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RESUMO

A invengao refere-se ao processo para a preparacao de factor de acti-
vagao dos neutréfilos (FAN), puro biologicamente activo, que & isola-
do de monécitos humanos ou & obtido apds a expressao de um gene FAN
sintético em Escherichina coli. Ele possul a seguinie sequéncia de

aminodcidos:

Ser-Ala-Lys~Glu-Leu-Arg-Cys-Gln-Cys~Ile~Lys~Thr-Tyr—Ser-Lys=-Pro=
Phe-His~Pro-Lys-phe-Lle-Lys ~Glu~Leu~Arg-Vak~Ile~Glu~Ser-Gly-Pro-
Hig=-Cys-Ala-Asn-Thr-Glu~Ile-Ile-Val-Lys-LeurSer-Asp~Gly-Arg-Clu~
Leu~Cys-Leu~Asp=Pro=Lys~(lu=Aen=-Trp-Val-Gln-Arg-Val-Val-Glu~Lys=-
Phe~Leu~-Lys—-ArgAla—Clu~Asn-Ser.

Existem mais tr&s variantes menores, com sequéncias mais longas e mal
curtass

Os FAN natural e sintéticos possuem propriedades biolSgicas e estru-

turas idénticas.
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A presente invengao refere-se a uma substdncia imunomodulatéria.

Refere-se particularmente a um factor imunoestimulante capaz de acti-
var leucécitos neutréfilos humanos, a partir daqui designado apenas
como factor de activagao de neutréfilos (NAF).

1 ENQUADRAMENTO GERAL

Os leucécitos neutréfilos (neutréfilos sao os leucécitos mais comuns
e elevam-se a cerca de 2/3 dos glébulos brancos existentes no sangue
humano. Possuem uma fungao essencial, a de proteger o orginismo hos-
pedeiro contra infecgges microbianas. Os neutréfilos sao méveis, res-
pondem a estimulo quimiotdcticos gerados depois da infecgao e tém a
capacidade de se movimentarem para os tecidos infectados para matar
08 microrganismos. A eliminagéo dos microrganismos, depende da capa-
cidade microorganismos e de libertarem radicais de oxigénio e enzimag
ricrobianas. (B.M.Babior, New Eng. J. Med., 298-1978-659-668 e M. Bag-
" giolini Experientia 40-1984~906-909) . A 1ibertag§o de tais produtos
depende da activagao de neutréfilos, poderiam ser usados com © fim de
aumentar a activagao dos neutréfilos, e portanto, melhorar o mecanis-

mo de defesa anti-micrébios do corpo humano.

A requerente descobriu agora que os mondcitos humanos segregam um
factq que induz a exocitose e a eclosao respiratéria ( formaggo de rg~
dicais de oxigénio e libertaggo de enzigas) nos neutréfilos humanos €
portanto possui propriedades de activagao de neutréfilos, as quais

s20 importantes na actividade anti-microbiana.

0 factor pode ser obtido a partir do fluldo da cultura de mondcitos
humanos estimulados e apresentam um peso molecular aparente de apro-
ximacao 6000, mais precisamente cerca de 6500, na electroferese em
SDS-gel.

Os monécitos sao células fageciticas similares 208 neutréfilos, Em

contraste com os neutréfilos, apresentam, no entento, ume longa viday
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Migram a partir do sengue pars todos os sitfos possiveis dos tecidos
onde se transformam em macréfagos. A transformacac de mondcitos em

macréfagos pode também ser observada em ensaios experimentais de cul-
tura de células. Os macréfagos nos tecidos apresentam variadissimas
fungges, principalmente a fagocitose de material indesejado e a produs
ggo de uma grande variedade de péptidos e probeinas, as quais s20 . ox+
cretadas. Os macréfagos reunem-se no local onde se verificam infecggés
persistentes e & nestes locais que a produgéo de NAF por parte destas

células pode aumentar a capacidade de defesa dos neutréfilos do hospe

deiro e, portanto, t8m ums fungao patofisiolégicamente relevante.

NAF & caracterizado pelas suas capacidades de activagao de neutréfilos,
isto & indugao da referida eclosao respiratéria com producao de radi-
cais de oxigénio e a indugao da livertagao de enzimas. Em termos mole+t

culares, NAF & caracterizado pelas seguintes propriedades: um peso mo-

lecular aparente de cerca de 6500 em gelectroforese em geral de SDS,
um ponto isceléctrico de aproximadamente 8,6, resisténcia ao agueci-

(o] .
mento até 80 C e a numercsos agentes desnaturantes mas sensiveis a pr

A

teases, as quais sugerem que o NAF é um polipéptido. A acgao do NAW
sobre os neutréfilos humanos & 3s dos dois estimulantes quimiotdcticop

conhecidos, o anafilatoxina C5a e o péptido bacterianc N- formil - L

leucil = L = fenil - alanina (f MLP) mas & medida por um receptor su—
perficial de neutréfilos humanos a que o NAF se liga e que é diferen~-
te dos receptores de qualquer agonista conhecido de neutréfilos huma-
nos. O NAF & produzido pelog monbcitos humanos em cultura mas nao por
limfScitos humanos. A produgao depende da presenga de um estimulo comp
lipopolisacirido bacteriano (LPS), fito-hemaglotinina (PHA) ou conca-
navalina (Cond), e da concentragio do estimulo e do tempo de incubagap.
B inibida pela ciclo~heximida, indicando de novo que estd envolvida

a sintese de proteinas,

Tal como j4& se referiu, os mordcitos e macréfagos sao fontes abundan-
tes de uma varedade de protefnas e péptidos bioactivos (¢.F. Nathan,
J. Clin. Invest. 79 1987, 319-326). Foram identificados como produ-

tores de trés citoquinas distintas: interleucina 1 (IL-1), factor de
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necrose de tumores (TNF) e interferao-alfa (IFN-K). Foram publicados
nulerosos relatérios mostrando que os mondcitos e os macréfagos produ

zem também factores que actuam sobre os neutréfilos, os quais sao di-

ferentes dos acima mencionados. Como se mostram activos sobre os neu-

tr6filos, estes factores serao na presente memSria descritiva apresen;
tados com algum pormenor. Foi referido em variadas publicagées que os
macréfagos alveolares libertam factores que sao quimiotdctices para os
neutréfilos (J.A. Kazmierowski et al., J. Clin. Invest. 59 1977, 273~
281; W:W Merrill et al., J. Clin, Invest., 65 1980 268-270 e G. W. Hun:
inghake et al, J, Clin., Invest 66 1980 473-483) e os guais podem au-

mentar a defesa antimicrobiana no pulmaoc. Mostrou-se subszyuentemente

que estes factores aumentam a actividade microbiana dos neutréfilos
(J.B. Pennington et al., J. Infest. Dis., 148 1983 101-109 e J. Clin.
Invest, 75 1985, 1230-1237). A purificagao por filtrag&o em gel e cro=-

matoenfacagao conduz 3 identificacao de um factor sensivel 3 protease

(denominado NAF) produzido por macréfagos alveclares, com um pesoc mo-
lecular igual a 6000 e um ponto isoeléctrico de 7,6. Bste factor foi

indicado como sendo fracamente quimiotdctico e aumentar a eliminagao

de bactérias que sofreram a fagocitose pelos neutréfilos sem, no entan-
to, induzir ele mesmo a produgac de radicais de oxigénio nem a liber-
tagao de enzimas. Um mecanismo semelhante de aumento de actividade anfi-
-microbiana foi descrito por outros investigadores (A. Feirante et al
Clin, Bxp. Immunol. 56 1984, 559566), que mostraram que os neuwtréfit

los humanos requerem a adiggo de um meio de cultura de monécitos ou
macréfagos para provocarem a morie de Neigleria fowleri, Os mediadore
da activagdo de granulécitos (gggy) produzidos pelos monécitos humanoI
LPS~estimulados foram descritos por outros experimentadores (A. Kapp
et al., Jo Invest. Dermatol. 86 1986, 523-528 e F.E, Maly et al.,
Lymphokine Res. 5 1986, 21-33). Foram descritas duas espécies de GRAN,

uma mailoritdria com um peso molecular aparente de 60 000 e outra mino-

ritdria com um peso molecular aparente de 10 000, que induziram um re+
tardamento da resposta 2 eclosao respiratéria por parte dos neutréfi-
los humanos, como se revelou por quimioluminescéncia. Estes factores

~ . o . . ~
sao sensiveis ao aguecimento e & tripsina e a sus produgao depende da
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Van Domme et al., J. Exp. Med. 167 /1988/ 1364-1376) e uma sequéncia

estimulagao dos mondcitos com LPS e, aparentemente, de novo da sinte=

se protelca.

Variadissimos relatérios descrevem factores derivados a partir de mo-
nécitos e/ou macréfagos com actividade quimiatictica préxima dos neu-
tr8filos. Foi descrito um factor denominadoe " Quimiotaxina derivada

de células mononucleares " (Mgg), que aparentemente & um péptido de

peso molecular de 10000 e que difere de GRAM, (E. Kownatzki et al, Clin.
Exp. Immunol, 64 /986/, 214-222). Um factor quimiotéctico de neutréfi+
los produzidos por monécitos de sangue humano estimulados com LIPS, conm

um peso molecular de aproximadamente 10000 e um ponto isoeléctrico de
8-8,5 foi também descrito (T. Yoshimura et al., J. Immunol. 139/1987/,

788-793) » Finalmente foi também relatado que macréfagos peritoneais de

ratos estimulados em cultura com LPS, libertam um factor quimiotdicti-
co neutrofilico (F.Q. Cunha et al., J. Med. Biol, Res, [198@7 715~
~7177 e Eur. J. Pharmacol. 129 /1986/ 65-76 ).

Devido & natureza preliminar da informa,gio - bioguimica contida nestes
relatérios & impossivel especular sobre as similiaridades e diferencas

egtruturais entre os varios factores descritos.

Subsequentemente & (s) data (s) da (s) prioridade (s) que & (s3o) re-

clamadas para a presente invengéo, a purificagao de um péptido corres

pondente provavelmente a NAF foi descrita por Van Damme et al., (-g.

idéntica 3 do NAF foi descrita por Gregory et al., (H. Gregory et al.)
Biochem. Biophys. Res. Commun. 151 1988 893-890) para um péptido
que foli purificado a partir de sobrenadantes de linfdcitos humanos estimulad
com lectina. O ¢ DNA que codifica para MDNCF (T, Yoshimura et al.,
Proc. Nat. Acad. Sci. USA 84 [1987/, 9233-9237) foi recentemente clo;
nado (K. Masushima et al., J, Exp. Med., 167/1988/, 1883-1893) e des;
cobriu-se que corresponde a 3-10C cDNA (J. Schmid e C. Weissmann,

J. Immunol. 139 119817 250-256) « Schmid e Weissmann demonstraram que
o péptido codificado por 3-10 cDNA tem homologia estrutural com o facy

tor de plaguetas 4, beta-tromboglobulina, péptido III activador de
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tecido conectivo (TAP-III) e péptido indutfivel por interferao-gama
( gamma~IP-10). Estas moléculas sao também homélogas dum péptido com

73 residuos (MGSA) com propriedades estimulantes do crescimento de me-
lanoma (A. Richmond et al., EMBO J. T /1988/, 2025-2033) cuje sequéndg
se parece muito com a deduzida a partir do gro-cDNA isolado a partir

de fibroblastos (A. Anisowicz et al., Proc. Nat. Acad. USA 84 1987

7188-7192) s Uma protéina inflamatdria derivada de macréfagos de muring

QMIPQ possivelmente relacionada com as proteinas descritas, foi tam-
bém mencionada (G. Davatelis et al., J. Exp. Med. 16% [198§], 1939~
1944) e parece ser um membro da famflia de péptidos incluindo RANTES,
o produto 8 de kd dum cDNA Bolado a partir de clone de células T huma-

nas provocadas por antigénios dependendes de IL~2 T.J. Schall et al.,
J. Immunol., 141 [198&7 1018-1029). As fungoes destes péptidos sao em
grande parte desconhecidas. MGSA e CTAP~ILI (c.u. Gastor et al., Pro.
Nat. Acad. Sci. USA 80 1983, 765-769) foram descritas como sendo mi-
t6genicas e o factor 4 de plaquetas demonstrou-se ter efeitos imunomo-
dulatérios (A.D. Barone et al, J. Biol. Chem 263 1988, 8710-8715)

0Os resultados obtidos sugerem que NAF activa selectivamente os neutro-

filos através de um processo mediado por receptor semelhante ao ini-

ciado pelos agonistas quimioticticos.

2, SUMARIO DA INVENGAOQ

A Requerente descobriu que o NAF desta invengao induz a formagao de
radicais de oxigénio e a libertagao de enzimas em neutréfilos humanos
actuando através de um receptor selectivo, diferente de todos os outres -

receptores até agora descritos.

Determinou~se a sequéncia total de aminoZcidos que constituem o NAF

purificado a partir do mondcitos humanos estimulados por LPS e um cé-
digo genético para a espécie de NAF principal sintetizado e expresso
como um péptido recombinante com as mesmas propriedades de activagao

de neutréfilos que o sen hémologo natural.




A invengao consequentemenie, refere-se a NAF e ao seu isolamento a

partir de fontes naturais tais como mondcitos humanos.

Refere-se também ao NAF especialménte recombinante sintético ¢ & sua

pr eparag'éo e expressad.

3. DESCRIGAO PORMENORIZADA

A sequéncia completa de aminodcidos do NAF determinado por métodss de

sequénciamento conhecidos:

Ser—Ala-Lys-Glu-Leu-Arg-Gys-Gln-Gys-I1e-Lys~Tﬁf—Tyr-Ser—Lys~Pro-
Phe~His-Pro-Lys-Phe~Ile-Lys-Glu-Leu-Arg-Val-Ilg~Glu~Ser-Gly-Pro=-
His-Gys—Ala—Asn—Thr-GlupI1e—IleAVal-Lys-Leu—Ser-Asp-Gly-Arg—Glu-
Leu—Cys—LeurAsp-Pro-Lys—Glu-Asn-Trp—Val-Gln—Arg—Val—Val—Glu—Lyé—

Phe-Leu-Lys-Arg-Ala-Glu-Asn--Ser,

4 degradagao de Edman da protefna completa e dos fragmentos tipticos
7-26 ¢ T 2T7=-4T obtidos apds quebra de 1iga96es do NAF SH-metilado e dg
NAF amino=-succini-lado origina a sequéncia até & posigéo 4T7. Por hidrd
lise com 4cido férmico a T5% e degradagac de Bdman, obtiveram-se duas
sequéncias aproximadamente equimolares de 20 aminodcidos, seguidas pox
um Gnico formato que corresponde & sequéncia aminoterminal do NAF para
além da posigao 20. A sequéncia dos péptidos carboxiterminais A 53-T4
foi determinado por subtragao e confirmada por andlise do péptido tip-
tico T 61-72, As carboxipeptidases A e B originam produtos de cliva-
gem detectdveis mas apés o tratamento de 1 nanamole de NAF com carbo-
xipeptidase Y libertam-se 120 picomoles de serina, indicativo da seri=

na como a extremidade de carboxi.

Anjlises de virios lotes de NAP revelaram algums heterogeneidade ami-
noterminal. A sequéncia acima descrita corresponde ao componente maiows

ritério (70%), o qual se cré ser o principal responsdvel pelas activis




cia 1), 30 (sequénecis 2) e 31 (sequéncia 3).

dades biol6gicas. Podem ainda identificar-se trés outras variantes:

Sequéncia 1 (cerca de 17%)

Ala-Val-Leu-Pro-Arg-Ser-Ala-Lys-Glu-Leu-Arg-Cys-Glu-Cys-Ile-Lys-
Thr-Tyr-Ser-Lys-Pro-Phe~His~-Pro-Lys-Phe~Ile-~Lys-Glu~Leu-Arg-Val-
Ile-Glu=-Ser-Gly-Pro-

isto & a sequéncia completa acima descrita prolongads na N-extremida-

de por Ala-Val-Leu~Pro-Arg- (compreende a proteina complete entao 77

aminoXcidos)

Sequéncia 2  (cerca de 8%)

Lys~Glu~Leu-Arg=-Cys=Gln=Cys=Ile-Lys=Thr-Tyr-Ser-Lys-Pro-Phe~His=

Pro~Lys~Phe~Ile=Lys~Glu~Leu-Arg-Val-Ile~Glu~Ser-Cly-~Pro-

isto € sequéncis completa acima descrite encurtada na N-extremidade

Ser-pAla- (a protéina completa compreende portanto 70 aminodcidos).

w (Gerca de 5%)

Glu~Leu-Arg-Cys~Gln~Cys-Ile-Lys-Thr-Tyr-Ser-Lys-Pro~Phe-His-~Pro=-

Lys-Phe~Ile~Lys~Clu~Leu~Arg-Val-Ile~Gln=Ser-CLi=Pro=-,.

isto € a segqufncia completa:acina.descrita, encurtada na N-extremida-

de de Ser-Ala-Lys- (a protéina compreende portanto 69 aminodcidos).

Todas estas frequéncias podem ser alinhadas com a sequéncia prevista
a partir do 3-10 cDNA, compreendendo 99 aminodcidcs (J. Schimd e C.
Weissman, Je.Imunol. 139 /1987/: 250_254), 0 péptido maioritério de
NAF corresponde 3s posigoes 28 a 99 da sequéncia de eminodcidos 3-10C,

enquanto que as trés variantes anteriores comegam na posigao 23 (sequéd

14
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: formarem pontes de dissulfureto dentro da cadeia as guais parecem im-

A comparagao entre a sequéncis 3=~10C derivada de cINA e a8 sequéntias
anteriormente referidas sugere que os fagbcitos mononucleares sinteti-
zam um precursor de NAF o qual é processado intracelularmente, O pépti
do do residuo T7 poderis representar a forma excretada maior do NAF

porque corresponde 3 sequéncia derivada de cINA menos o péptido de 22
aminodcidos de sinal previsto; A espécie principal de NAF com 72 resi-
duos e os andlogos com 70 e .69 residuos podem resuliar de modificaggeg
trnaslacionais posteriores.

Todas as formas de NAF t8m quatro residuos de cisteina que se espera

portantes para a actividade visto que se verificou que o mercaptoeta-
nol era inibidor (P.Peveri et al., J.Exzp. Med. 167 /1988 1547-1560).
As pontes de dissulfureto & provivel gue liguem as posigoes T=34 € 9=

-50 . tal como na beta-tromboglobulina e no factor de plaquetas 4, que

sa0 parcialmente homSlogas do NAF.

De acordo com a homologia com a beta~tromboglobulina, o NAF tem duas
pontes de dissulfureto intramoleculares. Consequen%emen%e? 0 Seu peso |
molecular calculado & igual a 8384, 7, claramente mais elevado do que
0 peso molecuiar determinado por electroferese em SDS-gel.

A produgac de NAF a partir de fonbes naturais, tais como mondecitos hu-
manos,faz-se com baixos rendimentos e requere operagoes de purificagcag

extensas e complexas.

A fim de produzir NAF em quantidades mais elevadas e com processos

- . ~ . -
sintéticos de maior rendimento, sao indicados por exemplo processos d«
) D

qu{hica ou processos de DNA recombinante. A preducao de NAF sintético)

por exemplo, por méitodos de DNA recombinante, incluindo a expressao
num sistema de expressao encariético ou procariético, por exemplo, em
E. Coli insere-se também no ambito da invengao, O NAF siniético, por
exemplo, o NAF recombinante isolado por exemplo a partir de bactérias
tem (s) mesma (s) sequéncia (s) de aminofcidos que o NAF natural e as

mesmas propriedades e actividades, "NAF recombinante" significa NAF

[]
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obtido por meio de processos de DNA recombinante,

A preparagao de NAF por méitodos de DNA reccmbinanite &€ realizado de
acordo com técnicas conhecidas, nomeadamente, sintese, purificacao e
ligagao de correspondentes oligonucleétidos, clonagem do gene de NAF
sintético, express3o em B, Coli e finalmente recuperagao e purifica-
950 do NAF recombinante. Por exemplo, um gene que codifica pars amino
dcido T2 do NAF é sintetizado, preferivelmente com optimizacgao de -

codao, e posteriormente clonado e expresse em B, Coli,

A anflise da mancha fAe Webter de extractos baoterianos brutos usando
um antissoro desemvolvido contra o NAF natural revela uma unice banda
que comigra com o NAF natural, 0 NAF recombinante purificado até ser
homogeneizado tem sequéncias amino terminais e carboxiterminais id8n-
ticas &s do NAF natural com 72 aminodcidos. Ensaiado em neutrdéfilos
humanos, verificouse que tem 2 mesma actividade e poténcia que o NAF

natural induzinde a quimiotaxia, um rdpido aumento do Ca2+

citosblico’
livre, activagao da eclosao respiratéria e libertagao dos contetidos

de grénulos especificos e azuréfilos.

A Figura 13 mostra a configuragao dum gene de NAF sintético. As alte-
ragoes s3o0 evidentes em relagao 3 sequéncia codificante do 3-10C oINA
para facilitar a expressao em E, Coli. Na extremidade 3y o terminador
TAA que ocorre normalmente & substituido pela terminagao,tripla TAA—~
TAATGA e um sitio de BamFL é adicionado imediatamente a jusante, Na
extremidade 5', os sitios Pphl e Clal sao adicionados a fim de permi-
tir a inserg@o na colonagem e no vector de expressao, respectivamente
Na base 34, & criado um sitio de restriq&o Tagl para posteriores manif

pulagBes na extremidade 5' por mudanca do codzo Arg de AGA para CGA.

0 fortalecimento por blocos (oligonucleétidos 1-2, 3-4, e 5-6) ndo
tem vantagens relativamente & ligagao simultnes de todos os 6 oligo-
nuclebtidos. A fosforilagao 5' de todos os oligonucleStidos origina
produtos de ligag;o de tamanha superior ao esperado, mas quendo os

oligonucleétidos terminais { 1 26) nao s3o fosforilados, o produio




com o peso molecular mais elevado é o gene completo com,.248/240 bases

0 gene & ligado em pBS w3

cortado com Sphl/BamFI e transformade em
BE. Coli., O plasmfdio DNA isolado a partir de 6 das colénias resistens
tes & ampicilina resultantes & cortado com Cld/Bam HL, proporcionando
em todos os casos uma banda de 237 bp em gel de agarose a 1,4%. 0 se=-
quénciamento de DNA revela os clones compreendendo a sequéncia correcs

ta. A cadeia Clal/BamHI de um clone correcto & retirado do gel e

clonado no vector promotor de Trp, pIL 402 (Termo) . Como possivel mei¢

para aumentar a expressac, um terminador de transcriggo sintético
(ver exmemplo 17) pode ser incorporado neste vector ligado & extremida+r
de 3' do gene humano GM-GSF no local Bam/HI., O gene NAF & poriante in:
serido entre este local BamHi e o local Clal a %Husante do local da

iniciagao de transcrig%o no promotor, para substituir o gene GM-CSF.
0 plasmfdio de expressao NAF resultante, p(NAF)-6413, & representado
na Fig. 14. -

As anilises de mancha de prata ou por mancha de Western de extractos
de B, Coli induzidos por &cido indol-acrilico compreendendo p(NAR) -6T3
demonstram a produéio dependente do tempo dum péptido que comigra -com

o NAF natural e reaga com um anbi-soro contra o NAF natural.

0 sistema de expressao acima mencionado pode também ser usado para a
preparagao das variantes de NAF, acima mencionadses, ou outros fagmen-
tos de NAF biologicamente activos, tais como fragmentos NAF truncados

com amino.

W

As propriedades biologicas do NAF sa0 especificas enm relagéo 4 espéci
A actividade em coelhos reflete praticamente a actividade nos seres

humanos.

. N ~
Os testes preliminares em ratos, ratazanas e porcos guinea nao reve-

laram qualquer actividade nitida.

0 NAF é indicado para uso no tratamento de condigoes que 830 acompa-—
nhadas ou causadas, localmente ou sistematicamente, por uma modifica~

¢30 do nfmero ou do estado de activagdo das PMN (células polimorfonu-
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cleares-neutré6filos). O NAF modifica extensivamente estes pardmetros
de PMN e & portanto indicado para uso no tratamento de condigoes nas
quais um aumentc no nimero ou do estado de activagao das PMN conduz a
melhoramentos clinicos, por exemplo, em infecg§es provocadas por bac-
térias, microplasmas, leveduras e fungos e virais. Além disso, o NAF
estd indicado para uso em doengas inflamatdérias, tais como psoriase,

condigoes artriticss e asma, ou em condigbez de contagens anormalmen-
te baixas de newtréfilos e/ou nivel de neutfofilos baixo generalizado,

e na preparaggo de antagonistas para uso nestas condigses.

3. DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1l: Producao de NAF induzida por LPS

Colocam—-se células mononucleares separadss da forma como se descreven
no Bxumplo 1 em placas de cultura §om 24 reentréncias (5X106 células

em 1 ml) e estimulam-se com LPS & concentragao indicada. Recolhe-se o
meio em intervalos de tempo variados, clarifica-se por centrifugagao

(20 000 rpm durante 20 minutos - a 400) e mede~se a actividade do WAF,
Células de um dnico dador; meios de culturas duplas, Estes resultados
sa0 representativos de 4 experiéncias similares usando células de da-

dores diferentes.

. Figura 23 Producao de NAF por fagdcitos mononucleares mas

nao por linfécitos

a) A fracgao total de células mononucleares (5 X 10° células /ml) e de
células suas derivadas ( 0, 1) sao cultivadas na presenga de 100 ng
de 1PS ( @, 0 ) e na sua auséncia (wm,S3I) durante 24 horas.




—I'v) Monécitos (o0, 100 células/ml) e linfécitos (A, 4 X 100 células/

! /ml) purificados por elutriagio sdo cultivadas na presenga de 100 ng
de LPS.

i10s graficos representam valores médios relativos para a 1iber~‘aag§o de
elastase a partir de experiéncias separadas 5(a) e 6{(b) realizadas

cada uma delas em duplicado. Os dados sao normalizados posicionando og
|de 24 horas do e, no painel a ed- # no pakeld igual a 1,0 e calculan
do os outros valores ( médiat desvio padrao) relativos a este. Bste

tipo de representagao & escolhido no sentido de se entrar em linha de
conta com a variag&o de produgéo de NAF por um lado, e a resposto dos

neutréfilos usados para testar o NAF, por outro.

Figura 3: Purificacao parcial do NAF por cromatografia em fotocelulose

A distribuigao de proteina (absorvincia a 28 mn,= = =), do NAF (0) e
IL - 1 (A) & representada. As fracgoes com ag. actividades mais ele-

vadas do NAF sao realgadas ‘como se indica,.

Figura 4: Purificacao do NAF por filtracao em gel de HPLG

a) Distribuigao da proteina (absorvincia a 280 mm) e tempo de eluigao
de marcadores de peso molecular ( setas : 1% peso molecular 66200;

2= peso molecular 42 7005 3= peso molecular 21 500; 4= peso molecular
6 500 e 5= peso molecular 1 255)

b) Perfil da actividade do NAF,




Figura 5: Purificacao do NAF por cromatografia em hidroxilapatite

0 NAF parcialmente purificado é carregado na coluna com baixa con-
centragao salina e ent3o elufdo por um tampao compreendendo NaCl 1 M.

As barras representam a actividade de NAF.

Pigura 63 gggificacao'do NAF por cromatozrafia em heparinssefarose

0 NAF parcialmente purificade é carregado numa coluna com baixa con-
centragao salina e entao elufda com uma solugao tampao compreendendo
NaCl 1,5 M. '

As barras representam a actividade do NAW.

Figura T: Purificacao do NAF por HPLC em fase inverss numa.coluns,

c4

a) O NAF purificado é carregado numa coluna RP em gcido trifluoracéti
co a 0,1 %. A coluna é desemvolvida com um gradiente linear de acetos
nitrilo em &cido trifluoracético a 0,1%.

b) As barras representam a actividade do NAF.

Figura 8: Purificacao do NAF por HPLC em fase inversa, em coluna
de CN-propilo

a) O NAF purificado & carregado numa coluna de CN- propilo Bakerbondl
A coluna & desenvolvida com um gradiente lihear de n-propanol em &-

cido trifluoracético 2 0,1 %.
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‘A coluna & desenvolvida numa solugao politampao 96-HCL, pH 7,0. As

b) As barras representam a actividade do NAF,

;Figura O Purificacao do NAP por cromatofocazem:

iC NAF purificado parcialmente é carregado numa coluna de oromatofocage

fracgoes sao testadas em relagao 3 actividade do NAF (-9~) ¢ pH
(- - -)

l

Figurarloz Resposta da eclosao respiratéria ao NAF purificado DAL CL=-

almente

a) Produgao de Superéxido: neutréfilos (3 X 10 6/ml) 520 pré-incubadbs
a 37° com ou sem 1‘ym PAF durante 2 minutos e entao estimulados com

quantidades crescentes de NAF. Observam-se diminvigoes nos registos de|
citocromos ¢ a seguir 3 adigao de NAF,

b) Quimioluminesc&ncia dependente de HéOZ: 820 representadas 3 esquerda
das curvas de evolugio seguindo a estimulaggo com NAF parcialmente pu-
rificado .2 as conoentragSes aproximadamente equiactivag de C5a e fILP
A fase inicial da resposta é detalbada 3 direita., Os estimulantes s20
ladicionad.os em 59}Fﬂ.dﬁ PBS~BSA. '

Figura 11: Descriminacao entre NAF e CSa

C5a e NAF sa0 incubados durante 15 mimutos com soro humano fresco ou
com PBS e as actividades das preparagﬁes s20 determinadas ( produgao

de superdxido).




| péptido correspondente da forma mais importante & nomerada comegand
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a) C5a em PBS,
b) C5a em soro,
¢c) =6 soro,

d) NAF em PBS,

e) NAF em soro.

Figura 12: Formacao de superéxido em resposta & estimulacao

sequéncial com NAF parcialmente purificado, GSa e fIILP

a) Sao pré-incubados neutréfilos a 3700 durante 5 minutos e depois

estimulados com diferentes agonistas como se indica (setas).

b) Estimulagio sequéncial ou repetida com NAF ¢ G5a. Ls coridgoess sao

as indicadas na alinea a).

As setas representam a adigac de agonistas como se indicas A concen—
tragac de C5a & de 0,5 nlf em a) e de 0,2 nM em b), enguanto & de 20 nl
de fMLP em ambas as experi8ncias. Os agonistas sao adicionados em 50
)Ll de PBS~-BSA,

Figura 13: Sequéncia de nucleétidos do gene NAF sintético

0s nucleétides simples, ON-1 a ON-6, usados na congtrugao do gene £30
representados por linhas trace jadas. Os nitmeros dos nuclebtidos (ublid

nhados) aparecem do lado direife acima da cadeia dupla, 4 sequéncia dg

na extremidade aminoterminal (Ser). Os sitios da restrigao com Clal e

BamI estio indicados acima da cadeia duplae. 0O sftio de Tagl criade poI




substituigao de C pelo A no codso arginina & também representado.

Pigura 14: Vector de Expressao p{NAR)-6T3

AR = Cene resistents 3 ampicilina
Trp P/O = Promotor triptofano

T = terminador sintético de transcrigao

Figura 15: Identificacao do NAF natursl e do recombinados

+
. . 27 . . . .
Graficos Supericres: Trocas de Ca citosblico livepe induzidas por NAF
. . i . 6
natural (esquerda) e recombinanie (direita). Os uneutréfilos (4 X 10
células/ml) sao carregados com quin-2All 0,1 wmoler-e entao estimula=-

dos com NAF (marcadc) 3 nll. As trocas de-@ﬂ&ura§§5>de quin-2 20 ca-

libradas comc & descrito em V. Von Tscharuner et al., Je Biol. Chem.
261 (1986) 10163-10168. ‘ '

Graficos infericres: Eclosao respiratéria induzida por NAF natural
(esquerda) e NAF recombinenite {direits). Os neutréfilos (106 célu~
las/ml) sao esbimulados com NAF 3,10 e 30 nl no Inicio da conbagem
dos ‘tempos (1;'1-"0) e a produgac de perdmido de hidrogénio & medida por |
quimioluminescéncia (M.P. Wyman et al., Anal. Bochem. 165 (1987) 371
-318.

Figura 16: Derrame de plasma em zonas da pele

A seguir 3 injecgao intradérmica de NAF ou de endotoxinas
Duragzo: 4 horas;
Média ¥ erros padrao da resposta média de 3 coelhos,
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Figura 17: Acumulacao de neutréfilos em zonas da pele

Medido simultanecamemnie com as respostas representadas ns Figurs 16.

Figura 18: Efeito da Polimixina B na acumulacao de neutrsdfilos:

A seguir & injecgac intradérmica de NAF (l&:)"'9 moles/zona), fULP

(1077 moles/zona) ou endotoxina (10713

moles/zona);
duragao: 2 hcras;

Médiaterros padrao da resposta médis de 3 coelhos,

5+ EXEMPLOS

Os exemplos seguintes ilustram 2 invengéo. Todas &8 tempersturss

estao em graus centigrados cxpressas. Usem-se ag seguintes sbreviatu-

rass

PHA: " Fito~hemaglotinina

ConA. Concanavalina

LPS: Lipopolissacérido de B, Coli

BSA: Albumina de soro de buvino

fMLP: N=Formil~L=-metionil~L-lkeucil-L~fenilalanina

PAF l-0~Hexadecil=2=0=acetil=sn~glicero=3~fosfocoling
(factor activador de plaquetas)

MEM: Meio essencial mfnimo de Bagle (Sercmed CmbH, Hunique,

FRG), suplementado com 25 yg/ﬁl de neomicina, temponizadn
a pH 7,4 com Na}ICO3 25 mM e HEFES 20mil.
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NEM~PPL:

Como o anterior, contendo em adicao uma solugao de pro-

teinas de plasma pasteurizada (5% PPL-SRK, Swiss Red Cross

Laboratory, Berna, Suiga) e 100 UL/ml de penicilina e estrepiomicina
(Gibeco A.G,., Basle, Suiga);

PRS:

PBS-BSA:

HEPES

PPL~SRK:

NAF:

CX:
IL-1:
S0D:
C5as
CPGs
PAGE
GM=CSF':
CB:
MES:
HPLC:

SDS:

Solugao salina com tampio de fosfato sem Ca’t o Mgz*(l37
mM NaCl, 2,7 mM XC1l, 8,1 ml NaH2P04 e 1,5 mi KE,P0O,, ajus:
tado a pH T,4) '

PBS complementado ccm 0,9 mM Caclz, 0, 49 n¥l MgGla e 2,5
mg/ml BSA,

]
Kcido N-2~hidroxietilpiperazina-N -2-ectanossulfonico
Solugao de proteinas plasmidticas (Swiss Red Cross)

Factor ou protéina de activagao de neutréfilos

Ciclo-~heximida

Interleucina~l

Superdxido

Anafilatoxina

Vidro de poros controlados

Electroforese em gel de poliacrilamida

Factor estimulante de colénias de granuldcitos-macréfagos
Citocalasina B (éﬂg/ﬁl)

Lcido 2-(N-morfolino)etanossulfénico

Cromatografia em fase lfiquida sob alta pressao

Dodecil-sulfato de sbdio




PARTE I: Producao de NAF por Mondcitos Humanos

Exemplo 1: Producao de NAF por mondcitos humanos estimnlados com LPS

Os monécitos humanos s50 isolados a partir de cemadas cor de couro de

sangue de dadores{ Swiss Red Cross Laboravory Berna, Suiga) por centri
fugagao através de um gradiente de Ficoll-Pague. Este método separa
os neutréfilos das assim denominadas células mononucleares, uma nig-
tura de mondcitos ( cerca de 20%) e linfécitos (cerca de 80%). Szo0
usadas trés preparacoes de monécitos: (i) a fracgao total de células
mononucleares, (ii) monbcitos enriquecidos a partir da fracgao de cé-
1ulas mononucleares por aderéncia, e (iii) 90% de mondeitog puros se-
parados a partir de linfécitos por elutriagac centrifuga (¢.Garotta
et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 140 (1986) 948-954 e K.J. Cle-
metson et al., J, Exp. Med, 161 (1985) 972-983).

As células sao cultivadas em MEM- PPL e estimuladas com comcentragoes
crescentes (O,l ng a l)«y&ﬂ) de LPS. Em tempos diferentes, aliquotas
de meios de cultura saoc retiradas como amostras e nelas determina-se
a actividade do NAF como a cepacidade de induzir a libertagao -de-
elastase a partir de monécitos humanos pré~-tratados com citocalasina
B (B, Dewald et al., Biochem. Pharmacol. 36 (1987) 2505-2510) .

Culturas de células mononucleares compreendendo mondcitos e linféci~
tos numa proporgio de 1:5 produzem NAF quando estimuladas com LPS
(100 mg/ml). NAF acumula-se no meio durante 24 horas e os niveis de
produgao estacionam entre as 24 e as 48 horas. O NAF nao se forma em
auséneia de estimulos. A Figura 1 representa a evolugao com O tempo
e a dependéncia em relagao com a concentragac dos efeitos de LPS o

qual & 34 activo entre 0,1 ng/ml e 1 ng/ml.

A origem do NAF & estudada usando diferentes preparagoes de céculas
mononucleares. A Figura 2a representa geracao de NAF dependente de

1LPS pela fracg&o total de células mononucleares e os mondcitos selec




—! cionados a partir dela por ader@ncis. Estes resultados confirmam que

a produg&o de NAF depende de LPS e indica que o NAF & produzido pelos
mon6citos. A presenga de linfécitos nao parece influénciar a guantida-
| de de NAF produzida. S50 obtidos resultados semelhantes com mohdcitos
e linfécitos purificados por elutriagao. Como se mostra na Figura 2b,

0 NAF & produzido por monbcitos mas nao por linfécitos.

Exemplo 2: Producao_de NAF por mondcitos humanos estimulados com PHA

ou Conl

A fracgzo de células mononucleares obtida a paritir de camada cor de
couro de sangue humano, separads como foi descrito no Exemplo 1, £20
cultivadas nas condigoes referidas no Exemplo 1, e estimuladas com

pHA (5 }xg/ml) ou ConA (10 )1g/ml). A variagao com o ‘tempo da produgao
de NAT é semelhante &s observadas com células mononucleares estimulae
dag com 100 ng/ml de LPS. Um miximo & obtido apbs cerca de 24 horas.

Exemplo_33 Inibicdo da producdo do NAF pela Ciclo-heximida

0 facto de o NAF nao ser libertado imediatamente apés estimulagao dos
monécitos, mas sim num intervalo de tempo de horas, dependendo da
concentragao do estimulo, sugere que & referida uvma nova sintese de
protefinas e que a produggo do NAF & realmente induzida pelo estimulos
0 requisito da sintese das proteinas & demonstrado por experigncias
nas quais a produgao de NAF é inibida pela adigao da ciclo-heximida.
Os resultados de uma experidncia representativa é apresentado na Ta-
bela 1.
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Tnibicao da producao de NAF pela cicloheximida

Tabela I

Tratamento Produgao média de NAF apds
4h 8h 24h
(nenhum) 0 4] 0
LPS 726 2042 2633
LPS$CX 0 0 0
LPS+CX at 4h T4 966 639
LPSH0X at 8h 52 1884 1854

A cicloeximida (CX, 10}ug/ml) & aditionada 4 ou 8 horas apls LPS
(100 ng/ml). A actividade é apresentada em unidades de fluoresc@acia,

expresando a libertagao de elastase.

PARTE IL __ Purificacao do NAF

Exemplo 4: Separagio_de NAF e IL-1 por cromatografia em fosfocelulosg

As célmlas mononucleares obtidas a partir de camadas cor de couro de
sangue de doadores como se déscreveu no Exemplo 1 sao cultivadas em

MRM-PPL durante 48 horas em presenga de 100 ng/ml de LPS em frascos

de cultura por agitador (1,5 litros 5 X 106 células/ml). Os sobrena-
dantes da cultura sBo entao colectados, centrifugados a 20000 rpm

. o . . . ~
durante 20minutos a 4. - Mo sentido de remover as particulas e sao




Unia ‘amostra da,200/11 de NAF parcialmente purificado por cromatografia

i

entdo carregados numa coluna de fosfocelulose (Whatmen Pll, 1,4 x 6
cm) equilibrada com uma solugao de tampao de fosfato de potédssio 20
mM, pH 7,2 compreendendo NaCl 20mlM e glicerol 5%. A coluna é lavada
com 30 ml de um gradieate de concentaaggo de NaCl linear (0,02 ITal,
5 M) no mesmo tampao. Colectam-se fracgges de 2 ml em polietilenogli-
col a 0,1% e a actividade do NAF e de IL-l ensaiada. A absorvéncia a

280 nm & monitorizada como uma medida de proieina.

A Figura 3 representa os perfls de distribuigao de protefnas (absor-
vancia a 280 nm) e duas actividades biolégicas, a libertagao de elas-
tage como wma medida da actividade de NAF e a proliferagao de timéci-
tos ocomo uma medids de actividade de IL-l. A maior da protéina bem
como a actividade do IL-1 sao recuperadas a partir do volume da correr

te que a atravessou. A eluigao com um gradiente linear de NaCl origing

vidade de libertagao de elastase correspondente ao NAF, o qual inicia
a eluig&o a 0,5 M e atinge o seu mdximo a NaCl 0,8 M. 0 pico é simétr]
co e & procedido por um pequeno patamar. Algum material absorvente de
UV & elufdo pelo gradiente salino; o seu perfil, no entanto, nao co-
incide com as actividades biolégicas determinadas. Como se indica na
Figura 3, IL-1 e NAF podem ser completamente separados. Nao ha acti-
vidade de libertagao de elastase sssociada com IL-l nem actividade de
indugao de proliferacgao de timbcitos associada com NAF. A recuperagao
do NAF por fraccionamento é praticamente 100%, sugerindo que o meio

nao contédm inibidores nem activadores.

Exemplo 5 Purificacao do NAF por filtracdo através de gel

em Tosfocelulose (Exemplo 4) & aplicada a uma coluna HPLC TSK -G 2000
sW (7,5 x 600 mm) com uma pré colunaMSK-GSWP. (75 x 75 mm). A coluna
é precorrida par'NaHP04, 100 mi, pH 7,0 compreenaendu Na0l 100 mil, &

taxa de 0,5 ml/minuto. Como padroes de calibraggo usam-se albumina de

uma pequena actividade a taixe forga iénica seguida de um pico de acti

o
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soro de bovino ( peso molecular 66200), ovalbumina (peso molecular
42700), inibidor tripsina de soja ( peso molecular 21500), aprotinine
( peso molecular 65C0) e actinomicina D (peso molecular 1255)., O NAF
é eluido com um pico levemente assimétrico logo apbs a aprotinina, e
Ttem acima da actinomicina D. O peso molecular aparvente do NAF é portan
to aproximadamente 6500. Nenhuma actividade relativa ao NAF é elulda

antes ou depois do pico descrito. (Fig. 4).

Exemplo 6: Purificac@o do WAF por hidroxilapatite

Um conjunto de fracgoes obtidas a partir de cromatografia em fosfoce-
lulose (Exemplo 4) com um volume total de 15 ml ( correspondendo a
aproximadamente 800 ml da cultura sobrenante nao fraccionada) & dilui-
da de 1:10 com uma soluggo tampao (fosfato de sédio 10 mi, pH 6,9 em
polietileno-glicol 6000 0,1%) e carregada nume coluna com 3 ml de hi-
droxilapatite (Biogel HTP) equilibrado no tampao. A coluna é lavada
com 3 x 3 ml do tampao do carregamento ¢ em seguida eluida com ‘tampao
de carregament~ -suplementado com WaCl 1M. Através desta técnica ©
TAF é recuperado a partir da coluna. A subseqmente eluigao com o ‘tam-
pao de fosfato de =édio 0,5 M, pH 6,9 nao origina qualquer actividade
posterior de NAT ( Fig. 5).

Bxenplo T: Purificacac do NAF heparina-sefarose

Uma amostra de 1 ml de NAF parcialmente purificado por cromatografia
com fosfocelulose (Bremplo 4) & carregade numa coluna de 0,5 ml de
heparina~-sefarose 4B equilibrada em fosfato de s6dio 10 mily pH T,3
suplementado com 0,19 de polietilenoglicol 6000 e NaCl 50 mM. A colu~-
na & lavada com o mesmo tampao e entao eluida com fosfato de s6dio
10 mM, pH T,3 suplementado com NaCl 1,5 M. Uma quantidade minima de
NAF & detectada no fluido que passa através da coluna depois da lava-

gem, mas a maior parte da actividade ligada 3 coluna é eluida com ©
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tampaoc de maior forga idnmica (Fig. 6).

Exemple 8: Purificacdo do WAF por cromatografis em fase liguida a

~ y
alte pressso em fage inverss

Una amostre de NAF purificado por cromatografis em fosfocelulose (Emer
rlo 4) seguida de purificagao com hidroxilapatite (Bxemplo 6) & apli-
cada numa coluna C, de fage inverss de poros largos (Biorad RP 304).

A coluna & elufda com wm gradiente de acetoaitrilo de 0 2 80%, em &ci-
do trifluoracético 0,1% com wm aumento de 0,66% minuto. O caudal de
passagem & de 0,5 ml/minuto. As fracgoes sao recolhidas e secas sob
vécuo. Os residuos saoc re-suspendidos em lOO’xl de PBS compreendendo
polietileno-~glicol 6000 0,1 % e & analisads a actividade do NAF, O NAT
& elufdo com um tempo de retencso de cerca de 60 minutos, correspon-
dendo sproximadamente a acebtonitrilo 40%, como uwm Gnico pico agudo bew
definido (Figura 7).

Exemplo G: waificag’é’.c do NAF pod croma'bogre,fia, er fase 1liguida 2 al-
ta Dressac com inverszo de fase numa, coluns CN - propilo

Uma amostra de NAF purificado por cromatograiia com invsrsao de fase
como foi descrito no Exemplo 8, seca sob vdcuo e re-suspensa em 100
}ﬂ.de TBS contendo polietileno-glicol 0,1% & diluida com um volume de
Lcido trifluoracético 0,1% e aplicada numa coluna Bakerbond de cisno
(eN)-propilo de poros largos (Baker Research Products, Phillipshurg,
NJ, USA)s A coluna é clulda com um gradiente que se prolonga de 0 a
50% de n- propanol em fcido trifluoracético 0,1% com um aumento de
0,41%/minuto. O caudal de passagem & de 0,5 ml/minuto. As fracgoes
530 recolhidas ¢ secas sob vécuo. Os residuos sac re-suspendidos em
100 pl de solugao salina com tempao de fosfabo compreendendo 0,1 % de
polietileno-glicol 60C0 e & analisada o actividade do NAF. O NAF &

elufdo em dois picos bem definidos, um maior com um tempo de retengao

Q
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de 53 minutos, correspondendo a 22% de n~propanol, e um menor respon-
sével por menos de 30% de actividade total, com um iempo de reteng&o

de 66 minutos, correspondendo a 27,5% de n-propanol (Fig. 8).

Exemplo 10: Cromatofocazem do NAF

Uma amostra de 4 ml de NAF parcialmente purificado por cromatografia
em fosfocelulose (Exemplo 4) & submetida a diflise contra um tampac
inicial constituvido por: etanolamina - HOL 25 mil, pH 9,4 ¢ 0,l % de
polietileno-glicol 6000, e & carregada nume coluna PBE 94 (0,7 % 19
om, Pharmacia) equilibrada com o mesmo talipao. A coluns & entao elufda
com 200 ml do politampao 96 = HGI (diluide 1:10 cm &gua), pH 7,0 com=
preendendo polietileno-glicol 0,14, 820 recolhidas fracgoes com tempos
de eluigao de 10 minubos a wm caudal de 10-14 ml/h e ensaiadas pars a
actividade do NAF. A maior parite da actividade & eluida na regiao de

pE 8,8 (Figura 9).

PARTE IEL: Caracterizacac Biolbgica e Fisico-guimica do NAF

Exemplo 11: Propriedades fisico-quimicas do NAF

0 NAF parcialmente purificado obtido por cromstografia fosfocelulose
P D g

(Bxemplo 4) & usado nestas experincias.

Apbs a cromatografia em fosfocelulose, as fracgoes com a mais elevada

actividade de NAF sao submetida a diflise durante o periodo nocturno
o

a 4 C contra PBS usando-se para tal uma membrane com o corte de pe-

so melecular de cerca de 100 dalton,
A preparacac obtida & entao objecto dos seguintes tratamentos:

a) Incubag§0 a 37° ¢ com ou sem ‘tripsina, quimotripsina ou proteinase

X (100}qy&ﬂ) seguida de adiggo de um exocesso de BSA (2 mg/ml) para




interromper a proteblise do NAF;

b) Aguecimento a 56°G, 80°C ow 95° ( em comparacao com 22° C para
controlo);

¢) Exposigao a pH2 ou 10 (a 22°) seguide de ajustamento a pH T,4
( em comparagao com pH 7,4 para controlo);-

d) Exposigao a cloreto de litio 2, cloreto de guanidfnio 61, 2 mercas
ptoetanocl a 1% ou dodecil sulfato de =6dio (SDS) a 0,5 % durante 3 h

0 . g
a 227, seguids de didliss durante 24 horas e 40 contra PBS. Apds as
adigoes, as amostras de NAF s3o tratadas da mesme forma e testadas

para observagéo da possivel influéncia sobre o enzaio de NAF,

Como se conclui a partir dos resultados apresentados na Tabela 2, o
NAF & notoriamente resistente 3 inactivagao. A sva actividade & des-
trufda apés incubagao com diferentes proteases, indicando gue o NAF
¢ um polipéptido como contraste, o NAF é facilmente inactivado por
aquecimento, condigoes de pH dcido ou alcalino, nem por exposigao a

SDS. E obtida alguma inactivagac com 2-mercapitoetanol, cloreto de gua

nidino e clereto de litio,

Pabela 2.




Propriedades Fisicoquimicas do NAF

Tabela 2

28

s

Tratamento Gondigoes actividade re-
lativa
Pemperaturas 220, 3h 100
0
567, 1h 82
80°, 15 min 80
95, 5 min 66 7
[o]
pH 2,0 227, 3 h 76
pH 10,0 220 3 b 90
SIS 0,5 % 22° 3 h 100
o-mercaptoetanol 1,0% 22° 31 30
Gloreto de 1ftio 2 M 22%, 31 52
Gloreto de guanidinio 6 B 22°, 3 1 68
Tripsina 100 pg/nl 37% 4 n 100
371°, 12 n 8
ofechimotripsina 100 )lg/ml 371°, 4 n 80
i (o]
31°% 12 1
Proteinase X 100 )‘;g/ml 37°, 12 1 0




Exemplo 12: Bxocitose induzida por NAF ( inducdo da libertacao de
— opSnulos pelo NAF de neutréfilog humanos)

Neutréfilos (5 x 106 /ml) em suspensao em PBS/BSA sao pré-incubadas

com ou sem citocalasina B (5 g/ml) a 37° Gurante 5 minutos.

A libertagao de granulos & enido iniciada por adigao de estimulo, por
exemplo, NAF ou um estimulo padrao. A reacgao & enterronpida apés
quinze minutos por répde arrefecimento em gelo seguida de centrifuga~
¢ao para sedimentar as células, Determina-se o teor em vitamina B
12 - protéina 1igante.)B glucuramidose e lactato debidrogenase no meip
isento de c€lulas e nas peletes ceculares, e a libertagao destes consk
tituintes é calculada em percentagem do conteldo total :celular ( B.
Dewalt e M. Baggiolini, Methods Enzynol. 132 - 1986 - 267).

Os efeitos do NAF sobre a libertacac da vitamina B 12 - proteina 1i-
gante e/B-glucuronidase - os quais sao constituintes dos grinulos
especificos e a especificos e azurofilicos, regpectivamente - estao
sumarizados na Tabela 3:




-

Tabela 3

BExocitose dependente de estimulo do contelido de grinulos pelos neu-

trofilos humanos

valores médios ¥ desvio padrao

Betimulos Percentggem de libertagao de
CB
Vite. Bl2- proteina = P-glucuro- dehidrogenase
ligante nidase 15ctes,
nenhum _ 6,0 t 0,4 2,1 %0,4 6,2 L2,5
NAF 50 ul - 12,9t1,6 2,7%1,3 5,8%0,7
NAF 100 ul - 13,9 %20 3,0%i1,3 6,8%02,2
FMLP  O,lull - 14,0%0,9 2,3%,8 5,7%1,1
e nbum + 10,0t1,0 2,4%0,2 7,053,
NAF 50 ul ¢ 25,6 3,4 7,9%Y2,0 6,7t 1,6
' NAF 100 ul + 26,8t 4,9 85%Y1,7 71,3%21
FMLP 0,1 uM + 35,6 L 5,5 12,10 % 4,4 5,3 T,




Clerena

Em neutréfilos normais, O WAF induz apenas a exocitose de grénulos
especificos. Quando as células sao pré tratadas com citocalasina B,
no entanto, é obtida uma intensa libertagao dos dois tipos de granu-
los. Sob as Wltimas condigoes, a libertagao de}B;glucuronidase é and—
loga 3 causada pela elastase, o marcador usado para ensaiar a activie
dade do NAF (Exemplo 1). Bm termos quantitatives, as propriedades in-
dutoras de exocitose do NAF sao similares 3s do péptido quimidédctico

fMLP. Nenhum estimulo induz a libertagao da enzima citosolica lactato

-desidrogenase, indicando que o prejuizo celular ¢ despre.

Exemplo 13 : Belosao respiratéria induzida por NAF ( induczo da for-

macao de superdxido pelo WAF de neutrdfilos humanos).

A formagio de supéréxido & medida a 37° como a reducdc sensivel SOD
do ferricitocromo C (M. Market e al., Methods:Znzynol., 132 - 1984 -
=267)+ A mistura de emsaio (800 )ﬂ) consiste em 0,75 x 106 céiula,s/
/ml de PBS - BSA contendo eitrerome o 85 g, As alteragoes de absorvin-
cias sao registadas nun espectrofotémetro com wma série de diodos
Hewlett=Pachrad 8 4514 equipado com uma covete de permuts de T luga=—
res termostatizada. A Tabela 4 documenta a capacidade do NAF em eli-
citar a ecldsao respiratéria em neutrséfilos humanos.




Tabela 4

Producio de superéxido dependents do NAF pelos neutréfilos humanos

Redugao de citocromo G

]

—

!

AR Taxa méxima Total em 3 minutos

l gpl) (nmol/min) (nmol)
5 0, 81 0,39
10 1, 45 ¥ 0,63 1,45 ¥ 0,50
20 2, 2% 0,5 2,16 L 0,39
30 2, 51 ¥ 0,55 2,30 L 9,55
50 3, 51 ¥ 0,69 3,10 L 0,55
100 3, 69 3,69

|+ todos os valores sao expressos por 106 células

Valores médios £ desvio patrao

¥ obtido um aumento gradual da taxa mixima e da quantidade total de
formagao de superéxido com o aumento da quantidade do NAF, Tal como se
pode mostrar por experiénciag comparativas, as quantidades de WAF ori-
ginadoras de niveis m&ximos de producao de superézido correspondem 3s

de indugao m4xima de exocitose.




Exemplo 14:Formacao de 9 2{ comparacao com fHILP e C5a como esti-

mulos de eclogao respiratdria em neutrdfilos humanos

As propriedades do NAF, fiIP e GS5a com estimulos da eclosao respira-
téria sao comparadas determinando a produgao de superdxzido ou de péro
xido de hidrogénio pelas células estimuladas. & formagao do superdxi-
do é determinada da forma referida no Exemplo 13. A formagao do perb-
xido de hidrogénio & determinada por quimioluminescéncia (1. P. Wuy-
mann e al., Anal. Biochem. 165 = 1987 = 371/378) . A mistura a ensalar
consiste em PBS-BSA compreendendo azida de sédic 0,1 M, luminol

0,01 mM, peroxidase de rdbano silvestre 9 U/ml e 106 neutréfilos e &

pré~incubada durante 10 minutos a 370, a reacgio é inicidds pela adi-—

gao do estimulo usando uma microsseringa.

A Figura 10 representa a formagao de superéxido induzida por quenti-
dades crescentes de NAF, Devido ao seu rdpido comego, & sua elevads
velocidade e permaturo nivel, a resposta ao NAF parece-se muito com

a provocada fMLP ou C5a. & resposta a NAF & acentuadamente intensifi-
cada por pré-tratamento das células com PAF (Figura 10) que também

intensifica a produgao de superéxido provocada por fILP ou CSa. Uma
comparagg,o directa das respostas a NAF, fMIP e Cha é apresentsda na
Figura 9, Os registos de quimioluminesc@ncia da velocidade de forma-
gao de H, 0, em fungao do tempo realgam a similaridade das respostas.
BEstas medidas, bem como outras, mostram ainda que os tempos entre a
adigho do estimulo e o comego da produgao de H, 0, induzida pelo NAF,
fMLP e C5a sao idénticos e elevam-se a cerca de 2 segundos, COmoO pre-
viamente se registou para fHLP, C5a, PAF e leucotrieno B4 (MePe Wy=-
mann e ale Je Biol. Chem. 262 = 1987 = 12 048)« A semelhanca quanti-
tativa e qualitafiva de resposta dos neutréfilos a NAF, a flIP e 2
CHa indica que o NAF activa os neutrdéfilos ligando-se a um receptor

superficial e comporta-se entao como um receptor agonista,




Jertna

Exemplo 15: Descriminacao entre NAF e C5a

Tal como se referiu no BExemplo 14, o perfil de actividade do NAF em
relagao aos neutréfilos humanos é similar ao da de CS5a. As similaridat
des entre estes dois péptidos estendem-se 3s propriedades fisico-qui-

micas que os distinguem tal como a rvesisténcia 20 calor e & acidez.

Considerando que C5a ¢ o NAF +&m efeitos semelhamtes sobre os neutré-
filos, devem realizar-se experiéncias posteriores no sentido de obter
uma total descriminacgao entre estes dois factores., Expoem-se amos-—
tras de NAF ¢ de CHa a soro bhumano fresco. Este tratamento sabe-se «
que transforma C5a no seu derivado desarginilado relactivamente dna~
ctivo por clivagem por meio de uma carboxipeptidase. Como se mosira
na Figura 11, o tratamento com o soro elimina completamente a activi-
dade do C5a, nao afectando no entanto & actividade do NAT, demonstrant

do pois que estes dois agentes szo estrubturalmente diferentes

BExemplo 16: Bvidéncia de gue NAT tem o seu receptor especlifico nos

neutréfilos

Quando neutréfilos sao estimulados duas vezes com o mesma quantidade
do mesmo receptor agonista ( por exemplo, fMLP) e a produggo de supe~-
r6xido é registada como medida de resposta dos neuiréfilos, a segun-
da estimulagao & virtualmente inactive. Por outro lado, quando se usam
agonistas que actuam sobre diferentes receptores em sequéncia ( por
exemplo, fMLP seguido de 05a) estas estimulagoes originem uma respos-
ta normal. Experiéncias deste tipo s2o porianto usadas no sentido de
se verificar se o NAF actua por meio de um seu seu préprio receptor

ou por meio de um recepitor também usado por outros agonistas.

A Pigura 12a mostra que o8 neutrSfilos respondem normalmente a fMLP

a seguir a primeiro tratamento NAF ou CHa.NA Figurs 12D $20 repre-

sentados os resultados de repetiBas estimulagoes com NAF e 052 a con

centragoes que originem a formagac de aproxrimadsmente & mesma quanbi-




dade de superéxido e depois uma segunds, vez com o mesmo estimulo ou

com egtimulos alternades, Quando o mesmo agonigta & aplicado pels se-
gunda vez, as cflulas nao respondem 3  segunda estimulagao. Pelo con-
tréric, obtém-se uma resposits normal a Cha em célulag estimuladas pri-
meiro oo NAF e oo NAP dm cflulas primeiramente estimuladas com G52,

Como os neutrdfilos mostram uma completa des—sensibilizagéo g guzlquer
dos estimulos mas nao des-sensibilizacdo cruzada, o NAF e o C5a parecel

exercer os seus efeitos estimulatérios por intermédio de receptores

n2o relacionados, indicando gue sao estruturalmentec diferentes. As com
binagoes de NAF com PAF, fNLP e leucotrieno B, também n3o apresentam
des-sensibilizagao cruzada. NAF actua, porianto, atravéds de wm recep-

tor selectivo até agora desconhecido.

Exemplo 17: Acumulacao de neutrdfilos e derrame de plagma induzido pelp

WAR em coelhos

S8 examinadas respostas inflamatédrias na pele de coelhos albinos New
¢ a4

Zeland conscientes de 2,0 a 2,5 kg, Sedimentam-se os eritrbcitos do

t

sangue dos coelhos dadores com hidrozietil celulose (Polysciences, Wer
rington, Pa.) e purificam-se os neuwtréfilos no plasma resultante rico
em leucbcitog (94% de neutrdfilos ) por centrifugagao com gradiente
de densidade em Percoll (Pbarmacia, Uppsala, Sweden).rAs c€lulas sao
re-guspensas em sclucao de Tyrod isenta de Cag+ e Hg2+'compreendendo
10% de plasme pobre em plaguetas, até se obter uma concentragao de 166
leucécitos/ml e marcam-se durante 15 minutos 3 temperatura smbiente
cmn}uﬁ.de 111 Indio~-oxina (emersham) 106 células. As células marcadas
sao entao lavadas por centrifugacac com plasia pobre em plaguetas a
10% e misturam-se aproximadamente 10  células por recipiente com al-
bumina de sorc humsno (Amersham) com 10 yﬁi de 125iodo e ¢ injectado
intravenosamente através da vela lateral da orelhs dos coelhos com le-
sSes inflematérias em estudo. Fazem-se entdo injecgao intradermais de
agente inflamatérios e os animais sac mortos duas horas a2p8s nos estu—

dos com acbinomicine D e polixina B, 4h depois em experiencias de res—
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I

posta & dose. A meio do perfodo em que as células radio-identificsdas
estao em circulacao, ume amostra de sangue & recolhida e sao determina

das as actividades especifices dos meutréfilos e do plasma no sangue.

36

B determinada ao fim de cade experidncis a ridiocactividade nas lesoes
inflamatérias com un contador gamme de canaig miltiplos, a actividade
nos pontos de controlo da pele & subtralda e & caloulado o nimero absp-
luto de neutrdéfilos e o volume de plasma acumulados nas lesoes infla—
matérias a partir dms actividades especificas. 0 nimero de neutréfilos
em lesoes inflamztérias sao padreonizadas entre animois expimindo os
resultados como ntmero de células/106 neutréfilos que circulam/ ml de
sangue periférico, de acordo com o método de Cybulky e ale, Ame Jo
Pathol, 124 =~ 1986 - 367, '

0 NAF reccmbinante cbtido como se descreve no Bxemplo 19, é dissolvis
do a 4OG}ug/ﬁl em meio essencial minimo (50mM) com - 0,45 If.de NaCl
(ph 6,5)« A endotoxina (B. Coli sorotipo 055:BS, Sigma, St. Louis, MoJ)
é dissolvida nume solugao salina normel isenta de Pirogenes THLP &
dissolvido em dimetil a 107°M e diluido pars concentragoes de trabalh
em FPS. Polimixing B e actinomicina D s2o dissolvidas em 1 ml de etandl
e diluida a 20 vezes por mistura com VAR, endotoxins ou fHIP em PFS.
BEm estudos sobre a inibigao de respostas inflametérias sho injectadas
Aolpg de pelimixina B e 157moles de actinomicina D por zona de pele
com 107 moles de endotoxina, Em todas as experidneiss s3o injectads
intradermicamente por zona através de agulhes do tamanho 26, com 5

réplicas de cada tratamento em cada animal.

O NAF induz um derreme do plasme dependente da dose (Figura 16) e acus
mulagac de neutrdfilos (Figura 17) no intervalo de doses testadas
(10_11 a 107 moles por zona). Em comparagao a endoboxing causs o
derrame do plasma (figura 16) e a acumulagio neutrdéfila (Figura 17) de
intensidade 10—13 moles por zona. Em cinco coelhos o NAF & 3 a 10 ve-
zes mais potente do que fHLP como estimulo para o derrame do plasma
e a acumulagao de neutréfilos. A acumulagao de neutréfilos induzida
por ¢iluigao do tampao usado para dissolver o NAT até 3 concentragdo

~ . . o ~ .
presenie nas solugoes originando 10 9 moles por zona, nao difere das




respostas nas zonas que recebem somente PFS. A possibilidade de que

a actividade da preparagac de NAF posse ger devida 2 um contaminante
de endotoxina & examinada por injecgao de polimixina B (40 pg/zona)
juntamente com NAF, f¥IP ou endotoxina. 4 polimixina B causs 84% da
inibicao da resposta 3 endotoxina (10_13-moles) mag nao afecta 2 acu~
mulagao de newtréfilos induzida por NAF (10—9 moleg) ou fHLP (10—9 mo=
les) (Figura 18). A injecgdo de um inibidor ndSo-reversivel ds traps—
crigao do RNA, actinomicina D (1()"'7 moles/zona) conjuntamente com ldq
moles de endotoxina causa 90% de inibigao dos newiréfilos (figura 19)
Em contraste, a actinomicina D produz efeito sobre a acumulacao de neu
tréfilos induzida pelo NAF (10‘9 moles) (figura 19).

Os resultados mostram que o NAT & activo e induz a acumulacio de neu-
tréfilos dependendo da dose e o derrame do plasma em lesoes inflamaté-
rias. A pot@ncia molar do WAF & compardvel & quimiotdctica clissica

Cha e LTB e 3 a 5 mais elevada do que fIILP, A acumulagéo de neutréfilo
induzida pelo NAF nzo & inibida pela injecgéo intradérmica simultinea
de um inibidor de sintese das proteinas (actinomicina D). Assim, NAF

actua directamente, como um agonista gquimiotdctica tal como FILP e nao

como endotoxina,

Exemplo 18: Brocitose induzids por NAT (efeitos sobre os neutrdfilos
de coelhos)

Isolam-se neutr6filos de coelhos a partir de sangue periférico ( obti-
do na veia ou na artéria do ouvido por sedimentagao com dextrano segui
da pela centrifugagac com gradiente d densidade Hypague=Ficoll, Usa-s

NAF natural purificado.

Condigoes de exocitose: 0,6 x 106 células (num volume total de 0,15 ml
pré tratadas com titocalasina B durante 5 minutos a 370, 520 esbimula=
das com NAF (0,1 - 100 n¥) ou fMLP (100 alf) durente 15 minutos. Deter-
mina-se a N - acetil - B = glucosaminidase um marcador granular azuré-
filo, no meio isento de células, Os resultados s30 apresentados na Ta-
bela 5.

&

[0}
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Tabela 5

Brooitose induzida por NAF

Bstimulo Concentragao N-ace*ti~B~gluc§sa,minidase
(n11) (pmol/min) /

I(nenhum) | 4L
NAF | 0,1 | "~ 53
1,0 ’ 99
10,0 - 139
100;0 ERRL
FULP 100,0 - 181

PARTE IV: NAF Recombinante

Exemplo 19: Sintese e expresséo do NAF em Be Coli.

a) Sintese e purificacac de oligondcleotidos

0s oligonucleStidos ON- 1 a ON-6 (ver Figura 13) sao sintebizados num
sintetizador automftico de DNA usndo os m&todos quimicos usuvais, com
3t -P - cianoetil = N,N - diisopropilfosfoamidins nucledsidos como
monémeros , num suporte s8lido tal como gel de silica Fractosil ou
vidro poroso controlado (GPG) {S. L. Beaucege e M.H. Caruthers, Tetr
Letters 22 =/ 1981 _7- 1859; N. D, Sinha e al., Nucleic Acids Res. 12
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| Oz materiais destritilados sao separados a partir do suporte por um

Oligonucledtidos de comprimento inteiro 830 localizados por sombra

~[1984 ]~ 4539).

tratamento de duas horas com aménia a 25% 3 temperatura ambiente to-
dos os grupos protectores sao eliminados por aquecimersio da solugao
amoniacal durante 20 horas a 55 graus centigrados e os produtos 820

liofilizados.

A separagao das matérias primas & efectuada por electroferese em gel
de poliacrilamida (PAGE) com acrilamida 12%,bisacrilamida O, 3%, ureig
M, tris-borato 0,089 H, &cido bérico 0,089 Ily, EDTA 0,002 & 20V/cm.

de UV em placas de gel de silica flurescente; as porg’ées de gel sao
cortadas e electroelufdes numa cimara de eluigdo. As solugdes content
tradas sso des-salinizadas numa coluns de Biogel P2 (30 x 0,9 cm) por
eluicao com etanol a 10% e liofilizadas. '

Amostras de ON= 1 a ON-6 sao marcadas radioactivamente com 3?1? - ,-'ATP
e polinucleStidos quinase. Andlises por PAGE sutorradiografia confirs
mam que estes sa0 homogéneos. As sequéncias corzectas sao confirma~
das por sequenciamento de Haxam-Gil-bert dos oligonucledtidos imobi-
lizados num papel de filtro modificado (A. Rosen-thal et al., Nuclei
Acids Res. 13 - /1983/- 1173-1184).

<

b) Recozimento e 1igacao

A fim de recozer e ligar, porg%es de 250 pmoles de oligounucledtidos
s%0 fosforilados com 4 j@i de S P-ATP (5000 pCifmmol) e 9 unidades
de polinucle6tido-quinase em 20 AL de tampao de gquinase {7, Maniatis

et al., Molecular Cloning, A Laboratory Menual (1982), Cold Spring

Harbor Laboratory, N. Y.) durante 40 minutos a 37°, seguido por um
tratamento durante 20 minutos com 5 mmoles de ATP 020 marcado‘. A

reacgao e interrompida com 1 gl de EDTA 0,5 N a 70%, 0s oligonucled=
tidos sao purificados por sBsorgao em cartuchos NENSORB 20 (Du Pont)

e eluigao com etanol a 20% e o reandimento & apromimadamente 90%, O
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recozimento a ligagao simuliBneos de iguais q;uan'éida,des de 30 a 100

H

i

)
!

‘pmoles de ON-2 a ON-5 5'-fosforilado e ON=l e ON-6 nao fosforilados
| sao0 feitos em 25 fl de tempao (Tris-HCL 125 mMi pHE 7,6) compreendendo
Mg Cl 25 mM, A mistura é aguecida durante 4 minutos a 90 s arrefecis-

| comprimento correcto & identificado por autorrasdiografia, o segmento

| trap BTL00 e precipitado com etanol, originando um rendimento final d¢

[Qa a 14 em 3 horas e incubado durante mais 14 horas a 14 o 0 volume
lé ajustado a 60 ?1 com Tris-HCl 50 nil, pH 7,6 HgCl, 10 mil ditiotrei-
:tol 10 mM4, ATP 1 mif, O,1 mg/ﬁl de albuming de soro de bovino contendo
:1600 a 2600 unidades de T4~ligase. &4 ligagao & levada a cabo durante
14 horas a 14 e interrompida pela adlgao de 1 yl de BDTA 0,511 e ague-
i cimento a 70 . Ap6s 2 extracgao com fenol, a solugao aquosa é levada g
| acetato de sédio 0,3 M e acetato de magnésio 0,01 H, o ADN é precipi-
tado com etanol e os produtos sao purificados por PAGE Bfacrilanida,
ureia 7 M) com uma cargs mixima de 10 pmoles de ADN por uma ranhura |.

de 1,5 cm em camadas de gel com a espessura de 0,5 mme O produfo de
do gel cor#ado e o ADN & electroeluido durante 6 horas a 200V em Bio-

5 a 8 pmoles de ADN de dupla-camada purificado por 100 pmoles de oli-

gonuclebtidos.

c) Clones de genes sintéticos

Uma, amostra de 110 ng de gene de NAF sintético isolado € ligado com
260 ng de plasmidio de DNA pBS com SphI/BamHEeorte purificado em gel
de agarose (stratagene). Un décimo desta mistura de ligacao & usada
para transformar 200 pl de células da espétie B. Coli estirpe 5K tore
nada competente pelo método de D Hemahan, J. Mol. Biol. 166 (1983)

557=~580, e aproximadamente 320 coldnias resistentes & ampicilina 20
produzidas por ng de ADY intzodurido., Seis clones s20 picados ¢ desem;

volver=-se durante a noite em caldo/ampicilina,.ﬁ plasmfdio de ADN é
preparado { H.Ce Birnbolm e J. Doly, Nuceic Acids Res. 7 (1979) 1513-

-1523) e exzperimentado em gel de agarose o 1%. O ADY puro superhélice

& isolado por electroferese das bandas em papel 3 MM (Whatman) e cen—

trifugado em tubos de Eppendorf. Depois da extraogao com fenol e a




' substituido por T na posigao 34, pelo que se formz um cbdigo de inter
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precipitacao com etasnol, o DNA & sequenciado pelo método de %erminagi
de cadeias de plésmidos desnaturados com alcalis usando os iniciado-
ras T3 e T7 (Stratgene) e o enzima sequenase (BoJ. Chen et al., yaA
4 (1985) 165-170).

Dos seis clones, trés, isto &, clones 1,2 e 6, continhem a sequéncia
de NAF correcta, Os outros trés clones tinham erros: o clone 3 tinhéw
um resfduo ¢ exira inserido apds o codao de iniciacao ATE, pelo que &
sequéncia de c6digo completds fica posts fors da fase. No clone 5, C &

rupgao apés o aminodcide N 6, Finalmente,no clone 4 falta wm G na
posicao 13. Esta posigho ndo estd na sequéneia do cédigo mas na regid)

entre o codao de iniciagao e o sitio de ligacao do ribosoms.

0 plasmidic contém a sequdncia correcta ( Clone 6) & cortado com en--
zimas de restrigmo Clal e BamHI e o fragmento de 237 pares de bases

é isolado a partir de um gel de agarose por eluigéo para wm papel I
como acima se descreve. Bste fragmente & entao ligado a um fragmento

de DNA linear gue coni®m, Ja esquerda pars z direitas

- um sitio de endonuclease de restrigao BamHI;

- um terminador de transcrigho sintético [ CCCBGGCGATGAATCGCCCRGE ou
CCCCOGCOGATTCATCGCCCGRE) 3 '

- uma secgao da plasmidio pATL53, do sitio de Sall no nucledtido n® -
651 através da origem da replicagao e de gene de resisténcia 3 ampi-

cilina até aoc sitio BcoRL no nucledtido n? O
~ o promotor tripfofano H. Coli;

- um sitio Glal situsdo aproximademente 5 pares de bases s jusante dg

stio de ligacac do robisoma no promotor.
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0 plasmfdio de expresao resistente 3 ampicilina resultante, designé—
do por p(NAF)- 673 (Figura 14), & transformado em células de BE. Goll
da estirpe HB1Ol,

0 terminador de transcrigao.mao & essencial para a expressgo de NAF
em B, Coli., Isso permite ume terminacao eficients do NAF-mENA produ-
zido pela polimerase de .B. Coli ¢ sasim aumenta s rendimento da eXPres-
s20 . O WAF pode no entanto ser expresso no mesmo vector sem o termi-
nador de transcrigso, mas o rendimento & entZo, no entanto, 30 a 50%

inferior.

Este cbdigo gendiico sintético pars NAF bem como outros genes que  Go—
dificem pare 5 megms, sequénclia de pépitidos bisicog mas que t8m uma

sequénecis. de nuclebtidos diferente ou codificam para péptidos de dife+
rentes comprimentos pode tembém ser expresse em Be. Coll usando outros
promotores, por exemplc, o8 promotores lambds PL ou Lac ou Tdc de B. '
Coli, Os genes podem tambén ser introduzidos ugsndo outros vectores

¢ evpressgos noutros organismos, por e?@anlo, leveouras, fungos, océlu-

lag »nimais, linkas de células bactérianss, plantau e organismos suped

ricres transgénicos.

¢) Expressao

A expressac de p{lUAF)-6T3 em E. Coli B 101 & levado a cabo da segwim
te Tormas . - i g

Pré—cultura l: "le de uma culiura em glicerol ds linha de células
mandida a -20° €Bo adicionados a 10 ml do meio LB esiéril (10 g/l de
triptona, 5 b/l de extracto de leveduve. e ]I)gj;de WaCl) contendo 100
)thl de smpicilina. A culfurs & agitads wum incubador dursnte § horas

a 37 e A.-OO I‘pmo

Pré-cultura 2:8 ml do meic da pré-culiura 1 s20 inoculados em 1 litzo

L

de meio X9 (J. H. Miller Experiments in Moleculsr Genetics (1972) Col
Spring Harbor Laboratory, Ne Y. s0431=-433) contendo glucose 042%, b
cidos cas=mfnicos (Difeo) 0,5%, 25 mg/l de twriptofano e 100 )1g/m1 de




—!ampicilna. BEsta cultura é agitada num incubador durante 15-16 horas a

137° e a 200 rpm.

?? Fermen'hag'éo- a fermentagao principal é levads = cabo num fermentador
|de T0 litros com wm volume :de trabalho de 35 1. Emprega-se omesmo
méd:.o que para @ pré-cultura 2 com 2 excepgao de que apenas 520 adicid
1 onados 5 mg/l de triptofanc. A pré-cultura 2 & inoculada neste meio..
,e a fermentagao & continuada a 31 até se obter uma densidade. Sptica
[d.e 2,8 a 600 nm (DOGOO) Quando a D0, -2tinge 2, 8, & adicionado 4cidc

% Indol=acrilico em etanol até 3 conceniragio final de 20 mg/l. Depois

)

de guatro horas, a DO6OO tinha aumentado até 13,55 a centrifigacao
produz uma pelete de 516 g.

d) Purificacao de NAF recombinante

As células de E. Coli contendo NAF recombincnte sao armazenadas a -209
Lotes de 100 g sao lavados com 100 ml de Tris =-HCL 20 ml,.pH 8,0 con-
tendo NaCl 50 mM, ressuspendem-se em 256 ml do mesmo tampao e sao des+
feitas a 175.Kg/ cn? (2500 psi). nums prensa Francess (Aminco). Depois

|| de centrifugagao a 47000 g durante 40 minutos,.a pelete é resssuspen-

l dida no mesmo 'tamp'éo, recentrifugads e armazenada a -20°, Porgoes.de
i 10 g sho suspensas em 100 ml de MES-NaOH 50 mM, pH 6,5, guanidina~HCL
6 M, agitadas durante 1 hora e submetidas & diflise conira dcido acé-
' 'I:J.co a 0,5%. 0 produto resultante da .dijlise & clarificado por cenlbri-

, fugagao-~e carregado em aliguotas nums coluna Mono-S §:1:) 5/5, Pha,rma,c:.I).
| A coluna & 1avéda com MES-NaOH 50 mM, pH 6,5, contendo NaCl.0,2 M e

elufda com um caudal de 0,5.ml/minuto com um gradiente linear no mes=-
mo tampao (0,2 a 0,5 M de Nagl). As fracgoes com um maior teor de NAF
gao reunidas e cromatografadas numa coluna de poros largos de inver-
sao de fase de HPLC (0,46 x 125 mm Vydac CATP) em 4cido trifluoracé-
tico.a 0,1% e um gradiente de acetonitrilo de 20 a 60% a um caudal de

passagem de 1 ml/ minuto,




PARTE V: Identificacao de NAF Natural e Recombinante

Exemplo 203 Identificaggo fisico—guimioé

0 NAF recuperado por cromatografia em fase liquidé, a alta press?'ao

(ver Exemplo 19) & considerado puro com base.em dois critérios:.os.
geles de SDS-poliacrilemidé, manchados com prata é,presentém apenas uma
finica banda que coincide com NAF natural (1 ,w -de NAF recombinante da)
fracgao do pico de HPLC na plsta 2 em comparagao com um Mg de NAF. na
plsta 3 com citocromo c.de padroes de peso molecular (12 5 kd) e apno
tinina (6,5 kd) na pista 1) e a degradagac de Bdman de pépbido cliva-
do com dcido férmico origina.:sequéncias das extremidades de amino e-

de .carboxi que correspondem.3 do NAF snatural com T2 aminodcidose. A .

an4lise dos aminofcidos estd de acordo com a composigao que & espera~-

da a partir da sequéncia. Nao se encontra metionina indicando que es=| -

te residuo & provavelmente removido pelas bactérias.

Exemplo 21: Identificacao Biogqufmica

Ensaia-se NAF natural e recombinante em parathelo em neutrdfilos huma-

nos. Eles provocam .alteragoes virtualmente identicas em..-0a2+ citosé-

lico livre, originando um aumento mfximo é, uma_‘concen'bragg,o t20 peque
na _como 3 n¥ (Figura 15). Obiém-se uma resposta de_explosao respiraté

ria dependente da concentragao quase idéntica com as duas prepara.g‘ées

no intervalo de 1 2 30 nM como se de‘hec'bé.gpor guimioluminescéncise.--A
equivaléncia entre NAF. natural e recombinante.-também se reflecte nas
medigzes de quimiotaxia e exocitose. A migragg,o g:uimioté,ctica, obser-
va~se entre 0,1 e 10 mM com um efeito miximo de 1 nlf (Tabela 6). Com |-

ambos os péptidos, se.observa umasignificativa libertagao de protéina

de ligag'é'.o de vitamina. Bla dos granulos especificos @ 0,3 nM e de.be
ta~glucuronidase. de grinulos azurdéfilos a 1 nM, Bsié¢ efeito aumenta

com a concen’crag:ao do estimulo como se mosira na Tabela T.




Orina

Tabela 6

1 Quimiotaxia dos neutréfilos induzida por NAF

NAF (nM) , nat , .. . rec
|0y 1 98 £ 6 88 ¥ 6
| 10 1232 6 12413
I 10,0 127 ¥ 3 126 * 2

0Os valores representam médias ¥ desvios padrao da migragao frontal

principal mn}h&n=3). A migragao aliatéria em auséncia de um estimulo
quimiotdctico & 61 ¥ 5 ume Nat=NAF netural rec=NAF recombinante

i Tabela T
I
| Exocitose
;" , protefna ligante da Vit. Bio beta-glucuroni=-
I; ' dase
! )
|NAF (nM) nat rec nat - rec
i
: ,
- 0;3 7,8 ¥ 3,6 54t2,0 1,0%0,8
3,0 21,9t 4,2 20,2 % 3,7 8,2T1,9
30,0 28,4 * 3,7 28,0 ¥ 3,8 14,20%2,1

Percentagem de libertagao de neutréfilos pré-tratados com citocalasi-
na B (4x 10° células/ml) estimulados com NAF natural (nat) ou NAF
recombinsnte (rec). A libertacao dos correspondentes controlos nao
tratados & dedurida. Média = desvio padrao (n=3).




- heporina-sefarose ou a cromatografia em fase liquida sob alta pressad
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REIVINDICGCAGCOES

L#- Processo para a preparagao de factor de activagao dos neutréfilos
(FAN), caracterizado pelo facto de conpreender a purlflcagao por meio
da cromatografia, da parte sobrenadante de culturas de mondcitos huma
nos e sua recuperagao, ou pelo facto de compreender a sintese, & pu-—
rificacio e a ligagdo dos correspondentes oligonucleétidos, a clona-
¢ao do gene de FAN sintético resultente, a suva eXPressa, recuperagao
e purificagao.

28.. Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fac-
to de compreender a cromatografia em fosfato de celulose, hidroxila,
inverss numa coluna C4 ou de CN-prepilo.

38 Processo de acordo com a reivindicagdo 1, ceracterizado pelo facs

to0 de compreender uma purificagio mediante o enfoque cromdtico.

A2~ Processo de acordo com a reivindicagao 1, - caracterizado pelo

facto de compreender a expressio em Bscherichia coli,

58~ Processo de acordo com & reivindicagao 1, .caracterizado pelo fae-
to de compreender a utilizagao de-qualqﬁer dos oligonucleétidos ON=l
até OlN-6,

68~ Processo .de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fac

to de compreender a utilizagao do vector de expressao p(FAN)=6T3.

Lisboa, 17/11/88
0 Agente Oficial da Propriedsde Indusirial
) , L
Bnético daSitva Carvaffios

Agente Oficial do Prapriadade Industeiad |
R. Castilho, 201-3. E.-1000 LISBOA
Telels. 651339-65 4613
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T’I’GACCCACGTCTCCCMCACC‘I‘CTI’CAMMCT'I‘CTCCCGAC‘I‘C’I‘I‘AAGTA’I‘I‘ATPACTCCTAG
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