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sao AlaGlu.

Resumo: (méax. 150 palavras) (7)

Descreve-se um método para a preparagao de IGF-1

cursor, AlaGlu-IGF-1.

humano biologicamente activo, a partir de um novo composto pre-

Este novo composto, AlaGlu-IGF-1, pode ser converti

do, com bom rendimento, em IGF-1 por renaturagéo deste precur-

sor sob condigdes especificas, com posterior separagdo da exten

O método & caracterizado pelo facto:

i) de se exprimir um terminal amino de IGF-1

com extensdo’em um microrganismo transformado com um vector de

expressao contendo um promotor induzivel ligado directamente ao
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ADN que codifica para IGF-1 humano comportando uma extensdo no
terminal amino e uma sequéncia de sinal que proporciona a se-
cregdo do produto expresso;

ii) de se extrair IGF-1 de terminal amino pro-
longado a pH & 6,0 mediante a utilizacdo de ureia na presenca
de um agente @e redugdo e, eventualmente, um aggente quelante;

iii) de se submeter o extracto a uma cromatogra

fia sobre gél de permuta anidnica, escolhido entre DEAE, DE e
FF-Q, utilizando o tampdo como descrito na fase ii) ajustado
para 1,8~2,2 mS e pH de 7,8-8,2;

iv) de se renaturar o IGF-1 de terminal amino
prolongado isolado por alteragdo do potencial redox da mistura
reaccional linearmente de -40 mV para +20-40 mv, por didlise
contra um-tampao contendo etanol em uma concentrag¢do compreen-
dida entre 20 e 40% V/V, durante um intervalo de tempo de até
5 horas, comuuma concentragdo de proteina compreendida entre
0,1 e 0,6 mg/ml e uma condutividade compreendida entre 0,15 e
0,3 mS, & temperatura ambiente e a um pH compreendido entre
7,5 e 10,0 e, finalmente, de se acidificar a mistura para um pH
inferior a 5;

v) de se separar a extensdo do terminal amino
usando-se DAPI (EC 3,4,14,1);

vi) de se isolar IGF-1 auténtico renaturado do
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IGF-1 de teiminal amino prolongado por meio de HPLC de fase in-

versa e cromatografia de permuta cationica; e

vii) de se filtrar sobre gel e liofilizar o

IGF-1 humano, isolado.

I L omn"

(Dr. Jorge Garin)
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"METODO PARA A PREPARACAO DE AlaGlu-IGF-1 E PARA A SUA RENATU-
RACAO E METODO PARA A PREPARACAO DE IGF-1 HUMANO"

A presente invengdo refere-se a um novo factor do
crescimento semelhante a insulina (FCI-1) gque possui uma
extensdo amino-terminal,a uma sequéncia de ADN que codifica o
FCI-1 que possui a referida extensdo amino-terminal,a um
plasmido recombinante constituido pelo ADN que codifica o
FCI-1 humano que possui a extensdo amino-terminal,a um
microrganismo transformante que contém o referido plasmido
recombinante,a um método para a renaturacdo de AlaGlu-FCI-1,a
um método para se produzir FCI-1 humano e & utilizac8o de um
FCI-1 com uma extensdo amino-terminal para a prepara¢do de um
FCI-1 maduro. A presente invengdo é especialmente adequada
na produgdo em larga escala do FCI-1.
ANTECEDENTES DA PRESENTE_INVENQEO

Os factores do crescimento semelhantes a insulina
(FCI) constituem wuma familia de proteinas que possuem

propriedades de estimulagdo do crescimento e semelhantes Aas



através da sua fixagdo aos receptores da superficie celular
nos tecidos alvo (Salmon, W.D.Jr., e Daughaday, W.H.: J. Lab.
Clin. Med., 49, 825-836, 1957). A principal acgdo biolégica
local dos FCI consiste na sua ac¢do como um potente agente
mitogénico' apesar do seu efeito ser inferior ao medido, por
exemplo para FCDP e FCF (Froesch e outros.: Ann. Rev. Phyiol.
47, 443-467 (1985). Conjuntamente com o© FCDP, o FCI-1
apresenta efeitos bioldégicos sinérgicos (Kato e outros,: Eur.
J. Biochem., 129,685-690 (1983), Stiles e outros.: P.N.A.S.,
Estados Unidos da América, 76, 1279-1283 ,1979). Os
principais efeitos Dbioldégicos do FCI-1 foram por isso
considerados como uma fungdo de propagagdo de reacgdes
mitogénicas e de manutengdo do crescimento iniciado por
outros factores, sob condig¢des devidamente controladas (O
Keefe e outros.: Mol. Cell. Endocrinol., 31, 167-186 (1983).
A poténcia do FCI-1 como um factor mitogénico e a
sua ampla e potencial wutilizagdo por exenmplo na
cicatrizagdo de feridas e no metabolismo do azoto, encorajou
um grande numero de empresas biofarmacéuticas a tentar
exprimir o FCI-1 em diversos organismos, devido ao facto de
no plasma humano apenas se encontrar presente uma pequena
quantidade. A produgdo do FCI-1 em leveduras é favorecida
por uma purificacdo muito simples de um polipeptido
correctamente reconstituido. No entanto existem determinadas

desvantagens significativas associadas & utilizagdo destes
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sistemas de expressdo. O rendimento da fermentacdo é baixo (
alguns mg por litro de caldo de fermentagdo) e o risco de se
obterem formas glicosiladas ligadas ao O da molécula &
significativo (Gillerfors e outros.: J. Biol. Chem., 264,
2748-53, 1989).

A expressdo mnas bactérias foi até a data a
abordagem melhor sucedida e que proporcionou produ¢des
elevadas de FCI-1 e do FCI-2, mas na sua maioria em formas
associadas a células. Também se tentou exprimir o FCI-1
fundido com um peptido estabilizante. Um peptido como este
possui normalmente as mesmas dimensdes do préprio FCI-1, e
pode possuir propriedades fisico-quimicas que facilitem a
purificagdo da proteina resultante. Clivou-se a proteina de
fuséo quer por clivagem quimica quer por clivagem
enzimdtica, deixando a proteina madura pronta a ser isolada.

A extragdo do peptido recombinante (peptido de
fusdo) encontra-se normalmente associada a um passo de
desnaturagdo seguido da renaturagdo in vitro do FCI-1
extraido, o0 que origina a conformacdo nativa do FCI-1.

Nos sistemas bacterianos descritos até este momento, foram
descritos rendimentos de produgdo de 1,5 gramas por litro de
caldo de fermentac8o, por expressdo biossintética de HCh. No
entanto, apesar do elevado rendimento de expressdo , apenas
se obtiveram pequenas quantidades do FCI-1 nativo devido a

formagdo ndo controlada de pontes dissulfeto intra e



intermoleculares. Em consequéncia, a expressdo bacteriana de
produtos contendo as referidas pontes dissulfeto segue-se a
renaturagdo in vitro durante a Ultima fase de purificagdo dos
polipeptidos 0 que origina normalmente grandes perdas de
produto.

O objectivo da presente invencdo consiste, em
primeiro lugar, na ultrapassagem dos problemas descritos na
técnica anterior no que se refere & produgdo do FCI-1 em
microrganismos, em grandes gquantidades.

No contexto da presente invengdo utiliza-se a
palavra "reconstituigdo " ©para se designar o processo de
acordo com o qual se estabelece a estrutura tercidria da
proteina, incluindo a formagdo das pontes dissulfeto
intramoleculares.

A palavra "renaturacdo utiliza-se para se referir o
estabelecimento da estrutura tercidria nativa das proteinas.

A palavra "desnaturacgdo" utiliza-se para se
designar a ruptura da estrutura tercidria das moléculas,
rompendo as pontes dissulfeto e/ou o desenrolar das
proteinas.

BREVE DESCRICAO DA PRESENTE INVENCAO

A presente invengdo refere-se ao FCI-1 humano que
possui uma extensdo amino-terminal AlaGlu.

A extensdo amino-terminal permite a elevada

expressdo do FCI-1 prolongado, a fdcil renaturacdo ou a



reconstituigdo do FCI-1 e facilita a sua completa clivagem
utilizando o enzima dipeptidil-amino-peptidase (DAP-1, EC
3.4.14.1) para formar o FCI-1 maduro.

Descobriu-se entdo, com surpresa, que a extenséo
amino-terminal AlaGlu permite ultrapassar os problemas da
técnica anterior. Para além disso, é possivel purificar o
FCI-1 que possui uma extremidade N-terminal correcta, a
partir da mistura de reacgdo.Pode isolar-se AlaGlu-FCI-1 como
um  produto intermédio com uma pureza de 80%, de
preferéncia de 90% e que apresenta quando correctamente
reconstituido a actividade biolégica do FCI-1.

A porgdo de ADN que codifica o FCI-1 pode consistir
em ADNc, ADN cromossémico ou ADN inteira ou parcialmente de
sintese em que qualquer porgdo restante do ADN pode
consistir nos correspondentes ADNc ou ADN cromossémico.

As sequéncias nucleotidicas utilizadas para a
extensdo amino-terminal e qualquer porgdo do ADN de sintese
que codifique o FCI-1 sdo preferencialmente seleccionadas de
modo a proporcionarem os coddos preferénciais para o
microrganismo seleccionado.

A express3o de AlaGlu-FCI-1, do amino- terminal
prolongado origina um nivel de expressdo de 1,5 g/litro (0,2
mM) de AlaGlu-FCI-1 antes da extracgdo. Isto representa
aproximadamente 4 a 5 vezes a expressdo especifica obtida em

sistemas em que se aplicam proteinas de fusdo mais longas. No



entanto, nem todas as extensdes amino-terminais de cadeia
curta proporcionam elevados niveis de expressdo. A expressao
de , por exemplo, MetGluAlaGlu-FCI-1, (AlaGlu)g-FCI-1, ou do
préprio FCI-1 origina niveis de expressio 10 a 25 vezes
menores que o nivel obtido quando se expressa AlaGlu-FCI-1.

Pode preparar-se o ADN que codifica AlaGlu-FCI-1 a
partir de uma sequéncia de ADN clonado que codifica os 70
aminodcidos do FCI-1 que se encontra acoplado & sequéncia
seguinte de ADN de corddo duplo, produzida por sintese, de
tal modo que a extremidade 3’ do corddo + esteja acoplado a
extremidade + 5’ do gene que codifica o FCI-1 e a extremidade
5’ do corddo de ADN de sintese se encontre acoplada a
extremidade 3’ do gene por uma ligag¢do complementar

+5' CGATG GCT GAA

-3’ TAC CGA CTT
em que os dois primeiros nucleétidos do cord8o + sdo uma
projecgdo do sitio de restrigdo Clal e a sequéncia
nucleotidica seguinte codifica os aminodcidos MetAlaGlu.

De acordo com um outro aspecto da presente invengdo
proporciona-se um gene, apto para produgdo industrial, que
codifica um FCI-1 terminalmente prolongado por um grupo
amino que assegura a formacdo de um produto estdvel e a sua
secregdo ﬁo espago periplasmatico ou directamente no meio.

De acordo com um terceiro aspecto, a presente

invengdo refere-se a um vector recombinante que engloba ADN



que codifica o FCI-~1 humano e que possui uma extensdo amino-
terminal AlaGlu. O vector pode apresentar-se na forma de um
plasmido gque engloba um promotor a jusante do ADN que
codifica AlaGlu—FCI—l e que engloba preferencialmente o]
promotor sensivel a temperatura ,>\ PR, directamente acoplado
ao ADN que codifica  AlaGlu-IGF-1 e a sequéncia sinal OmpA
que proporciona a secregdao de AlaGlu-FCI-1 no espago
periplasmdtico ou directamente no meio. Demonstrou-se que
este vector se encontrava apto para a produgdo industrial
quando inserido na E. coli.

De acordo c¢om um quarto aspecto, a presente
invengdo proporciona microrganismos trahsformantes que
englobam os referidos plasmidos recombinantes.

De acordo cém um quinto aspecto, a presente
invengdo, refere-se a um método para a renaturag¢do de AlaGlu-
—-FCI-1 em dque AlaGlu-FCI-1, na sua forma reduzida e
desnaturada, ¢é reconstituido na presenga de um reagente
mercapto, na sua forma reduzida, numa solu¢do aquosa tampdo.
A renaturagdo ocorre durante a alteracdo controlada do
potencial redox de -40 mV para + 20 mV subindo até aos +40 mV
por didlise em presenca de um tampdo contendo entre 20 e
40%, v/v, de etanol durante um periodo superior a 5 horas,
para uma concentragdo proteica compreendida entre 0,1 e 0,6
mg/ml e para uma condutividade compreendida entre 0,15 e 0,3

mS, & temperatura ambiente e a um pH compreendido entre 7,5 e



10,0 e finalmente por acidifica¢do da mistura para um pH
inferior a 5.

0 reagente mercapto utilizado , de acordo com o
método da presente invengdo, pode ger constituido por
qualquer ieagente do grupo mercapto que ndo forme produtos
intermédios indesejadveis, por exemplo, 2-mercapto =-etanol,
cisteina, cisteamina , dando-se preferéncia & cisteina.

De acordo com a presente invencdo , utiliza-se o
reagente mercapto numa concentracdo compreendida entre 0,01-
10 mM, de prefer@ncia numa concentragdo compreendida entre
0,1 e 5 mM e prefer@ncialmente a uma concentracdo de 1 mM.

A solugdo aquosa tamponada na qual se efectua a
reconstituigdo ou renaturagdo , de acordo com a presente
invengdo, ¢é tamponada a um pH gque se situa no intervalo
compreendido entre 8,0 e 10,0, preferéncialmente a um pH de
9,0.

Nalguns casos é preferivel efectuar a renaturagdo
de acordo com a presente invengdo na presenca de etanol, numa
quantidade superior a 40% e de preferéncia cerca de 25%.
Esta adigdo aumenta o rendimento do método e o eventual
efeito benéfico do etanol torna-se facilmente demonstravel
por simples experiéncias preliminares.

De acordo com um sexto aspecto a presente invengdo
refere-se a um PpProcesso para a produgdo do FCI-1

caracterizado por:
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i) se fazer a expressdo de um FCI-1 com uma extens3o amino-
terminal, num microrganismo transformado com um vector de
expressdo que engloba um promotor susceptivel de ser
induzido, -‘directamente acoplado ao ADN que codifica o FCI-1
humano que possua uma extensdo amino-terminal e uma
sequéncia sinal que proporcione a secrecdo do produto
expressado,
ii)se fazer a extracgdo do FCI-1 com a extens8o amino-
terminal, a um pH de 6,0 utilizando uma elevada concentragdo
de ureia na presenga de um agente de redugdo e, eventualmente
de um agente quelante,
iii) se submeter o produto extraido a cromatografia num gel
de permuta de anides seleccionado entre grupo constituido por
DEAE, DE e FF-Q utilizando o mesmo tampdo a que se fez
referéncia no passo ii),ajustado para 1,8-2,2 mS e a um DpH
compreendido entre 7,8 e 8,2,
iv) se fazer a renaturagdo do FCI-1 que possui a extencdo
amino-terminal, alterando o potencial redox da mistura de
reacgdo, linearmente de =40 mV para +20 até +40 mV por
didlise na presenga de um tampdo que contenha entre 20 e 40%
de etanol , durante um periodo de tempo superior a 5 horas,
conservando a concentragdo de proteinas compreendida entre
0,1 e 0,6 mg/ml e para uma condutividade de 0,15-0,3 mS, a
temperatura ambiente encontrando-se o pH compreendido entre

7,5 e 10,0 e finalmente acidificando a mistura para um pH
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inferior a 5.

v) se fazer a clivagem da extens3o amino-terminal utilizando
DAP-1,

vi)se fazer o isolamento e a renaturagdo do auténtico FCI-1
humano renaturado recorrendo a cromatografia em liquido a
elevada pressdo-fase inversa (CLEP-FI) e a cromatografia de
permuta catidnica e

vii) se fazer a filtrag8o em gel e a liofilizagdo do FCI-1
humano isolado.

Pode 1levar-se a efeito o método da presente
inveng¢do, por expressio do FCI-1 que possui a extensdo amino-
terminal, num microrganismo tal como uma bacteria gram—
positiva ou numa bactéria éram—negativa tal como a
Escherichia, de preferé&ncia a E. coli, que constitui um
hospedeiro muito conveniente devido & sua aplicabilidade
industrial.

De acordo com a presente invencdo, o promotor pode
consistir num promotor sensivel a temperatura tal como >\pR,
Apr, ou Apps e a sequdncia sinal pode consistir numa das
sequéncias LamB, OmpA ou OmpF, com a finalidade assegurar uma
expressdo e secre¢do adequadas.

0 Ala-Glu-FCI-1 expressa-se em niveis elevados '
utilizando-se o promotor Apg directamente acoplado ao gene
que codifica AlaGlu-FCI-1 e a sequéncia sinal Ompa

proporciona a secregdo de proteina numa forma estavel.

LN
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Efectua-se a extracgdo de Ala-Glu-FCI-1 sob

condigGes de redugdo e de renaturacdo utilizando wureia,
agentes redutores tais como cisteina, 2-mercapto-etanol ou
ditiotreitol e eventualmente um agente ou agentes quelantes
tais como EDTA, no sentido de se destruir a estrutura
tercidria imposta em AlaGlu-FCI-1 pelo sistema de expressdo.

A extracgdo de Ala-Glu-FCI-1 numa forma totalmente
desnaturada efectua-se preferencialmente utilizando um tampdo
que contenha 7M de ureia, 50 mM de Cys no ponto isoeléctrico
(8,4) ou pH 8,0.

A maioria das proteinas contaminantes provenientes
de E.coli sdo removidas do AlaGlu-CIF-1 reduzido e
desnaturado por cromatografia de permuta anidnica no ponto
isoeléctrico. Efectua-~se preferencialmente esta cromatografia
para valores de condutividade de 2,0 mS,a pH 8,0 e
preferencialmente por cromatografia por lotes sobre DE-52

(Whatman) repetida em Sefarose de tipo Q de Fluxo Rapido (FF-
R

Q7).

Renatura-se o AlaGlu-FCI-1 desnaturado e reduzido,
obtendo-se AlaGlu-FCI-1 estavel e correctamente
reconstituido.

Efectua-se o processo de renaturagdo utilizando uma
didlise sob condigles controladas de potencial redox, pH,
concentragdo de proteinas e temperatura na presenga de

reagentes quelantes, de desnaturagdo e mercapto e na presenca
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de solventes orgénicos.

O tampdo de didlise caracteriza-se pela presenga de
pequenas quantidades de agente redutor ( como por exemplo
DDT, Cys ou 2-mercapto-etanol), de um agente quelante, de um
composto orgdnico que interactue com a ligagdo hidrofébica (
tal como o terc-butanol, 2-propanol, etanol, metanol) e
finalmente uma substidncia tampdo para conservar um intervalo
de pH bem definido, habitualmente compreendido entre 8,8 e
9,0. De acordo com um dos aspectos da presente invengdo,
utiliza-se a seguinte composigdo tampdo: 50 mM de Tris-HCl, 1
mM de Cys, 2 mM de EDTA e etanol a 25% a um pH de 9,5.

Preferencialmente leva-se a efeito a renaturagdo
alterando linearmente o potencial redox de aproximadamente -
30 mV para aproximadamente +25 e +30 mV durante um periodo
de 3 horas. Calibraram-se os eléctrodos redox utilizando uma
solugdo de hidrogquinona que possui um potencial redox bem
definido de 463 mV.

E preferivel efectuar a renaturacdo para valores de
condutividade de 0,2 mS uma concentragdo de proteinas
compreendida entre 0,1 e 0,4 mg/ml e um valor de pH que
varie entre 8,5 e 9,5, de preferéncia a um valor de pH
compreendido entre 8,5 e 9,0 de acordo com a medigdo
efectuada em tampdo antes da adigdo de etanol numa
concentragdo compreendida entre 20% e 40% (v/v), a uma

temperatura compreendida entre 20 e 22°C.
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De acordo com um aspecto mais preferencial
efectua-se a renaturagdo de AlaGlu-FCI-1 fazendo passar o
polipeptido através de um dispositivo de fibras ocas
(Nephross Presto,H.P., Organon Teknika) a um débito que
varie entre 25 e 250 ml/minuto, de preferé&ncia entre cerca de
100 ml/minuto, enquanto se altera o potencial redox, até se
pér cobro ao processo mediante a adigdo de 4&cido acético 5M
até se obter um pH inferior a 5, de preferéncia um pH de 4,0.

Concentrou-se entdo a solugdo resultante por
cromatografia de permuta catidnica na presenca de solventes
organicos antes de se clivar a extensdo amino-terminal.
Efectuou-se a permuta catidénica utilizando de preferé&ncia um
material forte de permuta idnica, tal como FF—SR ou FF-SPR,
na presenga de um alcool a 10-40%, tal como o metanol,
etanol, propanol ou butanol, de preferéncia etanol a 25% e
utilizando um gradiente de pH compreendido entre 3,5 e 7,5.

Efectua-se, a clivagem do AlaGlu-FCI-1 renaturado
utilizando de preferéncia a exopeptidase (DAP-1) para se
proporcionar uma clivagem rdpida e eficiente do precursor do
FCI-1. Utiliza-se a exopeptidase preferéncialmente numa
concentragdo de 0,08 unidades de DAP-1 por mg de proteina |,
na éresenga de NaCl, ajustando-se a concentragdo da proteina
para , aproximadamente 1 mg/ml em tampdo acetato 40 mM a
PH 4,0 e a 37°C.

A purificagdo do FCI-1 por CLEP de fase inversa

15
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apés a clivagem wutilizando DAP-1 pode ser efectuada
alternativamente em coluna PR18 de tipo comercial (Lichosorb)
ou em coluna de tipo RP 18 de silanoilo C18 feita por
encomenda. De preferéncia utiliza-se uma coluna RP18 de
silanoilo A/S de 15 pm da "Novo Nordisk" cuja eluicdo &
efectuada a pH 3,0 em tampdo fosfato de sédio 0,1 M com
gradiente linear de etanol variando entre 30 e 50%

Todos os FCI-1 que ndo se encontrem correctamente
reconstituidos serdo removidos por cromatografia de fase
inversa numa coluna RP18 de tipo comercial por exemplo
"Lichrosorb",ou numa coluna RP18 de silanoilo C18, feita por
encomenda utilizando etanol como fase mdével e removendo o
AlaGlu-FCI-1 por cromatografia de permuta catidnica ,
partindo de condigdes 4dcidas e aplicando um gradiente de pH
compreendido entre 4,0 e 7,0, utilizando o mesmo sistema
tampdo que se usou no anterior procedimento de permuta
catidnica.

Submete-se depois o CIF-1 purificado a liofilizagdo
e filtragdo através de gel .0 FCI-1 liofilizado é capturado
em ureia 7 M e aplicado a uma coluna Sephadex GPC GS50F
equilibrada com 4&cido acético 0,1 M, a 4°C. Armazena-se O
material purificado a 4°C.

Finalmente submete-~se o FCI-1 altamente purificado
a didlise, filtragdo através de gel e a liofilizac8o dando

origem a um pd quimicamente estdvel.
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De acordo com um outro aspecto da presente
invengdo, purifica-se parcialmente o FCI-1 gque possui a
extensdo amino-terminal, para se obter uma forma totalmente
desnaturada e reduzida.

Obtém-se uma separagdo selectiva do FCI-1 com a
extensdo amino-terminal e a sequéncia aminodcida correctas,
utilizando uma cromatografia de permuta catidnica, apéds
clivagem da extensdo amino-terminal wutilizando DAP-1 de
acordo com o principio descrito por Dalboege, H. e outros
FEBS Lett. 246 (1,2) 89-93, 1989.

Obtem-se a remogdo das formas do  FCI-1
incorrectamente renaturadas (reconstituidas ) por CLEP de
fase inversa, wutilizando uma matriz de silica octadecil-
dimetil-silil-substituida constituida por particulas
esféricas de 15u,sendo o diametro dos poros de 300 A .

Efectuou-se a caracterizacgdo do FCI-1 renaturado,
no que se refere ao correcto posicionamento das pontes
dissulfeto, utilizando duas clivagens enzimdticas seguidas de
andlise da carta peptidica e andlise sequencial.

O processo, de acordo com a presente invengdo
possui ainda a vantagem de poder ser utilizado directamente.

Um dos aspectos importantes da presente invengdo
reside no facto do procedimento de extrac¢do proporcionar um
elevado rendimento ( préoximo dos 100%) de AlaGlu-FCI-1.

Purifica-se entdo o FCI-1 que possui a extensdo amino-

17



—-terminal utilizando um passo gue consiste especificamente na
cromatografia por permuta anidnica de tipo FF—QR sob
condigdes de pI tais que o AlaGlu-FCI-1 n8o se fixa & resina,
considerando que sob estas condigOes especificas se removem
as proteinas originadas na E.Coli e um polipeptido que exibe
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes as do
AlaGlu-FCI-1 .

Um outro aspecto importante da presente invencédo
reside no passo de renaturagdo especifica. Este passo
caracteriza-se pelo controlo continuo do potencial redox,
rigor iénico e temperatura durante a renaturacdo do Ala-Glu-
FCI-1.

Descobriu-se que as modificagdes da pré-sequéncia
alteram drasticamente as condigdes de renaturacgdo.

A presente invengdo proporciona, também um novo
conceito para a clivagem de uma extensdo N-terminal do FCI-1,
em que se utiliza DAP-1 (EC 3.4.14.1) e, se efectua uma
desnaturagdo moderada do FCI-1 correctamente reconstituido
antes do passo final de cromatografia por permeagdo em gel.

Deste modo, na presente invencdo, aplica-se uma
série de condig¢des unicas que tomadas em conjunto melhoram a
qualidade do produto e o rendimento de todo o processo que
decorre a seguir & fermentagdo.

Pode levar-se a efeito o referido processo em

quantidades que podem ascender a gramas por ensaio, obtendo-

-se um elevado grau de purificacdo, tal como é demonstrado
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pelo baixo teor de proteinas originadas pela E. coli ( < 1
ppn) .

Verificou-se que o produto possuia uma composig8o
aminodcida, uma sequéncia aminodcida, pontes dissulfeto e uma
cartografia peptidica idéntica &as observadas para o FCI-1
purificado a partir do plasma humano.

Caracterizou-se posteriormente o produto,pelo facto
de existir uma banda uUnica sobre gel de SDS-poliacrilamida e
sobre os geles nativos. Finalmente verificou-se por CLEP e
por CGP analiticas de fase inversa, que o produto possuia uma
pureza superior a 95%

A presente invengdo refere-se também & utilizagfo
do FCI-1 possuindo a extensdo amino-terminal AlaGlu, na
preparagdo do FCI-1 maduro.

A actividade biolégica do produto obtido , de
acordo com o método descrito na presente inveng¢do, é igual a
do FCI-1 nativo, purificado, a partir do plasma. Pode-se
utilizar o produto, por exemplo, para o tratamento de feridas
durante o periodo de cicatrizacdo das referidas feridas,
cicatrizagdo de fracturas dsseas, distirbios de caracter
metabdélico e de diabetes do tipo II (NIDDM). Pode-se
formular o FCI-1 , de acordo com métodos conhecidos na
formulagdo de preparagdes farmac&uticas ou de formas de

administragdo, que incorporem o FCI-1.
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;.Q
BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A descrigdo das Figuras , que a seguir se efectua,
contribuird para melhor ilustrar a presente invencdo:

A Fig 1 apresenta a estratégia de clonagem de um
vector que codifica Ala-Glu-FCI-1;

A Fig. 2 apresenta um diagrama de uma CLEP de Ala-
—-Glu-FCI-1 parcialmente purificado, nas suas formas
desnaturada e reduzida;

A Fig. 3 apresenta um diagrama de uma CLEP de Ala-
Glu-FCI-1 parcialmente purificado, na sua forma renaturada;

A Fig. 4 apresenta um diagrama de uma CLEP do FCI-1
com um grau de pureza superior a 95%;

A Fig. 5 apresenta uma sequé&ncia de ADN do pHD 147
que codifica o FCI-1i;

A Fig.6 apresenta um diagrama de Ala-Glu-FCI-1 por
CLEP-FI apdés renaturagdo por didlise num dispositivo de
fibras ocas;

A Fig. 7 apresenta um diagrama de Ala-Glu-FCI-1 por
CLEP-FI apds renaturagdo por diluigdo;

A Fig.8 apresenta um diagrama de Ala-Glu-FCI-1 por
CLEP-FI apds renaturagdo por dessalinizacdo;

A Fig. 9 apresenta um diagrama de Ala-Glu-FCI-1 por

CLEP-FI apds renaturacdo por didlise.

Q)l

A partir deste momento proceder-se-a

exemplificagdo da presente inveng8o tendo como finalidade uma
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melhor compreensdo da mesma.
PARTE EXPERIMENTAL

EXEMPLOS

Exemplo 1

Construgdo do gene do FCI-1

Construiu-se um gene de sintese para o MetGlu-FCI-1
com base numa sequéncia aminodcida publicada (Jansen e
outros, 1983). Utilizando cod8os O&ptimos de E. coli
construiu-se o gene a partir de fragmentos de sintese 08
quais depois de recozidos e purificados sobre gel foram
clonados, gradualmente entre os sitios de restrigdo dunicos
nos vectores de clonagem adequados (Fig.1l ).

Construgdo do plasmido pHD145 (plasmido que codifica aa 1-30

de MetGlu-FCI-1):
Preparagdo do ligante: trataram-se separadamente com
gquinase 0,4 ug de ligantes na placa superior a, na placa
inferior a e na placa superior b , adicionando-lhes 1 pl
de tampdo quinase (10 X), 1 pl de ATP 10 mM, 1 pl de PNK T4
(10 unidades) e 6 pl de H20. Incubou-se a 37°C, durante 30
minutos. Aqueceu-se depois a mistura até aos 65°C durante 10
minutos.

Efectuou-se o recozimento de 10 ul do ligante na
posigdo superior a tratado com quinase e 10 pl do ligante
na posigdo inferior a tratado com quinase, por aquecimento

até se atingirem os 100 °C durante 3 minutos e arrefecimento
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em gelo.

Efectuou-se o recozimento de 10 ul do ligante na
placa superior b tratado com quinase e de 0,4 ug do ligante
na placa inferior b ( ndo tratado com gquinase) por
aquecimento até aos 100°C dQurante 3 minutos e por
arrefecimento em gelo.

Unido dos ligantes: misturou-se 20 pl de a, 11 pl
de b, 4 pl da mistura ligase (10 X), 1 pl de 1ligase (0,5
unidades) e 4 pl de Hy0 e, incubou-se a 15°C durante 2 horas.
Fez—-se passar a mistura, através de um gel de agarose a 1,8%,
de baixo ponto de fusdo. Isolou-se um fragmento de 100 pb que
se purificou utilizando um agente de eluigdo. Apds
precipitagdo, dissolveu-se o fragménto em 50 pl de HyO.
Tomaram-se 2 Ll da solugdo que se examinaram sobre gel de
agarose a 2%.

Preparag¢do do plasmido

Clonou-se o ligante anteriormente purificado, no plasmido
pPBR322, digerido com ClaI/BalI. Para facilitar a digestdo de
PBR322 com BalIl é necessdrio efectuar a cultura deste
plasmido numa estirpe n3o metilante de E. coli. Por
consequéncia, o pBR322 foi transformado utilizando a estirpe
bacteriana E. coli GC117 que é DCM menos e DAM menos.
Digeriu-se 10 pl de pBR322 ( de GC117) utilizando 5 U de
ClaI/3 U de Ball num tampdo de um sal inferior , num volume

final de 100 pl. A incubagdo realizou-se a 37°C, durante 2
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dias e 2 noites.

Purificou-se

aproximadamente 1900 pb ( fragmento do plsmido),

agarose

um agente

um fragmento de

ADN

que

a 0,7%, de baixo ponto de fusdo. Apds a eluicgdo

de eluigdo, dissolveu-se o ADN em 40 pl de

Examinou-se sobre gel uma aliquota de 1 ul da referida
solugédo.
Ligagdo do pHD145:
Efectuaram-se as seguintes ligagles:
A B C
ADN 100 pb 3 pl 3 pl 3 pl
Ligante at+b
PBR322 ClaI/Ball 1 ul 0,05 pl 0,05 ul
ADN ligase T4 0,05 unid. 0,05 unid. 1 unid.
(1 pl) (1 pl) (1 pl)
mist.lig. (10X) 1 ul 1 ul 1 ul
H-0 4 pul 4 pl 4 pul
Controlo A |Controlo B Controlo C
ADN 100 pb 0 0 0
ligante
pBR322 ClaI/Bal 1 pl 0,05 pl 0,05 pl
ADN ligase T4 0,05 unid. 0,05 unid. 1 unid.
mist.lig. (10X) 1l 1 pl 1 ul
H7O 7 pl 7 pl 7 ul
Todos os produtos ligados foram incubados a
durante 3 horas, transformados utilizando MC1061, colocados
em placas de agar contendo LB + ampicilina (LBA) sobre

filtro de nitrocelulose e incubados a 37°C durante a

leitura das placas efectuada no dia seguinte demonstrou que o
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nimero de coldénias nas placas de controlo era superior ao das
placas &as quais se tinha adicionado o fragmento de 100 pb.
Por este motivo se decidiu fazer o rastreio dos
transformantes positivos por hibridacdo do ADN.

Hibridagdo das coldnias:

Replicou-se uma cdépia de cada um dos filtros sobre
nitrocelulose recém-preparada transferiram-se ambos os
filtros para placas contendo LBA e incubaram-se a 37°C
durante a noite. Efectuou-se a lise das bactérias existentes
sobre um dos filtros durante 2 minutos em NaOH 0,5 M, NaCl
1,5 M, seguindo-se a lavagem com Tris 0,5M, a pH 8, NaCl
1,5 M, durante 2 minutos e 2 X SSC durante 2 minutos.
Secaram-se os filtros recozeram-se durante 1 hora a 80°C e
hibridaram-se com uma sonda.

Preparagdo da sonda:

Misturou-se 1 ul (0,4 pg) de FCI-1 na placa
superior a, 1 pl (0,4 pg) do FCI-1 na placa superior b, 100
pCi  de ATP (10 pl) 2 ul de tampdo quinase (10 X), 1 pul ( 5
unidades) de PNK,misturou-se H,0 até 20 pl e incubou-se a
37°C durante 30 minutos. Adicionaram-se os filtros recozidos
apds hibridag¢do prévia a 65°C, adicionou-se a sonda anterior
os filtros cozidos num volume de hibridagdo de 50 ml.
Efectuou-se a hibridagdo a 60°C durante a noite . Lavou-se os
filtros com 2 X SSC efectuando-se em seguida a sua lavagem em

0,1 X SSC a 50°C ,secagem e colocacdo sobre uma pelicula.
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Efectuou-se a cultura de 15 coldnias positivas em
LBA, a 37°C durante a noite. A andlise do ADN de uma
minipreparagdo, utilizando os enzimas ClaI/PvuIl demonstrou,
apbés passagem por gel de agarose a 1,5%, que todas os clones
com excepgdo do clone 11 incorporavam o fragmento de ADN
esperado de 745 pb. No sentido de se analisarem alguns dos
clones, inclusivamente quanto & presenga do fragmento
BlaI/Clal de_ aproximadamente 100 pb, transformaram—se os
clones 1,2, 3 e 4 na E. coli GC117 e colocaram-se em placas
de agar que continham LBA. Seleccionou-se apenas uma colénia
de cada uma das quatro placas e utilizou-se para se efectuar
a propagagdo do ADN de uma maxipreparacdo. A digestdo das
preparagdes dos quatro plasmidos demonstrou que as
construgdes 1,2 e 3 possuiam os sitios de restrigdo
esperados, mas no clone 4 ndo existia o sitio Ball.

Construgdo de pHD146 ( plasmido que possui uma sequéncia que

codifica aa 1-56 de MetGlu-FCI-1):

Digeriu-se 100 ul de ADN de uma maxipreparacgdo
respectivamente de pHD146-1, -2 e -3 com 20 unidades de Ball
durante a noite a 37°C, num sal inferior. Depois de se ter
examinado a digestdo em gel de agarose, digeriu-se o ADN com
20 unidades de Pvul durante a noite a 37°C num sal superior.
Apdés a digestdo, fraccionou-se o ADN numa preparacdo de gel
de agarose a 0,7%. Isolou-se um fragmento de ADN de 750 pb, a

partir de cada coldénia, que se eluiu, precipitou e dissolveu
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em 20 pl de H20 & temperatura de ebuligdo durante 5 minutos e
arrefeceu-se com gelo. O 1ligante recozido foi depois
purificado sobre uma preparag¢do de agarose a 2,5%, isolou-se
uma banda de 70 pb, eluiu-se a partir do gel wutilizando um
agente de eluigdo, precipitou-se e dissolveu-se em 20 pl de
H50.

Adicionou-se ao ligante purificado 1 pl de tampdo
quinase diluido 10 vezes, 1 ul de ATP 10 mM, 5 unidades de
PNK e um volume de Hy0 até perfazer 10 pl, ao que se seguiu a
sua incubagdo a 37°C, durante 1 hora.

Digeriu~se 20 pl de ADN do pBR322 com 50 unidades
de PvuI/50 unidades de Nrul num sal superior até perfazer um
volume final de 100 pl.Apdés a digestdo, fraccionou-se o ADN
sobre um gel e isolou-se um fragmento de aproximadamente 2800
pb, purificou-se com um agente de eluigdo, precipitou-se e
dissolveu-se em 20 pl de HjO.

As ligagles que a seguir se indicam, A,B, controlo
C e controlo D foram efectuadas com fragmentos isolados de

pHD145-1, -2 e -3 respectivamente

A B Controlo ClControlo D
mist., 1lig.10X 2 pl 2 pl 2 ul 2 pl
frag. 2800 pb 0,5 pl 0,5 pl 0,5 pul 0,5 pl
frag. 750 pb 0,5 pl 0,5 ul 0,5 pl 0
lig.c+d tratado
c/ cinase,70 pb 10 pl 1 ul 0 0

H70 6 ul 15 ul 16 pl 16,5 ul
ADN T4 ligase 0,1 U 0,1 U 0,1 U0 0,1 U0
0,1 U/ul

26



Incubaram-se as ligag¢Oes anteriores a 15°C durante a noite,
transformaram-se com MC1061 e colocaram-se em placas contendo
LBA sobre um filtro de nitrocelulose. Utilizaram-se cinco
placas por ligacio.

Apdés incubagdo durante a noite a 37°C, replicaram-
se e trataram-se todas as placas tal como anteriormente se
descreveu para a construgdo do pHD145. Utilizou-se como sonda
1 pl (0,4 ug) de ligante na placa superior ¢ e 1 pl (0,4 ul)
de ligante na placa superior d,marcados tal como se descreveu
para o pHD145. As condigles de hibridag¢do e de lavagem foram
identicas as anteriormente descritas. Apds desenvolvimento da
pelicula, seleccionaram-se 24 coldénias positivas que se
propagaram numa minipreparagdo de ADN em meio LBA. Analisou-
se o ADN por digestdo com Nrul/EcoRI e verteu-se sobre gel de
agarose a 1,5%. Os c¢lones 3,4,5,8,13,16,18,19,20 e 21
pareciam correctos. Seleccionou-se os clones 3 e 13 para uma
andlise mais rigorosa e propagagdo numa minipreparagdo de
ADN.

Os 24 clones isolados foram obtidos a partir das

seqguintes ligagdes:
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Reacgdo de | pHD145-de Placa N¢

Ligagdo 750 pb
1 A 1 b
2,3,4,5,6 B 1 a
7,8 B 1 c
9 A 2 b
10 A 2 c
11,12,13,14 B 2 c
15,16 B 2 e
17 A 3 c
18 A 3 d
19,20, 21 B 3 c
22,23,24 B 3 d

Clonagem de pHD147 ( plasmido que possui a sequéncia gque

codifica aa 1-70 de MetGlu-FCI-1 (Fig. 1):

Digeriu-se 50 pl da maxipreoparagdo de ADN de
pHD146-3 e pHD146-13 respectivamente com 20 unidades de NruI
e 15 unidadesde Pvul num volume final de 55 ul ( meio
salino). Digeriu-se 10 unidades de ADN do plasmido pBR322 com
15 unidades de Pvul e 36 unidades de HindIII , num volume
final de 55 ul (meio salino). Fraccionaram-se as duas
digestdes sobre gel de agarose a 0,8% de baixo ponto de
fusdo. A partir dos clones pHD146-3 e -13 isolou-se um
fragmento de 800 pb que se eluiu, precipitou e dissolveu em
50 pl de H9O. A partir de pBR322 isolou-se um fragmento de
3500 pb que se eluiu, precipitou e dissolveu em 50 pl de HyO.

Examinou-se o ligante FCI-1 gque se recozeu e
purificou sobre uma preparagdo de gel de agarose a 2,5%, tal
como se descreveu para o0s ligantes anteriores.

Isolou-se um fragmento de 20 pb que se dissolveu em
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50 ul de Hp0. Todos os fragmentos anteriormente referidos
foram examinados sobre gel de agarose

Ligagdo de pHD147:

A B
pBR322-frag. 3 500 pb 1,5 pl 1,5 pul
pHD146-3- frag 3800 pb 10 pl 10 pl
ligante e de 50 pb 2 pl 0 pl
mist. lig. (10 X 10) 1,5 ul 1,5 pl
ADN T4 ligase 1 U/pul 1 unid. 1 unid.

Efectuou-se a reacgdo de ligagdo utilizando o fragmento de
800 pb do pHD146-3 assim como do pHD146-13.Incubou-se a
reacgdo de ligagdo durante 3 horas a 15°C, transformou-se por
introdug¢do na E. coli MC1061 e colocou-se em placas LBA.
Replicaram-se os filtros, lavaram-se e hibridaram-se, tal
como anteriormente descrito. Utilizaram-se 2 pl do FCI-1 e
de ADN inferior como uma sonda. Seleccionaram-se 6 clones
positivos dos filtros em gque se tinha utilizado
respectivamente o ADN dos clones pHD146-3 e pHD146-13.
Designaram-se estes clones por pHD-1-> 6 (pHD146-3 +ligante
e) e pHD147-7-> 12 (pHD146-13 + ligante e). A andlise duma
minipreparagdo de ADN de 12 clones utilizando a mistura de
enzimas de restrigdo EcORI/HindIII demonstrou que todos oS
clones possuiam o fragmento esperado. Seleccionaram~se o0s
clones 1, 2, 7 e 8 para uma andlise mais rigorosa em que se

utilizou a digestdo com os enzimas de restricdo HindIII/ClalI,

29



A

PVuII/BamHI, PstI/BamHI. Segundo parecia todos os clones
possuiam o padrdo de restrigdo esperado. Propagaram-se oS
clones ©pHD147-1 e pHD147-7 numa maxipreparagdo de ADN.
Isolou-se simultdneamenteo ADN de uma minipreparag8o a partir
dos clones 1,2,7 e 8 digeridos com as enzimas EcoRI, HindIII
e isolou-se um fragmento de 220 pb que se clonou em M13, MP18
e MP19 e se submeteu a andlise sequencial. A andlise
sequencial do ADN demonstrou que os clones englobavam a
sequéncia de ADN esperada.

Exenmplo 2

Produgdo Citoplasmdtica de MetGlu-FCI-1

Digeriu-se o plasmido pHD-147-1 com HindIIT na
presenga de ADN-polimerase de Klenow e dANTP, extraiu-se com
fenol, precipitou-se e digeriu~se com ClaI. Introduziu-se o
gene excisado no plasmido de expressdo pHD86SP13 (Dalboge e
outros, 1987). Biotechnol. 5, fs 161) e introduziu-se na
E.coli MC1061.

Analisaram-se extractos de bactéria contendo o
plasmido de expressdo num ensaio radioimunolégico (ERI)
especifico para FCI-1 e pelas bandas Western. Em nenhuma das
andlises se detectaram clones que expressassem quantidades
detectdveis do FCI-1.Na E. coli, existe uma tendé&ncia para a
desintegracgéao de pequenos polipeptidos citoplasmaticos
estranhos ( com um nimero de aminodcidos inferior a 90-100),

uma vez que sdo reconhecidos como proteinas incorrectamente
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sintetisadas. 0 transporte destas proteinas para o]
periplasma, onde a actividade proteplitica é qualitativamente
diferente da actividade do citoplasma, pode estabilizar estes
polipeptidos.

Exemplo 3

Produgdo periplasmidtica de AlaGlu-FCI-1

O peptido sinal utilizado provinha do precursor
OmpA da E. coli. No precursor OmpA natural, o peptido sinal é
processado entre dois residuos de alanina. Para se conservar
este sitio de processamento, alterou-se o gene de MetGlu-
-FCI-1 por mutagenese "in vitro" para AlaGlu-FCI-1.
Introduziu-se este gene no vector de expressdo pHD313
(Dalboge e outros 1989, Gene, 79, 325-332) gque contém o
promotor PR lambda, um sitio de fixagdo do ribossoma
optimizado e o gene CI ts, de tal modo que o peptido sinal se
fundiu directamente com o gene de AlaGlu-FCI-1 no sitio de
processamento. Introduziu-se o plasmido obtido pHD365 na E.
coli MC1061 cuja cultura se efectuou a 28°C durante 18 horas.
Induziu-se a produgdo do FCI-1 fazendo subir a temperatura

para 40°C.

Exemplo 4

Extracgdo de AlaGlu-FCI-1 da E. coli

A quatro litros de caldo de fermentagdo de E. coli
adicionou-se cisteina até se perfazer uma concentragdo final

de 50 mM e ureia até se perfazer uma concentragdo final de
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7 M. Extraiu-se a cultura celular a pH 8,0 durante 30 minutos
entre 6 e 10°C. Centrifugou-se o extracto durante 30 minutos
(4 000 xrpm) e 0 sobrenadante foi congelado ou entédo
imediatamente processado.
Exemplo 5
Didlise

Diluiu-se um 1litro de extracto de cultura
celular do Exemplo 1 até ao volume de 1,5 litros utilizando
0,5 litros de ureia 7M e de cisteina 50 mM. Dialisou-se o
extracto diluido fazendo-o passar através de um filtro de
fibras ocas (Nephros Presto, H.F. Organon). O fluxo foi de
100 ml por minuto. Efectuou-se a mudanga de tampdo invertendo
a passagem da ureia 7 M e da cisteina 50 mM, a pH 8,0, a um
débito de 133 ml por minuto. Reciclou-se o extracto e o
tampdo até se atingir o equilibrio. POs-se cobro & didlise ao
atingir-se uma intensidade iénica correspondente a 2,0 mS.
Exemplo 6

Permuta Anidénica de AlaGlu-FCI-1 Impura

Equilibrou-se material de permuta anidénica DE-52
(Whatman) utilizando 50 mM de Tris-HCl 50 ,7 M de ureia e 50
mM de cisteina a uma condutividade de 2,0 mS. Misturou-se o
material de permutra anidnica equilibrado com o extracto
bruto dialisado obtido no Exemplo 2 ( proteina/gel numa
proporgdo de 1 g para 30 ml). O extracto bruto foi absorvido

durante 2 horas a temperatura ambiente ou durante a noite a
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4°C. A seguir a absorgdo, recolheram-se as proteinas ndo
absorvidas , por filtragdo num filtro Millipore A25. O
filtrado foi reabsorvido durante 3 horas a temperatura
ambiente, em Sefarose de tipo FF-Q , Qque se havia
préviamente equilibrado utilizando o mesmo tampdo ( proteina
/gel, numa proporgdo de 1g/200 ml). Determinou-se a qualidade
e a quantidade de AlaGlu-FCI-1 desnaturado, por cromatografia
de fase inversa. A coluna aplicada foi uma coluna de
"Nucleosil" C4, de 5um e de 4,6 X 250 mm, em TFA,e
acetonitrilo. CondigSes iniciais para TFA: 0,085% em H5O,
(tampdo A), tampdo B em TFA a 0,1%, 80% de acetonitrilo.
Eluiu-se a coluna utilizando uma mistura de tampdes A e B
num gradiente isocrdtico durante 0-5 minutos para o tampdo B
a 30% e um gradiente linear durante 5 - 25 minutos para para
o tampdo B variando entre 30-75%, débito: 1,0 ml/minuto;
detecgdo: absorgdo a 215 nm; temperatura ambiente. Na Figura
2 apresenta-se o AlaGlu-FCI-1 desnaturado e reduzido.

Exemplo 7

Renaturagdo de AlaGlu-FCI-1 desnaturado por didlise em fibras

ocas
Ajustaram—-se os lotes reduzidos e desnaturados

de AlaGlu-FCI-1 obtidos tal como se descreveu no Exemplo 3,
para uma concentragdo de proteinas de 0,2 mg/ml utilizando 7M
de ureia e 50 mM de cisteina. Ajustou-se o pH npara 9,5

utilizando NaOH. Dialisou-se a solugdo em presenga de um
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tampdo constituido por 50 mM de Tris-HCl, 2 mM de cisteina, 2
mM de EDTA, a pH 9,5 e etanol a 25%. Efectuou-se a didlise
utilizando um dispositivo de didlise em fibras ocas (Nephros
Prosto H.F. Organon) com um débito de 100 ml/minuto. Mudou-se
o tampdo de didlise quando se obteve o equilibrio entre a
solugdo e o tampdo. Prosseguiu-se com o processo até se
atingir uma condutividade de 150 pS e um potencial redox de
25 mV. Apdés a fase inicial durante a qual se duplicou a
maior parte da quantidade de AlaGlu-FCI-1, deixou-se
estabilizar a solugdo a 4°C durante a noite. Decorridas 16
horas pds-se termo a reacg¢do ajustando o pH para 4,0
utilizando acido acético 5M. Apds a didlise, a intensidade
iénica correspondia a 0,2 mS e a concentragdo de wureia
calculada foi menor do que 0,05M.

Na Figura 3 fornece-se um exemplo da renaturagido de
uma aliquota de AlaGlu-FCI-1 desnaturada e reduzida.0 pico
correspondente ao tempo de retengdo (TR) de 14,86 minutos
representa uma forma desordenada de AlaGlu~FCI-1 (TR de
15,68) com um valor de M® de 7 845 u.m.a.. Os picos que
apareceram posteriormente a AlaGlu-FCI-1 representam,
provavelmente, formas desorganizadas da molécula.

Ajustou-se o0 eléctrodo redox que se utilizou neste
passo, utilizando uma solugdo de hidroquinona 5 mM que
possuia um potencial redox definido de 463 mV a um pH de 4,0.

Faz-se referéncia a Figura 6, que diz respeito A&
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CLEP-FI em fibras ocas.

No diagrama da Fig.6, o pico correspondente ao TR
de 15,99 refere-~se ao AlaGlu-FCI-1. O pico correspondente ao
TR de 15,21 representa uma forma desorganizada da molécula de

r de 7845 u.m.a..

AlaGlu-FCI-1 que possui um valor de M
A renaturagdo de AlaGlu-FCI-1 desnaturada foi
também efectuada de acordo com os trés procedimentos que se
seguem:
1) diluigdo da amostra desnaturada, 2mg/ml em 50 mM de Tris,
2 mM de EDTA, pH 9,0 e etanol a 25% até se atingir uma
concentragdo final de 0,2 mg/ml (ensaio BioRad) e deixando
prosseguir a reaccdo durante 18 horas a 4°C.
2) dessalinizagdo da amostra desnaturada numa coluna "NAP 5"
(Pharmacia -LKB) em 50 mM de Tris, 1 mM de cisteina, 2 mM de
EDTA, pH 9,0, etanol a 25%. O volume da solugdo era de 1,00
ml. A concentragdo de proteinas era de 0,3 mg/ ml ( ensaio
BioRad) e deixou-se prosseguir a reacgdo durante 18 horas a
4°C.
3) didlise da amostra desnaturada (Spectapor, valor de
transig¢do: 3,5 KD) em presenca de 50 mM de Tris , 1 nmM de
cisteina, 2 mM de EDTA, pH 9,0, etanol a 25%, a 4°C, durante
18 horas. A concentracdo inicial de proteinas era de 0,3
mg/ml.

Em cada um dos ensaios, acidificou-se 200 ul da

solugdo resultante com 30 pl de &4cido acético S5M e filtraram-
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-se 200 pl da referida solugdo num filtro "Millex" de 0,22
um e, submeteu-se a andlise por CLEP-FI numa coluna
"Nucleosil C4", de 5 p e 4,6 X 260 mm, Machery-Nagel 720059,
tampdo A: &cido trifluorocacético (TFA), tampZoc B: TFA a 0,1%
e acetonitrilo a 80% utilizando um gradiente isocréatico
durante 0 - 5 minutos para o tampdo B a 30% e um gradiente
linear enter 5 e 25 minutos para o tampdo B variando entre
30-75% e um débito de 1,0 ml/minuto; detecgdo a 215 nm &
temperatura ambiente.
Referéncia as Figuras 7-9

No diagrama da Figura 7, o pico correspondente ao
TR de 16,07 minutos representa AlaGlu-FCI-1 . O pico
correspondente ao TR de 15,1 minutos representa uma forma

desorganizada de AlaGlu-FCI-1 que possui um valor de M*

de
7845 u.m.a. Os picos que surgem imediatamente apds AlaGlu-
FCI-1 representam provavelmente formas desorganizadas da
molécula.

No diagrama da Figura 8, o pico correspondente ao
TR de 16,07 minutos representa AlaGlu-FCI-1. 0 pico
correspondente ao TR de 15,10 minutos representa uma forma
desorganizada com um valor de M de 7845 u.m.a.. Os picos
que surgem imediatamente apds AlaGlu-FCI-1 representam
provavelmente formas desorganizadas da molécula. Os picos que

surgem depois dos 20,00 minutos representam, provavelmente

formas irreversivelmente desorganizadas ou poliméricas
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de AlaGlu-FCI-1.

No diagrama da Figura 9, o picocorrespondente ao TR
de 16,21 minutos representa  AlaGlu-FCI-1. 0 pico
correspondente ao TR de 15,43 minutos representa uma forma
desorganizada com uma M° de 7845 u.m.a. . Os picos que
surgem imediatamente apés AlaGlu~FCI-1 representam,
provavelmente, formas desorganizadas da molécula.

Exemplo 8

Permuta catidénica de Ala-Glu-FCI 1 renaturada

Equilibrou-se 70 ml de Sefarose (Pharmacia-LKB) em
25 mM de fosfato de sdédio, 25 mM de citrato de sédio que se
ajustou para pH 4,0 com NaOH ,dissolvidos em etanol a 25%.

Aplicou-se 2 litros da mistura de renaturagédo
obtida, de acordo com a descri¢do efectuada no Exemplo 7, na
coluna de Sefarose de tipo FF-5. Mexeu-se suavmente a
suspensdo, durante 10 minutos & temperatura ambiente e depois
colocou-se o gel numa coluna (3,5 X20 cmz). Os tampOes
utilizados consistiam em:
Tampdo A: 25 mM de fosfato de sédio, 25 mM de citrato de
sédio, a pH 4,0, dissolvido em etanol a 25%.
Tampdo B: 25 mM de fosfato de sédio, 25 mM de citrato de
sédio, a ©pH 7,0 em etanol a 25% .

Os dois tampdes foram ajustados mediante a

utilizacdo de NaOH 5M.

O débito foi de 0,15 ml/minuto, a deteccdo foi
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efectuada a 280 nm e a temperatura foi de 4°C. Aplicou-se um
gradiente de tampdo B variando entre 0-100% durante 60
minutos.

Recolheram-se as fracgles que continham AlaGlu-FCI-
1 tendo sido efectuada a determinagdo das referidas fracgdes
por absorg¢do a 280 nm.
Exemplo 9

Conversdo de AlaGlu-FCI-1 utilizando DAP-1

Dialisou-se a AlaGlu-FCI-1 obtida no Exemplo 8, em
presenca de 40 mM de citrato de sédio, 200 mM de NaCl , PH
4,0 ( que se ajustou com NaOH 5 M) a 4°C durante 18 horas.

Fez-se subir a temperatura para 37°C e adicionaram-—
se 0,08 wunidades de Catepsina C ( 3.4.14.1. Boehringer
Mannheim) por miligrama de proteina.

Decorridos 10 minutos aplicou-se a mistura de
reacgdo numa coluna para andlise por CLEP-FI.

Para pdr termo a reacgdo e para purificagdo do
material obtido, aplicou-se a mistura numa coluna para CLEP-
-FI (Novo Nordisk A/S RP18, 15u, 10 X 250 mm) em 100 mM de
tampdo fosfato de sédio a pH 3,0 e eluiu-se com um gradiente
de de etanol variando entre 30 e 50% durante um periodo de
tempo compreendido entre 30 e 60 minutos. O débito foi de
0,75 ml/minuto a 280 nm & temperatura ambiente.

Recolheram-se as fracgdes que incorporavam FCI,

fraccdes essas que se determinaram por absorgdo a 280 nm.
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Exemplo 10

Permuta Catiédnica do FCI-1

Aplicou-se numa coluna de Sefarose de tipo FF—QR
HR/10/10 de "Pharmacia -LKB", as fracgdes recolhidas que
incorporavam FCI-1 e que se obtiveram da purificagdo por
CLEP-FI tal como descrito no Exemplo 9.
Os tampdes utilizados consistiam em:
Tampdo A:25 mM de fosfato de sédio, 25 mM de citrato de
s6dio, a pH 4,0, em etanol a 25%.
Tampdo B: 25 mM de fosfato de sédio, 25 mM de citrato de
sédio, a pH 7,0, em etanol a 25%.

Ajustaram-se os dois tampdes com NaOH S5M.

O débito foi de 0,15 ml/minuto, a detecgdo
efectuou-se a 280 nm, a temperatura foi de 4°C.

Utilizou-se um gradiente linear de tampdo B
variando entre 0-100% durante 100 minutos.

Recolheram-se as frac¢les que continham o FCI-1,
determinacdo esta que foi efectuada por absorgcdo a 280 nm.
Exemplo 11

Didlise e filtracl8o em gel do FCI-1

Dialisaram-se as fracgdes do FCI-1 obtidas no
Exemplo 10 (Spectrapor,valor de transigdo de 3,5 KD) em
presenga de d&cido acético 0,1 M a 4°C durante 18 horas e

depois liofilizaram-se.

Dissolveu-se o pd liofilizado em ureia 7 M para se
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obter uma concentracao de 5 mg/ml e aplicou-se numa coluna
"Sefadex" G50F (0,9 X 60 cm, Pharmacia-LKB) em 4&cido acético
0,4 M. O débito foi de 0,2 ml/minuto, a detecgdo efectuou-se
a 280 nm e a temperatura foi de 4°C.

Recolheram-se as fracgdes que continham o FCI-1,
determinagdo esta que foi efectuada por absorg¢do a 280 nm.

Pode 1liofilizar-se a solugdo obtida wutilizando
agentes de liofilizagdo convencionais de modo a fromar um pd
liofilizado e estdvel. Pode utilizar-se o referido pd na
preparacdo de composigles farmacduticas de acordo com oS

procedimentos conhecidos para a formulagdo de preparagdes

farmacéuticas que incorporem o FCI-1.
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REIVINDICACOES

1.~ Factor de crescimento semelhante a insulina hu-
mano (IGF-1l), caracterizado pelo facto de conter a extensido

AlaGlu no terminal amino.

2.- Sequéncia de ADN, caracterizada pelo facto de
codificar para IGF-l1 contendo a extensdo AlaGlu no terminal ami

no.

3.- Vector recombinante, caracterizado pelo facto
de conter ADN que codifica para IGF-1 humano contendo a extensio

AlaGlu no terminal amino.
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4.- Vector de acordo com a reivindicacdo 3, caracte
rizado pelo facto de conter o promotor A PR sensivel 3 tempera
tura directamente ligado ao ADN que codifica para a sequéncia
AlaGlu-IGF-1 e para a.sequéncia sinal OmpA.

'

S.- Microrganismo transformado, caracterizado pelo

facto de comportar um vector que contém ADN que codifica para

IGF-1 humano contendo a extensdo AlaGlu no terminal amino.

6.~ Microrganismo transformado de acordo com a rei-

vindicacido 5, caracterizado pelo facto de ser E. coli.

7.- Método para a rehaturagao de AlaGlu-IGF-l, carac
terizado pelo facto de se "dobrar" uma forma desnaturada e re- -
duzida de AlaGlu-IGF-l durante a modificacdo do potencial redox
de :40 mV para um valor compreendido entre +20 e +40 mV, poxr
didlise contra um Eampéo contendo entre 20-40% V/V de etanol, du
rante um intervalo de tempo de até 5 horas, com uma concentra-
cdo de proteina compreendida entre 0,1l e 0,6 mg/ml e uma condu-
tividade compreendida entre 0,15 e 0,3 mS 4 temperatura ambien-
te, a um pH compreendido entre 7,5 e 10 e, finalmente, de se aci

dificar a mistura para um valor de pH inferior a 5.

8.- Método para a producdo de IGF-1 humano, caracte

rizado pelo facto:
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i) de se exprimir um terminal amino de IGF-1 com ex-
tensdo em um microrganismo transformado com um vector de expres
sdo contendo um promotor induzivel ligado directamente ao ADN
que codifica para IGF-l1 humano comportando uma extensio no ter-
minal amino e uma sequéncia de sinal que proporciona a secrecio
do produto expresso;

ii) de se extrair IGF-l de terminal amino prolongado
a pE > 6,0 mediante a utilizacéo de ureia na presenca de um agen
te de reducéo e, eventualmente, um agente quelante;

iii) de se submeter o extracto a uma cromatografia so
bre gel de permuta anidnica, escolhido entre DEAE, DE e FF-Q,
utilizando o tampdo como descrito na fase ii) ajustado para
1,8-2,2 mS e pH de 7,8-8,2;

iv) de se renaturar o IGF-1 de terminal amino prolon
gado isolado por alteracdo do potencial redox da mistura reac-
cional linearmente de -40 mV para +20-40 mV, por didlise contra
um tampdo contendo etanol em uma concentracdo compreendida en-
tre 20 e 40% V/V, durante um intervalo de tempo de até 5 horas,
com uma concentragéo de proteina compreendida entre 0,1 e 0,6mg/
/ml e uma condutividade compreendida entre 0,15 e 0,3 mS & tempe
ratura ambiente e a um pH compreendido entre 7,5 e 10,0 e, fi-
nalmente, de se acidificar a mistura para um pH inferior a 5;

v) de se separar a extensio do terminal amino usan-
do-se DAPI (EC 3,4,14,1);

vi) de se isolar IGF-1l auténtico renaturado do
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IGF-1 de terminal amino prolongado por meio de HPLC de fase in-
versa e cromatografia de permuta catidnica; e
vii) de se filtrar sobre gel e liofilizar o IGF-1 hu

mano, isolado.

9.~ Método de acordo com a reivindicagio 8, caracte

rizado pelo facto de o microrganismo ser E. coli.

10.- ME&todo de acordo com a reivindicacdo 8, carac-
terizado pelo facto de se utilizar um promotor sensivel & tempe
ratura, tal como ) PR, A PL ou A\ PR e de a sequéncia de sinal

ser LamB, OmpA ou OmpF.

11.- Método de acordo com a.reivindicacdo 10, carac
terizado pelo facto de o promotor ser )\PR e de a sequéncia de

sinal ser a sequéncia OmpA.

12.- MEétodo de acordo com a reivindicagdo 8, carac-
terizado pelo facto de se realizar a extraccio de AlaGlu-IGF-1
na fase II utilizando-se um tampdo com uma concentracido em

ureia maior do que 4M.

13.- Metodo de acordo com a reivindicacdo 8, carac-
terizado pelo facto de se realizar a extraccio de AlaGlu-IGF-1

na fase ii) usando um tampdo de ureia 7M, 50mM Cys e pHS,O0.
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14.~ Método de acordo com a reivindicagdo 8, caracte
rizado pelo facto de se realizar a cromatografia do extracto pro
veniente da fase iii) para valores da condutividade de 2,0 mS a

pH 8,0.

15.- Método de acordo com a reivindicacdo 8, caracte
rizado pelo facto de se realizar a cromatografia do extracto pro
veniente da fase iii) como cromatografia descontinua (uma so

quantidade) em DE. e de se repetir em FF-Q.

16.~ Método de acordo com a reivindicacdo 8, carac-
terizado pelo facto de se realizar a renaturacao de AlaGlu-IGF-1

na fase iv) com uma condutividade de 0,2 mS.

17.- Método de acordo com a reivindicacdo 8, carac-
terizado pelo facto de se realizar a renaturacdo na fase iv) al-
terando-se o potencial redox linearmente de cerca.de -40 mV ate

um valor compreendido entre #25 e + 30 mV, durante 3 horas.

18.- Método de acordo com a reivindicacdo 8§, caracte
rizado pelo facto de se .realizar a renaturagdo da fase iv) com
uma condutividade de 0,2 mS,uma concentracdo de proteinas de
0,2 mg/ml e um pH compreendido entre 8,5 e 9,5, especialmente en

tre 8,5 e 9,0.
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19.- Método de acordo com a reivindicacdo 8, caracte
rizado pelo facto de se realizar a renaturacdo da fase iv) a

uma temperatura compreendida entre 20 e 22%%.

20.~ Método de acordo com a reivindicacgdo 8, carac-
terizado pelo facto de se realizar a renaturagao da fase iv) fa
zendo passar AlaGlu-IGF-l através de um dispositivo de fibra
oca com um débito.compreendido entre 25 e 250 ml/minuto, de pre

ferdncia igual a cerca de 100 ml/minuto.

21.- Método de acordo com a reivindicagio 8, caracte
rizado pelo facto de se realizar a acidificacgdo na fase iv) me-

diante adigdo de 3cido acético 5M.

22.- Método de acordo com a reivindicagao 8, carac-
terizado pelo facto de se realizar a separagéo na fase v) utili-
zando DAP-I, em uma concentragﬁo de 0,08 unidades de DAP-I por
mg de proteina, na presenca de cloreto de sddio e ajustando a
concentraciao de proteina para aproximadamente 1 mg/ml, em um

tampao de acetato 40mM a pH 4,0 e 3 temperatura de 37%.

23.- Processo para a preparagdo de IGF-1 maduro,
caracterizado pelo facto de se utilizar IGF-1l com a extensdo

AlaGlu no terminal amino.
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