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DESCRIPCION

Factor de crecimiento fibroblédstico basico con
un dominio de unién especifico a colageno.
Sector de la técnica

La presente invencién tiene su aplicacién den-
tro de la industria biomédica dedicada a la fabri-
cacion de agentes que intervienen en la reparacién
de tejidos en general y, més concretamente, en los
procesos de cicatrizacién de heridas.

Estado de la técnica

Los factores de crecimiento fibrobléstico (FGFS)
fueron aislados por primera vez en los afios 1970 a
partir de extractos de cerebro bovino, basandose
en su caracter mitogénico y angiogénico. Poste-
riores estudios establecieron que los FGF's consti-
tuyen una familia de veinte proteinas monoméri-
cas estructuralmente relacionadas (peso molecu-
lar entre 16000 y 18000), con diversas actividades,
y son producidos en algin momento durante el
desarrollo de tejidos tales como epitelio, miscu-
lo, conectivo y tejido nervioso. Debido a que los
FGFs han perdido la secuencia del péptido senal,
el cual determina en otros factores de crecimiento
su secrecion extracelular via reticulo endoplasmi-
co rugoso/aparato de Golgi, se ha sugerido que su
liberacién fuera de la célula puede darse siguiendo
una ruta exocitica independiente (véase Mignatti
P. y colaboradores, J. Cell Biochem. (1991), 47:
201-207). Las lesiones por heridas provocan una
importante liberacion de FGFS, ya que la mem-
brana plasmatica de las células danadas se vuelve
permeable a moléculas grandes, permitiendo una
difusién libre hacia el espacio extracelular (véase
Mutsukrishnan L. y colaboradores, J. Cell Phy-
siol. (1991), 148: 1-16).

Los FGF's pertenecen al grupo de factores de
crecimiento con afinidad de unién a la heparina,
y es por ello que se encuentran unidos a proteo-
glucanos heparan sulfato de la membrana basal,
donde se almacenan. De tales uniones, los FGFs
son liberados por medio de la accién de hepari-
nasas (véase Saskela O. y colaboradores, J. Cell
Biol. (1990), 110: 767-775).

Técnicas inmuncitoquimicas en aorta de rata
revelan que un FGF, el FGF bésico (bFGF ¢
FGF-2), se almacena en el citoplasma de células
endoteliales y de musculo liso (véase Villaschi S. y
colaboradores, Am. J. Pathol. (1993), 143: 181-
190). Estudios realizados en heridas de aorta de
rata muestran que se produce una liberacién de
bFGF desde los lugares donde estd almacenado.
De hecho, los niveles de bFGF en células endote-
liales vasculares en cultivo, son los méas elevados
durante los primeros dias, disminuyendo gradual-
mente hasta llegar a ser indetectables cuando los
microvasos dejan de crecer. El tratamiento de
los cultivos con anticuerpos anti-bFGF causan el
40% de la inhibicién de la respuesta angiogénica.

Ademés de los primeros efectos observados so-
bre replicacién celular y angiogénesis, los FGFs
regulan la supervivencia, apoptosis, adhesion,
motilidad y la diferenciacién celular. Estos efec-
tos de los FGF's sobre las funciones celulares de-
penden del estado bioquimico y del ambiente de
sus células diana. Se ha demostrado que el bFGF
desempena un papel importante en los primeros
estadios del proceso de reparacién tisular (véase
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Pierce G.F. y colaboradores, Am. J. Pathol.
(1992), 140: 1375 1388) y es un buen mitégeno
para condrocitos y osteoblastos, estimulando la
proliferacién celular dentro del callo de fractura,
asi como el crecimiento y desarrollo de tejido 6seo
en el interior de hidroxiapatita sintética (véase
Wang J-S. y colaboradores, J. Orthop. Res.
(1996), 14: 316-323; y Clin. Ortohop. Rel. Res.
(1 996), 333: 252-260).

La biologia del bFGF humano es compleja.
Varias isoformas del factor (de 18, 22, 23 y 24
kDa) pueden ser expresadas a partir de un tran-
scriptor de ARNm sencillo (véase Florkiewicz
R.Z. y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. (1989), 86: 3978-3981). Estas isoformas del
bFGF aparecen en distintos lugares del nicleo (la
de 22, 23 y 24 kDa), del citoplasma o de la superfi-
cie celular (la de 18 kDa). La estructura tridimen-
sional del bFGF humano, determinada por crista-
lografia de rayos-X, sugiere una conformacion glo-
bular que muestra dominios separados de unién
a su receptor y a la heparina (véase Nimni M.E.,
Biomaterials (1997), 18: 1201-1225).

A pesar de su gran potencia angiogénica y
mitogénica, el bFGF se degrada rapidamente
cuando se inyecta o es ingerido, llegdndose a per-
der hasta un 99 % de su actividad mitogénica en
poco tiempo. La preservacién y estabilizacion del
bFGF se consigue cuando se une el factor a esfe-
ras de heparina-sefarosa. Ello permite su alma-
cenaje prolongado, repetidas manipulaciones, asi
como su liberacién lenta y controlada (véase Edel-
man E.R. y colaboradores, Biomaterials (1991),
12:619-626).

La familia de los FGFs es un gran grupo de
citoquinas que ejercen una profunda influencia en
la fisiologia de la cicatrizacion de las heridas. Su
modo de accidn en la cicatrizacién de las heridas
incluye la modulacién de poblaciones de células
madre, asi como de la expresién de genes es-
pecificos que codifican para las proteinas de ma-
triz, receptores celulares, proteinasas de matriz e
inhibidores de proteasas.

Numerosos estudios en animales han demos-
trado la eficacia del FGF exdégeno en favorecer
la cicatrizacién de las heridas, lo que ha llevado
también a su utilizacién clinica, para ser em-
pleado en las heridas que se producen como con-
secuencia de la cirugia, para la reparacién dsea,
asi como para el tratamiento de tlceras (pie,
géstricas) y quemaduras en pacientes diabéticos.
La aplicacién sistémica de una dosis de bFGF en
el momento de provocar la herida, ha demostrado
la capacidad de acelerar la reparacion del tejido,
sugiriendo que una dosis Unica puede aumentar
la tasa de recuperacién de la herida.

Los estudios clinicos realizados hasta ahora,
usando el bFGF como agente terapéutico, no han
llegado muy lejos debido a la disponibilidad li-
mitada de este factor en las cantidades que se
necesitan. Se requieren disponibilidades de gran-
des cantidades de bFGF de grado farmacéutico,
libre de contaminantes de facil transmisién, om-
nipresentes en productos extraidos de animales
y, en particular, de fuentes humanas. Por lo
tanto, es muy deseable desarrollar mecanismos
para preparar grandes cantidades de bFGF ma-
duro sintético, donde ademés se elimina cual-
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quier posibilidad de presencia de material con-
taminante peligroso en el producto final. Final-
mente, la proteina bioldgicamente activa debe ser
disenada para que alcance especificamente los lu-
gares de la herida donde se pretende su cicatri-
zacion.

Explicaciéon de la invencién

En la presente invencién se ha llevado a cabo
el disefio genético y la expresion a gran escala
de un bFGF recombinante humano en la bacteria
FEscherichia coli, asi como su purificaciéon y re-
naturalizacién hasta alcanzar su maxima activi-
dad bioldgica. La ventaja que presenta dicho fac-
tor es que se le ha incorporado un dominio auxi-
liar aminoacidico modificado, de alta afinidad de
unidén especifica al colageno, que le confiere pro-
piedades unicas y exclusivas. De esta forma, este
factor de crecimiento, llamado rhbFGF-F2, puede
ser almacenado por tiempos prolongados y diri-
gido a lugares especificos donde se precise de su
actuacién (por ejemplo reparacién/cicatrizacién
de heridas), controlando su liberacién y preser-
vando su bioestabilidad, acentuando asi su poten-
cial como posible agente terapéutico por su papel
en la cicatrizacion de heridas y en otros procesos
de reparacién tisular.

La presente invencién es ttil para generar
grandes cantidades de hbFGF biolégicamente ac-
tivo a partir de microorganismos procariotas.
Este sistema, a diferencia del desarrollado en
células eucariotas a partir del ARNm, donde
la disponibilidad de material es el factor limi-
tante, ofrece una fuente practicamente inagota-
ble para la expresién, sintesis y secrecién de
proteinas, tnicamente dependiente del volumen
celular (bacteriano) con el que se comience el
cultivo. En el transcurso de la tecnologia de
fabricacién del bFGF en si, hemos desarrollado
un método que, especialmente, aumenta el ren-
dimiento en cuanto a la cantidad de proteina na-
tiva purificada obtenida, la fidelidad en el proceso
de renaturacién proteica, la eficacia y el acorta-
miento del procedimiento de dialisis, y la conse-
cucion de la maxima tasa de actividad bioldgica.

La presente invencién es, asimismo, util para
fabricar hbFGF en las condiciones descritas an-
teriormente e incorporarle un dominio molecular
aminoacidico auxiliar en su estructura primaria
(correspondiente al dominio modificado del factor
de von Willebrand, de unién especifica al coldgeno
tipo I). Esta modificacién persigue hacer llegar
la proteina de fusién resultante, thbFGF-F2, a
dianas celulares-tisulares especificas, para que alli
ejerza la funcién deseada.

Dado el reconocido papel que el FGF de-
sempena en los primeros estadios del proceso de
reparacién tisular (véase Pierce G.F. y colabo-
radores, Am. J. Pathol. (1992), 140: 1375-
1388), como se ha indicado en reparaciones dseas
(véase Wang J-S. y colaboradores, J. Orthop.
Res. (1996), 14: 316-323; y Clin. Ortohop.
Rel. Res. (1996), 333 252-260), y con especial
atencion a la velocidad de cicatrizacion de las he-
ridas, la presente invencién aporta un rhbFGF-
F2 que acelera significativamente la cicatrizacién
de heridas cutdneas de incisién total o parcial.
La utilidad de esta patente en este aspecto, se
ve reforzada ain mas cuando el FGF producido
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se aplica ectépicamente mezclado con un gel de
colageno tipo 1, provocando una mayor velocidad
de cicatrizacion de heridas.

Por otra parte, se ha descrito que el bFGF re-
gula la sintesis y depédsito de varios componentes
de la matriz extracelular (MEC) (véase, por ejem-
plo, la solicitud de patente ES 2 132 082 T3), y es
sabido que en individuos diabéticos el proceso de
cicatrizacién de heridas se encuentra reprimido,
primero, en su estadio de reaccién inflamatoria y,
segundo, en un estadio posterior de remodelacién
de la MEC (véase Gospodarowicz D. y colabora-
dores, Endocr. Rev. (1987), 8: 95-114). En este
sentido, la presente invencién presenta una utili-
dad clinica en cuanto a que desarrolla un rhbFGF-
F2 que, combinado con un gel de coldgeno tipo
I y aplicado ectépicamente sobre heridas totales
o parciales, reduce el tiempo de cicatrizacién en
animales diabéticos hasta llevarlo a términos com-
parables a los animales normales.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 es la representacion del disenio de
(A) vector de clonacién TA y vector de expresién
pET28Db; (B) las proteinas de fusién: rhbFGF-F2,
que incorpora la secuencia aminoacidica WREP-
SFMALS del factor de von Willebrand (vWF), y
rhbFGF-F1 que carece de dicha secuencia.

La Figura 2 es el gel SDS de expresién y purifi-
cacién de las proteinas de fusién. La calle 1 indica
el peso molecular del marcador. Las calles 2 y 5
muestran las proteinas thbFGF-F1 y -F2 respec-
tivamente, antes de la inducciéon. Las calles 3 y
6 corresponden a las proteinas rhbFGF-F1 y -F2
respectivamente, tras la inducciéon. Las calles 4
y 7 muestran las proteinas en estado puro. El li-
gero retraso de la banda en la calle 7 respecto a
la banda de la calle 4 corresponde al mayor peso
molecular del thbFGF-F2, introducido por la se-
cuencia aminoacidica correspondiente al factor de
von Willebrand.

La Figura 3 muestra (A) un gel de SDS indi-
cando las diferentes condiciones de éxido-reduc-
cién ensayadas en la renaturacién de la proteina,
y la que ofrece mayor rendimiento en cuanto a
obtencién de proteina, y (B) muestra cémo di-
cha condicién de redox es la que mayor actividad
biolégica ofrece a cada proteina.

La Figura 4 representa la actividad bioldgica,
en términos de proliferacién celular, de la rhb-
FGF-F2 bajo las diferentes condiciones de diali-
sis ensayadas. El tampé6n A con 250 mM de NaCl
y 20 % de sacarosa favorece la méxima actividad
biolégica de la proteina.

La Figura 5 muestra como la actividad bio-
légica, en términos de proliferacién celular, de la
rhbFGF-F1 (circulo abierto) y de la rhbFGF-F2
(circulo cerrado), obtenidas bajo la condicién de
didlisis éptima, es comparable a la actividad bio-
légica de la proteina comercial (tridngulo).

La Figura 6 representa la fuerza de union de
las proteinas de fusién al coldgeno tipo I. Mien-
tras que el >H-coldgeno unido al thbFGF-F1 es
eluido por completo y rapidamente, el *H-cola-
geno unido al rhbFGF-F2 requiere un fuerte gra-
diente de urea para ser eluido.

La Figura 7 muestra (A) una cinética de unién
dosis-dependiente del H-rhbFGF-F1 y 3H-rhb-
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FGF-F2 al colageno tipo 1, tras la digestién del
coldgeno con 0.5 ml de colagenasa (100 U/ml).
La afinidad de unién al coldgeno que muestra el
rhbFGF-F1 obedece a interacciones no especifi-
cas. En (B) se observa que ambas proteinas de
fusién siguen manteniendo su actividad bioldgica,
en términos de proliferacion celular, tras se libe-
radas del colageno tipo L.

La Figura 8 es un grafico de barras correspon-
diente a los resultados del examen macroscépico
en la velocidad de cicatrizacién de las heridas,
tanto en ratas normales como afectadas de dia-
betes. El tratamiento ectépico de las heridas se
indica en cada caso.

Descripcion detallada de la invencién

El procedimiento seguido en la presente in-
vencién para la preparaciéon del factor de creci-
miento fibroblastico béasico, con un dominio de
unién especifico a coldgeno, objeto de la pre-
sente invencién y la evaluacién de su aplicabili-
dad, consta basicamente de las siguientes etapas:

- Construccion genética del bFGF.

- Ezxpresion proteica de los FGFs.

- Solubilizacion y purificacion de los FGFs.
- Renaturacion de los FGF's.

- Actividad biolégica de las formas proteicas
soluble y unida a coldgeno.

- Analisis de la unidn especifica a coldgeno
del rhbFGF-F2.

- Aplicabilidad en la cicatrizacion de heridas.

A continuacién se detallan, como una forma
de realizacién preferida de la invencién, los mé-
todos y procedimientos seguidos en estas etapas
bésicas, asi como los resultados obtenidos y las
conclusiones més relevantes que se derivan de los
mismos.

Métodos y procedimientos

Construccion genética del bFGF

Se obtuvo ARN citopldsmico (ARNc) de célu-
las endoteliales umbilicales humanas, y fue trans-
crito a una cadena sencilla de ADN citopldsmico
(ADNc) usando primers antisentido correspon-
dientes a la regién que codifica para el bFGF.
Realizamos amplificacién por PCR sobre el ADNc
y los productos resultantes se separaron por elec-
troforesis en agarosa. Las bandas que se obtu-
vieron se purificaron del gel de agarosa mediante
el kit Geneclean (Bio 101) y se introdujeron en
un vector siguiendo la estrategia de clonacién TA
(Invitrogen). Los clones seleccionados por el co-
lor fueron aislados y analizados mediante mapeo
de restriccién, seguido de una determinacion de la
secuencia nucleotidica. Concretamente, el primer
que utilizamos para la construccién del bFGF, la
proteina de fusién a la que incorporamos el do-
minio de unién de alta afinidad al colageno, fue
uno de 50 nucledtidos de secuencia 5’ -CAT ATG
TGG CGC GAA CCG AGC TTC ATG GCT
CTG AGC GGT GCT AGC ATG GCA G-3,
disenado para incluir dos partes: 7 nucleétidos co-
rrespondientes a la sequencia del bFGF unida a 30
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nucleétidos que codifican para un péptido modi-
ficado con capacidad de unién al coldgeno (véase
Tuan T.L. y colaboradores, Connect. Tissue Res.
(1996), 34: 1-9). La construccién resultante se
introduce en el vector de expresién pET28b (No-
vagen), el cual posee una secuencia histidinica de
purificacién en su terminal amino.

Ademads de la construccién que incorpora el
dominio de unién especifica a coldgeno, pET-
hbFGF-F2, hemos desarrollado también la que
no incluye dicho dominio (secuencia “standard”),
pET-hbFGF-F1, a fin de que pueda servir en todo
momento como control del protocolo de diseno,
expresién, purificacion y comprobacién de activi-
dad biolégica del factor de fusién. Ambas cons-
trucciones, F'1 y F2, se mantuvieron en una cepa
de Escherichia coli marcada con azul XL (Figura
1). La orientacién y lectura de la secuencia de
cada insert se confirmé mediante andlisis de se-
cuenciacién nucleotidica manual de ADN, por el
método de terminacion de cadena dideéxida mo-
dificado (USB).

FEzxpresion proteica de los FGFs

Para la expresiéon de las proteinas recombinan-
tes, las construcciones pET-hbFGF-F1 y pET-
hbFGF-F2 fueron transformadas en la cadena
BL21(DE3) de E. coli. Se inoculé un clon senci-
llo en cultivo primario que se diluy6 para obtener
un volumen final de 500 ml con medio 2YT, el
cual contenia kanamicina (100 pg/ml). Tras 2-3
horas de crecimiento del cultivo y alcanzado un
nivel de crecimiento adecuado (densidad dptica
A600 de 0.7 a 1.0), las proteinas fueron inducidas
en presencia de 1mM de IPTG durante 5 horas a
37°C. Los decantados bacterianos se obtuvieron
por centrifugacién a 5000 g durante 10 minutos,
se lavaron con tampén A (20 mM Tris-HCl, 250
mM NaCl, 0.05% NP-40, pH 8.0) y se lisaron
con 0.4 mg/ml de lisozina, 5 ng/ml de ADNasa,
0.8 mM PMSF y 10 mM de S-mercaptoetanol en
1/10 del volumen original de la suspensién ce-
lular. La lisis se facilité realizando sonicacién y
homogeneizacién con un Brinkmann Polytron a
25K durante 2 ciclos de 30 segundos cada uno,
seguido por una centrifugacién a 10000 g durante
20 minutos a 4°C, para obtener por decantacién
los cuerpos de inclusién bacterianos.

Por electroforesis en gel SDS-PAGE (Figura 2)
se determiné que, en presencia de 1 mM de IPTG,
los niveles de expresién de rhbFGF's alcanzaron el
50 % de la proteina total celular.

Solubilizacion y purificacion de los FGFs

Los cuerpos de inclusién se solubilizaron en 6
M de guanidina-HCl, 0.1 M tampén fosfato, pH
8.0, a temperatura ambiente en 1/10 del volumen
original de células, dejandolo decantar a tempera-
tura ambiente durante 1.5 horas con esporadicas
agitaciones. Las proteinas de fusion solubilizadas
se separaron de las impurezas insolubles por cen-
trifugacion a 20000 g.

La purificaciéon de la proteina de fusiéon so-
lubilizada se llevé a cabo por cromatografia de
Ni-NTA (Qiagen): tras cargar la columna con el
solubilizado y dejar reposar las bolitas de sefarosa
durante 30 minutos, se realizaron lavados de la co-
lumna con 2 voliimenes de urea 8 M en tampén A,
pH 8.0, seguido por 2 volimenes de urea 8 M en
tampén A, pH 6.5. Las proteinas recombinantes
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(F1y F2) se eluyeron con 8 M de urea en tampén
A, pH 4.0. La concentracién proteica se deter-
miné por el método de Bradford (BioRad) utili-
zando un estdndar de albimina bovina (BSA).

Renaturacion de los FGFs

Tras la purificaciéon de las proteinas por cro-
matografia de afinidad, las muestras se diluyeron
para obtener una concentracién de 0.20 mg/ml
en 8 M de urea, pH 8.0. El tampoén de 6xido-
reduccién A con 2 mM de glutation reducido
(GSH), 0.2 mM de glutation oxidado (GSSG) y
1 mM de DTT se utilizé6 para la renaturacion.
Se enfri6 en hielo durante 30 minutos y se fue
anadiendo lentamente a las proteinas de fusién
purificadas hasta diluir la urea a 1.3 M (factor de
dilucién 6X) y comenzar la renaturacion oxida-
tiva. Tras agitar con intensidad, se dejaron repo-
sar las proteinas de fusiéon a 4°C durante toda la
noche para permitirles alcanzar sus estructuras
termodindmicamente estables. Las muestras se
mantuvieron dializando toda la noche en tampén
S (250 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, 20 % sacarosa,
pH 8.0). Se realizé una centrifugacién a 10000
g durante 20 minutos a 4°C, se midié la densi-
dad 6ptica para calcular la concentracién final de
proteina, se liofilizaron los preparados y recons-
tituyeron en 0.1% de BSA/4 mM HCI antes de
congelar.

Actividad bioldgica de las formas proteicas so-
luble y unida a coldgeno

La actividad bioléogica de las formas solu-
bles F1 y F2 se determiné en células endotelia-
les de vena humana (HVEC) a través de una se-
rie de ensayos de proliferacién. Las HVEC se
cultivaron en medio de cultivo Dulbecco Eagles
(DMEM) (GIBCo) suplementado con 1% de pe-
nicilina/estreptomicina y 10 % de suero fetal bo-
vino (FBS) (GIBCo), a 37°C y 5% de CO2. Una
vez alcanzada la confluencia del cultivo en mo-
nocapa, las células fueron tripsinizadas y luego
sembradas en placas de 24 pocillos (Costar) a una
densidad de 5x10% células/pocillo. Una vez que
las células alcanzaron el 50-60% de confluencia,
el DMEM fue sustituido por DMEM al 0.5% de
FBS y las células cultivadas durante 24 horas en
estas condiciones de ayuno. Diluciones seriadas
de las proteinas de fusién rhbFGF recién rena-
turadas se fueron anadiendo a los pocillos e in-
cubadas durante 16 horas, seguidas de la adiciéon
de timidina tritiada (*H-timidina) (1Ci/pocillo,
con actividad especifica de 2 Ci/milimol, 74
GBg/milimol) (ICN) y una incubacién adicional
de 4 horas. El thbFGF comercial (R&D Systems)
fue utilizado como control estandar. Tras la incu-
bacién, las células fueron lavadas tres veces con
tampén fosfato salino (PBS), y lisadas con 150
ul/pocillo de tampén de lisis (Solvable, ICN) a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Los
extractos celulares resultantes correspondientes a
ADN fueron analizados en un equipo de centelleo
(Beckman 2000).

Para el caso concreto del thbFGF-F2 se realizé
una segunda medicién de actividad bioldgica. Se
tomaron 500 ul de coldgeno tipo I (3.0 mg/ml,
pH 7.0) procedente de una extracién con pep-
sina realizada en tendén bovino (véase Nimni,
M.E., Biorheology (1980),17:51-82), se dejé secar
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hasta que las moléculas de colageno se agrega-
ron en fibras sobre la base de cada pocillo de una
placa de cultivo de 24 y luego se cubrié con 0.2 %
de BSA. Las fracciones renaturadas de rhbFGF-
F2 en PBS se anadieron a los pocillos recubier-
tos de colageno, se incubaron a 37°C durante
2 horas y luego se lavaron los pocillos tres ve-
ces con DMEM. Las HVEC (1.5x10% por pocillo
en 0.5% FBS/DMEM) se sembraron e incubaron
durante 20 horas a 37°C antes de la adicién de
3H-timidina para determinar la sintesis de ADN
como medida de proliferacién (segin se ha des-
crito anteriormente).

Andlisis de la unidn especifica a coldgeno del
rhbFGF-F2

Se utilizaron dos procedimientos diferentes pa-
ra comprobar la afinidad de la proteina de fusiéon
rhbFGF-F2 al coldgeno. En el primer método,
la proteina de fusién recombinante fue primera-
mente inmobilizada en una columna de Ni-NTA
para luego hacer pasar coldgeno tipo I (biosinté-
ticamente marcado con 3H-prolina) a través de
la columna, y posteriormente eluido con un gra-
diente de concentracién lineal de tampén fosfato
(de 0.15 a 2 M) o urea (de 0 a 4 M).

En el segundo método, los cuerpos de in-
clusiéon conteniendo las construcciones del rhb-
FGF-F1 y rhbFGF-F2 fueron aislados por cen-
trifugacién y marcados radioactivamente por un
método desarrollado en nuestro laboratorio (véa-
se Cheung D.T. y colaboradores, Anal. Biochem.
(1981), 116: 69-74). Brevemente, los cuerpos de
inclusién fueron deshidratados con DMF (Sigma)
en tubos de ensayo de vidrio, a los que a conti-
nuacién se anadia 0.5 ml de solucién *H-NaBH4
(100 mCi, Amersham)/DMF. Esta suspension se
agita inmediatamente y se deja reposar durante 1
hora a temperatura ambiente. Los decantados se
lavan tres veces con DMF y luego PBS. Tras reali-
zar la purificacién y renaturacién de las proteinas
de fusién como se ha descrito anteriormente, se
determina la bioactividad. En placas de cultivo
de 24 pocillos, se incuban 200 ul de coldgeno tipo
I (3.0 mg/ml) durante 30 minutos a 37°C hasta
formar una estructura fibrilar. A continuacién se
afiaden 20 pl de 3H-thbFGF-F1 y *H-rhbFGF-F2
en diluciones seriadas sobre los geles de colageno
fibrilar dejando reposar durante 1 hora a 37°C.
Los geles se lavan con 2.0 ml de PBS tres veces,
30 minutos cada una. Se anade 0.5 ml de colage-
nasa A (100 U/ml, Boehringer Mannheim) y se
incuba durante 1 hora a 37°C. Se toman 20 ul de
la solucién resultante y se mide en el contador de
centelleo.

Aplicabilidad en la cicatrizacion de heridas

Para determinar la aplicabilidad del rhbFGF-
F1 y la posible mejora introducida por el rhbFGF-
F2 en la cicatrizaciéon de heridas, se han usado
24 ratas Wistar macho, de un peso entre 300
y 350 gramos. Como es conocido, los anima-
les diabéticos suponen un excelente modelo ex-
perimental para el estudio de procesos de cica-
trizacién de heridas, puesto que en estos anima-
les dicho proceso se encuentra retrasado e incluso
impedido en algunos casos. Por ello, utilizamos
12 ratas diabéticas inducidas en nuestro labora-
torio por inyeccién intramuscular de 45 mg/kg
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de estreptozotocina (Sigma). Esta dosis resulta
en un 100% de hiperglucemia y 0% de mortali-
dad. A los animales se les midi6 el contenido de
glucosa en sangre diariamente y se consideré que
hablan desarrollado la diabetes cuando, durante
tres dfas consecutivos, presentaron 350 mg/dl o
mas de glucosa en suero.

Bajo anestesia con pentobarbital sédico, a los
animales se les afeit6 el dorso, se esterilizé la piel
con etanol al 70 %, y se les practicaron ocho he-
ridas de 5 mm? cada una con profundidad hasta
el paniculo carnoso. Cada herida estaba sepa-
rada de la otra por al menos 1.5 cm. Dos heri-
das por animal (normal y diabético) fueron tra-
tadas con solucién salina (0.05 M acetato sédico,
0.001 M EDTA, 0.001 M CaCl, 0.09 M NaCl,
pH 6.0), 100 pl (1 pg/wl) de hbFGF comercial
(Chemicon International), o la misma dosis de
rhbFGF-F1 o rhbFGF-F2. Los factores de cre-
cimiento y su diluyente salino también fueron
aplicados a las heridas mezclados en un gel de
coldgeno tipo I procedente de tendén de cola de
rata (Collaborative Research). El coldgeno es
disuelto en &acido acético 0.1 M, el pH neutrali-
zado a 7.2, y la solucién resultante mezclada con
DMEM para obtener una concentracién final de
0.35 mg/ml. La mezcla de los bFGFs o del dilu-
yente salino y la solucién de coldgeno tipo I se
incuban a 37°C durante 15 minutos para con-
seguir una fina matriz de gel de coldgeno. Se
efectiian aplicaciones diarias bajo anestesia du-
rante tres dias, para luego realizar un seguimiento
macroscopico de la cicatrizacién. Otros anima-
les son sacrificados por medio de una dosis de
75 mg/kg de Nembutal a los 10 o 21 dias desde
la realizacién de las heridas. Se toman piezas
de la piel sometida a tratamiento y se proce-
san histolégicamente, se tinen con hematoxilina-
eosina, e inmunocitoquimicamente con anticuer-
pos anti-coldgeno tipo IV, anti-fibronectina y
anti-laminina desarrollados en conejo (Chemicon
International), a fin de determinar la evolucién
del proceso de cicatrizacion.

Resultados

Construccion recombinante de las proteinas de
fusion hbFGF-F1 y -F2

Segin se muestra en la Figura 1, por técnicas
de RT-PCR y tecnologia de ADN recombiante,
hemos desarrollado dos proteinas de fusién hb-
FGF. Una de ellas incorpora un dominio mole-
cular de alta afinidad de unién al coldgeno tipo
I. Se trata de la incorporacién a la proteina de
un decapéptido procedente del factor von Wille-
brand (vWF), responsable del reconocimiento de
secuencias colagénicas en los vasos sanguineos, y
al que se le ha sustituido la cisteina original por
una metionina, con el objeto de facilitar el proceso
de renaturacion. De esta forma, el decapéptido
incorporado es el correspondiente a la secuencia
WREPSFMALS, y la proteina de fusién resul-
tante, rhbFGF-F2, desarrolla una capacidad es-
pecial de unirse especificamente al colageno tipo
L

Ezpresion, solubilizacion y purificacion de las
proteinas de fusion

Las proteinas de fusién rhbFGFs han sido ex-
presadas a altos niveles en bacterias transforma-
das (la cepa BL21-DE3) que portan el sistema
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T7 polimerasa. En presencia de 1 mM de IPTG,
los niveles de expresién de rhbFGF's alcanzaron
el 50% de la proteina total celular, como se de-
terminé por electroforesis en gel SDS-PAGE (Fi-
gura 2). Las proteinas fueron aisladas de los cuer-
pos de inclusién recolectados tras una lisis celular
bacteriana. Para prevenir la co-sedimentacién de
las células y restos celulares, la lisis inicial fue
mejorada con la combinacién de un tratamiento
enzimético con lisozima (0.4 mg/ml), homogenei-
zacion y sonicacién. Debido a que las proteinas
con origen en cuerpos de inclusién contienen can-
tidades variables de uniones intercatenarias tipo
disulfito, se anadié 10 mM de (-mercaptoetanol
al tampdn de lisis a fin de romper tales uniones.

A pesar de que denaturantes fuertes tales
como guanidina-HCl 6 M y urea 8 M son bas-
tante efectivos en la solubilizacién de proteinas
del tipo de las FGFs procedentes de cuerpos de
inclusién, la guanidina 6 M fue la que mostrd un
mejor rendimiento. Tras la solubilizacién y antes
de la renaturacién, se abordé el proceso de puri-
ficacién, con idea de eliminar primero otros tipos
de proteinas solubles que pudieran llegar a ofrecer
interacciones indeseables con las bFGF's, asi como
evitar degradaciones por el contacto con protei-
nasas solubles renaturadas presentes en la misma
mezcla. La purificaciéon de rthbFGF-F1 y -F2 se
llevé a cabo por cromatografia Ni-NTA realizada
bajo condiciones denaturantes en presencia de
guanidina 6 M. Para preparar las proteinas para
los siguientes pasos de renaturacion, las muestras
unidas a la columna fueron lavadas con urea 8
M, pH 8.0, seguido de un lavado m4ds intenso con
urea 8 M, pH 6.5, seguido por una elucién final de
las proteinas purificadas con urea 8 M a pH 4.0.
Aproximadamente, el rendimiento fue de 6 mg de
rhbFGF-F1 y 8 mg de thbFGF-F2 purificadas, a
partir de 100 ml de cultivo bacteriano.

Renaturacion de las proteinas de fusion rhb-
FGF

Puesto que el control de las condiciones de
oxido-reduccion es un factor clave en la correcta
renaturacién de proteinas de fusién, nosotros he-
mos probado varias concentraciones de GSH y
GSSG a fin de incrementar la tasa y rendimiento
de F1 y F2 correctamente renaturadas. Como se
muestra en las Figuras 3A y 3B respectivamente,
un sistema redox compuesto por 2.0 mM/0.2 mM
de GSG/GSSG proporciona el méximo rendi-
miento de ambas proteinas, asi como la maxima
actividad bioldgica relativa especifica, cuando se
midié proliferacién utilizando cultivos de HVEC.

Concentracion de las proteinas de fusion rhb-
FGF

Asociado con la propia cinética y termoding-
mica de la renaturaciéon de mondémeros proteicos,
la formacién de agregados (provenientes de inte-
racciones entre precursores proteicos a medio ca-
mino de la renaturacién) compite extraordinaria-
mente con la renaturacién de proteinas del tipo de
bFGF. En consecuencia, y puesto que la agrega-
ci6én conlleva una disminucién en la concentracién
de proteina resultante, en cada ensayo de renatu-
racién establecimos un limite de concentracién,
que fue de 20 gg/ml para thbFGF-F1 y algo mds
bajo, 18 gg/ml, para rhbFGF-F2, debido al au-
mento de interacciones hidrofébicas asociado a la
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secuencia decapeptidica de vWF.

Aunque la eliminacién de los agentes solubili-
zantes y los componentes del proceso de renatu-
racion se eliminan por simple didlisis, parametros
tales como el tampén de didlisis, el pH, las fuer-
zas i6nicas y agentes estabilizantes de la estruc-
tura proteica, son de especial importancia para
prevenir la precipitacién de la proteina recién re-
naturada. El mayor rendimiento en términos de
proteina soluble activa tras la didlisis se obtuvo
con el tampén A suplementado con 20% de sa-
carosa a pH 8.0. A pH 6.5 se producia precipi-
tacién y a pH 11.0, aunque no ocurria precipi-
tacién alguna, se perdia totalmente la actividad
biolégica especifica. El resultado en cuanto a va-
lores de actividad bioldgica especifica varié segin
las diferentes condiciones de dialisis que ensaya-
mos, como muestra la Figura 4 para la proteina
rhbFGF-F2. En ningin caso se aadieron solven-
tes orgédnicos al tampoén de didlisis para prevenir
la agregacién, lo que habla en favor de la idonei-
dad de las mezclas de dialisis ensayadas.

Una vez se determiné la concentracién pro-
teica final, las proteinas thbFGF-F1 y rhbFGF-
F2 se liofilizaron. La reconstitucién del liofilizado
proteico para su posterior uso se hizo con una so-
lucién 4 mM HCl y 0.1 % de BSA. Sin embargo,
en estas condiciones detectamos una pérdida de
actividad biolégica de dos unidades respecto a las
muestras recién dializadas. El problema se solu-
ciona cuando las muestras dializadas simplemente
se congelan a -20°C.

Actividad bioldgica de las proteinas de fusion

La actividad bioldogica de las proteinas de
fusién rhbFGF-F1 y rhbFGF-F2 se comprobé en
un ensayo in vitro de proliferacion utilizando cul-
tivos celulares de HVEC, donde el rhbFGF comer-
cial sirvié como control positivo. Como muestra
la Figura 5, a cultivos celulares privados de suero
durante 24 horas, se anadieron fracciones protei-
cas dializadas desde 5 a 30 u/ml, en concentracio-
nes comprendidas entre 50 y 200 pg/ml durante
16 horas, tras las cuales se obtuvieron actividades
proliferativas comparables a las conseguidas con
el factor de crecimiento comercial.

Capacidad de union de rhbFGF-F2 al coldge-
no tipo I

La comprobacién de la afinidad de la proteina
de fusién rhbFGF-F2 al coldgeno tipo I se abordé
por medio de dos estrategias. En primer lugar,
se cargaron 100 ng de la proteina recién dializada
en una columna de Sephadex G15 recubierta de
colageno. En principio, toda la proteina cargada
quedd unida a la columna, segiin un analisis pro-
teico inmediato realizado al eluyente. Los inten-
tos de eluir la proteina de la columna utilizando
un gradiente de NaCl o urea 2 M, soluciones
usualmente empleadas en la eluciéon de proteinas
en estas condiciones, fueron inttiles, sugiriendo
que la thbFGF-F2 se habia unido fuertemente a
la columna.

En una segunda estrategia, la rhbFGF-F2 se
cargé en una columna Ni-NTA, para posterior-
mente hacer pasar una solucién de H-colidgeno
tipo I. La mayor parte del coldgeno radioactivo
cargado quedd retenido en la columna, segin
un analisis proteico inmediato realizado al elu-
yente. La columna se lavé con un gradiente li-
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neal de NaCl desde 0.15 a 2 M, sin conseguir nin-
guna elucién de coldgeno radioactivo, lo que daba
muestra de la fuerte unién al rhbFGF-F2. Como
se muestra en la Figura 6, sélo la aplicacién de
un gradiente lineal de urea desde 0 a 4 M fue
capaz de eluir todo el *H-coldgeno. En cambio,
cuando el proceso se repite con la rhbFGF-F1 (ca-
rece del dominio aminoacidico vVWF), que, en este
caso, sirvié también como control positivo de la
técnica, sélo trazas de >H-coldgeno fue retenido
por la columna. Estos resultados demostraron
que el dominio aminoacidico de unién especifico
a colageno tipo I es el responsable de la alta inte-
raccion especifica desarrollada por el thbFGF-F2
al coldgeno.

La conclusién de estos estudios nos permitie-
ron, ademds, demostrar dos hechos fundamenta-
les: i) que la unién del rthbFGF-F2 al coldgeno
tipo I era dosis dependiente, siendo la unién del
rhbFGF-F1 de muy baja afinidad y motivada por
interacciones no especificas, como se muestra en
la Figura 7A; y ii) que cuando el rhbFGF-F2
se libera del colageno tipo I mediante digestion
enzimatica con colagenasa, la proteina de fusiéon
mantiene su actividad biolégica completa, como
se muestra en la Figura 7B.

Este conjunto de experimentos demuestra que
el dominio molecular de unién especifica al cola-
geno tipo I incorporado a la proteina thbFGF-F2,
provoca que la proteina de fusién sea secuestrada
por la matriz de coldgeno, y que la digestién cola-
génica especifica de la misma libere la rhbFGF-F2
con su actividad biolégica intacta.

Efecto de la aplicacion de las proteinas de
fusion a la cicatrizacion de heridas

Hemos ensayado las dos proteinas de fusién
obtenidas en la tasa de cicatrizacién de heridas
cutaneas en ratas normales y diabéticas. Como
se muestra en la Figura 8, las heridas de anima-
les normales, tratadas ectépicamente sélo con el
vehiculo de disolucién del factor (solucién salina),
en aplicaciones de una al dia durante tres dias, co-
menzando el mismo dia de la lesién, cicatrizaron
a los 12 dias. En los animales diabéticos, la cica-
trizacién completa tuvo un retraso de 7 dias res-
pecto a las ratas normales, lo que indicaba que
la diabetes afecta negativamente al proceso de
cicatrizacién (p<0.001). Cuando las heridas se
trataron con 1 pug de hbFGF comercial, la tasa
de cicatrizacién se aceler significativamente en 3
dias, tanto en animales normales como diabéticos.
Cuando las heridas fueron tratadas con 1 ug de
la proteina de fusién con afinidad de unién por
el colageno 1, rhbFGF-F2, el proceso de cicatri-
zacion se redujo en 2 dias en ratas normales y
en 1 dia en ratas diabéticas, cuando se compara
con el tratamiento con el hbFGF comercial. Muy
significativo fue el resultado obtenido cuando las
heridas fueron tratadas con 1 ug de rhbFGF-F2
mezclado con coldgeno I. En estas condiciones se
redujo ain mas el proceso de cicatrizacién, espe-
cialmente en ratas diabéticas (2 dias comparado
con el thbFGF-F2 solo, y 3 dias comparado con el
hbFGF comercial). El tratamiento de las heridas
con el thbFGF-F1 originé resultados similares a
los obtenidos con el hbFGF comercial, tanto en
animales normales como diabéticos. El coldgeno
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tipo I solo se comporté de igual forma que la so-
lucién salina en términos de cicatrizacién.
Discusion

Con el fin de dirigir el hbFGF a espacios ce-
lulares-tisulares especificos e incrementar la vida
media de este potente factor de crecimiento mi-
togénico, hemos diseniado una proteina de fusiéon
que incorpora un dominio molecular de diez ami-
noacidos, el cual confiere al factor la capacidad de
unirse con muy alta afinidad al colageno tipo I.
Esta proteina de fusién, a la que hemos denomi-
nado rhbFGF-F2, puede ser conducida a la MEC
directamente o mezclada con matrices colagénicas
implantables (en forma de geles o sélidas). El do-
minio aminoacidico utilizado en esta construccién
ha sido el decapéptido WREPSFMALS, que co-
rresponde a una modificacién del factor de von
Willebrand, el cual presenta una alta afinidad
especifica de unién a coldgeno o gelatina (véase
Takagi J. y colaboradores, Biochem. (1992), 31:
8530-8534). Hemos demostrado que la sustitu-
cién en el decapéptido de la cisteina por la metio-
nina en posicién 7 (para mejorar las condiciones
de renaturacién) no interfiere en dicha afinidad.
Con respecto a la proteina de fusién en si, el rhb-
FGF-F2 tampoco presenta merma alguna en su
proceso de renaturacion, cuando se compara con
el thbFGF-F1 (carece del dominio aminoacidico),
manteniendo una actividad biolégica comparable
al hbFGF comercial, cuando se mide tasa de pro-
liferacion en cultivos de HVEC.

La renaturacién de proteinas agregadas en
cuerpos de inclusién bacterianos a conformacio-
nes biolégicamente activas, requiere una serie de
pasos interdependientes unos de otros: la solu-
bilizacién, la renaturacién oxidativa y la elimi-
nacién de denaturantes, cada uno de los cuales
representa un desaffo para su optimizacién (véase
Handl C.E. y colaboradores, Protein Expr. Pu-
rif. (1993), 4: 275-281; y Cardamone M. y co-
laboradores, Biochem. (1995), 34: 5773-5794).
Nuestros resultados demuestran una notable me-
jora en cada unos de ellos. 1) Hemos determi-
nado que un denaturante iénico fuerte, guani-
dina 6 M, fue mas efectivo que la urea 8 M en
la solubilizacién de los cuerpos de inclusién. Sin
embargo, en el andlisis proteico tras cada paso
de renaturacion con solucién de guanidina-HCI,
detectamos que la actividad de las proteinas de
fusién era notablemente més baja que cuando se
empleaba urea. Algunos autores han demostrado
que la guanidina-HCI podria interferir negativa-
mente con el proceso de renaturacién (véase Car-
damone M. y colaboradores, Biochem. (1995), 34:
5773-5794). Por esta razén, en nuestro estudio he-
mos utilizado inicialmente guanidina-HCl como
denaturante para solubilizar los cuerpos de in-
clusién y optimizar el rendimiento proteico, para
luego ser sustituido por guanidina-HCI con urea
8 M para desarrollar la purificacién. 2) La re-
naturacion oxidativa se realizé en urea 1.3 M, pH
8.0. 3) Puesto que la retirada de denaturantes por
didlisis simple provoca abundante precipitacién
proteica, hemos realizado una dilucién inicial del
denaturante de seis veces (de urea 8 M a urea
1.3 M) en un tampén de 6xido-reduccion, el cual
es capaz de mantener tanto la concentracién de
urea como las condiciones redox durante un in-
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tervalo de 48 horas. El resultado es que, en ese
tiempo, las proteinas solubles se rearman en sus
conformaciones nativas y la actividad biolégica
aumenta considerablemente sin precipitaciéon al-
guna. Las moléculas pequenas, tales como el gli-
cerol, la sacarosa, el poli-etilenglicol PEG 200-
2000, la albiimina de suero bovina o la L-arginina,
se anaden normalmente a los tampones de dialisis
para prevenir la precipitacién proteica (véase Ru-
dolph R. y Lilie H., FASEB J. (1996), 10: 49-56).
También la concentracién de sales y el pH son fac-
tores claves a tener en cuenta en la dialisis, puesto
que la estabilidad proteica depende de los estados
de ionizacién de residuos laterales (véase Schu-
mann J. y colaboradores, Protein Sci. (1993), 2:
1612-1620). En consecuencia, hemos determinado
que las condiciones ideales de didlisis para las
proteinas de fusiéon rhbFGFs son 250 mM NaCl,
20% de sacarosa y pH 8.0. Como se ha des-
crito (véase Gary A.M. y colaboradores, Science
(1990), 247: 1328-1330), la inclusién de dominios
moleculares auxiliares puede dificultar el proceso
de renaturacion. Sin embargo, con las adaptacio-
nes realizadas, tanto moleculares, como niveles de
o6xido-reduccién, pH, concentracién de proteinas,
adiciéon de moléculas pequenas y condiciones de
dialisis, hemos mejorado el rendimiento de ob-
tencion de las proteinas rhbFGF- F1 y -F2 en un
30 %.

El bFGF es un factor de crecimiento multi-
funcional cuyas propiedades biolégicas sugieren
un papel principal en la cicatrizacién de heri-
das. Este es un complejo proceso que se inicia
con una fase inflamatoria y la liberaciéon de com-
ponentes de la sangre a la herida, que activan
una cascada de formacién de codgulos y propor-
cionan una matriz para la afluencia de células
inflamatorias. Después se inicia el tejido de en-
carnamiento para formar una poblacién densa de
fibroblastos y macréfagos embebidos en una ma-
triz holgada de colageno, fibronectina y acido hia-
lurénico, es decir la MEC. Proliferan las células
endoteliales en la herida y se forman nuevos vasos
sanguineos (angiogénesis) para suministrar nu-
trientes y oxigeno a la zona lesionada, aportacion
esencial para la sintesis, el depdsito y la orga-
nizacién de la MEC (véase Satoh H. y colabo-
radores, Jpn. J. Pharmacol. (1997), 73: 59-
71). Se ha demostrado que el bFGF es un mi-
togénico potente para las células vasculares en-
doteliales. Ademas, es producido y liberado en
tejidos danados, contribuyendo a la proliferacion
de fibroblastos asi como a la induccién a la sintesis
de MEC por dichas células (véase Clark R.A.F,
Molecular and Cellular Biology of Wound Repair
(1996), 3-50).

Puesto que el bFGF es un agente pleiotrépico
que estimula, inhibe y modula procesos celula-
res de manera tiempo- y dosis-dependiente, es
esencial controlar su liberacion al lugar deseado
y su biodisponibilidad mientras se necesite de su
accién como agente terapéutico. En nuestro estu-
dio, el tratamiento de las heridas con el rhbFGF-
F2 aceleré el proceso de cicatrizacién tanto en
ratas normales como diabéticas, obteniéndose la
maxima significancia cuando la proteina de fusiéon
fue aplicada a la herida combinada con coladgeno
tipo I en forma de gel. Este apésito, no sélo consi-
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guié acelerar el cierre de la herida en ratas norma-
les comparado con el hbFGF comercial, sino que
también anulé el retraso que se producia en la res-
puesta de cicatrizacién en los animales diabéticos
(cicatrizacién completa a los 13 dias, aproxima-
damente el mismo tiempo que necesitan las he-
ridas de ratas normales para cicatrizar cuando
se las trata tnicamente con la solucién salina).
Segun los resultados confirmados in vitro, pode-
mos pensar que el dominio molecular de unién
especifica a coldgeno estaria incorporando a la
proteina thbFGF-F2 la capacidad de unirse es-
pecificamente al colageno tipo I que esté sirviendo
de carrier. Una vez que este apésito (coldgeno +
factor) es colocado en la herida fresca, la presen-
cia de enzimas del tipo colagenasa, cuya presen-
cia en los primeros dias de cicatrizaciéon ha sido
demostrada (véase Edelman E.R. y colaborado-
res, Biomaterials (1991), 12: 619-629), estarfan
ocasionando una lenta liberaciéon del rhbFGF-F2
desde la matriz colagénica a la que estd unido
hacia el amplio componente celular implicado en
la cicatrizacién (fibroblastos, encargados de sin-
tetizar méas matriz de coldgeno, células endotelia-
les, células inflamatorias), consiguiéndose as{ una
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mayor y mejor disponibilidad del factor por las
células diana. En este caso, el colageno tipo I
estarfa actuando como modulador fisiolégico en
la liberacién de la proteina hacia los elementos
diana. Este hecho ha sido recientemente discutido
por los autores de esta patente para un factor de
crecimiento thTGF-131 (véase Gordon E.M. y co-
laboradores, Hum. Gene Ther. (1997), 8: 1385-
1394; y Andrades J.A. y colaboradores, Exp. Cell
Res. (1999), 250:485-498).

Debido a que la actividad mitogénica del
bFGF se pierde rapidamente cuando el factor es
inyectado, se ha demostrado que cuando la protei-
na se combina con determinados materiales (por
ejemplo, la heparina) se consigue aumentar la es-
tabilidad proteica, asi como preservar su activi-
dad biolégica (véase Edelman E.R. y colaborado-
res, Biomaterials (1991), 12: 619-629). El hecho
de que la maxima tasa de cicatrizacién, tanto en
animales normales como diabéticos, se halla con-
seguido cuando el thbFGF-F2 se aplicaba combi-
nado con colageno tipo I, refuerza la idea de que
el dominio aminoacidico WREPSFMALS esté in-
corporando una mayor y/o més duradera activi-
dad biolégica a la proteina de fusion resultante.
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REIVINDICACIONES

1. Factor de crecimiento fibrobldstico bésico
con un dominio de unién especifico a coldgeno,
obtenido por ingenieria recombinante (rhbFGF-
F2) y caracterizado porque incluye un dominio
de diez aminoéacidos, correspondiente al factor de
von Willebrand modificado, que le permite com-
binarse con el coladgeno tipo I en fase de gel o
sélida.

2. Factor de crecimiento fibroblastico basico
con un dominio de unién especifico a coladgeno
(rhbFGF-F2), de acuerdo con la reivindicacién 1
que, en combinacién con el colageno tipo I, sirve
para vehiculizar la proteina hacia lugares nece-
sitados de reparacion, tales como tlceras, que-
maduras de diferente etiologia y reparaciones de
fracturas dseas.

3. Factor de crecimiento fibroblastico basico
con un dominio de unién especifico a coladgeno
(rhbFGF-F2), de acuerdo con la reivindicacién 1
que, solo o combinado con el colageno tipo I, tiene
aplicacién para acelerar la cicatrizacion de heridas
en tejidos blandos, como las heridas cutaneas y
dérmicas, tanto de incisién total o parcial.

4. Uso del factor de crecimiento fibroblastico
béasico con un dominio de unién especifico a
coldgeno (rhbFGF-F2), de acuerdo con la reivin-
dicacién 1, para la preparacion de composiciones
de aplicacion ectopica para mejorar la tasa de ci-
catrizacién de heridas.

5. Método de preparacién por ingenieria re-
combinante del factor de crecimiento fibrobléstico
béasico con un dominio de unién especifico a
coldgeno (thbFGF-F2) de acuerdo con la reivin-
dicacién 1, caracterizado por la incorporacién
a un vector de autorreplicaciéon de un fragmento
purificado de ADN que incluye:

- Una secuencia de ADN que codifica para

una sefial de purificacién del tipo de (His)n,
de ribonucleasa S, o de hemaglutinina A.

10

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

- Una secuencia de ADN que codifica para
una proteinasa del grupo de la trombina,
plasmina, tripsina, elastasa, pepsina, qui-
mosina o termolisina.

- Una secuencia de ADN que codifica para
una region de unién a matriz extracelular
del tipo de coldgeno, fibronectina o de su-
perficie celular.

- Una secuencia de ADN que codifica para el
fragmento activo del factor de crecimiento
fibrobléstico bésico humano.

6. Método de obtencién del factor de creci-
miento fibrobédstico basico con un dominio de
unién especifico a coldgeno (rhbFGF-F2), maduro
y activo, codificado por un fragmento de ADN de
acuerdo con la reivindicacién 4, que comprende
las siguientes fases:

- el aislamiento de la fraccién proteica que
contiene la region madura del rhbFGF-F2;

- la expresiéon de la proteina en bacterias
transformadas que portan el sistema T7 po-
limerasa, en presencia de IPTG;

- la denaturacién de la fraccién proteica en
un tampo6n denaturante con urea, Tris-HCI,
NaCl y NP-40, a pH 8.0;

- la purificacién de la proteina de fusién por
cromatografia de Ni-NTA mediante urea a
diferentes pH;

- la dilucién del polipéptido maduro rhb-
FGF-F2 a una concentracién 6ptima de 0.2
mg/ml;

- v la renaturacion por dialisis en un tampén
de 6xido-reduccién y DTT, seguido de un
tampo6n con Tris-HCI, NaCl y sacarosa, a
pH 8.0.
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