sio
construidos introduzindo o fragmento de 0,23 kb EcoRI-BamH1l
de M13 mpl8 (Ser 16) em pkk2,7 seguido da insercio dos
fragmentos de 0,2 kb BamHI-Sall quer de M13 mpl8 (Ser 83)
quer de M13 mpl8 (Ser 117), O vector pkk27 é modificado de
forma a remover o sitio BamHl acima do promotor tac ao mes-
mo tempo que € deixado o sitio BamHl na sequéncia mulbiclo-

nal, Apds digest3o com os correspondentes enzimas de res-
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trigdo e subsequente ligagfo e transformagéo de um hospe=-
deiro apropriado, os clones s3o seleccionados e testados
de forma a conhecer aqueles que contém plasmideos com o pe-
so molecular esperado para os recombinantes e que é de cer-
ca de 3,1 kb, Os hospedeiros bacterianos apropriados podem

incluir mas ndo s8o limitados a E.coli DHS, JMlo( ou AB1899,

0 mutante haPGF (Serlé,83,117)
é construido através da substituigdo do fragmento de 0,13
kb Sphl-Sall de pkk-haFGF (Ser 16,83) pelo correspondente
fragmento de pkk-haFGF (Ser 117) que codifica para Ser em
vez de cis na posigao 1l17. O fragmento de 3kb-Sphl-Sall
de pkk-haFGF (Ser 16,83) & purificado por electroforese
preparartiva através de um gel de agarose, electroeluido
e ligado ao fragmento de 0,13kb Sphl-Poll de pkk-haFGF
(Ser 117) purificado a partir de um gel de poliacrilamida
a 5% da mesma forma, Os fragmentos purificados s3o ligados

e 0s recombinantes seleccionados como descrito acima.

0 mutante pkk-haFGF (Ser 83~
-117) € construido por substituigio do fragmento de 0,3kb
Pstl de pkk~haFGF, a forma n3o mutagenizada, pelo fragmento
pkk-haFGF (Ser 16,83,117) que inclui os coddes para Ser em
vez de de cis nos posigdes 83 e 117, usando as técnicas
acima descritas. Os transformados s3o analisados por di-
gestao com Pstl-Sall para determinar a orientacio dos frag-
mentos ligados, todos os genes s3o sequenciados pelo mé-

todo dideoxi de Songer et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA
74:5463-5467 (1977).

A expressao do gene aFGF mutado
é acompanhado Por um numero diferente de sistemas de expres-

sdo com promotores em diferente numero de celulas hospedei-
ras. & desejado e tentado que no campo abarcado por este

invento estejam incluidos e uso de outras celulas hospedeiras




e sistemas de expressio com promotores para a expressio
de genes aFGF mutagenizados intactos., As celulas hospedeiras
incluem celulas bacterianas, leveduras, de insectos e de
mamiferos. Os antigeneos também podem ser expressos em vi-
rus. Apesar dos genes poderem ser expressos em numerosas
celulas procariotas e varias celulas eucaridticas, as celu~-

las hospedeiras preferidas sfo as de Escheridia coli. Os

vectores de expressio que podem ser usados para a expressio
de aFGF mutado incluem, mas ndo s3o limitados a, PBR322,
#La231l, pke30, ptach,\(gtll, CheY, pASl, pLC24, pSB226,
Svho e pkk223-3 sendo este ultimo o preferido., Os vectores

de expressio de Escherichia coli permitem geralmente a tra-

dugao do residuo de metionina ligado ao primeiro aminodcido
da proteina desejada. Deve ser entendido que o presente in-
vento inclui n3o sé o mutante R-aFGF com uma metionina ter-
minal mas também o mutante R-aFGF em que a metionina ter-
minal é removida apds a tradugdo em celulas de levedura,
mamifero ou bactérias, O vector de expressao pode incluir
na sequencia de DNA um ou mais cistrdes adicionais que aumen
tam a expressdo do gene aFGF, Schower, et al., Proc, Natl.
Acad. Sci. USA 83: 8506-8510 (1986). 0 produto construido
preferido usa o promotor tac de E. coli, um hibrido entre ag
regides do promotor trp e do promotor lac como descrito por
deBaer et al., Proc. Natl, Acad. Sci. USA 80:21-25 (1983).
0 plasmideo pkk 223-3 (Pharmacia) que contem o promotor tac
e o terminador de transcrigfo de rRNA RRNB foi modificado
de modo a remover o sitio para a enzima de restricio Sall
em pBR322. Foi demonstrado que o terminador rrnB de TRNA
permite a expressio por promotores fortes, Gentz et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 4936-4940 (1981); Brofins,
Gene 27: 161-172 (1984).

O DNA do plasmideo pkk223-3 &
clivado, com enzimas de restrigfode modo a produzir um frag-
mento de DNA de 2,7 kb, para gerar o clone pkk2.7. 0 gene
sintetico de aFGF € clivado a partir do seu vector pBR322




e transferido para o plasmideo pkk2,7 apds a restrigio do
proprio pkk2,7 com EcoRl e Sall. O recombinante resultante
mostrado na fig. 1, é usado para transformar celulas de

E. coli JM105 (Pharmacia) ou DH5 (BRL) e expresso.

0 vector com expressdo aumentada
preferido conterd uma sequéncia de nucleotidos, o primeiro
cistrdo e, acima do gene que codifica para a proteina dese-
Jada, o segundo cistrfo, O primeiro cistrdo conterd, de uma
forma geral, uma sequéncia Shine-Dalfarno acima do cod3o
de paragem. Um vector com expressfo aumentado pode conter,

~ . . b . ~ . o
mas nio € limitado a seguinte sequencia de nucleotidos:

AATTATGTATCGATTAAATAAGGAGGAAT

TACATAGCTAATTTATTCCTGCTTATTAA

(pKK2.7) (cistrio de 1,2 oligomeros) (aFGF)

que é um primeiro cistrfo eficaz para aumentar a expressso
de aFGF mutante ou de tipo selvagem. O primeiro cistr3o &
inserido num pkk-haFGF comstruido, apropriado, no sitio
EcoRl. A insergio do fragmento provoca a perda do sitio de
clonagem EcoRl. 0O recombinante é usado para transformar uma
celula hospedeira apropriada, como os descritos acima e,
expresso. Este vector, construdo desta forma, provoca um au-
mento de cerca de dez vezes da expressio de aFGF mutante ou
de tipo selvagem. Os plasmideos que centém o vector com ex-
pressdo aumentada s3o designados por pKK2c-haFGF. 0 presente
invento € contemplado de forma a incluir clones que contém

vectores com expressio aumentada, tais como: PEKac-haFGF
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(ser 16), pKK2c-haFGF (Ser 83), pKK2c-haFGF (Ser 117),
pkk2c-haFGF (Ser 16,83), pkk2c-haFGF (Ser 16,117), pkk2c-
~haFGF (Ser 83, 117), pkk2c-haFGF (Ser 16, 83, 117).

Os clones de expresszo mutados
crescem a cerca de 372C num meio de crescimento apropriado
que é constituido por cerca de 1% de triptona, cerca de 0,5¢
de extracto de levdura, cerca de 0,5% de NaCl, cerca de
0,4% de glucose e cerca de 50 wg/ml de ampicilina. Quando
a demsidade éptica a 550 nm atinge cerca de 0,5, pode-se
adicionar isopropil-B-D-tiogalactopiranosido (IPTG) até uma
concentragio final de cerca de 1 mm e o crescimento conti-
nua a cerca de 37°C até cerca de 24 horas. As celulas de
um litro de meio de cultura s3o colhidos por cemtrifugagio
€ ressuspensas num tampio de lavagem que contem fosfato
a cerca de 100 mM e cerca de 5 mg/ml de EDTA. Apds a ressus-
pensdo final é adicionado lisozima até cerca de 0,1 mg/ml
e a suspensfo é incubada em agitagfo suave a 30°C durante
cerca de 15 minutos. As celulas sio colhidas por centrifu-
gagdo e ressuspensas num tamp3o de disrupgdo que contém
cerca de 100 mM fosfato de sddio a pH 6,0, cerca de 3 mM
EDTA, cerca de 0,03 mM N-p-toluenossulfonil-2-fenil-alanina
clorometil cetona (TPCK); cerca de 0,05 mM pepstatina A,
cerca de 0,05 mM fenilmetilsulfonil fluorido (PMSF), cerca
de 0,05 mM de leupeptina e cerca de 15 pg/ml de inibidor
de tripsina pancreas bovino (BPTE). As celulas ou s3o ime-
-diatamente disruptas ou congeladas e guardadas a =702C e
disruptas, imediatamente apds descongelagiio, através de
duas pasaagens por um compartimento de pressfo francés a
cerca de 20 000 psi a cerca de 42C. 0 fluido sobrenadante

é colhido apds centrifugacio e liofilizado.

Os aFGFs mutados sfo purificados
até a homogeneidade por um processo de cromatografia que
compreende tres bassos, empregando uma matriz de troca de

catiles, seguida de uma matriz de afinidade de Sepharose-




-Heparina e seguida por cromatografia liquida de alta efi-
cdcia (HPLC) de fase reversa. Os fluidos sobrenadantes lio-
filizados sio ressuspensos em tampao fosfato a cerca de 100
mM a cerca de pH 6,0 e adicionados ao permutador de catides,
de preferéncia CM-Sephadex que foi equilibrado no mesmo bam~
pao. O CM-Sephadex é adicionado a razio de 6,5 ml de resina
sedimentada por grama de proteina. A resina é colhida num
funil poroso de vidro, e lavada trés vezes com tampdo fos-
fato salino a cerca de 100 mM de fosfato e cerca de 150 mM
NaCl a pH cerca de 6. A resina é ressuspensa no mesmo tampid
empacontada na coluna, lavada e eluida com cerca de 600 mM
de NaCl no tampfo. A Sephase-Heparina é equilibrada com cer-
ca de 10 mM tampao fosfato a cerca de pH 7,2 e adicionada
ao eluido a razdo de cerca de 1 ml de resina sedimentada
por 1 mg de proteina, agitada suavemente durante cerca de

1 hora a cerca de 4% e o complexo resina-proteina é colhido
num funil. A resina é ressuspensa no mesmo btampio e empaco-
tada na coluna a cerca de 1-2 volumes de coluna por hora.

A coluna foi lavada num tamp@o que contém cerca de 10 mM

de fosfato a cerca de pH 7,2 e cerca de 0,8 M NaCl e eluida
com cerca de 1,5M NaCl no mesmo tamp3o. Cada proteina &
colhida e purificada por HPLC de fase reversa., As fracgdes
sao aplicadas numa coluna de HPLC de fase reversa, cerca

de CB’ equilibrada com cerca de 10 mM acido trifluoroacéti-
co (TFA) e eluido com um gradiente de cerca de 0 a cerca

de 100% de 4 mM TFA, cerca de 0-67% CHBCN em cerca de 30

minutos.

A actividade mitogénica dos re=-
combinantes mutados de aFGFs purificados é determinada por
incorporagao de 3H-’l‘imidina em DNA por linha celular de
fibroblastos, de preferéncia BALB/c 3T3 A31 (American Type
Culture Collection). As proteinas mutantes dos plasmideos
pkk-haFGF (Ser 16) e pKK-haFGF (Ser 83) estimularam os fi-
broblastos a um nivel igual ou inferior ao do a¥FGF nao mu-

tado humano. A proteina mutante de pKK-HaFGF (Ser 117) mos-
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trou uma actividade estimuladora que é mais alta do que as

formas nio-mutadas na auséncia de heparina.

Um ensaio mitogenice muitec repro-
dutivel e comntrolado é requerido para comparar as activie-
dades mitogenicas relativas especificas do haFGF de tipo
selvagem e dos mutantes Cis e Ser., As culturas confluentes
de celulas de Balb/C 3T3 em meio de cultura livre de soro
foram estimuladas com diluigSes a 1:2 consecutivas até cer-
ca de pelo menos da ordem de 3 log de concentragao de afGF
e que cobrem um aumento completo da resposta em relacdo ao
fundo do pico de sintese de DNA. Uma unidade estimuladora
é calculada como a quantidade de aFGPR por ml que gera me-
tade da resposta maxima. A actividade mitogénica especifica
€ o numero de unidades estimuladoras por mg de aFGF puro.

0 ensaio é padronizado mais adiante por diluigfo de solu~-
¢Oes stock até cerca de 50 pg aFGF/ml de TFA/CH?CN ou menos.,
A diluigdo elimina qualquer efeito da concentracao de tal

forma que diferentes amostras podem ser comparadas.

A conversao de Cisll7, quaisquer
duas Cis ou todos os trés residuos de Cis em Ser resulta
num aumento de 7 a 20 vezes na actividade especifica da pro-
teina na auséncia de heparina. Mesmo na presenga de hepari-
na, todos os quatro multiplos mutantes sSo mais activos do
que o R-aFGF humano de tipo selvagem (Ser 83,117) sendo cer-
ca de 2,7 vezes mais activos. Apesar da heparina estimular
a actividade de aFGF de tipo selvagem de 20 vezes, apenas

potencia a actividade dos mutantes entre 3 e 5 vezes,

A conversao de todos ou de quais-
quer dois dos treés residuos de cis do aFGF humano em Ser re-~
sulta num aumento de 7 a 20 vezes da actividade especifica
da proteina na auséncia de heparina. Mesmo na presenga de
heparina, todos os quatro multiplos mutantes s3o mais acti-

vos do que as formas n3io mutadas de haFGF, sendo o haFGF
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Ser (83,117) cerca de 3 vezes mais activo.

0 aFGF recombinante mutado é
util na promogao da reparagido ou cura de, mas nio limitada
a, feridas de tecidos provocados por queimaduras, cortes ou
laceragdes e ulceras cutaneas assim como de feridas dos mus-
culos do esqueleto tais como fracturas osseas, roturas de
tenddes ou ligamentos e inflamagSes de bolsas e tendSes.
Reparagfio de tecidos, tal como aqui é usada, & definida
como a regeneracao de tecido apos estimulagfo de celulas
da mesoderme, ectoderme ou neuroectoderme por aFGF. 0 r-
-aFGF mutado também € ubtil na promogio da cura e regenera-
¢do da cartilagem ou tecidos da cartilagem. A administragio
de a¥FGF mutado para a reparagdo de tecido mole, incluindo
tecido de cdrnea, seri geralmente tdpica, subcubanea, intra-
venosa ou intraocular. Os tecidos moles incluem todos os te-
cidos excepto os associados com o sistema de msuculos do
esqueleto como descrito acima. Os novos peptidos podem ser
administrados com ou sem ‘heparina, preferivelmente sem he-
parlna em quantidades de cerca de 0,1 a cerca de 100 vg/
Jem> /dia deste invento, da prdeina, na 4rea ferda quer to-
picamente quer subcutaneamente a cerca de 1 a 100 ug/cmB/
/dia. Os limites mais preferidos de aplicag¢io na adminis-

tragdo topica é cerca de 1 a 10 pg/cmz/dia.

A heparina é um glicosaminogli-
camo sulfatado que consiste em partes iguais dos agucares
D-glucosamina e D-4cido glucuronico que, sio sulfatados em
graus variaveis. Estd comercialmente disponivel numa forma
nao modificada bem como em solugdao para aplicagiio terapeu-
tica directa. Quando a heparina ¢ administrada com aFGF em
aplicagdes tdpicas ou subcutaneas gz concentragao preferida

¢ de cerca de 3 a 30 vezes a quantidade (massa) de aFGF
administrado por dia.
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Para a reparacao de musculos do
esqueleto e cartilagem ou de feridas, o r-afGF mutado é
administrado preferencialmente no local da lesfio quer du-
rante a cirurgia quer por injecg¢io. A implantagao cirurgica
de formas que se libertam lentamente de aFGF mutado permi-
tira a libertagfio continua do factor de crescimento durante
um longo periodo de tempo. Métodos de formulagio de aFGF
mutado para libertacdo lenta sao conhecidos, Os niveis de
doseamento para as feridas do musculo do esqueleto serio
de cerca de 10 a 100 ug/cmB/dia.

0 mutante de r-aFGF é para além
disto dtil na promogdo de uma Treoaragio mais facil do teci-
do vascular in vivo, tal como o crescimento de vasos san-
guineos (angiogenese), reparagao de vasos (tal como a subs-
titui¢do de celulas endoteliais danificadas) e na estimula-
gao do crescimento de células endoteliais em substratos
apropriados para a produgiao de vasos sanguineos para implan-
tagao., A actividade de angiogenese in vivo dos novos pepti-
dos mutantes r-alGF é acompanhada pela administragfo intern
como por exemplo subcutanea, de cerca de 1 a 10001pg/bm3/dia
sendo a quantidade mais preferivel entre 10 e 100 ug/cmB/dia.
Os limites preferiveis de aplicagfo para reparaciio da super-
ficie é de cerca de 100 ng a 100 gg/cmz/dia sendo os limi=-
tes mais preferiveis de aplicagio de 1 a 10 pg/cmz/dia. A
reparagio de vasos em larga escala & acompanhada de uma
unica dose de cerca de 0,1 a 100 ng/cm3 ou da infusio con-
tinua de 1 a 1000 pg/cmj/dia. 0 crescimento in vivo de ce-
lulas endoteliais em substractos apropriados para a produ-
¢do de vasos sanguineos & acompanhada pela administracio de
1 a 10 ng/ml/dia.

0 mutante de r-aFGF é também
Util na indugfio in vivo do activador de plasminogéneo por
celulas endoteliais vasculares para o tratamento de ataques

de trombose. Os ataques de trombose resultam da formacio




de trombos em vasos sanguineos que podem resultar em acessod
de trombose, trombose de veias funda, enfarte do miocardio
e outras circunstancias médicas que ddo lugar a necrose de
tecidos e muitas vezes a morte do paciente., A digestao des
coagulos formados e a prevengio da formagdo posterior de

coagulos pode ser mediada pelo mutante r-aFGF que, desta

forma, beneficia o tratamento de ataques de trombose, O pre-
-tratamento com o mutante r-aFGF também pode ser usado para
prevenir a formagfo de coagulos em animais, incluindo o ho-
mem que possuem risco elevado de formagfo de coagules. Os

limites desejaveis de dosagem do mutante r-aFGF para o tra-
tamento de ataques de trombose & de cerca de 10 yg-10 mg/kg/
/dia,

0 r-aFGF mutado ou de tipo sel-
vagem € também util na promogio da reparacio de tecido ner-
voso central e periférico incluindo a manuteng¢ao e estimula-
¢do dos neurdnios do hipocampo, dos neuronios que sao dani-
ficados ou destruidos pela doengs de Alzheimer e dos neurd-
nios motores e sensores cuja destruic¢lo wausa paralisia.

0 tecido nervoso danificado pode ser estimulado por aFGF
mutado ou de tipo selvagem para a produgio adicional de

neurdes por mitose de neuroblastos tendo em vista a regu-~
lagdo dos nervos danificados na drea e a promog¢io de alto
crescimento nervoso a partir dos neurdnios. Os peptidos

podem ser administrados como descrito para o caso da cura
de feridas, do tecido mole ou do tecido do musculo do es-

queleto.

Para aplicagio tdpica s3o usados
varios excipientes farmaceuticos para administrag¢sdo do compos
to activo deste invento. Tais excipientes incluem, mas ndo
sdo limitados a, unguentos tais como petrolato hidrofilico
ou polietileno glicol; massas que podem conter gomos tal
como goma de xantdo; solugdes tais como alcolicas ou aguosas

geis tais como hidroxido de aluminio ou geis de alginato




de sodio; albuminas tais como as humanas ou de animais j
colageneos tais como o humanoe ou de animais; celuloses tais
como os celuloses de alquilo, celuloses de hidroxialquilo

e celuloses de alquilohidroxialquilo, por exemplo metilce-~
lulose, hidroxietilcelulose, carboximetilcelulose, hidroxi-
propilmetilcelulose e hidroxipropilcelulose; poloxameros
tais como PluronicR Poliois exemplificados pelo Pluronic
F-127; tetronicos tal como o tetronico 1508 ; alginatos tal
como o alginato de soddio. Os excipientes farmaceuticos in-
cluirao um ou mais dos compostos do afGF mutado em quanti-
dades de 0,1 a 100 pg/ml.,

Para aplicagdes nzo tdpicas o
mutante r-aFGF é administrado em combinagfo com excipientes
farmaceuticos aceitaveis ou diluentes tais como, tampzo
fosfato, salino, tampido fosfato salino, solugdo de Ringer
ou semelhantes numa composig¢io farmaceutica de acordo com

a pratica farmaceutica usual,

A capacidade do aFGF mutado para
estimular a divisfio em varios tipos de celulas incluindo
fibroblastos, celulas endoteliais vasculares ou de cornea
ou semelhantes torna estes peptidos uteis como agentes far-
maceuticos. Estes compostos podem ser usados no tratamento
de feridas de mamiferos incluindo o homem através da admi-
nistrag¢ao do novo r-aFGF mutado a pacientes que necessitem
de tal tratamento.

Os exemplos seguintes ilustram
0 presente invento sem contudo o limitarem a isso.
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EXEMPIO 1

Sintese de oligonucleotidos

Os oligonucleotidos foram sinte-
tizados de acordo com a técnica descrita por Matteucei and
Caruthers, J, Am, Chem. Soc. 103: 3185-3191 (1981); Beaucage
and Caruthers, Tetrahedron Letters 22: 1859-1862 (1981),
As sequencias de bases dos oligonucleotidos sintetizados

estdo representados nas Tabelas VII, IX e XI,

EXEMPLO 2

Montagem do gene aFGE

Os oligonucleotidos bovinos do
Exemplo 1 foram montados como duas subunidades separadas,
a metade da extremidade N (231 pb) e a metade da extremida-
de C (209 pb). As duas metades foram ent3o combinadas para
formar o gene sintetico intacto, ver Tabela VI, Inicialmente
0s oligonucleotidos s3o tratados com linasa na seguinte mis-
tura de reacgdio: 70 mM Tris pH 7,6, 5 mM DTT, 10 mM MgCl,,
33 WM ATP, 0,3 unidades de cinase de polinucleotidos de Th
por al e 2,5 pmoles de oligonucleotidos por nl., A mistura
foi entfo incubada durante 1,5 horas a 372C e durante uma
hora suplementar, adicionando 3 mistura 0,2 unidades/ml de
cinasa e ATP até atingir a concentracao de 100 mM., Para mar-

cagles radioactivas a mistura inicial continha 37 nCi/nl de
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[-2%p 7-a1p.

As fus8es e ligagdes foram realiza-
das em duas reacg¢des separadas. Em cada reacgao, 100 pmole
de cada um dos oito oligonucleotidos foi adicionado, Numa
reacg¢ao, os oligonucleotidos que formam uma cadeia da me=-
tade do gene da extremidade C ou de extremidade N foram
tratados com cinasa com excepgao de oligonucleotido mais

proximo da extremidade 5'. Na segunda Yeacgao os oligonucleo

tidos que formam a cadeia oposta s3o tratados com cinasa uma
vez mais com a excepg¢io do oligonucleotido mais proximo da
extremidade 5!, Desta forma, em cada reacgao 3 oligonucleoti
dos sdo tratados com cinasa e 5 n3o sfo. Apés tratamento
com cinasa, os oligonucleotidos foram usados, foi também
adicionada 1 pmole do oligonucleotido marcado com 32P para
tornar possivel a identificagédo posterior dos produtos. Cada
reacgdo continha 200 ;11 de uma solugdo composta por 70 mM
Tris pH 7,6, 5 mM DTT, 10 mM MgCl, e 30 yM ATP., Os oligonu-
cleotidos foram fundidos por aquecimento ga 90°C durante 4
minutos, a reac¢fo foi transferida imediatamente a seguir
para 60°2C e arrefecida lentamente até 30°C, A ligacgHo foi
realizada num volume de 400 wl que contdm 60 mM Tris PH 7,6
10 mM DTT, 10 mM MgClZ, 1 m¥ ATP e 0,03 unidades de ligase
de DNA de Th por ul, incubando a mistura a 20¢C durante 1,5
horas,

A purificagio dos oligonucleotidosg
ligados foi realizada por electroforese através de um gel de
poliacrilamida. Os oligonucleotidos lidados foram precipita-
dos com etanol, redissolvidos em 20 nl de formamida a 80%,
50 mM TRIS-borato pH 8,3, 1 mM EDTA, 0,1% (P/V) cianol de
xileno e 0,14 (P/V) de azul de bromofenol. Cada amostra foi
aquecida a 902C durante 3 minutos e submetida a electrofore-
se através de um gel de ureis g 10% - poliacrilamida a 75
watts durante 5 horas. As bandas de oligonucleotidos foram

visualizadas por exposig¢ao do gel numa pelicula de raios X,
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As bandas de 231 bases da extre-
midade N em cada reacgfo sio cortadas do gel, reunidos e
eluidos a 4°C em 1 ml de acetato de aménia 0,5M e EDTA 1mM
pH8. O DNA eluido foi precipitado com etanol e redissolvido
em 30 wl de TRIS pH 7,6 70 nM, 5 mM DTT e 10 mM MgCl,. As
bandas de 209 bases daextremidade C foram eluidas da mesma

forma.

Os oligonucleotidos purificados
através do gel foram fundidos antes da sua transformagso
a 902C durante 4 minutos seguida de arrefecimento lento atd
202C, Presumindo uma Trecuperagio de 5% dos oligonucleotidos
iniciais de partida, 300 fmole e 100 fmole de oligonucleo-
tidos de 231 pb fundidos, recuperados, foram ligados cada um
a 100 fmole do fragemento de DNA de pPBR322 de 3,9 kb ZEcoRl-
-Bamill em 20 pl de TRIS pH 7,8 25 mM, 1 mM DTT, 10 mM MgC1L,,
O,4% nM ATP em 1 unidade de ligase de DNA de T! durante 1
hora a 202C., Os oligonucleotidos fundidos de 209 pb foram
ligados no fragmento de DNA de pBR322 de 3,9 kb BamHl-Sall
sob as mesmas condig¢des dos fragmentos de 231 pares de base.
20 e 1,ul
da diluigdo foi usada para transformar 20 wl de celulas de

As reacgdes de ligagdo foram diluidas a 1:5 em H

E. coli RR1 (BRL) competentes como descrito pelos fornece~
dores., As bacterias transformadas foram seleccionadas para
0 crescimento na presenga de ampicilina e testadas para a
presencga dos fragmentos inseridos de 231 pb EcoR1l-BamHl ou
de 209 pb BamHl-Sall por andlise de restricio de mini-lisa-

dos de preparag¢io de plasmideos.,

A sequéncia de DNA dos clones
que contém fragmentos inseridos do tamanho apropriado foi
determinada usando as técnicas quimicas de sequenciagfo de
DNA de Maxam and Gilbert, Proc, §atl, Acad. Sci USA 74:560-
=564 (1977). Uma vez que nenhum dos clones de 231 pb possuir
a sequencia correcta, um clone que contem a sequéncia correc+

ta foi preparado da seguinte forma, Um clone com a sequéncia
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correcta entre os sitios Kpn 1 e BamHl foi clivado com kpn 1
e com Sal 1 as quais clivam no vector PBR322, A banda de
400 pb foi purificada através de um gel e ligada & banda de
3,8 kb kpn-Sall de um segundo clone que contem a sequéncia
correcta entre os sitios Kpnl e EcoRT do fragmento inserido
do gene aFGF., Apés transformagdo, o clone resultante foi

sequenciado para assegurar que a sequéncia desejada foi
obtida.

Uma vez obtido um clone que con-
tém a sequéncia correcta de 209 pb, nio é necessaria mais
nenhuma manipulagio desses clones, 0 gene final de aFGF
sintético de comprimento completo foi clonado por clivagem
da metade terminal N do clone com BamHl e Sall, tratamento
com fosfatase alcalina e ligagag deste ao fragmento inserido
de 209 pb BamH1-Sall da metade da extremidade C do clone
e purificado através de gel. Este material ligado foi usado

para transformar celulas RR] competentes como anteriormente,

EXEMPLO 3

Mutagenese do gene aFGF bowviho em gene afGF humano

Para facilitar a mutagenese do
gene aFGF bovino, o gene sintetico do Exemplo 2 foi trans-
ferido para M13mpl9, um vector de bacteriofago de DNA de
cadeia simples, Os procedimentos padrio para a mutagenese
foram usados tal como descrito por Zoller and Smith, Methods
in Bnzymology, 100: 468-500 (1983); Morris et al., Nucleic
Acids Research 11, 5103-502 (1983); Zoller and Smith, DNA
3: 479-488 (1984). 0 plasmideo bowino PEKK-aFGF foi clivado
com EcoRI e Sall e o fragmento resultante de 4ho pb foi pu-




rificado através de um gel de agarose como no Exemplo 2.

A RF do DNA do vector M13mpl9 (BRL) foi clivada com os mes-
mas duas endonucleases e as extremidades subsequentemente
desfosforiladas em 100 ul de tamp3o TRIS pH 8,0 10 mM com
100 unidades de fosfatase alcalina bacterina, A ligacio foi
realizada usando 50 mg do DNA do vector tratado e 12 ng

do fragmento de DNA do gene aFGF em 10 nl de TRIS pH 7,8

25 mM, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, O,4 mM ATP com 2 unidades de
ligase de DNA de T4 durante 16 horas a 4°C. A mistura de
reacg¢ao foi diluida 1:5 em H20 e 1 pl da diluigio foi.usada
para transformar 20 pl de celulas competentes de E. coli
DH5 (BRL) segundo a descrigio do fornecedor. As celulas
foram semeadas com celulas hospedeiras E. coli JM 105 (Phar-
macia) em 0,03% X-gel e 0,3 mM IPTG; apds incubacfio a 37°C
as placas incolores sdo isoladas, Um clone figico que con-
tem o gene aFGF bovino foi seleccionado - M13mpl9o-baFGF,

Oito oligonucleotidos foram pro-
jectados para especificar a sequéncia humana e sintetizados
ver Tabela IX, O oligomero 8 contem uma mutagso adicional
na qual a Timina no sitio 386 no gene bovino & substituida
por citosina no gene humano. Esta mutagio permite a incor-
poragdo de um sitio de restrigio sem alterar a sequéncia
de aminoacidos do aFGF humano.

Os oligomeros humanos 1,2,3,4,6

e 8 foram fosforilados e 15 pmoles de cada foram fundidos

individualmente a 0,5 pmole de D NA fagico de cadeia sim-

ples de M13mpl9-baFGF em 10 pl de TRIS pH 7,5 =20 mM, 10 mM
MgClz, 50 mM NaCl, 1 mM DTT durante 10 minutos a 65°¢ segui-
do de 10 minutos a 23°C. As moleculas de cadeia dupla fechadh
circular foram ent3o preparadas em 20 wl de TRIS pH 7,5 20
mM, 10 mM MgCl,, 25 mM NaCl, 5,5 mM DTT, 0,5 nM ATP, 0,25 mM
dATP, 0,25 mM dCTP, 0,25 mM dGTP, 0,25 mM dTTP usando 1 uni-
dade de ligase de DNA de T4 e 2 unidades do fragmento klenow




da DNA polimerase I e incubado a 15°C durante 17 horas. As
preparagdes foram usadas cada uma para transformar celulas
competentes JM105 e as placas transformadas resultantes
foram seleccionadas por hibridagio com o oligomero aproprig
do que foi marcado radioactivamente com ->P-ATP usando cina+
sa de polinucleotidos. As condigdes de hibridagio foram
optimizadas para cada sonda de forma a prevenir a formag¢fo
de hibridos que contém uma unica base trocada. O DNA de

cadeia simples foi isolado a partir do clone fagico que

contem as mutacgdes
acima foi repetido

gerar um clone que

do oligomero L4 humano e o procedimento
usando o oligomero humano 5 de modo g

contenha as mutagSes de ambos os oligo-

meros 4 e 5,

No procedimento seguinte, as mu-
tagdes de bovino para humano da sequéncia nesses clones
de M13 foram reunidos num clone de PBR322, As RF de DNA
foram preparados a partir de clones que contém as trocas
de bases especificadas pelos oligomeros humanos 1, 2, 6 e 8.
O DNA do clone mutante humano 1 foi clivado com EcoRI, as
extremidades foram desforiladas com fosfatase alcalina bac-
teriana e o DNA clivado com HindIIT, O DNA mutante humano
2 foi clivado com HindIII, tratado com fosfatase e de se-
guida clivado com BamHl, O DNA do mutante humano 6 foi cli-
vado com BamH1l, tratado com fosfatase e clivado subsequente
mente com Apal. Da mesma forma, o DNA do mutante humano 8
foi clivado com Apa 1, as extremidades foram desfosforila-
das e o DNA foi clivado com Sal 1. Esta quatro preparagdes
de DNA foram submetidos a electroforese através de agarose
a 2% e os fragmentos de 45pb, 190 pb, 135 pb e 70 pb dos
DNAs mutantes que contém as mutagSes humanas 1,2,6 e 8
respectivamente foram eluidos do gel, Aproximadamente 60
fmoles de cada fragmento foram ligadas colectivamente a
cerca de 60 fmoles do fragmento de 3,7 kb EcoRl-8all de
PBR322 purificado através de gel, em 5 pl de TRIS pH 748
25 mM, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, O,4 mM ATP com 1,5 unidades
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de ligase de DNA de T4 durante 16 horas a 12°C. A mistura
de reacgdo foi diluida 1:5 em Hy0 e 1 ul da diluigdo foi
usado para transformar 20 yl de celulas competentes de

E. coli DH5 (BRL) como descrito pelo fornecedor. Um clone
que contem as mutagdes especificadas pelos quatro oligome-
ros mutantes foi seleccionado por hibridagsio com sondas
radioactivas preparadas a partir de cada um dos oligomeros.
0 fragmento de DNA de 140 pb Kpnl-BamHl isolado a partir
de RF de DNA clivada do clone M13 do mutante humano 3 foi

ligado aos produtos de clivagem por endonuclease do DNA do

mutante humano 1-2-6-8 e usado para transformar celulas com
petentes DH5 de forma a gerar um clone com as mutagles hu-
manas 1-2-3-6-8. Os fragmentos produtos de digest3o com
Bamll e Pstl deste ultimo clone foram ligados aos fragmen-
tos de RF de DNA digeridos com BamHl e Pstl do clone de

M13 Bumano 4-5 e a mistura da ligac3o foi usade para trans-
formar células competentes DH5. Um clone que contdém as mu-
tagdes humanas 1-2-3-4-5-6-8 foi seleccionado por hibrida-
¢do com um oligomero e o fragmento de DNA EcoR1-Sall do
gene aFGF deste plasmideo recombinante foi ligado a RF de
DNA de M13 mpl8 (BRL) tratada com fosfatase e clivada com
EcoRI e Sall. Celulas competentes DH5 foram transformadas
com este DNA ligado e as celulas transformadas foram semeg~
das em celulas hospedeiras JM105 de forma a gerar um clo-
ne de M13., O DNA fagico de cadeia simples deste clone foi
fundido com o oligomero 7 humano e um clone de Ml3 que con-~
tem todas as mutagdes desejadas foi obtido seguindo o pro-
cesso descrito acima, A RF de DNA foi preparada a partir
deste clone e clivada com Sal 1 e EcoRI, A banda de 440 pb
resultante foi purificada através de um gel e ligada ao
fragmento de DNA de 2,7 kb EcoRl-Sall do vector de expressad
com um promotor tac pKK 27. Este DNA foi usado para transfox
mar celulas competentes DH5 gerando deste modo um clone de
expressdo pKK-aFGF humano usado para a produg¢io da forma
humana de aFGF,




W

mm’n

:
] VA
&
¢ Wy
PR
i%f/’“WVﬂn

EXEMPLO 4

Mutagenese dos coddes cisteina do gene afGF

Um clone recombinante de bacte-
riofago de cadeia simples do aFGF humano, M13mpl8-haFGF,
do Exemplo 3 foi mubtagenizado usando processos descritos
por Zuller and Smith, Methods in Enzymology 100: 468-500
(1983): Morris et al., Nucleic Acids Research, 11:5103-
-5112 (1983); Zoller and Smith, DNA 3: 479-488 (198%),

Tres oligonucleonitos foram projectados de modo a especifi-

car coddes de serina no lugar de cada um dos coddes de cis~-
teina do gene aFGF humano nas posigdes 16,83 e 117. Os oli-
gomeros sintetizados estdo representados na Tabela XTI com

as bases mutadas sublinhadas.

Os oligomeros foram fosforilados
e 15 pmoles de cada foram fundidos individualmente com
330 ng de DNA de cadeia simples de M13mpl8-haFGF em 10 wl
de TRIS pH 7,5 20mM, 10mM MgCL,, 50 nM NaCl e 1 mM DTT
durante dez minutos a 652C seguido de 10 minutos a 23°C,
Uma segunda cadeia de DNA foi sintetizada usando o oligome-
ro fundido como iniciador em 20 pl de TRIS pH 7,5 20 mM,
10 mM MgCl,, 25 mM NaCl, 55 mM DTT, 0,5 mM ATP, 0,25 mM
dATP, 0,25 mM dCTP, 0,25 mM AGTP, 0,25 mM dATTP, usando 3
unidades de ligase de DNA de T4 e 0,4 unidades do fragmen-
to klenow de DNA polimerase I, por incubacfo a 12°C durante
17 horas. Cada uma das trés preparagdes foi diluida a 1:5
em HZO e 1 pnl da diluigdo foi usado para transformar aliquo-
tas de 20 yl de celulas competentes de E. coli DH5 (Bethesda
Research Labs) segundo a descrigfio do fornecedor. As celulas
transformadas foram semeadas com celulas E. coli JM105 que
actuam como celulas hospedeiras para o virus M13. As placas
de bacterias transformadas resultantes foram seleccionadas

por hibridagao com um oligomero apropriado que foi marcado
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radioactivamente usando P-ATP e cinasa de polinucleotidos|
As condigdes de hibridagao foram optimizadas para cada son-
da de modo a prevenir a retengio de hibridos que contenham

uma unica base trocada.

O DNA de cadeia simples foi iso-
lado de clones fagicos cada um contendo mutagBes de cisteins
Para serina, e em seguida usado para sequenciagio segundo o
método de terminagdo de cadeia com dideoxinucleotidos de
Sanger et al., Proc, Natl. Acad. Sci., USA 7h4: 5463-5467
(1977). As RF de DNA foram entfo preparadas a partir de
trés clones, cada um contendo uma das mutagdes especifica-~
das e, apls eliminagem com EcoRl e Sal 1, os fragmentos
inseridos do gene FGF libertados foram isolados por electro-
forese através de um gel de agarose, Os fragmentos inseri=-
dos, purificados, de 440 pb foram ligados cada um ao frag-
mento de DNA de 2,7 kb EcoR1-Sall do vector de express3o
que contém um promotor tac pKK 2,7 em 10 ul de TRIS pH 7,8
25 mM, 10 mM MgClZ, 1 mM DTT, O,% mM ATP com 3 unidades de
ligase de DNA de T4 durante 2 horas a 142C. Os DNAs liga-
dos foram usados para transformar celulas competentes DH5
e os clones que contem DNA com os coddes Cis mutados foram
seleccionados por hibridagio com um oligomero apropriado.

0 fragmento inserido do FGF no DNA do plasmideo destes clo-
nes foi completamente sequenciado usando o método quimico
de Maxam and Gilbert, Methods in Enzymology 65: 499-560
(1980). Um clone continha somente a troca de uma base tnica
do clone de expressio original de aFGF humano, gerando um
coddo de resina no lugar do coddo de cistefna na posigdo

83 e & designado por pKK-haFGF (Ser 83).

Os clones que contem cada uma
das outras duas mutagdes de cisteina para serina tambdm
continham trocas ndo especificas adicionais. Com o objecti-
vo de gerar os mutantes de uma dnica base desejados foram

Tealizados as seguintes ligacgles e transforma¢des. 0 frag-
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mento de DNA de 410 pb de HindIIT do clone com o coddo de
serina na posigéo 16 foi isolado e ligado ao fragmento
HindITT de 2,7 kb do clone de expressio original PKK-ha®GF,.
0 fragmento de DNA de 230 pb NcoI-SalTl do clone que contem
o coddo de serina na posigdo 117 foi isolado e ligado-ao
fragmento de 2,9 kb NcoI-Sall de pKK-haFGF. Cada uma des-
tas ahostras foi usada para transformar celulas DH5 compe-
tentes; foram usadas tecnicas de hibridagdo e sequenciag3o
para identificar os outros dois mutantes de uma sé base
desejados e designados por pKK-haFGF (Ser 16) e pKK-haFGF
(Ser 117). Estes trés clones foram usados para a produgio
das formas de aFGF humano Ser 16, Ser 83 e Ser 117.

Mutantes de aFGF humano dirigi-
dos a um sitio com dois ou trés residuos de cisteina (Cis)
convertidos em serina (ser) foram construidos por combina-
gao de fragmentos de restrigao de genes sintéticos mutantes
Ser (16), Ser 83 e Ser 117 e do tipo selvagem n3o mutado,
foram clonados em pKK 2,7 e subclonados em M13mpl8 como
descrito acima. Os recombinantes pKK-haFGF (Ser 16,83) e
PKK-haFGF (Ser 16, 117) foram construidos por introdugio
do fragmento de 0,23 kb EcoRI-BamHl de M13mpl8 (Ser 16),
que inclui o cod&o para Ser 16, em pkk 2,7 seguido de inserd
¢do dos fragmentos de 0,2 kb Bamil-Sall quer de MleplSr
(ser 83) quer de M13 mpl8 (Ser 117). Uma vez que o vector
pEk 2,7 contem dois sitios BamHl, um na sequéncia multiclo-
nal e o segundo acima do promotor tac, foi usado nestas consg
trugdes um vector pkk 2,7 modificado, no qual foi eliminado
0 segundo sitio BamHl. Apds digest3o com as correspondentes
enzimas de restrigfo, subsequente ligacio e transformacéo
de celulas competentes Ab1899 (E. coli Genetic Stock Center)
0s clones resistentes a ampicilina foram testados para os

plasmideos com o peso molecular esperado para os recombi-
nantes (3,1 kb).

O mutante haPGF (Ser 16, 83, 117)
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foi construido por substituicao do fragmento de 0,13 kb
Sphl-Sall de pkk-haFGF (Ser 16,83) pelo fragmento corres-
pondente de pKK (Ser 117) que codifica para Ser no lugar
de Cis na posigao 117. O fragmento de 3kb Sph 1-Sall de
pkk (Ser 16,83) foi purificado por electroforese através
de um gel preparativo de agarose, electroeluigdo e ligado
ao fragmento de 0,13 kb Sphl-Sall de pkk (Ser 117) purifi-
cado a partir de um gel de poliacrilamida a 5% da mesma
maneira. 0s fragmentos purificados foram ligados e os re~
combinantes seleccibnados para resisténcia a ampicilina

apés transformagfo de celulas AB1899.

Para a construg¢ido de pKK-haFGF
(ser 83,117), o fragmento de 0,3 kb Pstl de pKK~haFGF foi
substituido pelo menos fragmento de pKK~-haFGF (Ser 16,83,
117) que inclui os coddes para Ser em vez de Cis nas posi-
¢Bes 83 e 117 usando, basicamente, a mesma estratégica. As
celulas transformadas de AB1899 foram seleccionadas para
resistencia a ampicilina e analisadas por digestio com
Pstl e Sall para determinar a orientagfo dos fragmentos
ligados. Todos os genes mutantes foram sequenciados pelo
método dideoxi usando reagentes para sequenciacgso stan-

dardizadas da USB Corp.
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EXEMPLO 5

Expressio do gene sintético bovino aFGPF

Os genes de aFGF intactos do
Exemplo 4 foram incorporados num plasmideo pkk 223-3 modi-
ficado., O plasmideo pkk 223-3 (Pharmacia) contém o promotor
tac o qual € um hibrido entre regides dos promotores trp e
lac, de Baer et al., Proc., Natl. Acad. Sci USA 80: 2125
(1983). Este plasmideo também contem o sinal de terminacgao
da transcrigio rrnB de rRNA que é uma sequencia de termi-
nagao forte capaz de permitir a expressio de promotores
fortes, Gentz et al.,Proc, Natl., Acad. Sci. USA 78: L936-
-4940 (1981); Brosina, Gene 27: 161-172 (1984), O plasmi-
deo pEX 223-3 foi modificado de forma a remover o sitio
para a enzima de restrigao Sall derivado de pBR322. Isto
foi conseguido por clivagem do DNA do plasmideo pKK223-3
com Ndel e Narl seguido de tratamento do fragmento de DNA
com o fragmento Klenow de DNA polimerase de modo a tornar
as extremidades cegas e recircularizagio do fragmento de
DNA de 2,7 kb para gerar o clone pKK 2,7. O gene afGF sin-
tético foi entdo clivado do vactor PBR322 e transferido
para pKK 2,7 apdés restrigfo deste vector de expressao com
EcoRl e Sall., Esta construcio posiciona a metionina inicial
do gene sintético, 11 bases abaixo do sitio Shine-Dalgarno
de ligagdo aos ribossomas. Os vectores recombinantes resul-
tantes, como exemplificado na Figura 1, foram usados para

transformar celulas de E. coli JM 105 e de E, coli DH5,

Os clones de expressao cresceram
a 37°C em meio LB (1% triptona, 0,5% de extracto de levedu-
ra, 0,5% de NaCl) contendo 0,4% de glucose e 50 pg/ml de
ampicilina, Quando a densidade Gptim a 550 nm atingiu 0,5,
foi adicionado IPTG até 1 mM e o crescimento é continuado

durante 3 horas a 372C. As celulas s3o colhidas por centri-




fugagdo a 10 000 g durante 20 minutos e as celulas de 1 li-
tro de cultura sao ressuspensas em tampao glicerol/fosfato
salino 1l:1 e congeladas rapidamente num banho de gelo/eta~

nol e guardadas durante a noite a =-70°C.

EXEMPLO 6

Vector de expressio aumentado

Niveis aumentados de expressao
para as formas mutadas de aFGF do Exemplo 4 foram consegui-
dos por modificagfo do vector de expressio do Exemplo 3 de
modo a introduzir um cistrfo adicional acima da sequéencia
que codifica para aFGF. Foram sintetizados dois oligonucleo~
tidos com as sequéncias mostradas na pag 40. Quando fundidos
estes oligomeros fornecem extensSes de 4 bases na extremi-
dade 5' que s3do complementares as extensdes fornecidas pela
clivagem com EcoRI, uma grelha de leitura aberta de 7 codﬁeﬂ
a seguir ao coddo de iniciagdo da tradugio ATG e antes do
coddo de paragem TAA e, um sitio Shine-Dalgarno de ligacao
aos ribossomas, adicional, lowalizado na grelha de leitura
aberta acima do cod3o de paragem. Usando 1 pmole de cada
oligomero, os oligomeros foram fundidos juntamente em 20
nl de tampio de ligasa de DNA por aquecimento a 70°C durante
10 minutos seguido de arrefecimento lento. A mistura fundida
0,3 pmole, foi ligada a 0,1 pmole de DNA do plasmideo pkk-
~haFGF clivado com EcoRI num volume final de 25 pl contendo
3 unidades de ligase de DNA de T4 (Pharmacia) durante 2,5
horas a 149C. 0 DNA ligado, 5 ng, foi usado para transformar
celulas competentes de E. coli JM 105. As celulas transfor-




madas foram testadas por analise de restrigao uma vez que
o sitio EcoRi é perdido durante a insergio, e por analise
por "immunoblot"., O vector de expressdo de um clone que de-
monstrou altos niveis de producgao do FGF foi sequenciado

pela técnica quimica de Maxam and Gilbert, supra, para ve-
rificar a inser¢fo corfecta das novas sequéncias do cistrio|
Subsequentemente, este vector de alta expressido pKK2c-haFGF
foi transferido de E. coli DH5 dravés de processos de transg

formagéao.

Com o objectivo de exprimir o
gene mubante haPfGF (Ser 117), por exemplo, neste vector de
alta expressio, o fragmento de 0,23 kb NcoI-Sall de pkk-
-haFGF (Ser 117) foi ligado ao fragmento de 2,5 kb NcoI=-
-Sall de pKKac-haFGF e usadoe para transformar celulas com-
petentes. 0s outros haFGFs mutados foram transferidos para
o vector de alta expressao com dois cistrdes, de uma forma
similar, substtituindo os fragmentos de restricio apropria-
dos que contem sequéncias do tipo selvagem de pKK2c-haFGF,

por fragmentos de restrig¢fo andlogos de haFGF mutado,
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EXEMPLO 7

Extrac¢do e purificacio de aFfGF mutado

As celulas congeladas do exemplo
5 foram descongeladas e ressuspensas, numa quantidade sufi-
ciente para perfazer 50 ml, em tampao fosfato pH 7,2 100 mM
contendo 5 mg/ml de EDTA apds o que foram colhidas por centri
fugagdo a 28000 g durante 5 minutos., As celulas foram lava-
das uma segunda vez, colhidos por centrifugagdo e ressuspen-
sas em 50 ml do mesmo tampdo. As exting3es das trés suspen-
sSes de estirpes de mutantes a 660 nm foram: estirpe pKK-
-haFGF (Ser 117), 103; estirpe pkk-haPGF (Ser 83), 59; es-
tirpe pKK-haPGF (Ser 16), 108. A cada amostra foi adicionado
0,1 mg/ml de lisozima e incubada durante 15 minutos com agi-
tagdo suave a 302C. As celulas foram colhidas por centrifu-
gagao e ressuspensas em 50 ml de tamp3o de destruigdo que
consiste em fosfato pH 6,0 100 mM, 3 mM EDTA, 0,05 mM TPECK,
0,05 mM Pepsatina A, 0,05 mM Leupeptina e 15 yg/ml de BPTI.
Cada suspensfo celular é guardade a 4°C e destruida por duas
pasgagens através de um compartimento de pressfo franceés
previamente arrefecido, a 20000 psi a 42C. As suspensdes
celulares disruptas foram centrifugadas durante 15 minutos
a 15 000 rpm num rotor SS-34 Sorvall e durante 60 minutos
a 45000 rpm num rotor 70 Ti numa ultracentrifuga Beckman
a 42C. 0s fluidos sobrenadantes s8o colhidos e as extingdes
a 280 nm para um volume de 55 ml foram determinadas: pkk-~
~haFGF (Ser 117), 44; pKK-haPGF (Ser 16), 40 e pkk-haFGF

(ser 83), 23; as amostras foram congeladas a -70°C,

Os fluidos sobrenadantes foram
descongelados por adigo de 200 ml de tampio fosfato pH 6,0
100 mM que continha CM-Sephadex & razio de 6,5 ml de resina

sedimentada por grama de proteina (assumindo que a absorvan-
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cia através de uma fenda de 1 cm de 1 mg/ml de proteina

em solugdo é de 1,0). As amostras s3o colhidas num funil
poroso de vidro e lavadas trés vezes com 200 ml de tampao
fosfato pH 6,0 100 nM que contem 150 mM NaCl, O bolo da re-
sina foi ressuspenso em 200 ml do mesmo tamp3o, empacotado
numa coluna, a 12 ml x hr* por cm? de secgao, ArGA e lavad
a mesma velocidade com tamp3io fosfato 150 mM contendo 600
mM NaCl. As fracgles que contém a proteina sSo eluidas com
o tampdio 600 mM NaCl, reunidas e o PH ajustado a 7,2 e a 1

condutividade ajustada com Agua desionizada a 10 #S ¥ cm ",

Heparina-Sepharose (preparada fresca) equilibrada com fosfa

to pH 7,2 10 mM foi ent3o adicionada a razfo del ml de resii

sedimentada por mg de proteina (usando o mesmo coeficiente
de exting#o assumido acima), a suspensio foi agitada suave-
mente durante 1 hora a 42C e a resina colhida num funil,
ressuspensa no mesmo tampao e empacotada numa coluna a ra-
zdo de 1-2 volumes de coluna por hora. A coluna empacotada
foi lavada com fosfato 10 mM, 0,8 M NaCl PH 7,2 a mesma ve-
locidade até a exting#o do eluido, a 280 nm, descer para um
valor estavel de cerca de 0,0l unidades Spticas de absor-
vancia acima do tampo de eluigdo apds o que o tampdo &
mudado para fafato 10 mM, 1,5 M NaCl pH 7,2. As fraccdes
que contém a proteina com o tampio 1,5 M (controlada pela

extingdo a 280 nm) é reunida, aplicada a uma coluna C. de

3
HPLC de fase reversa equilibrada com TFA 10 mM e eluida

com um gradiente de 0-67¢% de CHBCN em 30 minutos.

Os dados da purifica¢fio dos di-

ferentes estirpes é mostrado abaixo:




pKK-haFGF (Ser 16):

As fracgdes 25-31 eluidas da
coluna de CM=-Sephadex com o tampdo NaCl 0,6 M, num volume
total de 24 ml e contendo 3,5 mg de proteina foi acrescen-
tada agua desionizada até 125 ml (condutividade final: 7
mS/cm) e 4 ml de heparina -Sepharose foram adicionados, A
coluna foi corrida a 6 ml/h. As fracgdes 55-57 eluidas com
1,5 M NaCl foram injectadas numa coluna 03. Desta coluna
0 pico maior foi colhido e possuia um conteudo em proteina

de 80 aug.

pKK-haFGF (Ser 83):

is fracgdes 19-33 eluidos da co
luna de CM-Sephadex com o tampdo de 0,6 M NaCl num volume
total de 40 ml e com um conteudo em proteina de 4,0 mg foi
adicionado agua desionizada (condutividade final:l0 mS/cm)
até perfazer 150 ml e 4 ml de heparina - Sepharose. A co-
luna foi corrida a 6 ml/h, As fraccdes 40-4l eluidas com
1,5 M NaCl foram injectadas numa coluna CB' Desta coluna
foi colhido o pico maior com um conteudo em proteina de

80 ng.
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pKK-haPGF (Ser 117):

As fracgBdes 19-33 eluidas da
coluna de CM-Sephadex com tampZo 0,6 M de NaCl num volume
total de 57 ml e um conteudo em proteina de 11,4 mg foi
adicionada agua desionizada (condutividade final: 12 mS/cm)
até perfazer 250 ml e 10 ml de heparina-Sepharose. A coluna
foi corrida a 11 ml/h. As fracgdes 59-62, eluidas com 1,5
M NaCl, foram injectadas numa coluna 03. Desta coluna foi
colhido o pico maior com um conteudo em proteina de 61k

M8

Os produtos proteicos dos multi-
plos mutantes foram purificados pelos mesmos processos., To-
das as formas de aFGF, tipo selvagem recombinante e mutan-
tes foram altamente purificados uma vez que apehas foram
observadas bandas de 16 XDa apds redugio e electroforese
através de um gel de 15% de poliacrilamida com SDS com apli

cagdes 100 vezes superiores ao limite de detecgdo.
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EXEMPLO 7

Actividade bioldgica do aFGE mutagenizado

A actividade bioldgica do r-
-aFGF purificado do Exemplo 6 foi avaliada usando um ensaio
mitogenico de fibroblastos modificado a partir de Thomas
et al., J. Biol., Chem., 225: 5517-5520 (1980). Fibroblastos
de Balb/C 3T3 A31 (American Type Culture Collection) foram
semeados a 3x10° celulas por 100 yl por compartimento em
placas de cultura de 96 compartimentos num meio de cultura
que contém 10% de soro de vitela inactivado pelo calor e,
incubados em 7% Co, (o 7,35 % 0,05). As celulas tornam-se
completamente estaciondrias por substituigdo do meio com
soro de vitela inactivado pelo calor a 1,0% 6 e 24 Boras
mais tarde. As 55 horas apdés as celulas terem sido semeadas
foram adicionados 10 wl da amostra a testar com ou sem 5
pg de heparina e 0,11 yg de dexametasona, as 70 horas cada
compartimento foi suplementado com 0,2 uCi de [-metil-BH_7-
~-timidina (20 Ci/mole, New England Nuclear) e 0,3 pg de
timidina n#o marcada (Sigma) e, as 95 horas as celulas s3o
procuradas para determinagfo da radioactividade incorpora-
da no DNA. Cada ponto de resposta i dose é a média de quatrd
determinagBes. Os resultados com o mutante Ser-117, a tnica
forma de mutante com actividade igual ou superior ao tipo

selvagem, sfo mostrados na tabela seguinte:




TABELA XTIT

-70-

Respostas Mitogénicas de Fibroblastos de Balb/C 3T3 a

aFGF Mutagenizado

Dose

(amt/ml)

3.16 pg
10.0 pg
31.6 pg
100 pg
316 pg
1.00 ng
3.16 ng
10.0 ng
31.6 ng
100 ng

tipo selvagem

-heparind

1449
1917
1547
2263
2647
3975
6400
12665
21843
44744

+heparin a

724
914
1007
2498
14945
54516
68447
61294
56552
66816

Mutante Ser-117

-heparim

2055
2662
3076
4833
11505
22869
40487
54163
70670
66802

+heparing

883
1255
2748
8067

44193
66778
60306
56326
59854
63856




As 4 curvas de titulagio s3o
comparadas pelo seu crescimento semi-maximo. O WT na au-
séncia de heparina nio alcanga um pico e, por isso, &
assumida uma magnitude do pico semelhante 3 dos outros 3

e o valor semi-maximo extrapolado.

TABELA XTTT

Comparagao das concentragdes necessarias Para uma estimula-

¢a0 semi-maxima

Amostra Heparina Conc. da estimulacfo V2 Mixima
WT - 66 ng/ml

+ 0,56 ng/ml
Ser-117 - 2,3 ng/ml

Mutante + 0,20 ng/ml




Todas as diluigdes foram prepa-
radas a partir duma solugfo mie que contém 1,51 mg/ml de
reagentes purificados, O mutante Ser-117 & pelo menos t3o
activo como o tipo selvagem na presenca de heparina, A
actividade do tipo selvagem é pelo menos 10 vezes mais de-
pendente em heparina do que o mutante e, consequentemente,
90% da dependencia em heparina do aFGF de WT & eliminada no

mutante Ser-117.

O ensaio mitogenizo usado para
avaliar a actividade biologica foi modificado da forma a
poderem ser comparados os aFGF de tipo selvagem e matageni -
zados, O soro de vitela inactivado pelo calor foi substitui
do por 1% de insulina-selenio-transferina (ITS), 0,4 gm
de L-histidina, 50 wl de 1M etanolamina, 1,25 gm de albu-
mina bovina de soro, por 5,35 mg de jcido linoleico por
litro de 75% DMED, 25% de Ham Fl2 contendo penicilina-
-estreptimicina e 2-glutamina como descrito acima. Os en~
saios de dose-resposta completa foram realizados como des-
crito acima com diluigSes sucessivas a 1:2 até pelo menos
3 log de ordem de concentragio de aFGF, cobrindo o agumento
completo da resposta em relacio ao fundo através do pico
de niveis de sintese de DNA, Todos os pontos de concentra~
¢éo foram feitos em quadruplicado, em celulas Balb/C 3T3
confluentes em placas de 96 compartimentos. Uma unidade
estimuladora € calculada como a quantidade de aFGF por ml
que gera a resposta semi~-maxima. A actividade mitogenica
especifica € o numero de unidades estimuladoras por mg de
aFGF puro. Todas as amostras de aFGF foram prediluidas a 50
y&/ml no mesmo solvente de TFA/CHBCN. As actividades do g2
aFGF de tipo selvagem ou mutagenizado s3o comparadas na
Tabela seguinte.




Amostra

WT

sSer 16

Ser 83

Ser 117

Ser 16,83

Ser 16,117

Ser 16,83,117

Com
Heparina

5,317 ng/ml
(0,186 X 106)

33,9 ng/ml
(0,030 x 106)

4,36 ng/ml
(0,229 x 10°)

182 ng/ml

800 pg/ml
(1,25 x 10%)

741 pg/ml
(1)35 x 106)

295 pg/ml
". (3,39 x 10°)

427 Pg/ml
(2,34 x 10%)

Sem
Heparina

269 pg/ml

400 pg/ml
(2,50 x 10)

251 pg/ml

240 pg/ml
(4,17 x 106)

195 pg/ml
(5,13 x 106)

148 pg/ml

100 pg/ml
(10,0 x 10%)

107 pg/ml
(9,35 x 106)

Vezes de
Aumento

20,0

84,8

17,4

4,10

5,01

2,95

3,99
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As estabilidades relativas do
haFGF recombinante de tipo selvagem, dos mutantes de umg
s6 Ser e dos mutantes de multiplos Ser Fforam determinadas.
As actividades mitogénicas foram medidas ap6és 0, 1 e 8 dias
de incubagao em solug8es de DME livres de soro, normalmente
usados para diluigles em série das amostras que Toram tam-
ponadas a pH 7,3 com CO, a 379C, contendo 1 mg/ml de albu~-
mina do soro humano. As amosiras mitogénicas sf3o guardadas
a 512 mg/ml, com ou sem 500 wg/ml de heparina, equivalentes
a concentragdes 10 vezes, dos quais o mais alto ponto de
concentragdo no ensaio é diluido. Cada ensaio foi guardado
e ensaiado quer na presenga quer na auséncia de heparina,
As estabilidades relativas escaladas de forma a que cada
actividade do dia O seja de 100%, s3o mostradas na Figura
2 em fungdo do tempo de armazenamento, Na Fig. 2¥correspon=-
de ao tipo selvagem; 4 corresponde ao haFGF (Ser 16); &
corresponde ao haFGF (Ser 83); @ corresponde ao haFGF (Ser
117); V corresponde ao haPGF (Ser 16,83); Acorresponde ao
haFGF (Ser 16,117); M corresponde ao haFGF (Ser 83,117);
O corresponde ao haFGF (Ser 16,83,117).

A perda de actividade do tipo
selvagem e de mutantes de haFGF na presenga de heparing
enquadra~-se preferivelmente numa queda experimental, ver a
Fig. MA. As actividades de todos os mubtantes excepto Ser
(16) sg0 mais estiveis que as do tipo selvagem mitogenico.
Os mutantes mais estaveis s3o Ser (16,83,117), Ser (117),
Ser (16,83), ser (83,117), Ser (16,83) e Ser (83), ser (16),
A estabilidade do Ser (83) foi apenas um pouco maior que a
do tipo selvagem. As varias formas de aFGF s30 menos esta-
veis na ausencia de heparina e, com a aparente excep¢io do
ser (16,83,117), o decaimento Parece nao ser uma fungdo

exponencial simples em relagfo ao periodo de tempo.

Uma amostra do vector de expres-




s#o pKK-haFGF (Ser 117) designada por Al8-la 1 contendo
um gene capaz de exprimir o mutante serina 117 em E. coli
DM5 foi depositado na American Type Culture Collection,
12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852 USA, em
30 de Setembro de 1987 sob o tratado de Budapeste e foi-
-lhe dado o numero 67522 da ATCC.
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REIVINDICACOES:

l2, - Processo para a produgio
de formas microheterogenicas de um mutante recombinante
humano, activo biologicamente, do factor de crescimento
acido de fibroblastos caracterizado por compreender os

seguintes passos:

a. inclus3o num plasmideo, que contém a sequéncia de nu~-
cleotideos que codifica o mutante humano microhetero-
génico do factor de crescimento acido de fibroblastos,
da sequéncia a ser expressa por um hospedeiro que con-

tém o plasmideo, seguido de
b. incorporagdo do plasmideo num hospedeiro; e

c. manutengdo do hospedeiro que contem o plasmideo sob
condigdes propicias para a expressio da sequéncia de
nucleotideos que produz o mutante recombinante humano
microheterogénico do factor de crescimento dcido de

Tibroblastos.

¢, - Processo, de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizado por se produzir um mutante
recombinante humano, activo biologicamente de formas mi-
croheterogénicas do factor de crescimento Zcido de fibro-
blastos,

2, - Processo, de acordo com
a reivindicagdo 1, caracterizado por se produzir um mutan-
te recombinante humano, activo biologicamente, de formas
microheterogénicas do factor de crescimento dcido de fi-
broblastos que compreende a substituigio de um ou mais re-

siduos de cisteina nas posigdes 16, 83 e 117, numerados
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de acordo com a forma microheterogénica nativa humana de
140 aminoécidos, por um aminoacido incapaz de formar liga-
¢3es dissulfureto intramoleculares ou intermoleculares e,
opcionalmente, tendo uma metionina adicional ligada ao vul-
garmente considerado como primeiro aminoacido na extremi=-

dade N da referida forma heterogénicaa

ks, - Processo, de acordo com
a reivindicagdo 3, caracterizado por se produzir um mutante
recombinante humano das formas microheterogénicas do factor
de crescimento jcido de fibroblastos em que o mutante do
factor de crescimento gcido de fibroblastos é da forma mi-

croheterogénica de 154, 140 ou 139 aminodcidos.

58, - Processo, de acordo com
a reivindicagfio 4, caracterizado por se'produzir um mutante
recombinante humano das formas microheterogénicas do factor
de crescimento acido de fibroblastos em que o aminodcido

substituido é a serina.

2, = Processo, de acordo com
a reivindicagao 1, caracterizado por se produzir um mutante
recombinante humano, activo biologicamente, de formas mi-
croheterogénicas do factor de crescimento 3cido de fibro-
blastos que compreende a substituigfio de todas as trés cis-
teinas nas posigbes 16, 83 e 117, numeradas de acordo com
a forma microheterogénica nativa humana de 140 aminodcidos,
por um aminoacido incapaz de fommar ligagdes dissulfureto
intramoleculares ou intermoleculares e, opcionalmenté, con-
tendo uma metionina adicional ligada ao geralmente considera-
do como primeiro aminoacido na extremidade terminal das re-
feridas formas microheterogénicas.

7%. = Processo, de acordo com
a reivindicagdo 6, caracterizado por se produzir um mutan-

te recombinante humano de formas microheterogénicas do fac-
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tor de crescimento dcido de fibroblastos em que o mutante
do factor de crescimento acido de fibroblastos pertence a

forma microheterogénica de 154, 140 ou 139 aminbdcidos.

2, - Processo, de acordo com
a reivindicagio 6, caracterizado por se peruzir um mutante
recombinante humano de formas microheterogénicas do factor
de crescimento dcido de fibroblastos em que o aminodcido
substituido é a serina.

2, =~ Processo, de acordo com
a reivindicagao 1, caracterizado por se produzir um mutante
recombinante humano, activo biologicamente, de formas micro~
heterogénicas do factor de crescimento Acido de fibroblastos
que compreende a substituigado de dois quaisquer residuos de
cisteina nas posigdes 16, 83 ou 117, numerados de acordo
com a forma microheterogénica nativa humana de 140 amino-
acidos, por um aminodcido incapaz de formar ligag¢des dissul-
fureto intramoleculares ou intermuleculares e, opcionalmente
contendo uma metionina adicional ligada ao geralmente consi-
derado como primeiro aminodcido na extremidade terminal N

da referida forma microheterogénica.

102, - Processo, de acordo com
a reivindicagdo 9, caracterizado por se produzir um mutante
recombinante humano de formas microheterogénicas do factor
de crescimento dcido de fibroblastos em que o mutante do
factor de crescimento acido de fibroblastos pertence a for-

ma microheterogénica de 154, 140 ou 139 aminodcidos.

112, - Processo, de acordo com
a reivindicagdo 9, caracterizado por se produzir um mutante
recombinante humano de formas microheterogénicas do factor
de crescimento acido de fibroblastos em que o aminodcido

substituido é a serina.
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128, - Processo, de acordo com
a reivindicagdo 1, caracterizado por se produzir um mutante
recombinante humano, activo biologicamente, de formas micro-
heterogénicas do factor de crescimento acido de fibroblastos
que compreende a substituigio da cisteina da posigdo 117,
numerados de acordo com o forma microheterogénica nativa hu-
mana de 1%0 aminodcidos, por um aminqécido incapaz de formar
ligag8es dissulfureto intramoleculares oﬁ intermoleculares
e, opcionalmente, contendo uma metionina adicional ligada ao
vulgarmente considerado como primeiro aminoacido na extremi-
dade terminal N do referido mutante do factor de crescimento
dcido de fibroblastos e que & detentor de maior actividade
biologica do que o factor de crescimento acido de fibroblas-

tos nativo humano.

132, - Processo, de acordo com
a reivindicagao 12, caracterizado por se produzir um mutan-
te recombinante humano de formas microheterogénibas do factox
de crescimento dcido de fibroblatos é da forma microhetero-
génica de 154, 140 ou 139 aminodcidos.

142, - Processo, de acordo com
a reivindicagdo 13, caracterizado por se produzir um mutan-
te recombinante humano de formas microheterogénicas do factor
de crescimento acido de fibroblastos em que o aminoacido

substituido é a serina.

158, - Processo, de acordo com
a reivindicagao 1, caracteriZado por se produzir umrmutante
recombinante humano, activo blologlcamente, de formas micro-
heterogénicas do factor de cresc1mento acido de fibroblastos
das reivindicagdes 1, 2, 5, 8 ou 1l em que o residuo de me-
tionina na posigio 67, numerado de acordo com a forma micro-
heterogénica nativa humana de 140 aminodcidos, é substituido

por um aminodcido nio oxidivel e, opcionalmente, contendo




uma metionina adicional ligada ao geralmente considerado
como primeiro aminoacido na extremidade terminal N das refe-

ridas formas microheterogénicas.

162, - Processo, de acordo com
a reivindicagao 15, caracterizado por se produzir um mutan-
te recombinante humano de formas microheterogénicas do fac-
tor de crescimento acido de fibroblastos em que o amino
acido nio oxid#dvel pelo ar é a alanina, valina, leucina ou

isoleucina.

17¢, = Processo, de acordo com
a reivindicagdo 15, caracterizado por o aminpicido ser a

leucina,

182, - Processo, para a produ-
gao de uma sequéncia de nucleotideos caracterizado por se
obter uma sequéncia que codifica o mutante recombinante hu-
mano de formas microheterogénicas do factor de crescimento
acido de fibroblastos obtido de acordo com a reivindicacio

3.

198, ~ Processo, de acordo com
a reivindicagdo 18, caracterizado por se produzir uma se-
quéncia de nucleotideos em que estd ligado acima da referi-
da sequéncia que codifica o mutante recombinante humano de
formas microheterogénicas do factor de crescimento dcido de
fibroblastos, um cistrio que aumenta a expressio do fachor

de crescimento acido de fibroblastos.

202, - Processo, para a produ-
gdo de uma sequéencia de nucleotideos caracterizado por obter
uma sequéncia que codifica o mutante recombinante humano
de formas microheterogénicas do factor de crescimento Zcido

de fibroblastos obtido de acordo com a reivindicagio 6.




212, - Processo, de acordo com
a reivindicagdo 20, caracterizado por se produzir uma se-
quéncia de nucleotidos em que estd ligado acima da referida
sequéncia que codifica o mutante recombinante humano de for-
mas microheterogénicas do factor de crescimento acido de
fibroblastos, um cristdo que aumenta a expressio do factor

de crescimento acido de fibroblastos.

222, - Processo para a produ-
¢do de uma sequencia de nucleotidos caracterizado por se
obter uma sequéncia que codifica o mutante recombinante
humano de formas microheterogénicas do factor de crescimento
acido de fibroblastos obtido de acordo com a reivindicacgao
9.

232, - Processo, de acordo com
a reivindicagao 22, caracterizado por se produzir uma se-
quéncia de nucleotidos em que estd ligado acima da dita
sequéncia que codifica para o mubtante recombinante humano
de formas microheterogénicas do factor de crescimento Acido
de fibroblastos, um cristdo que aumenta a expressao do fac-

tor de crescimento dcido de fibroblastos.

2hke, - Processo para a produ-
¢do de uma sequencia de nucleotidos caracterizado por se
obter uma sequéncia que codifica o mutante recombinante
humano de formas microheterogénicas do factor de crescimen-
to dcido de fibroblastos obtido de acordo com a reivindica-
gao 12,

252, - Processo, de acordo com
a reivindicagio 24, caracterizado por se produzir uma se-
quéncia de nucleotidos em que esti ligado acima da referida
sequencia que codifica para o mubante recombinante humano
de formas microheterogénicas do factor de crescimento acido

de fibroblastos, um cistfo que aumenta a expressio do factor
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de crescimento acido de fibroblastos.

262, - Processo para a produ-
¢3o0 de uma sequencia de nucleotidos caracterizado por se
obter uma sequencia que codifica o mutante recombinante hu-
mano de formas microheterogénica do factor de crescimento
acido de fibroblastos obtido de acordo com a reivindicacgdo

15.

272, - Processo, de acordo com
a reivindicagdo 26, caracterizado por se produzir uma se-
quencia de nucleotidos em que estd ligado acima da referida
sequéncia que codifica para o mutante recombinante humano de
formas microheterogénicas do factor de crescimento acido de
fibroblastos, um cistriao que aumenta a expressao do factor

de crescimento acido de fibroblastos.

282, - Processo para a produ-
¢ado de uma composigi@o farmaceutica para a reparag¢io de teci=-
do mole, tecido muscular do esqueleto, cartilagem, tecido
vascular e tecido nervoso e para a produgio de activador
do plasminogénio, caracterizado por se incluir na referida
composigao um veiculo farmaceutico e uma quantidade eficaz
do mutante recombinante humano de formas microheterogénicas
do factor de crescimento icido de fibroblastos obtido de

acordo com a reivindicacgdo 2.

298, ~ Processo para a produ-
¢édo de uma composigdo farmaceutica para a reparacgfo de te-
cido mole, tecido muscular do esqueleto, cartilagem, tecido
vascular e tecido nervoso e para a produc¢io de activador do
plasminogénio, caracterizado por se incluir na referida com-
posigdo um suporte farmaceutico a uma quantidade eficaz do
mutante recombinante humano de formas microheterogénicas do
factor de crescimento acido de fibroblastos obtido de acordo

com a reivindicacgio 3.




308, - Processo, para a produ-
Gdo de uma composigio farmaceutica para a reparagao de teci=-
do mole, tecido muscular do esqueleto, cartilagem, tecido
vascular e tecido nervoso e para a produgao de activador do
pPlasminogénio, caracterizado por se incluir na referida com-
Posigdo um suporte farmaceutico e uma quantidade eficaz do
mutante recombinante humano microheterogénico do factor de
crescimento dcido de fibroblastos obtido de acordo com a

reivindicagio 6,

312, - Processo, para a produ-
¢do de uma composigio farmaceutica Para a reparagao de teci-
do mole, tecido muscular do esqueleto, cartilagem, tecido
vascular e tecido nervoso e para a producao de activador do
plasminogénio, caracterizado por se incluir na referida com=~
Posigdo um suporte farmaceutico e uma quantidade eficaz do
mutante recombinante humano de formas microheterogénicas do
factor de crescimento acido de fibroblastos obtido de acordo

com a reivindicagdo 9,

322, - Processo para a produ-
gdo de uma composigio farmaceutica para a reparacao de teci-
do mole, tecido muscular do esque leto, cartilagem, tecido
vascular e tecido nervoso e para a producio de activador do
plasminogénio, caracterizado por se incluir na referida
composigdo um suporte farmaceutico e uma quantidade eficaz
di mutante recombinante humano de formas microheterogénicas
do factor de crescimento icido de fibroblastos da reivindi-

cagao 12,

338, - Processo para a produgao
de uma composigfo farmaceutica para a reparacgao de tecido
mole, tecido muscular do esueleto, cartilagem, tecido vas-
cular e tecido nervoso e para a produgao de activador do
plasminogénio, caracterizado por se incluir na referida com-

posigdo um suporte farmaceutico e uma quantidade eficaz do
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mutante recombinante humano de formas microheterogénicos do
factor de crescimento Acido de fibroblastos obtido de acordo

com a reivindicagdo 15.

342, - Método para a promogio
da reparagao de tecido mole, tecido muscular do esque leto,
cartilagem, tecido vascular e tecido nervoso e da promogdo
da produgdo de activador do plasminogénio caracterizado por
compreender a administragfo a um paciente que necessite de
tal tratamento de uma quantidade eficaz do mutante recombi-
nante humano de formas microheterogénicas do factor de cres-
cimento dcido de fibroblastos obtido de acordo com a reivin-
dicagdo 2, sendo as gamas de dosagem de substancia activa

as seguintes:
a) Reparacgfio de tecido mole

a.1) Administragdio tdpica: cerca de 0,1 a cerca de 100 pg/
2 /s
/en” /dia.,

@ 2) Administragdo subcutanea: cerca de 1 a cerca de 100 rs/

/cm3/dia.

b) Reparagiio do tecido muscular do esqueleto e da cartila-

gem:

b.1l) Administragfio no local:cerca de 10 a cerca de 100 wg/

c) Angiogénese in vivo:

c.l) Administragdo subcutanea: cerca de 1 a cerca de 1000
gg/cmg/dia.

¢.2) Administragdo tdpica: cerca de 100 ng a cerca de 100
pg/cmB/dia.
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d) Reparagdo de vasos grandes

3

d.1) Dose tinica: cerca de 0,1 a cerca de 100 ng/cm”,

d.2) Infusfo continua: cerca de 1 a cerca de 1000 pg/cmB/
/dia.

e) Produgfio de activador de plasminogénio

e.1) cerca de 10 pg a cerca de 10 mg/kg/dia.

352, - Método para a promogio
da reparagio de tecido mole, tecido muscular do esqueleto,
cartilagem, tecido vascular e tecido nervoso e de promoc¢ao
da produgdo de activador do plasminogénio caracterizado por
compreender a administragfio a um paciente que necessite de
tal tratamento de uma quantidade eficaz do mutante recombi-
nante humano de formas microheterogénicas do factor de cres-
cimento acido de fibroblastos obtido de acordo com a reivine
dicagao 3, sendo a gama de dosagem de substancia actiwa como
referido na reivindicacdo 3k.

362, - Método para a promogio
da reparagdo de tecido mole, tecido muscular do esqueleto,
cartilagem, tecido vascular e tecido mervoso e de promogao
da producao de activador do pPlasminogénio caracterizado
por compreender a administrag¢fo a um paciente que necessite
de tal tratamento de uma quantidade eficaz do mutante recom-
binante humano de formas microheterogénicas do factor de
crescimento acido de fibroblastos obtido de acordo com a rei=
vindicagdo 6, sendo a gama de dosagem de substancia activa

como referido na reivindicagio 34,

372, - Método para a promogio
da reparagdo de tecido mole, tecido muscular do esqueleto,
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cartilagem, tecido vascular e tecido nervoso e da promogao

da produgio de activador do plasminogénio caracterizado por
compreender a administragdo a um paciente que necessite de

tal tratamento de uma quantidade eficaz do mutante recombi-
nante humano de formas microheterogénicas do factor de cres-
cimento dcido de fibroblastos obtido de acordo com a reivin-
dicagdo 9, sendo a gama de dosagem de substancia activa como

referido na reivindicagfo 3k4.

382, - Método para a promogdo
da reparagio de tecido mole, tecido muscular do egqueleto,
cartilagem, tecido vascular e tecido nervoso e de promogio
da produgfo de activador de plasminogénio caracterizado por
compreender a administragdo a um paciente que necessite de
tal tratamento de uma quantidade eficaz do mutante recom-
binante humano de formas microheterogénicas do factor de
crescimento acido de fibroblastos obtido de acordo com a
reivindicagio 12, sendo a gama de dosagem de substancia

activa como referido na reivindicag¢io 34,

392, -~ Método para a promogio
da reparagdo de tecido mole, tecido muscular do esqueleto,
cartilagem, tecido vascular e tecido nervoso e de promogio
da produgido de activador do plasminogénio caracterizado por
compreender a administragsio a um paciente que necessite de
tal tratamento de uma quantidade eficaz do mutante recombi-
nante humano de formas microheterogénicas do factor de cres-
cimento acido de fibroblastos obtido de acordo com a rei-
vindicagdo 15, sendo a gama de dosagem de substancia activa
como referido na reivindicagdo 34,

ko2, - Processo para a produ-
¢do de um mutante recombinante bovino, activo biologicamente
de formas microheterogénicas do factor de crescimento Zcido
de fibroblastos caracterizado por compreender a substitui-

¢do de um ou mais residuos de cisteina nas posigdes 16, L7
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e 83, numerados de acordo com a forma microheterogénica na-
tiva bovina de 140 aminodcidos por um aminodcido incapaz de
formar ligagBes dissulfureto intramoleculares ou intermole-
culares e, opcionalmente, contendo uma metionina adicional
ligada ao geralmente considerado como primeiro aminodeido
na extremidade terminal N da referida forma microheterogd-

> nica.,

Lls, - Processo, de acordo com
a reivindicag@o 40, caracterizado por se produzir um mutante
\ recombinante bovino do factor de crescimento Acido de fibro-
blastos microheterogénico da reivindicagdo 40 em que o resi-
duo de metionina na posigdo 67, numerado de acordo com a Ffor-
ma microheterogénica nativa bovina de 140 aminodcidos, &
substituido por um aminodcido nfo oxiddvel pelo ar e, opcio-
nalmente, contendo uma metionina adicional ligada ao que é
geralmente considerado como primeiro aminodcide na extremi-

dade terminal N das referidas formas microheterogénicas.

Lh2a, - Processo para a produ-
gdo de um mutante recombinante humeno, biologicamente acti-
vo do factor de crescimento dcido de fibroblastos caracteri-
zado por se incluir no referido mutante a seguinte sequeéncia |

, de aminoacidos:
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-14 ~-10 -1 1
Ala~Glu~G1y-Glu~ITe-Thr~Thr-Phe-Thr-Ala-Leu-Thr-Glu-Lys-Phe-Asn-Leu—Pro- - -

10 ' 20
Pro-G1y-Asn—Tyr-Lys-Lys-Pro-Lys-Leu-Leu-Tyr-Ser—Ser-Asn-G]y-G1y-His-Phe—

30 40
Leu-Arg-I1e-Leu-Pro—Asp—G1y-Thr—Va1-Asp—G]y-Thr-Arg-Asp-Arg-Ser-Asp-G1n—

50
His—I1e-G1n-Leu-G]n—Leu—Ser-A1a—G1u—Ser-Va]—Gly—G1u~Va1-Tyr-I1e—Lys-Ser-Thr-

60 70
G]u-Thr~G1y—G1n-Tyr-Leu-A]a—Met-Asp—Thr-Asp-G]y-Leu-Leu—Tyr—G1y—Ser—G1n-

80 90
Thr-Pro—Asn~G1u-G1u-Ser—Leu-Phe-Leu—G1u-Arg-Leu-Glu-G]u-Asn-His-Tyr-Asn-

100 1o
Thr-Tyr—I]e-Ser-Lys-Lys—His-A1a—G1u-Lys—Asn-Trp-Phe-Va]—G]y-Leu-Lys-Lys-

120 130
Asn—Gly—Ser—Ser-Lys-Arg—G1y-Pro—Arg-Thr-His-Tyr-G]y-G1n-Lys—A1a—I1e-Leu-

140

Phe-Leu-Pro-Leu-Pro-Val-Ser-Ser-Asp

e todas as suas formas microheterogénicas com, opcionalmente
uma metionina adicional ligada ao que € geralmente considera
do como primeiro aminodcido na extremidade terminal N da re-

ferida forma microheterogénica.,

~
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432, - Processo, de acordo com a
reivindicagéo 42, caracterizado por se produzir um mutante recom-
binante humano do factor de crescimento 4&cido de fibroblastos

microheterogénico em que o residuo de metionina na posicdo 67 &
substituido por leucina.

44®, - Processo para a producdo de
um mutante recombinante humano activeo biologicamente do factor de
crescimento dcido de fibroblastos, caracterizado por se incluir

no referido mutante a seguinte sequéncia de aminodcidos:

-14 -10 -1 1
Ala~Glu-G1y-Glu-Ile-Thr-Thr-Phe-Thr-Ala-Leu-Thr-Glu-Lys~Phe~Asn-Leu-Pro-

10 20
Pro-G1y—Asn—Tyr—Lys—Lys—Pro—Lys-Leu-Leu-Tyr—Cys-Ser—Asn-G1y-G1y-His-Phe—

30 40
Leu-Arg-I1e-Leu—Pro-Asp-G1y—Thr—Val-Asp—Gly-Thr-Arg-Asp—Arg—Ser—Asp-G1n—

50
His-I1e~G1n-Leu-Gln-Leu-Ser-Ala~Glu-Ser-Val-Gly~Glu-Val-Tyr-Ile-Lys-Ser-Thr-

60 70
G1u—Thr—G1y-G1n—Tyr—Leu—A1a-Met—Asp-Thr—Asp-G1y—Leu—Leu-Tyr-G1y-Ser—GTn—

80 90
Thr-Pro-Asn~Glu-Glu-Ser-Leu-Phe-Leu-Glu-Arg-Leu-Glu-Glu-Asn-His-Tyr-Asn~

100 . 110
Thr-Tyr-Ile~Ser-Lys~Lys-His-Ala-Glu-Lys-Asn-Trp-Phe-Val-Gly-Leu~Lys-Lys—

120 130
Asn—G1y—Ser—éer-Lys—Arg—G]y—Pro—Arg-Thr—His—Tyr-G1y-G]n-Lys—A]a-I1e-Leu—

140

Phe-Leu~Pro-Leu-Pro-Val-Ser-Ser-Asp
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e todas as suas formas microheterogénicas com, opcionalmente
uma metionina adicional ligada ao que é geralmente conside-
rado como primeiro aminoacido na extremidade terminal N da

referida forma microheterogénica.

k52, - Processo, de acordo
com a reivindicagfo 4l, caracterizado por se produzir um
mutante recombinante humano do factor de crescimento acido
de fibroblastos microheterogénico em que o residuo de metio-

nina na posigdo 67 é substituido por leucina.

L6a, - Processo para a produ-
gdo de um mutante recombinante humano activo biologicamente
do factor de crescimento dcido de fibroblastos caracteriza-
do por se incluir no referido mutante a seguinte sequéncia

de aminodcidos:
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-14 -10 -1 1
A1a—G]u-G1y-G1u-I]e-Thr-Thr-Phe-Thr-A1a—Leu-Thr-G1u-Lys-Phe-Asn-Leu—Pro-

10 ' 20
Pro-61y-Asn-Tyr-Lys-Lys-Pro-Lys-Leu—Leu-Tyr-Cys-Ser;Asn—Gly-G]y-His-Phe-

30 40
Leu—Arg—I]e—Leu—Pro-Asp—G1y-Thr—Val-Asp-G]y-Thr-Arg-Asp-Arg-Ser-Asp-G]n-

50 -
His-I]e-G]n—Leu—G1n—Leu-Ser—Ala—G1u-Ser-Va1—G1y-GTu—VaT—Tyr-I]e-Lys-Ser—Thr-

60 70
G]u—Thr-G1y-G1n-Tyr—Leu~A1a—Met-Asp-Thr-Asp-61y-Leu-Leu~Tyr—G1y-Ser—G1n-

80 90
Thr—Pro—Asn-G1u-Glu-Cys-Leu-Phe—Leu-61u-Arg-Leu—GTu-G1u-Asn-His—Tyr-Asn—

100 110
Thr-Tyr-I1e-Ser—Lys-Lys-His-A1a—Glu—Lys-Asn-Trp-Phe-Va1-G]y-Leu-Lys-Lys-

120 130
Asn-Gly-Ser-Ser-Lys—Arg—G]y—Pro-Arg—Thr-His-Tyr-G]y-G1n-Lys-A1a-I1e-Leu-

140

Phe-Leu—Pro-Leu-Pro-Val-Ser—Ser-Asp

e todas as suas formas microheterogénicas com, opcionalmente
z L]
uma metionina adicional ligada ao que é geralmente conside

rado como primeiro aminodcido na extremidade terminal N da

’ .
referida forma microheterogénica.
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k72, - Processo, de acordo com
a reivindicagfo 46, caracterizado por se produzir um mutante
recombinante humano do factor de crescimento 4cido de Fi-

broblastos microheterogénico da reivindicagZo 46 em que o

residuo de metionina'na posigdo 67 é substituido por leucina.

Lisboa, 21 de Outubro de 1988
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