‘ l:x>(/uliai
P.T.i9, 85 730

KEI’CRIA DESCRITIVA DC INVERT
pare
WPRCCESSC TARA A P STARAQKG DE FACYLCR DB T
' LUZAGAC DE IIGACARIOCITCS™
que apresenta
WASSACHUSETTS YNSTITUTE CF ITCINCIOGY,
uma universidade privada, com sede
em 77 }Massachusetts Avenue, Cambridge, l'assa~-
chusetts 02135
Tstados Unidos da Amérecia.

(63}

3

=
1

0 factor de estimulaglo de megacaridcitos ([ ST em
inglés ou Ful em portuguds), purificado até & homogeneidade,
¢ uma proteina acidica (pI = 5,1) com uma massa molecular ...
15 000 dalton que estinula a sintese de proteinas semelhantes
a PP4 nas células promegacarioblisticas de rato cerca de T ve-
zes e possui uma actividade semi-méxima a uma concentragdo i-
cual a C,8 pV. O MST nfo possui actividade biolégica que cor-
responde a outros factores de crescimento hemopoiéticos conhe-
cidos e parece ser especifico para a linhagem de megacaridci~
tos,

o processo de acordo com a presente invencZo, o
1ST & purificado até & homogeneidade (como apreciado por £DS-
-PACE e focagem isoeléctrica na presenga de ureia 9,2 molar)
a partir de meio condicionado isento de soro obtido a partir

de culturas de cflulas &z rin de erbriBes humanos (II'E em in-

£l18s ou RWH em portugués) e até perto da homogencidade a partiy
de plasma tromtocitopéaico. O I"ST é isolado rrecipitando o ['SF
consulfato de aménio a 3C¢ de saturacgBo, separando o material
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insolivel que é diferente de MSF e aplicando a proteina soli-
vel a uma coluna contendo aglutinina de gérmen de trigo (VGA)-
-Sepharose, eluindo a proteina ¥SF com quitina-oligossacari-
dos, aplicando o eluido concentrado contendo ISF a uma coluna
de Biogel P200 e cromatografando as fracg¢Bes eluidas contendo
MSF numa coluna de exclus8o de tamanho de HPLC (cromatografia
em fase liguida sob alta press8o) TSK~G3000.

ENQUADRANENTO GERAL DA
I:VENGAO

A presente invencd@o refere-se geralmente ao campo
hemolégico especificamente & &rea das proteinas das plaquetas.

As plaquetas do sangue s3@o 0 produto da diferencia-
¢cdo terminal de megacaribcitos. Os megacaribecitos cré-se se-
rem originados'a partir das células de origem pluripotencial
primordialmente da medula dos osscs. A forma que se consegue
reconhecer mais cedo é o megacarioblasto que possui um ndcleo
imaturo embebido em citoplasma basofilicc com um niémero mini-
mo de grénulos. O processo de maturagdo complexo envolve a
formacio dum ndcleo polipléide, multilobulado e de grénulos
citoplasmdticos distintivos, muito especializados. As plague-
tas s3o desprendidas de megacaridcitos maduros por um processo
que é mal conhecido.

Muito embora se tenha conseguido fazer algum pro-
gresso na identificacfo da sintese de proteinas especificas
de plaguetas e da estrutura subcelular no amadurecimento de
megacaribcitos, relativamente pouco se sabe sobre a regulacdo
da megacariocitopoise.
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Postulou-se que diversos factores humorais contro-
lam a foidizac8o e a maturacfo citopldsmica de megacarideitos,
Estas substéncias foram obtidas sob a forma bruta e s8o desi-
gnadas trombopoietina (TPO) ou factor com actividade de esti-
mulagfio trombopoiética (TSF), dependendo da fonte de que de-
riva a actividade. Os ensaios usados para quantificar a acti-
vidade bioldgica destes factores dependem de medigGes da in-
corporacio de radio-isétopos, especialmente de (75SE)-selenio-
metionina e de (35804, nas proteinas e glicosaminoglicanos de
plaguetas recentemente formadas, que sfo todas sintetizadas
pelos megacaridcitos. Por consequéncia, estas medigOes prova-
velmente reflectem as taxas de maturacg8o citoplasmica de mega-
caribcitos incluindo o desenvolvimento das estruturas citoplés
micas especializadas integrais com a fungfo das plaquetas.

Dados recentes indicam que um factor de estimula-~
¢do de coldénias de megacaribcitos (Meg-CSF) provoca um tremen-
do aumento de replicagbes de DNA. A segunda fase, a maturagio
das células precursoras encarregues de originarem megacarid-

citos completamente diferenciados, pensa-se que é regulada poxn
um ou por varios factores humorais cuja concentracdo no san-

gue & ligeiramente alterada por modificagles do nivel de pla-
quetas em circulagdo.

Bste factor (ou factores) aumenta a taxa de trans-
cric3o de proteinas para inclusfo em miltiplos grénulos secre-
térios. O citoplasma do megacaridcito maduro contém miltiplos
grinulos secretérios de plaquetas, incluindo alfa-grénulos,
grénulos densos e lisosomas de plaquetas. De maneira particu-
lar, sabe-se que 08 alfa-grdnulos contém factor de crescimento
lderivado de plaquetas (PDGF), beta-tromboglobulina, factor de
plaquetas 4 (PF4) e o veiculo de proteoglicano de sulfato de
condroitina.

Alguns investigadores descreveram anteriormente ma=-
neiras de proceder para isolar uma ou mais substé@ncias trombo-




poieticamente activas parcialmente purificadas incluindo T. P.
McDonald e col. em Exp. Hematol. 9, 288-296 (1981), J. Levin
e col, em Blood, 54, 166a (abst.) (1979) e T. P. McDonald em
Biochem. Med. 21, 146-155 (1979), Estas preparagdes parcial-
mente purificadas, aproximadamente 100 vezes purificadas, fo-
ram geralmente preparadas por precipitacBo com sulfato de amé-
nio e cromatografia numa coluna de lectina. Fuito embora se

Itenha verificado que t&m um certo papel no estimulo da sinte-
ise de proteinas, n8o se isolou ainda nenhum factor sob a for-
ma pura que permitisse fazer a sua caracterizagdo e estudar a

sua aplicacgdo,

Constitui portanto um objectivo da presente inven-
c8o identificar e isolar um factor que regula a maturagdo de
células progenitoras de megacaribcitos com obtengdo de megaca~
Iridcitos completamente difemenciados, particularmente, um fac-
tor que aumenta a velocidade de sintese das proteinas.

¥ um outro objectivo da presente invengdo propor-
cionar um método para isolar factor de estimulagédo de forma-
c&o de megacarifeitos muito puro.

E ainda um outro objectivo da presente invengdo pro
porcionar métodos para ensaiar especificamente o factor de es-
timulagBo de megacaribcitos.

E um outro objectivo da presente invencdo propor-
cionar seguéncias de nucleétidos que codificam protefinas do
factor de estimulacBo de megacarideitos.
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SUMARIO DA INVENGCRO

A inveng@o refere-se a um factor de estimulaco de
megacarideitos (MSF) que foi purificado até & homogeneidade e
ensaiado relativamente & sua capacidade para aumentar a velo-
cidade de sintese de proteinas semelhantes ao factor de pla-
quetas 4 numa linha de células de promegacarioblastos de rata-
zana (RPM) e numa fracc¢io enriquecida em megacaridcitos deri-
vada da medula de ossos da ratazana (lleg~D).

Nos exemplos descritos, purifica~se o ¥SPF até 3 ho-
mogeneldade (7,5 x lO5 vezes) a partir de meio condicionado
isento de soro obtido a partir de células de rim de embrifes
humanos (HEK) cultivadas ou até préximo da homogeneidade (1,44
X 107) a partir de plasma trombocitopénico. No primeiro exem~
plo, isola-se o MSF preparando um lisato de células de HEX i-
sento de soro, centrifugando e concentrando o lisato, precipi~
tando o MSF com sulfato de aménio a 8C ¢ de saturacfo, diali-
sando com tamp8o de tris fisioldgico para eliminar a matéria
insoldvel diferente de NSF, aplicando a proteina soldvel a uma)
coluna de WGA~-Sepharose e eluindo a proteina de NSF com quiti-
a oligossacédridos, preferivelmente trimeros de N-acetil-glu-
cosamina, aplicando o eluido concentrado contendo a activida-
e de MSF a uma coluna com Biogel P2C0, eluindo e concentran-
o as fracgles que contém actividade de KSF usando um tampZo
com elevada for¢a idnica, cromafografando aguelas fracgbes nu-
ma coluna de exclusdo de tamanhos TSK~G3000 para HPLC e eluin-
do o MSF com um tamp3o de pequena forga idnica. No segundo
exemplo, usa-se uma maneira de proceder de purificac@o seme-
lhante com a omiss#o da coluna de Biogel P20C para isolar o
MSF do plasma trombocitopénico.
1251

O MSF marcado com » Preparado a partir de meio
condicionado por células de HEK, é homogéneo como apreciado
por SDS-PAGE e por concentrag8o dos valores do ponto isoelée-
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trico na presenca de ureia 9,2 molar. O MSF é uma proteina
acidica (pI = 5,1) com um valor de Mr = 15 000 que estimula a
sintese de proteinas semelhantes a PF4 em células promegaca-
rioblésticas de ratazana 7 vezes e possui uma actividade semi-
méxima a uma concentracgdo de 0,8 picomolar. Usando megacarid-
citos normais (Neg~-D), demonstrou-se uma estimulac3o aproxima-
damente tripla da sintese de proteina por accgio de MSF. O MSF
ndo possui actividade bioldgica que corresponda a outros factg
res de crescimento hemopoiéticos e parece ser especifico enm
relag@o & linhagem de megacaridcitos.

As sequéncias de nuclebtidos que codificam a pro-
teina do factor que estimula a formagZc de megacarideitos s3o
isolados por métodos conhecidos pelos peritos no assunto. No
método preferido, isolas-se RNA de células que produzem o fac-
tor estimulante de megacaridcitos, sintetiza-se ¢DNA a partir
do RNA, insere-e o cDNA num fago indutivel que é depois empa~
cotado e introduzido num hospedeiro apropriado tal como E. co-
1li, o fago é induzido e as células s3o escolhidas relativamen-
te & proteina de MSF e isola-se o DNA das células que produzen
proteina de MSF e caracteriza-se. C gene e as sequénecias de
¢DNA que codificam total ou parcialmente o IISF sBo dteis na
produc8o de MSF e de porgles de MSF que podem ser usados como
antigenes para a produgdo de anticorpos ou como alvos especi-
ficos de medicamentos, As sequéncias genéticas ou de nucledti-~
dos podem também ser modificadas para produzir ISF com activi-
dade incrementada ou alterada.

A proteina purificada tem um certo nifmero de apli- |
cagbes potenciais como, por exemplo, potenciar a funcZo das
plagquetas em pacientes com trombocitopenia ou arteriosclerose,
na cura de feridas, em pacientes com anticorpos contra as pla-
quetas ou na preparagéo de medicamentos para reforcgar, alte-
rar ou diminuir a funcg8o das plaguetas.
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DESCRICAO PORMENCRIZADA DA
IAVENGAO

A presente invenc8o refere-se a um factor de esti-
mulac8o de megacaridcitos (MSF) purificado até homogeneidade
aparente. No primeiro exemplo, o ¥SF & obtido a partir de cé-
lulas de rins de embrifes humanos usando um esquema de purifi-
cagdo que envolve o fraccionamento com sulfato de aménio, cro+
matografia de afinidade em WGA-Sepharose, filtragBio através
de gel de Biogel P200 e cromatografia em fase liquida sob al-
ta press8o em TSK G3000. O ¥SF marcado com 125I tem um valor
de Mr = 15 000 determinado por SDS-PAGE mas migra como uma
proteina de M, = 9 00C no ensaio de cromatografia em fase 1li-
quida sob alta pressfio de exclusBo de tamanhos analiticos o
que concorda com uma extensa glicosilagBo. E necessdrio mar-
car com 1251 o I'SF purificado porque o factor n3o pode ser vi-
sualizado por manchamento com prata. A falta de manchamento
com prata também se observou para outras glicoproteinas. O
NSF, quando é examinado por focagem do ponto isoeléctrico na
presenca de ureia 9,2 molar, apresenta uma apertada banda a
PH 5,1 (largura da banda menor do que O,1 unidade de pH). O
MSF purificado tem uma forte tendéncia para se auto-associar
em condicSes nd3o desnaturantes. uito embora o MST seja recu-
perado consistentemente como ume proteina de ., =9 000 em
condigBes apropriadas por cromatografia em fase liquida sob
alta pressfo por filtrag8o com gel, 16 ¢ do MSF marcado com
1251 migra como um componente de elevado peso molecular gquan-
do recromatografado nas mesmas condigfes. In vitro, o KSF &
activo em concentragBes sub-picomolares estimulando a produ-
c8o de protefnas semelhantes a PF-4 por uma linha de células
promegacariociticas de ratazana e a sintese de PF-4 auténtico
ao fim de pouco tempo em culturas de megacaridcitos de medula

dssea de ratazana.

No segundo exemplo, utiliza-se um procedimento de




 Wpsin

purificagdo idéntico, sem a operagdo de tratamento com Biogel
P200, para isolar preparacdes quase homogéneas de ST de plas-
ma trombocitopénico. O lZSI—MSF de plasma trombocitopénico no
ensaio de SDS-PAGE e de cromatografia em fase liguida de alta
pressf@o analitica em TSK G3000, comporta~se de maneira idénti-
ca ao preparado a partir de células de HZIK. Ho entanto, no
produto derivado do plasma encontram-se presentes impurezas
como é demonstrado por SDS-PAGE e pela actividade especifica
trés vezes menor deste material quando se compara com o factor
derivado de HEK. Isso provavelmente deve-se & omiss8o de ope~
rac8o de filtrac8o através de gel de Biogel P200 que serve pa-
ra eliminar os contaminantes de baixo peso molecular de KSF
derivado de HZK. A operagio de fraccionamento com Biogel P200
n3oc foi usada durante a purificac3o do factor de estinmulacgio
de plasma visto que o conhecimento aproximad o da actividade
especifica de NSF no plasma trombocitopénico, aproximadamente
sessenta vezes menor do que nos sobrenadantes IEZK isentos de
soro, sugeria que as extremanmente pequenas quantidades de pro-
tefna activa seriam difficeis de remover. A concentrag8o de
MSF no plasma trombocitopénico calcula-se que seja aproximada-
mente igual a 0,08 pM.

O MSF & especifico para megacariécitos. As preparae-
¢Bes que contém NSF n#o possuem gualquer efeito de estimula-
c8o de colénias hemopoiéticas, nem actividade de CSF macréfa~
go granulécito, nem actividade de promogdZo da ruptura, nem de
Meg~CSF nem actividade de multi-CSF. O factor de estimulacgéo
n3o é activo no ensaio mitogénico das células 3T3 nem em en-
saios que detectam a interleueina~l e a interleucina-2. Cs
factores de estimulag8o hemopoiéticos que foram purificados
até ao presente sabe-se gue s8o funcionais a concentrages
compariveis com a gama indicada para este factor. Tles incluen
Hemopoitina-1 (1,5 pM), GM-CSF (3 pM) e interleucina~-3 (5-25
pM). As determinagles das concentragfes de IISF no soro normal
demonstra que os niveis basais deste factor variam em cerca
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de 1,5 a 2 vezes. A8 concentracgdes de lMNSF no plasma parecem
responder a alteragBes nos niveis de plaquetas em circulacfo.
Os resultados sugerem gue o MSF aumenta aproximadamente irés
a seis vezes nos animais agudamente trombocitopénicos.

Utilizam-se as mesmas operacgdes iniciais para a pu-
rificag8o de TPO de plasma trombocitopénico como descrito por
J. Levin e col. em Blood. 54, 166a (resumo), P. Cohen e col.
em J. Clin. Invest. 44, 1036 (resumo) (1965) e R. E. Stanley
em Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 2764-2768 (1985) na purifi-
cacdo parcial de I'SF de meio condicionado de células de HEK
isentas de soro. No entanto, o I'SF obtido como produto final
é aproximadamente 1000 vezes mals puro do que as misturas iso-
ladas por Levin e col., Cohen e col. e Stanley, devido & seleg
¢8o das condi¢Bes para a cromatografia em WGA-Sepharose (um
gradiente linear de trimeros de N-acetilglucosamina) e &s ope-
racles adicionais que usam uma coluna de Biogel P200 (tampZo
de elevada forca idnica) e uma coluna de exclusZo de tamanhos
(tamp8o de baixa forga idnica). '

Purificou-se e caracterizou-se NSF prorniente de
duas origens: meios condiconados isentos de soro obtidos a
partir de células de rins de embriles humanos e plasma trombo-
citopénico obtido de coelhos da Hova Zeléngia. Usaram-se o8
seguintes materiais e métodos.

Produtos quimicos: Os produtos quimicos para a eled
ctroforese foram adquiridos & firma Bio-Rad Laboratories. O
Na 1257 £oi adquirido % firma Amersham Radiochemicals Inc. A
(l4C)~leucina foi comprada & firma New England Huclear. O hi-
drolisado de lactalbumina foi obtido na firma Gibco. Todos os
outros produtos quimicos eram do grau reagente ou mais puros.

Proteinas e hidratos de carbono: A aglutinina de
gérmen de trigo (WGA), ovomucéide, quitina, N-acetil-glucosa-
mina, albumina de soro bovino, ovalbumina, anidrase carbdnica,
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aprotinina e outras enzimas foram adquiridas na firmas Sigma
Chemical Corp. A heparina de intestino de porco bruta (121,C
U/mg) foi obtida na firma Biosynth. O sulfato de condroitina-
-4 ¢ 0 6=N~-sulfato de condroitina foram obtidos na firma ICN
Biochemicals, Cleveland, Onio, Wstados Unidos da América.

TLinhas de cdulas: As cdulas RPM, como descritas
por Cicoria e iempling em J. Cell. Physiol., 105, 105-127
(1980) foram propagadas em Neio de Tagle modificado por Dul-
becco complementado com 10 ¢ de soro de feto de vitela. As cé+
lulas foram desenvolvidas a 37°C numa atmosfera humidificada
contendo 5 ¢ de 002. “m todos os meios de cultura estava pre-
sente penicilina (100 U/ml) e estreptomicina (100 microgra-
mas/ml). As células de H3K foram obtidas de ¥. A. Biologicals
e cultivadas em larga escala pelo Centro de Cultura de Célu~
las do M.I.T., Cambridge, KA, Bstados Unidos da América. As
células foram semeadas a uma densidade de 6 x 103 células/cm
em sessenta e trés balGes cilindricos de 850 om2 e dessnvol-
vidas até i confludncia (5 x 107 células/balBo) num meio 1ig9
contendo 1C ¢ de soro de fetos bovino. Depois de se ter atin-
gido a confludncia, as células foram mantidas em meio 1199
isento de soro mas contendo C,5 ¢ de hidrolisado de lactalbu~
mina, descrito por 7. D. NcDonald em J. Lab. Clin. l'ed. 85,
59-66 (1975). Os sobrenadantes foram retirados semanalmente
para processamento e o meio de soro substitufdo ao fim dum in-
tervalc de seis semanas. A contagew das células realizou-se
com um contador de Coulter (Coulter Electronics).

Determinac@o de proteina: As concentracles de pro-
teina foram determinadas usando ¢ Estojo de Tneaio de Protei-
nas Bio-Rad (ligagB3o de corante Azul de Coomassie) com a ex-
cepclo do material purificado em que as determinagSes da con-
centragdo se fizeram pelo método de Lowry e col., J. Biol.
|Chem. 193, 265-275 (1951). Como padrfo, utilizou-se albumina
de soro bovino em ambos 08 casosS.
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Electroforese em gel de poliacrilamida: Realizou-
~se 0 ensaio com SDS-FPAGE pelo processo de U. K. Laemmli, Na-
ture (Londres) 227, 680 - 685. A electroforese com gel de fo-
cagem do ponto isoeléctrico na presenca de ureia 9,2 molar

realizou-se pelo método de P. I. O'Farrell, J. Biol. Chem.
250, 4007-4021 (1975).

Quantificac8o rddio-isotdépica: A contagem das cin-

tilagSes do liquido realizou-se com um Contador de Cintila-
¢0es Beckmann LS 6800. Para a auto-radiografia, expls-se pe-
1fcula Kodak XAR-5 a ~70°C e revelou-se de acordo com as ins-
trugles do fabricante. A densimotria realizou-se usando um
Densitémetro de Laser IXB. A densidade éptica total da escala
foi regulada para 1,0.

Matrizes cromatogrificas: Sephadex G-25, Sephadex
G-T75, DEAE Sephadex A-25 e Sepharose foram adquiridas & firma

Pharmacia Chemicals. Biogel P-20C foi adquirido & firma Bio-
~-Rad. As colunas TSK~G3000 SW foram compradas a Toya Soda.

Preparou~-se aglutinina de gérmen de trigo (WGA)-
~Sepharose pelo método de ¥intz e Glaser, Anal. Biochem., 97,
423~427 (1979). A capacidade de ligag8o da coluna era igual
a 1,1 mg de ovumucéide/ml de gel. Preparou-se heparina-Sepha~
rose a partir de heparina precipitada com cloreto de cetil-
~piridinio e Sepharose-4B activada com brometo de cianogénio
como foi descrito por R. D. Rosenberg e col. em J. Biol. Chem,
248, 6490-6505 (1973).

Radiomarcacdo da proteina: A radiomarcacZo da pro-
teina com NalZBI realizou-se a 2500 com cloramina~T de acordo
com o método de Greenwood e Hunter, Jature (London) 194, 495
(1962). A cromatografia realizou-se usando um caudal igual a
0,25 ml/minuto e colectaram-se fracgBes de C,75 ml.

Inducdo de trombocitopenia imune e preparacio pdasmd
trombocitopénico: Obteve~se plasma trombocitopénico a partir
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de coelhos brancos da Nova Zeldndia {3 kg) que foram tornados
agudamente trombocitopénicos (contagem de plaquetas inferio-
res a 5 ¢ do normal) por injeccBo de 3 ml de antissoro de plat
guetas anticoelho de cabra comprado & firma Zast Acres Biolo-
gicals (Southbridge, Nass., Estados Unidos da América) numa
veia da orelha. A injecc¢8o de antissoro nZo provocou nenhum
efeito significativo sobre as contagens de henatdcritos nem
de glébulos brancos. As contagens dos glébulos brancos e das
plaquetas realizaram-se pelo processo de Brecher e de Cronkite
em J. Appl. Physiol. 3, 365-377 (1950). Colheu-se o sangue 4
horas depois da injecgBo por punctura cardiaca (aproximadamen-
te 70 ml/coelho). Neste momento, as contagens das plaquetas
tinham descido de 500 OOO/mm3 para 20 OOO/mm3. As amostras fo-
ram obtidas com seringss que continham citrato de sédio a 3,8

% (9 partes de sangue : 1 parte de solug8o de citrato) e cen-
trifugados a 3 000 X g durante 20 minutos a 4°C.

Medic8o da actividade de MSF

A actividade de LISF foi ensaiada como se descreve
em seguida usando ou uma linha de células RPM ou medula éssea
isentada da maior parte dos megacaribecitos maduros por elutriag
¢8o centrifuga em contracorrente e centrifugacfo com gradien-
te de densidade de Percool e selectivamente enriquecidas nos
megacaribcitos citoplasmicamente imaturos. A incorporacdo de
(140)-leucina na proteina dos alfa-grinulos especifica das
plaquetas, factor de plaguetas 4, assim como a incorporagéio
de 358—sulfato nos proteoglicanos das plagquetas sintetizados
pelos megacaridcitos em amadurecimento sfo controladas para
servir como marcadores da maturag@o citoplasmitica. A incor~
poragido de ambos o0s radiomarcadores nos componentes das pla-
quetas sintetizadas por megacaribcitos especificos & aumenta-
da de trés vezes de uma maneira que depende da dose pelo fac-
tor de estimulagBo de megacaridcitos purificado (MSF) sem se
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verificar um aumento cocomitante da sintese geral de proteina,
0 factor de plaquetas 4 de ratazana é especificamencge isolado
e caracterizado pela sua elevada afinidade em relagi@o a hepa-
rina~Sepharose e pela sua identidade da sequéneia de amino
terminal com o factq de plaquetas 4 humano e do coelho. Os
proteoglicanos marcados com 358—sulfato 880 primariamente come
postos por glicosaminoglicanos de 4~sulfato de condroitina e
s&o identificados como componentes dos grénulos de plaguetas
pela sua secreclo pelos megacaridcitos em resposta a trombina
ou a A23187. A incorporagdo do marcador demonstra que o ISF
purificado regula a sintese de componentes de grénulos de plad
quetas por megacaribcitos e sugere que este factor pode ser
necessario para controlar a velocidade e/ou a extensdo do de-
senvolvimento citoplasmdtico durante a maturacBo dos megaca-
ridcitos.

As células de promegacaridécitos de ratazana (RPX)
usadas no ensaio foram isoladas e clonadas a partir de medula
éssea duma ratazana Long-Fvans por Cicoria e Hempling na Uni-
versidade de South Caroline. Estudos prévios caracterizaram a
célula RPM como um progenitor da linham de megacaribcitos vis-
to que contém diversos marcadores especificos das plaquetas
tais como antigene relacionado com o factor VIII, fibrinogé-
nio e acetilcalineesterase. Estes estudos demonstraram também
que a célula RPN possui outras caracteristicas do megacarid-
citos tais como a capacidade de adsorver (33)-setrotonina por
um mecanismo que pode ser induzido por trombina e a sua capa-
cidade para segregar substéncias mitogénicas potentes.

0s efeitos do KSF purificado sobre a sintese de
componentes de alfa-grinulos de plaquetas in vitro foram tan-
bém ensaiadas em megacaribcitos de ratazanas isolados. A elu-
triagdoc e a centrifugaglBio com gradiente de densidades de Percal
foram usadas para se obter uma populac3c de megacaridcitos,
Yeg~D, que eram citoplasmaticamente ni3o desenvolvidos como
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foi evidenciado por microscopia luminosa e electrdénica. A po-
pulac3o de Meg-D possui indmeres caracteristicas de megacari-
Scitos imaturos incluindo uma distribuic8o de relagBo volume
do nicleo:volume do citoplasma relativamente,grande relativa-
mente poucos granulos de plaguetas e um sistema canalicular
ligado superficialmente fracamente desenvolvido. No entanto,
a andlise da sua extens3o de ploidizag3o por citometria sob
caudal demonstra que Neg-D tem a mesma distribuic8o ploidica
que Neg-Lt, a populac3o mais madura de megacarilcitos isolada
por elutriac8@o e centrifugacdo de densidade de Percoll, CObser-
vou-se que a populac@o de lMeg-D amadureceu durante a cultura
in vitro a curto prazo cor a aparéncia de grinulos e o exten-
so sistema de membrana canalicular aberta ligada superficial-
mente assim como por uma diminuigfio substancial da distribui-
¢do de volume do nidcleo:volume do citoplasma, indicando que
a populagdo tinha completadoc o processo de poliploidizacdo mas
ainda ndo gerou a maior parte do seu complemento final de com-
wonentes citoplasméticos especificos das plaquetas.

Tnsaio de RPN relativamente & actividade
de NSF

Centrifugaram-se células de RPl, ressuspenderam em
l'eio Minimo de Tagle isento de leucina contendo 10 ¢ de soro
de feto bovino e semearam-se em placas com 24 depressSes com
una densidade de 3 x 107 por mililitro (1 ml/depress8o). Rea-
lizaramn-se duas a nove determinagles incluindo o controlo. s
depressBes adicionaram-se quantidades varidveis das fraccBes
de proteina a ser ensaiada, sendo o volume total adicionado
inferior a 100 microlitros. Utiliza-se plasma normal identi-
camente fraccionado como controlo para o material precipitado
com sulfato de aménio derivado do plasma trombocitopénico.
Quando se ensaiam amostras mais purificadas, as fracgles s&o
diluidas com um veiculo de proteina (0,5 mg de albumina de ovo

ey




/ml) antes de se misturar com as células & fim de se minimizaxy
a adsor;&o ndo especifica. Adiciona~se um volume igual de so-
lucBo veicular as culturas de controlo, Subseqguentemente, a
cada depressao adicionam-se 20 microcuries de (140)-1eucina
(34C mCi/mmole) e incuba-se as placas durante 24 horas. Trans-
ferem-se as células para tubos de polipropileno e centrifuga-
-se a 400 x g durante 5 minutos a 252C. Re..ovem~Se 0S8 Sobrena-
dantes isentos de células e rejeitam-se. As células assim obti
das s8o de novo suspensas em 1 mililitro de Pi/salina. A fim
de se determinar os nimeros de células dentro de cada tubo,
diluem~se 200 micrclitros de células ressuspensas com 10 milid
litros de Pi/salino e contam-se num Tontador de Coulter. Aos
800 microlitros de células suspensas que ficam em cada tubo
adicionam~se 2CC micrclitros de NaCl 1,0 molar e 50 microli-
tros de vefculo semelhante a PF4 nfo marcado (0,2 mg/ml em
NaCl 1,0 molar) (/NaCl/ final = 0,4 molar). As suspensBes de
células s3o em seguida arrefecidas a 42C, submetidadas & ac-
¢80 de ultrassons durante 30 segundos com a poténcia de 30
watts e centrifugada a 10 000 x g durante 5 minutos a 42 para
secarar os fragmentos das células. Os lisados resultantes sdo
aplicados a colunas com 1,0 militro de Sepharose~heparina equi
libvradas com tris-HCl 0,01 molar, NaCl 0,5 molar, de pH 8,6.
Lavam~se as colunas com tampdo de eguilibrio com um caudal de
6,0 ml/hora até as contagens radioactivas que s8o eluidas de
cada coluna individual serem menores que 150 cpm/5C microli-
tros. As contagens radicactivas que ficam ligadas &s colunas
s8o elufdas com um Unico gradiente linear desde NaCl C,5 mo-
lar até NaCl 2,0 molar em tris-HCl 0,0l molar, pi 8,56 (15 ml/
/reservatério/coluna) e colectam-se fracgSes de 1,25 milili-
tros.

Os perfis de eluigl8o radioactiva do material que
sai de cada coluna de Sepharose-~heparina durante o gradiente
de ¥aCl 0,5 molar até 2,0 molar demonstra a presenca dum dGni-
co pico radioactivo por cada coluna que é eluido a uma condu-
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tividade que corresponde a /NaCl/= 1,0 molar. A proporgdo de
estimulac8o é avaliada de duas maneiras: 1) pelo quociente
entre as contagens radioactivas no pico de NaCl 1,0 molar das
amostras de células que sZo incubadas com fracgBes de protel-
na derivadas de plasma trombocitopénica pelas contagens no pi+4
co 1,0 molar da amostra de controlo acima mencionada; e 2) pe+
lo quociente das densidades Spticas de autorradiogramas das
prote{nas semelhantes a PF-4 depois de SDS~-PAGE de amostras
de células estimuladas e de controlo.

Em geral, o aumento observado por meio da densito-
metria & ligeiramente maior do que o observado por intermédio
das contagens radioactivos possivelmente devido & ligag8o de
proteinas radiomarcadas n@o semelhantes a PF4 nas colunas de
Sepharose-heparina. C estimulo é aproximadamente igual a 3,1
vezes quando determinado pelo primeiro método e aproximadamend
te igual a 5,2 vezes quando determinado pela segunda técnica.
A adicBo desta actividade estimulante as culturas de células
RPM n3o tem absolutamente nenhum efeito sobre a velocidade de
crescimento das células (tempo de duplicacBo = 24 horas). Zla
também ndo altera a incorporacgio de radioactividade na protei-
na determinada pela medigHSo das contagens precipitdveis com
deido tricloroacético. '

0 factor estimulante de megacaribeitos (¥SF purifi-
cada apresenta uma capacidade, dependende da concentragdo, pa-
ra aumentar a sintese de protéinas semelhantes a (PF4) quando
apreciado pelo ensaio das células de promegacarioblastos de
ratazana (RPHM). O estimulo médximo varia entre 4 e 7 vezes de-
pendendo do método de quantificagé@o. Cs resultados mostram
que metade do estfimulo méximo ocorre a uma concentragdo de
0,0125 ng/ml (C,8 pM); o estimulo mdximo médio é igual a cer-
ca de 3,9 vezes e a proporcio mdxima de estimulo mantém-se re-
lativamente constante a concentracglo de NSF de até 0,625 ng/
/ml (41,7 pM). Além disso, esta substlncia retém a actividade




bioldégica completa durante um ano se for armazenada a -80°¢.

Teterminam-se as curvas de resposta & dose para oS
produtos obtidos em cada uma das fases dos processos de puri-
ficagBo. Uma diminuig8o acentuada na resposta estimulatéria
ocorre para as fracgles menos purificadas quando as suas con-
centracBes no ensaio sdo suficientemente altas, como é evidend
ciado pela curva de resposta & dose determinada para uma frac-
c83o de sulfato de aménio a 60 - 80 ¢ preparada a partir de
plasma trombocitopénico. 0s valores para a parte ascendente
das curvas de resposta adaptam-se bem a uma linha recta deter
minada com base na andlise dos quadrados minimos dos valores.
Uma unidade de actividade bioldgica € portanto definida como
quantidade de factor que origina um estimulo igual a metade
do mdximo da porgZo ascendente duma dada curva de resposta
3 dose.

g

Tnsaio de megacaribcitos isolados da ratazana relativamente
actividade de LSF

A capacidade de NST para estimular a biossintese
de PF4 €examinada usando megacarilcitos preparados a partir
de ratazana derivadas de Sprague~Dawley (CD) (Charles River
Breeding Laboratories, Inc., Wilmington, MA, ZEstados Unidos
da América) com a idade de 2 1/2 a 5 meses. Medula do osso
obtida a partir de 12 animais anestesiados com éter é suave-
mente retirada de cada ti{bia e fémur para dentro duma cépsula
de Ptri esterilizada contendo tampio de IATCH (uma modifica~
¢3o do meio de CATCH (J. Cell. Biol., 69; 159 ~ 172 (1976)),
soluc8o salina equilibrada de Hank isenta de cdlcio e magnésio
contendo adenosina 1 md, tiofilina 20 ml e citrato de-sdédio a
0,38 ¢ e mais HEPES 10 mM, dextrose a 0,1 ¥, alburina de soro
de boi a 0,5 % e 0,15 ¢ de unidades de apirase/ml. A medula &
extraida com uma agulha do tamanho 18 por diversas vezes, fil-
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trada através de redes de malhas de nylon com 155 micron {Spet
ctramesch, Spectrum I"edical In,, T.os Aageles, A, Tstados Uni+t
dos da América) e Qiluida con: tampdo de ATJZH de mansira a
obterem 2 a 5 x 1C° células/ml pars introduzir na cémara de
separagio de Sanderson dum sistems de elutriac8o de Deckman
(zeckmen Instruments, Inec., Palo Alto, CA, Tstados Unidos da
América). Antes de ser utilizado, o sistecoa é esterilizado coj
uma solug3o de etanol a 70 ¢, lavado com dzua destilads este~
rilizada e preparado com tampdo de HATCI. Jepois de 2 a 5 X
108 células de medula terem sido carregadas para o sistema u~
sando um caudal de tampBo igual a 12 a 15 ml/minuto & temperas
tura de 18°C e, a uma velocidade de rétor de 14CC rotagdes poa
minuto, lavae~se com &C a 10C mililitros com um caudal de 20 a
25 mililitros/minuto. As células arrastadas para fora da cimat
ra de elutriacBio com caudais de 12 a 15 ml/minuto e 20 a 25
ml/minuto s3o designadas como fracgles 1 e 2, respectivamente.
Veste momento, inverte-se o caudal de passagem do tampZo vara
remover a populacgdic de células enriguecidas er megacarideitos
da cBmara de separacio através da tubagem de entrala. As ope-
ragdes de carregamento e de contralavagem'sao repetidas até
todas as células de medula terem sido elutriadas. As suspen-
sBes de células enriquecidas em megacaribcitos s3o reunidas

e colectadas em tubos de centrifugacio de pléstico esterili-
zados conservados em gelo.

As suspensBes de células enriguecidas em megacarid-
citos reunides sf3o centrifugadaes a 40C x g durante 10 minu~
tos a 4°C e ressuspensas numa solugio de Percoll (Fharmacia
Tine Chemicals, Piscataway, HJ, Tstados Unidos da Amérieca),
dilufdas com meio de Tagle I'odificado por Dulbecco (DITTY) até
ume massa voldmica final igual a 1,050 g/cm3. Prepara-se um
gradiente descontinuo com trés fases aguosas: 1C mililitros
de tampfo de HATCH, 15 mililitros de suspensZo de células
em Percoll com 1,05C g/cm3 e 15 mililitros de Percoll com
1,085 g/cm3 em tampdo de HATCH. Cs gradientes sfo ceantrifuga-
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dos a 182C durante 20 minutos a 40C x g e as células s3o co-
lectadas em trés fracgSes. A populagio de células enrigueci-
das em megacaribcitos mais leve (leg-It) é colectada da inter-
face entre a fase de Percoll com 1,050 g/cm3 e a fase de tam-
p3o que a recobre (massa volidmica menor que 1,050 g/cmB). A
populacdo de megacaridcitos mais densa (leg-D) consiste na cat
mada de células que se forma na interface entre as duas fases
de Percoll, assim como as células existentes na camada de Ter+
coll com 1,050 g/cm3 sobrejacente. A fraccBo da pelete consis-
te em células existentes na camada de Percoll com 1,085 g/cm3
e inferior. Cada populacBo de células é diluida quatro vezes
e lavada uma vez por centrifugacio (40C x g, 8 minutos, 4°¢)
com tampdo de HATCH e uma vez com DMEN para remover a solugéo
de Percoll. As células sBo contadas numa cf@mars dum hemocité-
metro ou usando am contador Coulter (Coulter Tlectronics).

Os difmetros das células s8o determinados com um

micrémetro éptico calibrado e calcula-se a massa citopldsmica
dos megacaribcitos como uma propor¢do da massa total de célu-
las da cultura. Poden-se reconhecer morfologicamente com cer-
teza como megacaridcitos as células com o didmetro igual ou

maior que 12,5 micron e a sua identidade ser coanfirmada rela-
tivamente & sua actividade por manchamento com acetilce lines-
terase durante 6 horas de acordo com o rétodo de Karnovexy e

Roots, J. Histochem, Cytochem., 12, 215 - 221 (1964) modifi-

cado por Jackson, Blood 42, 413 - 421 (1973). A quantificag@o
da actividade de acetilcolinesterase de megacaribeitos reali-
za-se de acordo com o método de Zllman e col, Biochem. Phar-

mac. 7, 88 = 95 (1961), modificado por Burstein e col. J. Cell
Physiol. 122, 159 - 155 (1985). Analisam-se suspens@es enri-
quecidas com megacarideitos cultivados ou recentemente isola-
dos relativamente ao grau de ploidia por citometria bidimen-
sional de passagem como descrito por Jackson, §;ggg,‘63, 768 -

778 (1984).
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Os megacaridécitos isclados s8o suspensos em Meio
de Dulbecco Nodificado por Iscove (IMDi’) contendo 10 ¢ (volu-
me/volume) de soro de cavalo (Grand Island Biological Co.,
Grand Island, NY, Zstados Unidos da América ou em Keio de Zag+
le liodificado por Dulbecco suplementado com HEPES 10 mlf. As
suspensdes de megacaribcitos s8o cultivadas em placas com 24
depressBes (Costar, Cambridge, 1A, Estados Unidos da América)

em 1,5 ml de meio de cultura com 5 ¢ d= 002 a 37°c durante pe-
riodos de até 3 dias.

Para marcar radioactivamente as proteinas de mega-
cariéeitos, incubam~se as células durante as Gltimas 24 horas
de cultura na presenca de 40 microC/ml de (140)-leucina (New
Tngland Nuclear, Boston, A, ZEstados Unidos da imérica contend
do 10 ¢ de soro de cavalo, I'SF e mais 10 ¢ de meio condicio=-
nado por cultura de megacaridcitos antes do periodo de marca-
¢80 radioactiva. A fim de marcar radiocactivamente proteoglica-
nos de megacaridcitos, adiciona-se & cultura 35804 isento de
veiculo em DM7M ou IMDM isentos de sulfato contendo soro de
cavalo, MSF e meio condicionado.

Depois da cultura, adiciona-se EDTA dez milimolar,
100 unidades de aprotinina por ml e 10 microgramas de inibi-
dor de tripsina de soja por ml, centrifugam-se as células de
megacaribécitcs isoladas a 400 x g durante 10 minutos e ressus-
pendem-se em 100 microlitros de tampZ@o de HATCI. Adiciona-se
proteina veicular (5C uicrogramas) preparada a partir de PF4
de plaquetas de ratazanas n2o marcadas radioactivamente, sub-
metendo as células a lise em NaCl 1,5 molar (por adicZo de um
volume igual de NaCl 3 molar), submete-se & acc¢8o de ultras-
sons e centrifuga~se a 10 000 x g durante 3 minutos para re-
mover o8 fragmentos celulares. Precipitam-se aliguotas com 4~
cido tricloroacético, neutraliza-se com NaOZ 1 normal e con-
tam-se as cintilagBes num Contador de _intiiag®es 3eckman IS
5800 usando flufdo de cintilacBes Ultrafluor (National Diagnos-
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ties, Somerville, iIJ, Tstados Unidos da América). As restan-
tes suspensfes de células lisadas com um elevado teor de sal
s8o diluidas até Nasl C,15 molar e purificadas por cromatogra+
fia de afinidade com Sepharose-heparina. A quantificagio de
PF4 marcado radiocactivamente na coluna de Spharose~heparina é

ent8o utilizada para determinar a taxa de sintese de P74 em
funcdo de ¥SF em culturas de megacaribecitos a curto praszo.

Os estudos estruturals mostram que o PF4 de rata-
zana é bastante homélogo do PF4 humano e de coelho, respecti-
vamente. A maior espécie molecular de PF4 de megacaridcitos
marcado radiocactivamente isolada por cromatografia com Sepharg
gse~-heparina possui caracteristicas de tamanho e carga idénti-
cas a PF4 de ratazana como se pode apreciar por electroforese
bidimensional e possui epitopos inumoquimicos semelhantes a
PP4 de ratazana como julgado por andlise de mancha de imuni-
dade e precipitacg3io com anticorpos dirigidos contra a Gltima
proteina de granulos alfa. A molécula de PP4 de plaguetas de
ratazana predominante tem um Mr aproximadamente igual a 9570
por andlise de aminodcidos e com SDS-PACE. No entanto, encon-
tra-se frequentemente presente uma forma de peso molecular
igual a 19 000 dalton em quantidades varidveis e provavelmen-
te representa um d{meroc nSo dissocidvel da espécie de menor
peso molecular.

Prepara~se antissoro para PF4 para uso em andlise
irunoquimica a partir de coelhos inicialmente inoculados com
uma mistura 1l:1 de 50 a 100 microgramas de PF4 de ratazana ou
em adjuvante de Tremd conpleto (Grand Island Biological Compa-
ny, Grand Island, 'Y, 3stados Unidos da América) e subsequen-
temente em aljuvante de Freund incompleta em intervalos sema-
nais. Retire-se sangue dos coelhos na veia da orelha periodi-
camente para se controlar o nivel de anticorpos produzidos.
Quando se usa antissoro n#o fraccionado na andlise por imuno-
mancha de lisados de plaquetas integrais, s8 aparecem duas
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bandas com 0s mesmos pesos moleculares que o P74 da ratazana
purificado. Ambas as espécies do Pf4 de ratazana purificado

s8o recocnhecidas por anticorpos preparados contra qualquer dag
espécies de pesos moleculares e fraccionados por afinidade em

Sepharose 2B com conjugado de Pf4.

A comparaclo dos autorradiogramas e dos cromatogra-
mas manchados por imunidade do material segregado por activa-
cdo da trombina com os do material que fica na pelde de célu~
las revela a presenca de proteinas de maior peso nculecular na
pelete que podem ser formas precursoras ainda n&o empacotadas
para a secregfo no grinulo alfa do megacaridcito. Tstfo tam-
bém presentes proteinas nfo-inmunorreactivas em pequenas quan-
tidades e s8o indubitavelmente devidas a contaminantes em qu~
antidade menores. Os niveis de PF4 de ratazana produzidos por
megacaribfcitos sBo determinados isolando componentes marcados
com 140 destas células polipldides por cromatografia em hepa-
rina-Sepharose e quantificando as gquantidades de componentes
radiomarcados presentes dentro das regides apropriadas dos
autorradiogramas SDS-PAGE por varrimentos densitométricos.

0 VSF estimula a sintese de PF4 de ratazana por me-
cacaridcitos polipldéides cultivados de uma maneira que depen~
de da dose sem alternar a extens8o da sintese geral de protef-
na ner a viabilid-.de das células dentro das culturas. ¢ efei-
to estimulante mdximo sobre 2 sintese de P74 é igual a cerca
do triplo em resposta a C,5625 ng/ml de LSF.

0 PF4 humano & empacotado em grinulos alfa de pla-
guetas com um veiculo de proteoglicano sulfato de condroitina
num complexoc estequiométrico que consiste em & moles de FF4 e
2 moles de proteoglicano. Os nmegacaridcitos de ratazana absor-
vem S2S-sulfato rapidamente tanto em condig¢Oes in vivo como in
vitro e incorporam-se nos componentes da membrana e de grénu-
los alfa. O sulfatc de condroitina fol identilicado como sendo
0 glicosaminoglicano sulfatedo mais importante presente nas
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plaguetas de ratazana., O I'SF estimula a proteccdo do veiculo
de sulfato de condroitina assim como de PF4 de ratazana. Cul-
tivaram-se leg-D e lleg-Lt na presenca de 35804; as células e
os meios de cultura forarw extensivamente proteolisados e uili-
lizou~se a cromatografia com DEAE-Sephadex para se isolar os
glicosaminoglicanos. O produto final & predominante:ente 44
~sulfato de condroitina. Uma proporgio t3o elevada como T7C i
do 4-sulfato de condroitina radicactivamente marcado é espe-
cificamente libertado dos megacaridcitos cultivados pelos agot
nistas das plaguetas, o que indica gue os glicosaminoglicanos
se encontram presentes dentro dos grinulos. Estes ensaios, re+
petidos na presenca de varias concentragBes de I'ST revelam que
a sintese de 4-sulfato de condroitina é estimulada pelo factorx
acima referido de uma maneira que depende da dose sendo uma
quantidade t3%o pequena como 0,625 ng/ml de MST suficiente pars
aumentar a producBio do glicosaminoglicano para cerca do trip-
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Com base nestes resultados, o LSF € capaz ou de in-
tensificar a sintese de maiores nimeros de cadeias de 4-csul-
fato de condroitina por nficleo de protoglicano ou, mais pro-
vavelmente, aumentar a produc8o de maior nimeros de proteogli-
canos de 4-sulfato de condroitina dentro dos gr8nulos alfa de
lmegacaridcitos de ratazana em amadurecimento.

C ¥SF purificado foi também ensaiado num sistema
de codgulo de plasma concebido para medir as actividades do
factor de estimulacfo de coldénias (CSF). Actividade de blas-
tos-unidade de formagfo-JST, de granuldcito-macrdfago~CSF ou
megacaribcito(Fnd s3o detectadas quando se adiciona 0,025 ng/
/ml do factor de estimulac3o ao sistema de ensaio. Além disso,
o0 MSF nZo é activo no ensaio mitogénico 373 e o gama-interfe-
r3o puro nfo é potente no ensaio de LST.

Purificacio de proteina NSF a partir de sobrena-




dantes de células de rins de embrides humanos (HEK)

Todas as operacgles do modo operatério de purifica-
¢80 se realizam a 4°¢, a nfo ser que sSe especifique outra tem
peratura. Concentram-se os sobrenadantes (15 litros/semana,
0,5 mg/ml) 300 vezes usando um sistema de ultrafilirac3o com
cassete Pellicon (Millipore), precipita-se com sulfato de amé-
nio a 80 ¢ da saturac8o, centrifuga-se a 15 00C x g durante
20 minutos e armazena-se a -70°C. Depois cuma acumulagio du-
rante seis semanas, as pletes s@o ressuspensas em 120 milili-
tros dum tampdo contendo tris-iCl ¢,05 molar, HaCl 0,15 mo~
lar, pH 7,4 (tamp8o A) e fluoreto de fenilmetilsulfonilo 1
milimoler e dialisa-se contra 3 mudangas de 4 litros de tam-
pdo A. Depois da diilise, separa-se a matéria insollvel que
corresponde a 90 ¢ da proteina inicial por centrifugagfo a
5000 x g durante 10 minutos a 4%c.

Divide~se em aliquotas o material obtido a partir
da operaclo de tratamento com sulfato de aménio (5 696 mg,
400 mililitros). Aplica-se cada aliquota a colunas contendo
25 ml de WGA-Sepharose equilibradas com tampdo A. As colunas,
operadas a um caudal igual a 10 mililitros/minuto, s8o lava-
das com o tampdo de equilibrio até que A280»seja menor que
0,02 e depois eluidas com quitina-oligosmcirideos preferivel-
mente trimeros de T-acetilglucosamina, a uma concentragdo
igual a 12 milimolar (concentrag3o da extremidade redutora,
nimero médio de unidades de sacdrido/extremidade redutora =
= 2,5) em tamp8o A. A proteina activa eluida na operacdo de
eluic8o com VGA-Sepharose (25,3 mg, 0,3 mg/ml) é concentrada
sob pressfo reduzida usando uma membrana de ultrafiltracgdo
M5 (Amicon).

0 volume final, aproximadamente & ml, & dividido

em aliguotas de 2,0 mililitros, cada uma das quais é aplicada
a uma coluna contendo Biogel P200 (120 em x 1,4 cm de difme-




tro, 185 mililitros) eguilabrada com tampZo A, um tampdo com
uma forga idnica relativamente grande. A cromatografia reali-
za-se a um caudal igual a 5 mililitros/hora e colectam-se frag
cOes de 4 mililitros. Reunem-se as fraccgles apropriadas e con-
centram-se em sacos de didlise que sfo postos ex contacto com
Sephadex G-75 seco. C concentrado da operagdo com P20C (5,0
ml, 0,7 mg/ml) é dialisado contra tampZio A e cromatografado
numa coluna de exclusZo (7,5 mm X 60 mm) TSK-G3000 por croma-
tografia em fase liquida sob alta pressZo (HPLC). Realizam-se
injecgBes miltiplas de 3CC ml. As colunas s8o equilabradas
com tris~-iCl 5 milimolar, pH 7,2, um tamp@o com pequena forga
iénica, com um caudal de 1,0 ml/minuto.

Na Tabela 1, encontram-se indicados os valores obti]
dos num ensaio de purificac8o de NSF usando precipitaclo com
sulfato de amdnio, cromatografia de afinidade com VWGA-Sepharo-
se, filtrac8o através de gel Biogel P200 e cromatografia com
filtrac8o através de gel HLPC em TSK G300C. Cs resultados aprg
sentados representam a média de trés fraccionamentos diferen-
tes
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Resumindo, a precipitac8o com sulfato de aménio e
a subsequente didlise proporciona uma purificac8o de &,2 ve-
zes. A operag8o com WGA~-Sepharose proporciona uma purificagfo
de TC vezes com a recuperacdo de 60 ;. da actividade aplicada.
90 ¢ da actividade estimulante é eluida da coluna contendo
Biogel P200 no rebordo de saida do volume vazio. "sta opera-
¢80 proporciona uma purificac@o de 4 vezes e uma recuperagéo
de €8 ¢ da actividade aplicada. l'ais significativamente, a
filtrac3o com Biogel F200 elimina os contaminantes de pequeno
peso molecular gque seriam dificeis de separar do produto fi-
nal durante a subsequente cromatografia em TSE G30CC. A maior
parte da actividade recuperdvel (maior que 90 ¢) é eluida comg
um pico nitido de proteina com um peso molacular I'r = 9 000 e
uma actividade especifica = 1,4 x 167 unidades/mg numa coluna
TSK G3CC SW. Com base na actividade especifica do proiuto fi-
nal, o factor de purificacgZo total conseguido usando esta ma-

neira de proceder é isual a 7,5 X 10°.

Purificac8o de Plasma Trombocitopénico

Trepara~-se plasma trombocitopénico (3CC ml) a par-
tir de coelhos que tinham sido previamente tornados agudamen-
te trombocitopénicos mediante injecg¢lo de antissoro anti-pla-
lquetas, como se descreveu acima. . actividade especifica des-
te material de partida é igual a 0,33 unidade/mg. A combina-

cdo de fraccionamento com sulfato de aménio, cromatografia em
WGA-Sepharose e cromatografia com filtragBo em gel TSi. permite
que o VST seja purificado cerca de 1,44 x 107 vezes a partir
de plasma trombocitopénice com uma recuperacl8o global da acti-
vidade aplicada igual a cerca de 45 ¢, Detecta-se mais que 90
7 da actividade biolégica na regifio do perfil AZ?O da coluna

MSK=~3000 correspondendo a proteina com Kr = 9 C00. Recupera-se
aproximadamente C,4 micrograma de proteina com uma actividade
especifica igual a 4,8 x 106 unidade/mg. Tsta actividade espe-




cifica é 3 vezes menor do que a obtida em sobrenadantes de
células de ITK.

Na presente invencfo preparacdes fisicamente homo-
géneas de factor de estimulacBo dz megacaribcitos (I'SF) iso-
ladas a partir do meio de produgfo de células de rins embrid-
nicos humanos ou a partir de soro trombopoiético mostram que
concentra¢Bes picomolares de I'SF sfo capazes de estimular a
sintese de factor de plaguetas 4 e do veiculo de sulfato de
condroitina que se encontram nos grinulos alfa de placuetas
e de megacaridcitos. Com base nesse facto, hipotetizou-se que
0 XSF & envolvido de maneira critica na regulacZo da capacida-
de funcional de plaguetas em circulag8o pelo seu efeito sobre
a sintese de componentes de gréanulos especificos de plaquetas
na medula dos ossos. Segue-se que o factor purificado tem mil-
tiplas aplicacBes .a prédtica incluindo o tratamento de paciend
tes trombocitopdnicos, pacientes com saramento diminuido de
feridas e no desenvolvimento de drogas e anticorpos para uso
na regulagdo da actividade liSF in vivo.

As sequéncias de nucledtidcs quer de DHA guer de
¢DNA que codificam o I'SF podem ser isolados por métodes conheo
cidos pelos téenicos no assunto. O gene é mais diffcil de isoo
lar do que muitos outros porqgue é isento de metionina e a re-
gido N~-terminal é blogueada.

¢ método preferido usado para isolar o gene ou ou~
tras sequdncias de nucledtidos que codificam KSF € o .seguinte.
Prepara-se RNA total a partir de 5 X lO7 células de YK que
‘estéo a produzir ¥SP como se determina pelos ensaios previa-
mente descritos por extraccio com guanidina~iICl. Extrai-se en~
t30 RNA poliadenilado por dois ciclos de cromatografia em oli-
lgo(dT)-celulose. Sintetizam-se cONAs de primeira fibra com
transcriptase inversa usando oligo(di) como primdrio e gera-se
¢DNA de segunda fibra com polimerase e ribonuclease H de DNA
de B. coli de acordo com o método de Okayama ¢ Berg, iol., Sell
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Biol. 2, 161 - 170 (1982), modificado por Gubler e lioffman,
Gene 25, 263-269 (1983) com a diferenga de se empregar Actinot
micina D na mistura reaccional final a uma concentragdo de 5C
mg/ml. Para produzir extremidades cegas utiliza-se polimerase
de DNA de T4. 0Os cCDNAs reparados s8o acoplados a ligantes
EcoRI sintéticos depois da proteccgdo dos‘sitios internos com
EcoRI-metilase. Os CDNas ligados aos ligantes sZo digeridos
com EcoRI e separados de ligantes livres usando cromatografia
com Sepharose CIL 43. Este material é entSo ligado ao vector
de express8o 1 GT1l do fago tratado com fosfatase alcalina di-
gerido com EcoRI, empacotado in vitro e placado na estirpe
hospedeira E. coli Y1088 (Gene 25, 263 - 269, (1983); DNA Clo-

ning techniques: A pratical aproach, eds. D. Glover (IRL Press
Oxford, 1984); Science 222, 778 - 782 (1983)).

Para detectar clones de bactérias que possuem pro-
teina de fus8o de ISF pode-se utilizar heteroanticorpo IgG
MSF anti-ratazana de coelho. Para esta finalidade, podem-se
separar clones recombinantes como placas de fago na estirpe
hospedeira E. coli 71090 de acordo com a técnica de Young e
Davis, Science, 222, 778 - 782 (1983). As placas candidatas
podem ent8o ser submetidas a vdrias séries de operagBes de se-
paragdo imunoquimicas e de purificagfo da placa. As proteinas
de fusio podem ainda ser caracterizadas preparando lisogenes
de 1GT-KSF e 1GT1ll n8o recombnante na estirpe hospedeira de
E. coli Y1089, como descrito por oung e Davies, Proc. Natl.
Acad, Sci. USA 80, 1194 - 1198 (1983). 0 fago & induzido al-

terando a temperatura para 452C para inactivar o repressor e
a producdo de b-galactosidase ou de proteina de fusdo inicia~
da com IPTG a uma concentrag8o final igual a 5 ml. Cs lisados
de células s8o precipitadas a 49C com 33 ¢ (em vclume/volunme)
de sulfato de aménio saturado e depois examinados por SDS-PAGT
assim como com andlise de mancha de Vestern, utilizando hete-
roanticorpo IgG MSF anti-ratazana fraccionado por afinidade




seguida por IgG anti-coelho marcada com ouro como deserito
nas instrugbes do fatricante.

C DNA isclado do fago recombnante pode ser subme-
tido a digest#io com ZcoRI para se obter fragmentos de inser-
to, subclonados em N13mp8 e sequenciado pelo método de termi-
nac3o da cadeia de didesoxi de Piggin e col., Proc., Watl,
Acad., Sci. USA, 80, 2963 - 3965 (1983). Caso isso seja neces-
sdrio, os insertos .podem ser usados para resseparar a livra-
ria de cDNA pela técnica de Benton e Davis, Proc., Natl, Acad.
ISci., USA, 80, 1194 - 1198 (1983) a fim de se obter clones com
comprimento completo.

A confirmag3o da estrutura de L'SF é conseguida clid
vando a proteina com enzimas proteoliticas como por exemplo
tripsina, separando os polipéptidos resultantes por HPIC em
fagse inversa e determinando a sequéncia de aminodcidos dos con
ponentes por sequenciamento em fase gasosa. No caso improva-
vel de as anostras de heteroanticorpos nfo serem capazes de
identificar clones com insertos de I'SF, os dados da seguéncia
de amino 4cidos obtidos com ¥SF s8o :mpregados para planear
oligonuclebtidos apropriados de tal maneira que estas amostrag
podem ser utilizadas para obter os recombinantes iniciais com
insertos de MSF. A tentativa para isolar clones de comprimen-
to completo é depois idéntica ao método acima esbogado.

Estas sequéncias de nucledtidos podem ser usados
para produzir MSF em organismos geneticamente planeados. O ge-
ne pode também ser modificado para produzir MSF com actividade
alterada.

¥uito embora a presente inveng@o tenha sido descri-
ta com referdncia is suas formas de realizagfo preferidas, ou-
tras variagBes e modificagles sfo ébvias para os peritos no
assunto. Pretende-se incluir todas essas variagGes e modifica~
¢Bes dentro do &mbito das reivindicagles anexas.
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12, - Processo para a preparagfo dum factor de es-
timulac8o de megacaridecitos purificadp, mediante isolamento,
caracterizado pelo facto de compreender as seguintes opera-—
¢Oess

a) a preparacio duma solugZo isenta de células compreendendo
proteinas de promegacariécitos e de megacariécitos incluindo
um facto de estimulac3o de megacaridcitos;

b) a precipitacgBio do referido factor a partir da mencionada
solucfio com sulfato de ambénio a uma concentracgZo superior a
50 % da saturacdo;

c) a aplicacgfo da proteina sdiivel resultante da citada preci-
pitac@o com sulfato de aménio a uma coluna de lectina-3pharo-
se;

d) a eluic8o do referido factor da mencionada coluna de lecti;
ne-Sepharose com uma solugfo compreendendo quitina-oligossae~
céridos;

e) a aplicaglo das fracgBes elufdas da coluna de lectina-Se-
pharose contendo o citado factor a uma coluna cromatogréfica
de exclusdo do tamanho; e

f) a recolha das fraecg¢des elufdas contendo o referido factor.

28, - Processo de acordo com a reivindicagZo 1, ca
racterizado pelo facto de a mencionada solugfc ser plasma
trombocitopénico.

38, - Processoc de acordo com a reivindicacdo 1, ca:
racterizado pelo facto de compreender ainda a cromatografia
das fracgles contendo o citado factor proveniente da coluna
de exclus8o de tamanho numa coluna de exclusZo do tamanho de
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cromatografia em fase ligquida sob alta pressdo (HPLC).

42, - Processo de acordo com a reivindicagdo 3, cg
racterizado pelo facto de a referida solugdo ser constitufda
por meio de cultura de células de rins de embrides humanos.

58, ~ Processo de acordo com a reivindicag8o 1,ca-
racterizado pelo facto de se adicionar sulfato de aménio &
mencionada solucBo até 80 ¢ da saturacéo.

62, - Proceeso de acordc com a reivindicacio 1,
caracterizado pelo facto de o enchimento de lectina~Sepharo-
se da citada coluna ser aglutinina de gérmen de trigo-Sepha-
rose,

78, - Processo de acordc com a reivindicagdo €,
caracterizado pelo facto de se eluir o referido factor com
uma soluc3o que compreende trfmeros de N-acetil-glucosamina.

88, - Processo de acordc com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo facto de a mencicnada coluna de exclusdo
de tamanho possuir capacidade de exclus8o de 200 COC dalton.

928, -~ Processo de acordo com a reivindicaclio 8,
caracterizado pelo facto de se eluir o citado factor a uma
elevada forga idnica.

102, -~ Processo de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo facto de a referida coluna de exclusfo de
tamanho de cromatografia em fase liquida de alta press8o ser
uma coluna TSK-G3000.

118, - Processo de acorde com a reivindicagdo 10,
caracterizado pelo facto de se eluir o citado factor a uma
pequena forga idnica,
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12&#, - Processo de acordo com a reivindiecagio 1,
caracterizado pelo facto de se obter um factor de estimulagdo
de megacaribcitos purificado tendo um peso molecular igual a
15 000 dalton de acordo com SDS-PAGE e um ponto isodéctrico
igual a 5,1 que estimula a sintese de protefnas em células
da linhagem de megacaridcitos.

138, ~ Processo de acordo com a reivindicagdo 12,
caracterizado pelo facto de o referido factor apresentar a
actividade semimixima a uma concentragdo da ordem de grandezal
de 0,8 pM.

148, - Processo de acordo com a reivindicag8o 12,
caracterizado pelo facto de o mencionado factor compreender
hidrato de carbono.

158, - Processo de acordo com a reivindicagdo 12,
caracterizado pelo facto de se purificar o citado factor a
partir de meio condicionado isento de soro de células de rins
de embri®es humanos cultivadas.

162, ~ Processo de acordo com a reivindicac8o 12,
caracterizado pelo facto de se isolar o referido factor a
partir de plasma trombocitopénico,

178, - Processo para a obtencZo de factor de esti-
mulacdo de megacariécitos purificado, de acordo com a reivin-
dicac8o 16, caracterizado pelo facto de compreender as opera-
¢Ges que consistem em

a) obter-se uma solug8o compreendendo proteinas de promegarxé
citos e megacaribeitos, incluindo o factor de estimulacdo de
megacariéeitos;

b) precipitar-se o referido factor na mencionada solugdo de




)
el

protefnas com sulfato de aménio a uma concentragdo maior do
que 50 % da saturagdo;

¢) aplicar-se a proteina solivel depois da citada precipita-
¢80 com sulfato de aménio a uma coluna de cromatografia con-
tendo lectina~Sepharose;

d) eluir-se o referido factor com uma solug8o contendo quiti-
na~oligossacdridos;

e) aplicar~-se o eluente concentrado proveniente da mencionada
coluna de cromatografia contendo lectina-Sepharose e que con-
tém o referido factor a uma ccluna de cromatografia de exc=-
lus8o dos tamanhos;

f) cromatografar-se o mencionado eluente aplicado e

g) colectar-se as fracgBes que contém o citado factor.

182, - Processo de acordo com a reivindicagdo 17,
caracterizado pelo facto de, ao isolar~se o referido factor,
se separar ainda por cromatografia as mencionadas fracgdes
gque contdm o citado factor provenientes da coluna de exclu-
s8o do tammho numa coluna de exclusfo de tamanho de HPIC (crg
matografia em fase liquida sob alta pressZo).

192, - Processo de acordo com a reivindicacgdo 17,
| caracterizado pelo facto de se eluir o referido factor de ums
coluna de aglutinina de gérmen de trigo-Sepharose com uma S0~
lugBio que compreende trimeros de N-~acetil-glucosamina.

208, - Processo de acordo com a reivindicagdo 16,
caracterizado pelo facto de a columa de exclus3o do tamanho
possuir uma propriedade de exclusdo de peso molecular na gama

de 200 000 dalton.

218, - Processo de acordo com a reivindicacdo 20,
caracterizado pelo facto de se eluir o mencionado factor com
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um tampZio de grande forga idnica.

222, - Processo de acordo coi a reivindiecagio 1,
caracterizado pelo facto de a coluna de exclusdo de tamanho
de cromatogsrafia em fase liguida sob alta press&o (HPLG) ser
uma coluna de exclus8o de tamanho de TSX G 3CCC.

242, — Processo para a obtengfo duma sequéncia de
nucledtidos que codifica um factor de estimulagdo de megaca-
riécitos, caracterizado pelo facto de originar uma proteina
com um peso mclecular de 15 000 dalton no ensaio de SDS-PAGE,
um ponto isoeléctrico de 5,1 e estimular a sintese de protei-

nas ex células promegacrioblasticas.

252, - Processo de acordo com a reivindiczaglo 24,
caracterizado pelo facto de se obter a referida gequéncia de-
rivada dum gene que tem a extremidade N blogueada e é isenta

de metionina.

262, - Processo de acordo com a reivindicacgdc 24,

caracterizado pelo facto de

se isolar RNA de cSlulas que produzem factcr de estimalagdo

de megacarideitos;

se sintetizar cDIA a partir do mencionado RNA;

ge ligar o citado c¢DNA a unm vector de expressfo do fago;

se embalar e introduzir o referido vector numa célula hospe-.
deira apropriada; ‘

se ensaiar e escolher as mencionadas células hospedeiras relas
tivamente & producfio de proteinas do factor de estimulac8o

de megacaridcitos; e

se isolar e sequenciar DA s partir das citadas células que
produzem proteina do factor gue estimula megacaridcitos.




272. - Processo de acordo com a reivindicaglo 25,
caracterizado pelo facto de a referida sequéneia ser identi-
ficada por amostras de oligonucleétidos que codificam partes
da segulncia de aminodcidos do factor de estimulacgd@o de mega-

caridecitos.

282, ~ Processo de acordo com a reivindicac8o 25,
caracterizado pelo facto de se ensalar e escolher as menciona-
das células hospedeiras contendo DJA gue codifica factor de
estimulacdo de megacaridcitos relativamente a anticorpos de
factor que estimula antimegacarideitos.

292, - létodo para o ensaio da actividade de factox
de estimulagZo de megacaridcitos, caractsrizado jelc facto de
compreender

cultivar-se células de megacaridcitos;

adicionar-se a solugfo a ser snsaiada;

adicionar-se aminodcidos marcado com radio-isétopos a cada
a.ostra de células;

incubar-se durante aproximadamente 24 horas;

lavar-se as células incubadas;

cfectuar-se a lise da suspens3o das células a 400;

aplicar-se o lisado a uma cocluna de heparina-Sepharose eguili-
bvrada com tampfo de tris-iall a aproxinadamente p 8,6;
lavar-se a coluna para remover o material radioactivo nfo li-
cado;

eluir-se o material radioactivo ligado com um gradiente linean

de cloreto de sédio de aproximadamente C,5 I de JaCl a 2,0 I

-~

de NaCl em tamp8o de tris a pii aproxiradamente igual a &,5;

medir-se a radioactividade eluida; e
determinar-se a quantidade de aminodcido marcado radioactiva~




mente incorporado.

302, - I'"étodo de acordo com a reivindicagdo 29,
caracterizado pelo facto de as células de megacaridcitos se-

rem preparadas por
centrifugacio das células de megacaridcitos;

ressuspensdio das células em meio isento do emino&ido marcado
com radio-isétopos contendo 10 ¢ de soro de fetos bcvinos; e

sementeira das células =m cavidade de placas de ensaio a uma
densidade de aproximadamente 3 X 105 células por mililitro any
tes de se adicionar a sclucdo & ser ensaiada.

312, - l'étodo de acordo com a reivindicacdo 29,
caracterizado pelo facto de compreender ccmparar-se a incorpod
racfo de aminodcido marcado ccm radio-isdtopos no caso {a solud
¢80 a ser ensaiada com a incorporagdo Qo arincdcido marcado
com radioisétopos no caso duma solugdo de controlo.

322, - l'84todo parz o ensalo de factor de estimula-
¢8o de megacaribcitos, caracterizado pelo facto de compreen-
der isolar-se e lavar-sc células de medula dos 0Ss0S;
elutriar-se as células da meduls dos ossos iscoladas e lavadas;
separar-se as células por densiuade usando a centrifugacgio em
gradiente de densidade de Percoll;
cultivar~se as células na presenca da proteina a ser ensaiada
e de aminodcido marcado com radio-isétopos durante aproximada-
mente 24 horas;
adicionar proteinas semelhantes ao factor 4 de plaguetas n8o
marcado com radio-isétopos;
proceder & lise das células e & remogdo dos residuos celula-
res; e '
rrecipitar as proteinas no lisado com dcido tricloroacético; e
proceder & contagem da radioactividade precipitada.
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332, - Nétodo de acordo com a reivindicagdo 32,
caracterizado pelo facto de as citadas células terem um peso

voldmico maior do que aproximadawente 1,050 g/cm3.

348, - Método de acordo com a reivindicacdo 32,
caracterizado pelo facto de compreender ainda a adiglo de
358042- 4 cultura de células que contdm arinodcido marczado
com radio-isdtopos para marcar proteoglicanos de megacaridei-

tos,.

352, - Método de acordo com a reivindicagdo 32,
caracterizado pelo facto de compreender ainda a purificacgdo
das proteinas no lisado por cromatografia de afinidade com
heparina~Sepharose. '

Lisboa, 16 de Setembro de 1987

C Agente Cficial da Tropriedade Tndustrial
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Rua Castitho, 201, 3.0.E.
1000 LISBOA
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