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RESUMO:

Esta 1nvengao refere-se a uma classe de protelnas de ma-
miferos naturals maturas que sao responsavels pela iniciagao
da calc1f1cagao e é na presente memorla descritiva denominada
factor de ca101f1cagao 6ssea (BCF). Sao compostos representa—
tivos desta classe os BCF humano e bovino, para os quais as sg
quéncias de codlflcagao de comprimento total sao proporc1ona—
dos. O BCF é& obtido pelo isolamento a partir de fontes Osseas
e por sintese usando para tal técnicas recombinantes de ADN.

ENQUADRAMENTO GERAL DA INVENS@Q

E sabido que a matrlz Ossea desmineralizada provoca a
formagao de nova massa Ossea quando implantada em tecidos ma-
c1os através de um processo normalmente designado por formagac
6ssea induzida por matriz (ver M.R. Urist, Science, 150: 893 -
- 899 (1965) ). Tém sido feitos numerosos esforgos para extral
e identificar o material activo (ou materiais) que induz este
processo, e tem sido normalmente referido na literatura como
proteinas morfogenéticas bsseas (BMP). £ ainda desconhecido se
BMP é uma substidncia finica ou uma mistura de substincias e nad
parece haver acordo entre os investigadores sobre que substin-
cias, se alguma, formam a proteina morfogenética bssea.

0 uso terapeutlco de BMP oferece vantagens con31deravels
em relagao ao uso tradicional de materiais de enscerto dsseo.
De acordo com uma das hipdteses, admite-se que BMP transforma
células tecidulares em osteoblastos (células que produzem te-
cido bésseo), muito embora nao se pretenda ficar limitado por
qualquer teoria. Durante um processo que repete o desenvolvi-
mento normal do feto humano os osteoblastos induzidos por BMP
formam cartilagem que, durante um periodo de virios meses evo-
lui transformando-se em tecido 6sseo sbélido. Assim, o BMP podd
ser Gitil: para substituir tecido 6sseo que foi destruido por
doenga ou acidente, para uso no tratamento de vitimas de es-
collose, para tratamento de conformagoes defeituosas ou defor-
magoes Osseas, para uso na soldadura de uma fractura, etc.

Um objectivo da presente 1nvengao é consequentemente o
de produzir um factor de ca101f1cagao Ossea funcional ou um
seu componente, 0 qual & uma proteina com 22KD identificada
pela sua sequéncia de aminodcidos completa, que inicia a calci
ficagao.

Um outro objectivo da presente invencao é o de produzir
esta proteina com 22KD biologicamente activa por meio de tec-
nologia de ADN recombinante.
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Um outro objectivo da 1nvengao é ainda o de preparar amostras
de acido nucleico de selecgao para isolamento do gene que com
preende o BCF com 22 KD.

Outro objectivo da presente invengao é ainda o de proporcionar
uma sequen01a de amino &cidos do BCF com 22 KD maturo que pods
entao ser preparada por sintese bloqulmlca directa ou a partip
dos amino &cidos constituintes por sintese de péptidos, por
exemplo, pelo processo de Marrifield, e particularmente por
meio de uso da tecnologia de sintese de péptidos automitica.

Estes e outros objectivos da 1nvengao serao evidentes a partin
da descrigao que se segue das formas de realizagoes preferidas
e a partir da pratica da 1nvengao.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencgao proporciona uma classe de proteinas natu-
rais de mamiferos amadurecidas (a classe é denominada na pre-
sente memdria descritiva por BCF), representada por BCF natu-
ral humano e bovino, descrito, que inicia a calc1f1cagao em

vivo e que é importante para a formagao de tecido b6sseo. 0 BCH
humano e/ou bovino pode ser usado para identificar e 1solar oy
tras proteinas de BCF de mamiferos que podem ser ou nao hombd-
logas (nas suas sequéncias de aminodcidos e de nucleotldeos)

ao BCF humano ou bovino e que exibem a act1V1dade bioldgica do
BCF. Reconhece- se que podem existir varlagoes alélicas no BCF
dentro duma espec1e e tais variantes alélicas encontram-se tan
bém dentro do amblto da classe das proteinas proporcionadas pE
la presente 1nvengao.

A presente 1nvengao proporciona ainda pollpeptldos que Sao ana
logos do BCF, tais como muteinas de BCF, proteinas de fusao,

compreendendo BCF ou dominios de BCF, e fragmentos de BCF. O

termo "proteina de fusao" inclui uma proteina que compreende

uma sequéncia de BCF completa ou um dominio de BCF, e uma se-
quéncia N-terminal ou C-terminal heterbloga (tal como uma se-
quenc1a de sinal ou uma sequenc1a gque protege a proteina dam ig
gradagao) ‘Uma muteina de BCF & uma proteina substanc1almente
homdloga de uma sequéncia de BCF natural (por exemplo, um mi-
nimo de cerca de 75%, 85%, 90% ou 95% de homologia) em que pe-]
10 menos um aminoécido é diferente. Um fragmento BCF ou um do-
minio de BCF é uma sequéncia de aminoidcidos de comprimento su-
ficiente obtida a partir de uma proteina de BCF tal que seja
identificdvel como tendo sido derivada dessa proteina de BCF.
A origem de um peptldo particular pode ser determinada, por

exemplo, por comparagao da sua sequéncia com a das bases de dal
dos plOblicas.

A presente invengao proporciona ainda um factor de calcifica-
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gao de tecido 6sseo de 22 KD que possui as sequéncias de ami-
noécidos humana e bovina, representadas na Figura 1. A presen-
te 1nvengao proporc1ona também processos para a preparagao do
factor de calc1f1cagao de tecido b6sseo de 22 KD (BCF) por meid
de técnicas de ADN recombinantes.

A presente invengao proporciona a sequéncia de ADN que codifi-
ca BCF, que pode ser usada para construlr vectores para expreg
sao em sistemas hospedeiros por meio técnicas de ADN recombi-
nantes.

A presente invencao proporciona ainda composigoes terapéuticas
que compreendem BCF e a proteina Gla de matriz (MGP) para ini-
01ar a calc1flcagao, e processos para a 1ndugao da calcifica-
gao em vertebrados por 1ntrodugao in vivo no sitio deseJado

de uma quantidade de BCF e MGP efectiva para iniciagao de calr
c1f1cagao A identidade de MGP fol primeiramente registada pox
Price, Urist e Otawara em Biochem. Biophys. Res. Lomm. 117:765
-771 (1983). -

DESCRICAO BREVE DOS DESENHOS

A figura 1 representa as sequéncias de ADN e as sequéncias de
aminodcidos codificadas de BCF humano e bovino in-
cluindo as suas sequéncias de sinal;

A figura 1A representa a sequéncia de aminodcidos do BCF huma-
no (HBCF) sem o seu péptido de sinal;

A figura 1B representa a sequéncia de aminoidcidos do BCF bovi-
no (bBCF) sem o seu péptido de sinal;

A figura 1C representa a sequéncia de ADN que codifica hBCF
sem a sua sequéncia de sinal;

A figura 1D representa a sequéncia que codifica bBCF sem a sug
sequéncia de sinal;

A figura 2 ilustra a sequéncia do fragmento Truptico do BCF
humano n2. 41, uma amostra de oligonucléotidos de
dobra dupla de 45 meros de generada (amostra A), e
uma seguhda amostra B, concebida apartir dela con-
sistindo em 64 conjunto de 18-meros que sao comple-
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mentares de todos os codoes possiveis representados.

A figura 3 ilustra a amostra C (derivada do clone Ost 3-7) e
quatro clones de cDNA de BCF isolados de uma biblig
teca de cDNA bovino (bbl.1-7) e duas bibliotecas

.de cDNA de osteossarcoma humano (ost 1-7, Ost 3-7
e Ost 3- 17). 0 comprimento, a regiao de codifica-
cao envolvida numa caixa, e o mapa de restricao
parcial dos clones estao também incluidos. Os siti
os NcoI e Spel (*) estao apenas presentes nas se
gquéncias de BCF humano;

A figura 4 ilustra adaptadores de oligonucledtidos(envolvidos
numa caixa) usados para preparar vectores de expreg

sao de BCF gue sao segregados a aprtir de levedura
usando o péptido de sinal do x-factor;

A figura 4A ilustra a Jungao entre o ADN que codifica BCF e o
promotor num vector de expressao usado para expreg
sar -BCF nao segregado na levedura;

A figura 5, 6 e 7 sao fotomicrogrificas das bolsas do misculo
quadricépote de ratos, 21 dias apds a im-
plantagao de um compdsito do recomblnante
hBCF e MGP, mostrando a 1n1c1agao de calci-
flcagao.

DESCRICAO PORMONORIZADA DA INVENCAO

0 BCF de acordo com a presente invengéo pode ser obtido, isen
to de outros factores osteindutores associados, directamente
a partir de fontes Osseas, por sintese preparativa de péptidos
(tal como o processo de sintese de Merrifield) ou por tecnolo
gia de ADN recombinante.

Tal como se descreve mails especificamente no exemplo 1, o BCF
pode ser obtido por purificagao a partir de tecido ésseo bovi
no, humano ou de outros vertebrados, a partir de extractos pay
cialmente purificados (por exemplo, Patente Norte-Americana
4.795.804 e referéncias nela citadas) por meio de electrofone-
se preparativa em gel e electroeluigao de proteina 22 XK.

0 BCF pode também ser obtido por métodos de ADN recombinantes,




w

b

tal como por selecgao de transcrltos inversos de mANR, ou por
selecgao de bibliotecas genbmicas a partir de qualquer célula.
O ADN pode também ser obtido por simples sintese do ADN usando
as técnicas vulgarmente disponiveis e os dispositivos de sin-
tese de ADN. A sintese pode ser Vantajosa porque podem ser in-
troduzidos _sitios de restrlgao inicos no momento em que se faz
a preparagao do ADN, facilitando consequentemente o uso do ge-
ne em vectores que contém os sitios de restrlgao que, de outra
forma, nao estao presentes na fonte natural. Além disso, qual-
quer modlflcagao do sitio desejada no ADN pode ser introduzida
por sintese, sem que haJa a necessidade de modificar adicional
mente o ADN por mutagénese.

Em geral, ADN que codifica BCF pode ser obtido a partlr de fon|
tes humanas, bovinas ou outras através da construgao de b1b110
tecas de cADN a partir de mARN isolado a partir de ossos de
vertebrados; e seleccionando com amostras de ADN marcadas que
codificam porgoes ou cadeias derivadas de seres humanos com o
fim de detectar clores na blblloteca de cADN que contém sequén
cias homdlogas; ou por ampllflcagao por reacgao em cadela com
polimerase (PCR) do cADN (a partir de mARN) e subclonagao e seg
1ecgao com amostras de ADN marcadas; e analisando entao os clo
res por analise de restrlgao enzimdtica e sequenciamento dos
acidos nucleicos a fim de identificar cloros de comprlmento
completo e, se os clores de comprimento completo nao estiverem
na blblloteca a recuperagao dos fragmentos apropriados a par-.
tir dos vidrios clores e a sua ligacao em sitios de restricao
comuns aos clores para se obter um clore que codifica uma mol§
cula de comprlmento completo. Amostras de ADN particularmente
preferldas sao referidos nos Exemplos seguintes. Quaisquer se-
qgenc1as que faltam na biblioteca podem ser obtida pela exten-
sao em 3' no mARN complementar de oligodesoxipuclebtidos sinté|
ticos e 1dent1f1cados por selecgao de cADN na biblioteca deno-|
minada extensao primdria ou sequéncias homologas podem ser ob-
tidas a partir de cADN derivados de sequéncias humanas ou bovi
nas tal como se mostra na Figura 1.

A realizagao pratica da presente invengao, usa a nao ser que
se indique outra forma usa técnicas de biologia molecular con-
venc1onal, microbiologica e técnicas recombinantes de ADN que
sao do conhecimento dos peritos da técnica. Estas técnicas es-
tao completamente explicadas na literatura. Ver exemplo, Mani-
atis, Fristsch & Sambrook, "Molecular Cloning: A Laboratory Ma
nual" (1982); "DNA Cloning: A Pratical Approach, "Vol I e II
(D.N. Glover ed. 1985); " Oligonucleotides Synthesis"(M.J.Gait
ed. 1984); "Nucleic Acid Hybridization" (B.D. Hames & S.J.Hig-
gins, edicon 1985); "Trabscription And Translation" (B.D. Ha-
mes & S.J. Higgins eds. 1984); "Animal Cell Culture" (R.I.
Freshney ed. 1986); "Imobilized Cells And Enzymes" (IRL Press,
1986); B. Perbal, "A Practical Guide To Molecular Clo-
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ning " (1984).

Na descrlgao da presente 1nvengao, usa-se a seguinte termino-
logia de acordo com as deflnlgoes estabelecidas abaixo.

A expressgo"factores osteoindutores associados"™ incluem facto—
res conhecidos na técnica que estao presentes no tecido bsseo
de mamiferos ou em outros tecidos de mamiferos e tendem a co-
purificar-se com BMP ou com a actividade de BMP. Tais factoresd
incluem proteinas que foram isoladas a partir de tecido dsseo
tendo pesos registados de 34KD, 24KD, 18,5KD, 17,5
KD, 17¥D, 16,5KD, 14KD (tal como é referido na Patente Norte-
-Americana N2. 4.761.471) e 6KD (referido por P.A. Price., et
al., de PNAS,73, pag. 1447-1451, 1976).

Um"repllgao“ é qualquer elemento genético (por exemplo, plas—
mideo, cromossoma, virus) que funciona como uma unidade aut-
noma da repllcagao de ADN in vivo, isto &, capaz de repllcagao
sob o seu prbprio controlo.

Um "vector" & um repllgao, tal como um plasmideo,fago ou cos-
mideo, ao qual pode ser ligado um outro segmento ADN para aigimr:
a repllcagao do segmento ligado.

Uma "molécula ADN de dupla cadeia" refere-se a forma poliméri-
ca de desoxiribonuclebétidos ( adenina, guanina, timina ou ci-
tosina) com o seu aspecto de dupla hellce normal. Este termo
refere-se apenas ds estruturas primirias e secundirias da mo-
lécula e nao se limita a quaisquer formas tercilrias particu-
lares. Assim, este termo inclui ADN de cadeia dupla encontrado
inter alia,em moleculas de ADN lineares (por exemplo, fragmen-
tos de restrlgao), virus plasmldeos e cronossomas. Discutindo
a estrutura das moléculas de ADN de dupla cadeia partlculares,
as sequéncias podem ser descritas de acordo com as convengoes
normais em qgue apenas se indica a sequéncia no sentldo 5' para
3' ao longo da cadeia nao transcrlta de ADN (isto &, a cadeia
que possui uma sequéncia hombloga a do mARN).

Uma "sequenc1a gque codlflca" ADN é a porgao duma sequenc1a de
ADN cujo transcrito é transpogts para um polipéptido in wvivo

quando colocado sob o controlo de sequen01as de regulagao apro
priadas. A cadela de ADN complementar sera entendlda como sen-
do aquela que & transcrita. As fronteiras das sequenc1as que
codificam sao determinadas _por um codao de 1nlclagao na extre-
midade 5' (amino) e um codao de)lnteraupgao de passagem na ex-
tremldade 3' (carboxi). Uma sequéncia que codifica pode inclui
mas nao se llmlta a sequenc1as proceridticas, CADN de mAR enca
rético, sequenc1as de ADN gendmicas de ADN emcaridtico (por

exemplo, de mamlferos), e mesmo sequenc1as sintéticas de ADN.
Uma sequenc1a de sinal de polladenllagao e de interrupcao de
transcrlgao localizera-se-4 em 3' de sequéncia que codifica.




Uma "sequéncia promotora" & uma regigo de regulaggo de ADN ca-
paz de ligar ARN pollmerase numa célula e iniciar a transcri-
gao de uma sequenc1a que com a Jusante (sentldo 3'). Para pro-
p051tos de deflnlgao da presente 1nvengao, a sequenc1a promo-
tora é ligada na sua extremidade 3' pelo codao de inicio de
passagem de uma sequéncia que codifica e prolonga se para mon-
tante (sentido 5') para incluir o nimero minimo de bases ou de
elementos necessarios para iniciar a transcrlgao a niveis de-
tectavels acima da base. Dentro da sequéncia _bromotora, encon-
trar-se-a um sitio de iniciagao de transcrigao (conveniente-
mente definida por mapeamento com a nuclease S1), bem como do-
mlnlos de llgagao de proteinas (sequéncias de consenso) respon
sdveis pela llgagao da ARN polimerese. Promotores encaridticos
compreenderao frequentemente, mas nem sempre, caixas "TAJA" €
caixas "CAT". Os promotores procarlotlcos compreendem sequén-
cias de Sline - Dalgarno em adlgao ds sequéncias de consensos
- 10 e - 35.

A sequéncia que codifica estd "sob o controlo" da sequéncia
promotora numa célula quando a ARN polimerase que liga a se-
quenc1a promotora transcreve a sequéncia que codifica para

mARN é entao por sua vez passado para a proteina codificada ps
la sequéncia de codlflcagao.

Uma célula foi"transformada" por ADN exdgeno quando este é in-
troduzido na membrana celular. O ADN exdgeno pode ou nao ser
1ntegrado (ligado por covaléncia) ao ADN cromossdmico, produ-
zido o génome da célula. Em proceriotas e levedura, por exem-
plo, o ADN exogeno pode sermantido num elemento eplssomal, tal
como um plasmideo. No que se refere a células encaridticas,
uma célula transformada estavelmente é aquela em que o ADN exo
geno ficou integrado num cromossoma de manelra gque é passado
para as células fllhas através da repllcagao cromossbémica. Es-
ta estabilidade é demonstrada pela capac1dade de as células epn
caribticas estabelecerem linhas de células ou clones compreen—
didos numa populagao de celulas filhas que contém o ADN exbge-
no. Um "clone" é& uma populacao de células derivadas de uma ani
ca célula ou célula “antepassado" comum por mitose. Uma "linha
de células" é um clone de uma célula primdria que é capaz de
possuir crescimento estdvel in vitro durante varias geragSes.

As sequéncias de ADN sao "substancialmente homdélogas" quando
pelo menos cerca de 85% (de preferéncia cerca de pelo menos
90%, e mais preferivelmente pelo menos cerca de 95%) dos nucle
otideos se correspondem ao longo do comprlmento definido das
sequen01as de ADN. As sequéncias que sao substancialmente ho-
mologas podem ser identificadas numa experlen01a de hibridiza-
~—{lgao Southern.,, por exemplo, sob condlgoesxestrltas como sao deT
fenidas para este81stemaespec1f1co Z&deflnlgao decondlgoesd
'.hlbrldlzagao aproprladas esta dentro do dmbito do perito de tée=

t




nica. Ver, por exemplo Maniatig. et al., Supra; DNA Cloning,
Vols. I e II, Supra; Nucleic Acid Hybridization, Supra.

Uma reglao "heterologa" da contrugao de ADN é um segmento 1den
tificdvel de ADN dentro de uma molécula de ADN maior, gque nao
& encontrada em a55001agao com a molécula maior na natureza.
Assim quando a regiao heterbloga codifica um gene de mamifero,
0 gene sera normalmente flanqueado pelo ADN gue nao flanqueia
0 ADN gendmico de mamiferos no génoma do organismo de origem.
Um outro exemplo de uma sequenc1a de codificagao heterologa é
uma construgao onde a sequéncia que codifica por si sb nao é
encontrada na natureza (por exemplo, um ADNc onde a sequéncia
genbémica que codifica compreende introes, ou sequéncias sinté-
ticas que compreendem cordoes diferentes dos do gene nativo).
Varlagoes alellcas ou acontecimentos mutacionais _que ocorrem
naturalmente nao orlglnam 0 aparecimento de regloes heterdlo-
gas de ADN como aqui se definiram.

Uma composigao compreendendo "A" ( em que "A" & uma proteina
simples, uma molécula de ADN, um vector, etc.) & essencialmen-
te isenta de "B" (em que "B" compreende uma ou mais proteinas
contaminantes, moléculas de ADN, vectores, etc.) dquando pelo
menos cerca de 75% em peso de proteinas, ADN, vectores (depen-
dendo da categorla das espécies as quais pertencem A e B) na
comp081gao é "A". de preferen01a "A" compreende pelo menos cer
ca de 90% em peso das espécies A+B na comp051gao, preferenc1al
mente pelo menos cerca de 99% em peso. £ também preferido _gque
uma composicao, que é essenc1almente isenta de contamlnagao,
compreende apenas uma espécie Gnica de peso molecular possuin-
do a actividade, ou caracteristica, de espécie de interesse.

Tal como serd descrito mais pormenorizadamente nos Exemplos
que se seguem, as bibliotecas de cADN bovino e humano foram
inicialmente amostradas quanto a sequéncias que codificam as
sequéncias BCF. usando para tal oligodesoxilucleotideos marca-
dos cujas sequéncias eram baseadas numa sequéncia parcial de
aminodcido determinada a partir de andlises de amostras de pro|
teinas purificadas obtidas a partir do tecido bsseo aqui des-
crlto. No entanto, note-se que, uma vez que se disponha de ADN
nao-cromossdmico que codifica o BCF humano e bovino e as suas
sequéncias principais, como aqui se descreve, um perito na téc|
nica rechonecerd que podem ser preparadas outras amostras que
hibridizam com - precisao, a partir das sequéncias descritas,
no sentido de obter prontamente os restantes genes humanos ou
bovinos desejados.

0 ADN nao-cromdssomico proporcionado pela presente invengao é
novo, pois acredita-se que o0s genes (cromossomlcos) bovinos e
humanos que ocorrem naturalmente compreendem introes (sequen—
cias transcritas, cujos aminodcidos correspondentes nao apare-
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cem nas proteinas maturas). Assim, o termo "nao cromdéssomico™
exclui as sequéncias de ADN que ocorrem naturalmente nos cro-
mossomas das células de bov1nos e humanos. A presente inven-
gao abrange tambem as sequéncias de cADN nao cromdssomica de-
rivaveis das sequéncias de ADN aqui representadas.

O0s vectores sao usados para ampliar o ADN que codifica as ca-
deias, tanto no sentido de preparar quantidades de ADN para
posterior processamento (vectores de clonogao) como para ex-—
pressao das cadeias (vectores expressao). Os vectores compre-
endem plasmideos, virus, (incluindo fagos) e fragmentos de
ADN integrdveis, isto &, fragmentos que sao integraveis no ge—
noma do hospedeiro por recomblnagao. 0s vectores de clonagao
nao necessitam de conter sequéncias de controlo de expressao.
No entanto, as sequéncias de controlo num vector de expressao
incluem um promotor de transcrlgao, uma sequen01a operadora
opcional para controlar a transcrlgao, uma sequéncia que codi-
fica SlthS de llgagao ribossbémica de rARN adequados (para ex+
pressao pocarlotlca), e sequéncias que controlam a termlnagao
da transcrlgao e pasagem. O vector de expressao deveré 1nc1u1r
de preferen01a um gene de selecgao para facilitar a expressao
estidvel do BCF e/ou para identificar transformantes. No entan-
to, o gene de selecgao para manter a expressao pode ser forne-
cido por um vector separado em sistemas de co- transformagao,
usando células hospedeiras encaridticas.

Vectores adequados geralmente contem repllgoes (origens de re-
pllcagao, para uso nos vectores nao 1ntegradores e sequéncias
de controlo que sao obtldas a partir de espécies compativeis
com o hospedeiro de expressao pretendido. O termo vector "re-
plicédvel", tal como aqui é usado, entende-se como abrangendo
vectores quecompreendem tals repllgoes, bem como vectores que
sao replicados por 1ntegragao num genoma de hospedeiro. As cé-
lulas hospedeiras transformadas sao células que foram trans-
formadas ou modificadas com vectores que compreendem BCF que
codifica o ADN. O BCF expresso sera depositado intracelulamen-
te ou segregado tanto para o espago periplasmdtico como para
sobrenadente da cultura, dependendo da célula hospedeira sele-]
cionada e da presenga de sinais de processamento adequados nos
peptideos expressos, por exemplo sequéncias de sinal homdlogasg
ou heterdlogas.

As células hospedeiras adequadas sao procaribdtes ou células
encaridticas. Os procariotes incluem organismos Gram negativos
ou Gram positivos, por exemplo E. Coli ou bacilos. As células
encaridéticas incluem fungos, células encaridbdticas superiores,
tais como as linhas de células estabelecidas de orlgem em ma-
miferosmiferos, ou de células de insectos. A expressao em cé-
lulas de insectos pode ser executada usando celulas hospedei-
ras e vectores de expressao em insectos, como é revelado por
Luchow, V.A., e Summers M.B. Biotechnology 6:47 - 55 (1976).




Os vectores de expressao para Células hospedeiras incluem nor-
malmente uma origem de replicagao, um promotor localizado a
montante relativamente a sequéncia que codifica o BCF, em con-
junto com um sitio de llgagao de rlbossomes, um sitio de poli-
adenllagao, e uma sequenc1a de termlnagao de transcrlgao. Os
peritos na técnica compreenderao que algumas destas sequénci-
as nao sao ex1g1das para expressao em certos hospedeiros. Um
vector de expressao para uso com mlcroblos necessita apenas d¢g
compreender uma origem de repllcagao pelo hospedeiro, um pro-
motor que seja activo no hogpedeiro e um gene de selecgao.

Um vector de expressao é construido de acordo com a presente

1nvengao de forma que a sequenc1a que codifica BCF esteja lo-
calizada no vector com as. sequenc1as de regulagao apropriadas,
sendo o ponicionamento_e a- orlentagao da sequéncia que codi-
fica, no que diz respelto as sequen01as de controlo tais que

a sequenc1a de codlflcagao seja transcrita sob "controlo" das
sequenc1as de controlo (1sto é o ARN polimerase que se liga a
molécula de ADN nas sequéncias de controlo transcreve a sequén|
cia da codlflcagao)
As sequenc1as de controlo podem ser 11gadas d sequéncia de co-
dificagao anteriormente a insergao num vector, tal como oS veg
tores de clonagao acima descritos. Alternativamente, a sequén-
cia de codlflcagao pode ser clonada directamente num vector de
expressao que contém j& as sequen01as de controlo e um sitio

de restrlgao aproprlada. Para expressao do _BCF em procarlotes
e leveduras, as sequéncias de controlo serao necessiriamente

heterologas relativamente ds sequenc1as de codlflcagao. Se a

célula hospedelra é um _brocariote, é também necessarlo que a

sequéncia de codlflcagao seja isenta de introes (por exemplo,
cADN) Se a célula hospedelra escolhida for uma célula de um
mamlfero, as sequéncias de controlo podem ser heterdlogas ou

homologas relativamente 3d sequéncia que codlflca BMP, e a se-
quenc1a de cod1f1cagao pode ser ow ADN genomlco compreendendo
1ntroes, ou cADN. Tanto as sequéncias gendmicas como sequéncials
que codificam cADN podem ser expressas em leveduras.

Os vectores de expressao tém que conter um promotor que seja
reconhecido pelo organismo hospedelro. 0s promotores comummen-—
te conhecidos e disponiveis que sao usados na construgao de
ADN recombinantes incluem B-lactamases (penicilinase) e siste-

mas promotores de lactose, um sistema promotor de triptofano
(trp) e o promotor tac. Embora estes sejam_comummente usados,
outros promotores microbianos conhecidos sao também adequados.

Em adicao aos procariotes, as células encaribdticas, tais como
leveduras sao transformadas com vectores que codificam BCF A
S?charomyces cerevigial, ou o fermento de padeiro comum, é o

mlcroorganlsmo mais comumente usado entre os hospedelros enca-
ridticos inferiores. No entanto numerosas outras espécies estad




comumente disponiveis e sao aqul Gteis. Os vectores de levedu-
ras contém normalmente uma origem de repllcagao de plasmldeos
da levedura com 2 micron ou uma sequéncia de reflocagao autd-
noma (ARS), um promotor, ADN que codifica BCF, sequéncias para

polladenllagao e termlnagao de transcrlgao, e um gene de seleg
caos

As sequéncias de promogao adequadas em vectores de leveduras
incluem os promotores para as enzimas glicoliticas, tais como
emolase, 3-fosfoglicerato cinase, gliceraldeido-3-fosfato de-
sodrogenase, hexocinase, pinuvato descarboxilase, fosfo-
fructocinase, glucose-6-fodfato isomerase, 3-fosfoglicerato
mutase, piruvato cinase, triosefosfato isomerase, fosfoglucose
isomerase, e glucocinase.

Outros promotores de leveduras, que possuem a vantagem adicio-
nal da transcrlgao controlada pelas condigoes de crescimento
sao as regioes de promotor para &lcool desidrogenase 1 ou 2,
isocitocroma ¢, fosfatase dcida, bem como as enzinas responsa-
veis pela utilizacao da maltose e da galactose.

Podem ser usadas culturas de células encaridticas superiores,
duer as células de vertebrados gue as de 1nvertebrados, incluin
do insectos, e as técnicas de sua propagagao sao conhecidas.

Ver por exemplo, Tissne Culture, Academic Press, Kruse and Pat
terson, editors (1973).

As células hospedeiras adequadas para expressao de BCF em en-
cariotes superiores incluem: linha CVI de rin de macaco trans
formada por SV40 (CO0S-7, ATCC CRL 1651); celulas de rin de ham_
ter jovem (BHK, ATCC CRL 10); células de ovarios de hamster
chineses - DHFR (descrita por Urlaub e Chemin, PNAS (USA) 77:
4216 (1980); células "sertoli" de rato (TM4, Mather, J.P., Bi-
Dl.Reprod. 23: 243-251 (1980) células de rin de macaco (CVI

ATCCCCL 70); células de rim de macaco verde africano (Vero-76,
ATCC CRL- 1587), células de cerc1noma cervical humano (HELA,
ATCC CCL 2); células de rin de caes (MDCK, ATCC CCL 34); célu
las de figado de rato bGfalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células
de pulmao humano (W 138, ATCC CCL 75); células de figado human
(Hep G2, HB 8065); tumor da mama do Rato (MMT 060652, ATCC CCL
51); células de hepatoma de Rato (HTC, M1, 54, Baumann, M., et
pl., J. Cell. Biol. 85: 1-8 (1980)e células TRI (Mather, J. P.,
et al., Annals N.Y. Acad. Sei. 383: 44 - 68 (1982). Os promotore
comummente usados sao obtidos a partir de polioma, Adenovirus
2, e Simian Virus 40 (SvV40). Note-se que, quando expresso em
tecidos de mamiferos, o BCF recombinante pode ter um peso mole
cular mais elevado devido & glicosilagao. Pretende-se conse-
quentemente que as formas glicosiladas, parc1al ou completamen
te, do BCF quepodssuem pesos moleculares maiores do que é devi-

do ao gsquelete de aminodcido sejam considerados no ambito da
invengao.




Numerosos vectores de expressao precaribticos sao conhecidos
na téecnica. Ver, por exemplo, Patentes Americanas N@9s.
4.440.859; 4.436.815; 4.431.740; 4.431.739; 4.428.941; 4.425.
437; 4.418.149; 4.411.994; 4.366.246; 4.342.832; ver também
Publicagoes Inglesas N%s. GB 2.121.054; GB 2.008.123, GB
2.007.675; e a Memorla Descritiva Europeia N2. 103.395. Os sis
temas de expressao procarlotlcos preferldos encontram se na
E. Coli. Outros vectores de expressao preferidos sao aqueles
para uso em sistemas encarlotlcos. Um sistema de expressao en-
caribtico para exemplo é aguele que usa o virus vaccinia, o
qual é bem conhecido na técnica. Ver por exemplo Macket et al.
(1984) J. Vvirol 49 : 857; " DNA Cloning " Vol. II, pp. 191-211
Supra; PCT Pub. NoO.WO 86/D7593 Ds Vectores de expressao de leve
duras sao conhecidos na técnica. Ver por exemplo as Patentes
Americanas N9s. 4.446.235; 4.443.539; 4.430.428; ver também ag
Publicagoes Europeias N2s. 103.409; 100.561; 96.491. Um outro
81stema de expressao & o vector pHSl, que tansforma células
ovirias de hamster chinés. 0 uso do vector & descrito na PCT
Pub. N2. WO 87/02062, cuja descricao aqui é incorporada como
referéncia.

Os tecidos de mamiferos podem ser cotransformados com ADN que
codifica um marcador selecciondvel, tal como o di-hidrofolato
reductase (DHFR) ou timidina cinase e ADN que codifica BCF.
Se se empregar proteina DHFR de tipo selvagem, é preferivel
escolher uma célula hospedeira que seja deficiente em DHFR,
permitindo assim o uso da sequéncia de codificagao de DHFR co-
mo marcador para uma transferéncia bem sucedida num meio hgt-,
ao qual falta a hipoxantina, glicina, e a timidina. Uma céluldg
hospedeira apropriada neste caso é a linha de células de ova-

rio de hamster chinés (CHO) deficiente em actividade DHFR, prg

parada e propagada como é descrito por Urlaub e Chamin, 1980,
Proc. Nat. Acad. Sei. (USA) 77 : 4216. '

Recentemente, os vectores de expressao obtidos a partir de
Bacchovirus para uso em células de insectos tornaram-se conhe-
cidos na técnica.

Dependendo do sistema de expressgo e do hospedeiro selecciona-
do, o BCF é produzido cultlvando células hospedeiras transfor-
madas por um vector de expressao acima descrito, sob condlgoec
em que a proteina do BCF é expressa. A proteina enzimatica . &
entao isolada a partir das células hospedelras e purlflcada.
Se o sistema de expressao segregar o enzima no meio de cresciH
mento, a proteina pode ser purificada directamente a partir d¢
um melo isento de células. Se a protelna de BCF nao for _segre+
gada, & isolada a partir do lisado de células. A seleccao das
condlgoes de cultura apropriadas e dos métodos de recuperagao
estao no &mbito dos peritos da técnica.

0 BCF produzido por técnica recombinante é recuperada a partix
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de células transformadas de acordo com técnicas conhecidas por
si serd usado de preferéncia um vector de expressao que Promo-
va a secreggo do BCF a partir de células transformadas, deste
modo as celulas podem ser separadas porcentrlfugagao. 0 BCF
normalmente é purificado por tecnlcas gerais de purificacao de
proteinas, compreendendo, mas nao de forma llmltatlva, a excly
sao dimensional, cromotagrafia por permuta idnica, HPLC e se
melhantes.

Assim que tiver sido préparada ou isolada uma:sequéncia. que_cg
dlflca o BCF, esta pode ser clonada em qualguer vector ou re-
plicao adequado e deste modo mantida numa comp051gao que é
essencialmente isenta de vectores que nao contém uma sequéncia
que codifica BCF (por exemplo isento de outros clones da biblj
oteca). Numerosos vectores de clonagem sao conhecidos pelos peg
ritos na tecnlca. Os exemplos de vectores de ADN recombinante
para clonagao e de células hospedeiras que eles podem trans-
formar compreedem os varios vectores lambda bacteriofagos (E.
IColi) pBR322 (E. coli), pACYC177 (E.coli), pRT 230 (bactéria
gram negativa), pGVv1106 (bacterla gram negativa), pLAFR1l (bac
téria gram negativa), pME 290 (nao-E.coli bactéria gram nega-
tiva), pHV14 (E.coli e Bacillus subtilis), pBD9 (Bacillus),
pIJ6l (Streptomyces), pUC6 (Streptomyces), actimofago, @C31
(Streptomyces) YIpS (Saccharomyces), YCpl9 (Saccharomyces), e
virus do papilome bovino (células de mamiferos). Ver principal
mente, DNA Cloning: Vols I e II, Supra.; T. Maniatis et al,
Supra; B. Perbal, Supra.

Considera- se alnda que os fragmentos de BCF de 1n1c1agao da
calcificagao estdo dentro do 4mbito da presente invencao. Tais
fragmentos activos podem ser preparados, por exemplo, por di-
gestSO por pepsina do BCF. Os fragmentos activos podem ser
identificados por ensaios in vivo e/ou invitro descritos adi-
ante. Em alternativa o BCF pode ser preparado por sintese pep
tidica convencional usando para tal os principios de sintese
de Merrifield e de preferéncia usando dispositivos automati-
cos comerciais projectados para aplicar a técnica de sintese
de Merrifield. Os peptideos preparados por meio desta técnica
podem ser purlflcados utilizando a cromatografia de afinidade
convencional, flltragao por gel e/ou RP-HPLC.

A Flgura 1 apresenta a sequéncia de nucleotidos alinhados e as
sequéncias de aminodcidos dedu21das para os BCF tanto humano
como bovino, para a 1dent1dade maxima da sequéncia de amlno—
acidos. Os aminodcidos que nao se conservam em ambas as espe-
cies estao colocadas dentro de um retangulo. 0 suposto codao
de 1n1c1agao estd localizado na p081gao - 17, segulndo por um
grupo de aminodcidos que apresentam as caracteristicas de fort
hidrofobicidade dos peptideos de sinal. A seta indica um pos-

sivel sitio de clivagem do peptideo de sinal. As possoveis pro
teinas maturas comegam na posigao 1 (Gln), e compreendem 18§ -

1%




aminodcidos, dos quais 96,2% sao idénticos. O peso molecular
calculado do BCF humano é de 21.967 e o do BCF bovino é de 21.
984. As sequéncias sublinhadas sao aquelas a partir das quais
se obtiveram as amostras de oligonucléotidos.

0 BCF substancialmente puro, as suas formas glicolisadas de
peso molecular superlor, ou os seu fragmentos activos, ou os
seus sais nao tbéxicos, combinados com uma substéncia velcular
farmacéuticamente aceitfvel, de modo a formarem uma composigag
farmacéutica, podem ser administrados a mamiferos, incluindo ¢
homem, tanto por via intravenosa, como por via sub-cutinea,
por—cutﬁnea, intremuscular ou oral.

Tais protelnas sao requentemente administrados sob a forma de
sais nao téxicos farmacéuticamente aceltavels, tais como sais

de adlgao de acido ou complexos metadlicos, por exemplo com Zin

co, ferro ou semelhante (que sao considerados como sais para g
propbsitos da 1nvengao) sao representativos de tais pais de
|ladigao de &acido:cloridade,bromidrato,sulfato,fosfato,maleato,
acetato,citrato,benzoato,succinato,maldito,ascorbato,tartaratg
e semelhantes. Se o ingrediente activo por administrado sob a
forma de comprimido, este deve compreender um agente ligante,
tal como o tragacanto, amido de milho ou gelatina; um agente
de desintregracgao, tal como o &cido alginico; e um lubrifican-
te, tal como o estearato de magnésio. Se se desejar a adminis-
tragcao sob a forma liquida, é desejivel o uso de um edulcoran-

te e/ou aromatizante, e pode efectuar-se a admlnlstragao intra

venosa em soro fisiolbgico isotdbnica solugoes tampao de fosfa-
to ou semelhantes.

As composigoes farmacéuticas normalmente compreenderao umaquan

tidade efectiva de BCF em conjunto com uma substéncia veicular
convencional farmacéuticamente aceitdvel. A dosagem variard em
funcao do fim especifico para o qual a proteina é administrada
epodem ser usados niveis de dosagem compreendidos no intervalg
entre cerca de 0,1lmg a cerca de 100mg por KG de peso corporal.

Os implantes do BCF recombinantes, quando mlsturados com a prg
teina Gla de matriz (MGP) (ver Exemplo 7), 1n1c1agao a calcifi

cagao. 0 BCF tanto pode ser humano ou bovino, como pode ser
uma das suas misturas. Similarmente, o MGP pode ser dqualquer

forma de mamifero, de preferéncia humana, bovina ou suas misty

ras. A proteina Gla de matriz (MGP) pode ser isolada no decor-
rer da preparagao de protelna morfogenética do tecido bsseo

(BMP) a partir de tecido ésseo cortical de bovino, gelatinado
e desmineralizado, pelos processos de Urist et al. [Ver: Price
et al. Proc. Natl. Acad. Sci USA 73 : 1447, 1976; Urist, M.R./,

Heo, Y.K. Brownell, A.G., Hohl, W.M. Buyske, J., Lietze,A.,Ten

pst,P.,Humkapillar, M.,edeLange,R.J,.: Purification of bovine
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bone morphogenetic protein by hydroxyapatite chromatography.
Proc. Natl Acad. Sci: 81:371-375, 1984 e Urist, M.R., Chang,
J.J., Lietzes, A., Huo, Y.K. Brownell. A.G., e De Lange, R.J.3
Methods of preparation and bioassay of bone morphogenetic pro-
tein and polypeptide fragments. In: Barnes, D., e Sirbaska,

D.A. (eds): Methods in Enzymology, vol. 146. _New York, Acade-
mic Press, 1987, pags 294-312]. Uma preparagao gque compreende
MGP eprlmerramente, separada de outras protelnas de matriz de
tecido dsseo por ultraflltragao por fibras Ocas atraves de

um filtro quo tamanho de poros é 10K. Sob condigoes de dissag
ciagao em ureia 6M e acido edético 0,02M (EDTA), o MGP assume
uma estrutura alongada em que as proteinas com um peso molecu-
lar compreendldo entre 14K a 15K passam através do filtro 10K
0 MGP é posteriormente purificado por cromatografia de permu
ta iénica (Berg, R.A. In: Methods in Enzymology, 1982, vol. 832
$372.398).

Além disso, para iniciar a ca1c1f1cagao o BCF e o MGP podem

ser misturados com qualquer comblnagao de uma ou mais protei-
nas, partlcularmente, com uma ou mais protelnas obtidas a par-
tir do tec1do 6sseo. Tais misturas podem nao sb iniciar a cal-
cificacgao, mas induzem também a formagao de cartilagem e o
crescimento Osseo.

Implantas de misturas de BCF e MGP induzem a calcificacao no
compartimento dos quadnicapes. O cADN de BCF pode ser utiliza-
do num teste de diagondstico para identificagao de individuos
que possuem genes BCF defeituosos, BCF defeituoso ou autoauti-
corpos dinigidos contra o BCF; ou para detectar niveis de BCF
que podem indicar uma osteoporose.

As preparagaes de BCF podem der testados in vivo de acordo con
0 processo descrito por Urist et al., Methods in Enzymology
(D. Barnes and D.A. Sirbaska, Eds. ), Vol. 146, pp. 294-312,
Academic Press, N.Y. (1987) e in vitro pelo processo de Sato
and Urist, Clin. Orthop., 183: 180-187 (1984) modificado por
Kawamura e Urist, Dev. Biol. 130:435-442 (1988), sendo todos
estes aqui mencionados como referéncia.

£ preferivel que o BCF seja misturado com a proteina Gla de ma
triz (MGP) para formar um sistema de propogagao compreendendo |
estas duas proteinas. Nao se cré que a - guantidade MGP na com
p051gao seJa critica e por conveniéncia. Podem ser usadas por-
Goes iguais de BCF e MGP no intervalo compreendido entre cerca
de 0,1 mg (peso combinado de BCF e MGP) a cerca de 100mg/Kg de
peso conforal.

0 BCF e MGP podem ser 1mplatados na forma de uma comp051gao
encapsulada de llbertagao, retardada, por exemplo, em liposso~
mas ou outras membranes de libertagao retardadas maturais ou
sintéticas,




que seJam absorviveis pelo hospedeiro. Os protocolos de puri
flcagao, descrlto abaixo em pormenor, permitem pela primeira

vez a purlflcagao do BCF natural em quantidade _suficiente e a
um grau de pureza suflclentemente elevado para permitir um

processo rlgoroso de sequen01agao dos aminodcidos. As sequén
cias dos aminodcidos obtidos do BCF purificado permlte conce-
ber amostras que auxiliem o isolamento da sequenc1a do &acido
nucleico do BCF natural ou conceber sequéncias de &cido nuclei
co sintético, que codifica a sequéncia de aminodcidos do BCF.

Os antisoros ou anticorpos monoclonais especificos (abaixo desg
crltos) podem ser convertidos num peptideo BCF recombinante ou
sintético possuindoz sequéncia, ou fragmentos de sequéncia,
dos resideos de aminodcidos, tais como os apresentados na Fi-
gura 1A ou 1B+ Um exemplo é o fragmento triptico apresentado
na Figura 2, e anticorpos antagonices a este podem ser usados
para emunoprecipitarem qualgquer BCF presente num tecido, num
extracto celular ou num fluido corporal selecionados. 0 BCF
purificado proveniente desta fonte pode entao ser sequenciado
e usado como uma base para conceber amostras especificas, tal
como se descreveu anterlormente. Podem também ser usados. An-
tlcorpos para outras regloes que divergem do BCF conhecido.
Também Gteis como antigenos sao BCF recombinente ou natural
purificados.

Tal como acima se mencionou, a sequéncia de ADN que codifica
o BCF pode ser preparada sintéticamente, em vez de serem clo-
nadas. A sequéncia de ADN pode ser construida com os coddes
apropriados para a sequenc1a de aminodcidos do BCF. Em geral,
seleccionar-se-ao os codoes preferidos para_ o hospedelro em
causa se a sequéncia for usada para expressao. A sequéncia
completa é construida a partir dos ollgonucleotldeos que se
sobrepoem preparados por meio de técnicas padrao e reunidas
numa sequéncia de codlflcagao completa. Ver, por exemplo Edge
(1981) Nature 292 :756; Namnair et al. (1984) Science 223 :
1299; Jay et al. (1984) J. Biol. Chem: 259: 6311.

As sequéncias de ADN sintéticas permitem a contrugao conveni-
ente de genes que expressam anélogos de BCF ou " muteinos ".

Em alternativa, o ADN que codofica os " mutantes " pode ser

produzido por mutagénese localizada de genes de BCF naturais

ou cADN, e as muteinas podem ser produzidos usando para tal oOs
processos de sintese polipeptidica convencional. As muteinas

alteradas, por exemplo, pela substltulgao de residuos acidos

(por exemplo Glu ou Asp) podem possuir actividade reduzida em
relagao a substratos 11gados d membrana ou substratos comple-
X0s8, Ou possuem apllcagao terapéutica anti-senso para sobre-

produgao do BCF.

A mutagenese dirigida a um sitio é conduzida usando um oligo-
nucleotideo sintético principal complementar a um ADN fago de




{

{

’

]
L

cadeia simples para ser submetido a mutagénese excepto para
pontos limitados de nao coincidéncia representados a nutagao
desejada. Em resumo, o oligomecleotideo sintético é usado co-
mo primdrio para dirigir a sintese de uma cadeia complementar
para o fago, e o ADN de dupla cadeia resultante & transforma-
da numa bactéria hospedeira de suporte de fagos. As culturas
de bactérias transformadas sao aplicadas em placas sobre agar
top, permitindo a formagao de placa a partir de células sim-
ples que protegem o fago.

Teoricamente, 50% das placas novas contém o fago que possui,
como uma cadeia simples, a forma mutada; 50% possuirada a sequén
cia original. As placas resultantes sao hobridizadas com o
primédrio sintético reagldo com cinase, a uma temperatura que
permitia a hibridizagao de uma forma exacta mas a gual as nao
coincidéncias com a cadeia original sao suficientes para impe
dir a h1br1d1zagao As placas que hibridizam com a amostra
sao entao removidas, cultivadas, e o ADN & recuperado.

0s peptideos de BCF sintéticos, recombinantes ou naturais (de
comprimento total_ou de sub-unidades) podem ser usados para
produ21r quer anticorpos policlonais quer anticorpos monoclo-
nais. Se sao deseJados os antlcorpos pollconals o peptideo de
BCF purificado é usado para imunizar uns mamiferos selecciona
dos (por exemplo, rato,ycoelho, cabra, cavalo, etc.), e 0 so-
ro do animal imunizado & posteriormente colhido e tratado de
acordo com técnicas conhecidas. As comp051goes que compreen-
dem antlcorpos policlonais para uma variedade de antigenes em
adigao ao BCF, podem ser tornadas substancialmente isentos de
anticorpos que nao sao anti-BCF por cromatografia de imunoafi
nidade.

Os anticorpos anti-BCF monoclonais podem também prontamente
produzidos por um perito na tecnlca a partir desta descrlgao.
A metodologla geral para;apreparagao de anticorpos monoclonaig
por meio de hibridomas & bem conhecida. Linhas de células 1mo;
tais produtoras de antlcorpos podem também ser criadas por tég
nicas que nao a de fusao tals como a transformagao dlrecta de
linfbésitos B com ADN oncogénico, ou transfecgao com o virds
Epstein-Barn. Ver, por exemplo, M.Schreier et al., "Hybridoma
Techniques" (1980); Hammerling et al., "Monocloral Antibodies
And T-Cell Hybridomas" (1981); Kennett et at. "Monoclonal An-
tibodies" (1980); ver também as Patentes Americanas N9s.
4.341.761; 4.399.191; 4.427.783; 4.444,887; 4.451.570; 4.466.
917; 4.472.500; 4.491.632; 4.493.890.

Painéis de anticorpos monoclonais produzidos contra péptideos
do BCF podem ser separados segundo varias propriedades; isto
& inotipos, epitopos, afinidade, etc. Apresentam um particu-
lar interesse os anticorpos monoclonais que neutralizam a akivid]




de de BCF. Tais anticorpos monoclonais podem ser prontamente
identificados nos testes de actividade de BCF. Os anticorpos
de elevada afinidade sao também Oteis na purificacao por imu-
noafinidade de BCF recombinante ou natural.

O0s anticorpos para as formas de BCF aqui descritas (tanto po-
liclonal como monoclonal) podem ser usados para inibir ou pa-
ra inverter a calcificagao arterial. Um processo terapéutico
apropriado serd o de tratar o paciente com uma dose efectiva
de anticorpos anti-BCF através da via intrevenosa convencio-
nal. No tratamento da inflamagao aggda local, o tratamento com
anticorpos anti-BCF serd 1nd1cado, talvez por injecgﬁo intre—
muscular. Estas comp051goes podem também ser Qteis na marcagagd
de vArias formas de tumores uma vez que se saba que 0s tumores
por vezes calcificam, sugerindo a presenga de BCF. Os antago-
nistas de BCF, tais como muteinas de BCF, podem também ser usa
dos em vez de anticorpos.

A determinagao do regime de tratamento apropriado (isto é do-
sagem, freguéncia de administracao, sistémico vs. local, etc.)
encontra-se no dmbito dos peritos na técnica.

Para admlnlstragao, 0s antlcorpos serao formulados numa forma
de dosagem unltarla injectédvel ( solugao, suspensao, emulsao,
etc. ) em assoc1agao com uma substincia veicular parenterlca
farmaceutlcamente aceltavel. Tais subst@ncias veiculares sao
normalmente nao tbéxicas e nao terapeutlcas. Sao exemplos de
tais substdncias veiculares a agua soro flSlOlOglCO, solugao
de Ringer, solugao de dextrose, e solugao de Hank. As substén-
cias veiculares nao aquosas, this como dleos fixos e oleato de
etilo também podem ser usadas. Uma substédncia veicular preferi
da & albumine humana 95% (p/p) em soro fisioldgico. A substén-
cia veicular pode compreender quantidades menores de aditivos,
tais como as substdncias que aumentam a isotonicidade e esta-
bllldade quimica, por exemplo tampoes e conservantes. O anti-
corpo é tipicamente formulado em tais substlncias veiculares

a concentragaes compreendidas no intervalo entre cerca de Img
ml a 10 mg/ml.

0s anticorpos anti-BCF serao também {teis em apllcagoes de digd
gnbéstico. A presente 1nvengao contempla um processo, particu-

larmente um processo de diagnbéstico, em que se colhe uma amos-|
tra de um ser humano (ou de outro mamlfero), e a quantidade de
BCF é medida quantitativamente num ensaio. Por exemplo o em-

prego de anticorpos anti-BCF num imuno ensaio quantitativo po-
de ser usado para detectar deficiéncia genética em BCF. Os an-
ticorpos especificos para BCF podem ser formulados para qual-

quer formato de imuno ensaio convencional; por exemplo radio—

—1munoensalos heterogeneos ou homogeneos ou ELISA. Os varios

formatos sao bem conhecidos pelos perltos na técnica. Ver, por
exemplo, " Immunoassay " A Pratical Guide (D.W. Chan and M.T.




Perlstein, eds. 1987) cuja descricao aqui & incorporada como
referéncia.

Em geral, a producao recombinante de BCF pode propocionar com-
posigoes do BCF substancialmente isento de outras proteinas
que possuem fungoes osteoindutivas associadas. A capacidade ra
ra obter niveis elevados de pureza é um resultado dos siste-
mas de expressao recombinantes que podem produzir BCF em quan-
tidade substancial, face as fontes in vivo. Assim aplicando
técnicas convenc1onals a culturas recomblnentes, podem ser prg
duzidas comp051goes de BCF que sao substanc1almente mais puras
do que as comp051goes susceptiveis de serem obtidas a ‘partir
de fontes Osseas.

0 BCF purlflcado sera particularmente Gtil como utensilio na
corrupgao e selecgao de inibidores de calcdficagao. Primeiro,
sao obtidas quantidades a nivel de miligamas do material de

acordo com a presente invencgao. Quantidades na ordem dos mili-
gramas sao passiveis de crlstallzagao para permltlr estudos
tridimensionais usando dlfracgao por raio X e andlises por con
putador. Este facto pode permitir a dedugao no que diz respei-]
to a forma d- molecula, definindo assim formas prdprias para
substdncias utilisdveis como inibidores de actividade normal-
mente exibida pelo BCF. Geralmente os antagonistas tém sido

" peptldeos " cujas 1nternécgoes com um factor que & inibido
sao estabilizadas pela modificagao dos "residuos v que parti-
cipam na llgagao peptidica no sentido de aumentar a capacidadg
do " peptldeo " para 1nteractuar especificamente com o factor
de consersao. Assim as llgagoes peptidicas unem-se a &cidos

carboxilios e aminas especialmente escolhidos (nao necessariad
mente aminodcidos).

Estes " peptideos " sao configurados numa serie tridimensionall
de modo a complementar o contorno do objectivo pertendido o
enzima de conversao uma dlsp051gao espa01a1 similar tipo " chg
ve e fechadura " pode resultar de moléculas designadas comple—
mentarmente ao contorno da superficie do BCF da invencgao.

Entende-se que o termo " superficie " inclui convulugoes que
podem ser interiores, e incluem especificamente o sitio acti-
vo. Além disso por " complementarmente " entende-se como sig-
nificando que, para além de con:ormagoes espaciais que se "
" adaptam ", as 1nteracgoes entre a protelna e a molecula que
se adapta aos contornos da sua superficie sao de atracgao e
pos1t1vas. Estas 1nteracgoes podem ser llgagoes de hidrogénio
» ligagao ibnica ou afinidade hidrofébica.

Em conformidade a invengao contempla antagonistas ou agomista
de peptideos(2 a 15 aminodcidos )para BCF gque sao caracteriza-
dos por contornog tridimenssionais complementares aos contor-
nos tridimensionais na superficie do BCF recombinante.




Por peptideos neste contexto entende-se que o0os antagonistas ou
agonistas compreendem llgagoes amida-acido carboxilio que cor
respondem ao numero de re81duos menos 1. Os &cidos carboxilio
e amina participantes nao necessitam ser x-aminodcidos.

Em segundo lugar, mesmo sem a assisténcia de uma determlnagao
de estrutura tridimensional. O BCF purificado da invengao tem
31gn1f1cado como um reagente na selecgao de 1n1b1dores de BCF
1n vitro como uma tentativa ad hoc para avallagao. As prepara
goes do BCF impuras dlsponlvels correspondentemente originam
dados confusos devido a influéncia das impurezas nos resulta-
dos do teste. Por exemplo, os contaminantes que se tornam eleg
mesmo em inibidores, activadores ou substractos para o BCF po
dem interferir com a avallagao. Logo, um aperfeigoamento es-
sencial em técnicos de selecgao correntes para os inibidores

do BCF serd proporcionado pela dlSpOlellldade da proteina BCH
purificada. Note-se que esta descrlgao e 1novagoes desta in-
vengao pretende cobrir todas as alteragoes emodlflcagoes da in
vengao que estao dentro do espirito e dmbito da 1nvengao. En-
contra-se dentro dos conhecimentos de técnica a 1nsergao, a

1lem1nagao ou substituigao de aminodcidos de uma sequéncia de
aminodcidos de um BCF sem que afecte substanc1almente a activi
dade de 1ndugao de calcificagao e crescimento ésseo de molé-
cula. A invengao é expressamente estabelec1da* para ser sufi-
cientemente lata para incluir remogoes adogoes ou substltulgoe
intencionais. Além disso, reconheceu-se gue um perlto na téc-
nica pode produzir de forma recombingante tais proteinas modi-
ficadas.

Os peptideos do BCF sintéticos, recombinantes ou naturais (com
primento completo ou nebunidades) podem ser ainda usados para
produzir anticorpos monoclonais e policlonais. Se se desejar
anticorpos policlonais, o BCF purificado & usado para imunizan
um mamifero escolhido {por exemplo, o rato, coelho, cabra, ca
valo, etc.) e o soro do animal imunizado é posteriomente reso
lhido e tratado de acordo com as técnicas conhecidas. As com-
p031goes que compreendem antlcorpos policlonais contra uma va-
riedade de antigénas, em adlgao ao BCF, podem ser tomados subs
tancialmente isentos de anticorpos que nao sao anti-BCF pela
cromatografia de imunoafinidade.

Anticorpos anti-BCF monoclonais podem também ser prontamente
produzidos por um perito na técnica a partir da descrigao aqui
apresentada. A metodologia geral para preparar os anticorpos
monoclonais por meio de hibridomas & bem conhecida. As linhas
de células imortais produtoras de antlcorpos _bodem também ser
criadas por outras técnicas que nao a da fusao, tal como a
transformagao directa de linfbcitos B com ADN oncongénico, ou
a transfecgao com o virus Epstein-Barr. Ver, por exemplo, M.




Schneider et al. "Hybridoma Techniques" (1980); Hammerling et
al., "Monoclonal Antibodies And T-Cell Hybridomas" (1981); Ken
nett et al., "Monoclonal Antibodies" (1980); ver também as Pa-
tentes Americanas N9s. 4.341.761; 4.399.121; 4.427.783; 4.444.
887; 4.451.570; 4.466.917; 4.472.500; 4.491.632; 4.493.890.

Os paineis anticorpos monoclonais produzidos contra os peptidg

os de BCF podem ser selecionados quanto a vArias propriedades;
isto & isotipos, epitopos, afinidade, etc. Apresentam particu-
lar interesse os anticorpos monoclonais que neutralizam a ac-
tividade do BCF. Tais monoclonais podem ser prontamente iden-
tificados nos ensalos de actividade de BCF. Antlcorpos de ele-
vada afinidade sdao também Gteis na purificagao por imunoafini-
dade do BCF recombinante ou natural.

Os anticorpos anti-BCF sao também {iteis em aplicagoes de dia-
gondstico, por exemplo a massa Ossea isolada a partir de paci-
entes com osteoporose pode mostrar que aguela & deficiéntemen-

te em BCF. Deste modo, a presente invengao comtempla um proceg

so, particularmente um processo de diagnbstico, em que é& co-
lhida uma amostra de tecido Ossea de um ser humano (ou de ou-

tros mamiferos) e a quantidade do BCF é medida quantitativamen

te num ensaio. Os anticorpos especificos para o BCF podem ser
formulados a partir de qualquer formato de um imunoensaio con-
vencional, por exemplo radioimunoensaios homogéneos ou hetero-
geneos, ou ELISA. Os vArios formatos sao bem conhecidos pelos
peritos na técnica. Ver, por exemplo, "Immunoassay: A Pratical
Gulde" (D.W. Chan and M.T. Perlstein, eds. 1987) cuja descri-
gao é aqui 1ncorp0rada como referéncia. Ensaios quantitativos,
outros que nao. os imunoensaios, podem também ser usados para
medir os niveis relativos de BCF comparados com um padrao, ou
com um nivel de BCF observado anteriormente num paciente.

0s exemplos que se seguem sao revelados com o propdsito de
ilustrar, mas nao pretendem limitar a invengao de forma algumd

Exemplo 1

Andlise de Sequéncia do BCF

As proteinas 22K de interesse, parcialmente purificadas a par-
tir de fontes humanas e bovinas, como descrito por Urist, et
al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 81, 371-375 (1984), foram ul-
teriormente purificadas para se obter homogeneidade, por meio

de electroforese por gel e electroelulgao preparatlvas Methods

in Enzymology, g; : 227-236 (1983). Esta purlflcagao mostrou
que as amostras iniciais parcialmente purificadas compreen-
diam, em adicao ao BCF de 22K, outras proteinas de mamiferos
a 34K, 19K, 14K e 6K. Apds a prec1p1tagao com acetona (W.H.
Konigsberg e L. Henderson, Methods in Enzymology 91 : 254-259

(1983 e quantificacao pelas




analises de aminoacido (B.A. Bidlingmeyer, S.A. Cohen e T.L.
Tarvin, Journal of Chromatography, 336:93-104 (1984). 0 mate-
rial foi reduzido sob condlgoes de desnaturagao com 2-mercap-
toetanol e os residuos de tisteina foram derivadas com 4-vinil
-piridina (M. Friedman, L.G. Krull e J.F. Cavins, Journal of
Biological Chemistry, 245: 3868-3871 (1970). Apbds didlises

exaustivas para remogao do desnaturente, a recuperagﬁo de pPro-
teinas foi controlada pela repetlgao das analises de aminodci-
dos. As proteinas foram digeridas com TPCK- tr1p51na em presen-—
ca de ureluZM para gerar fragmentos de peptldeos nao bloguea-
dos adequados para a andlise de sequenc1as (G. Allen, Sequen-
cing of Proteins and Peptidos, pags 51-62 (1981) Elsevier/Nor-

th Holland Publlshlng Company, Amesterdao, Holanda). Os produ-
tos da dlgestao foram resolvidos por cromatografia liguida de
alta resolugao .em fase inversa usando gradientes de acetonimi-
lo ou acetonitrilgisopropanol em &cido trifluoracético aquoso
(J.E. Shively, Methods of Protein Microcharacterization, pags.
41-87 (1986), Humane Press, Cllfton, New Jersey). As fracgoes
peptidicas foram submetidas a degradagao de Edman automatica
usando para tal um sequenciador de proteinas Applied Biosys-
tems 470A (M.W. Hunkapiller, R.M. Hewick, W.J. Dreyer e L.E.
Hood,_ Methods in Enzymology, 91399-413 (1983). 0Os derivados dd
aminoadcidos do feniltiohidantoina foram identificados por cro-
matografia num analisador Applied Biosystems 120A PTH (M.W.
Hunkapiller, Applied Biosystems, User Bulletin Number 14
(1985), Applied Biosystems, Foster City, California). A se-
quéncia de hBCF determinada por este processo & confirmada pe-
la sequéncia deduzida a partir do cADN humano na Figura 1.

EXEMPLO 2

Isolamento de ARN

O mARN foi isolado a partir de tecido 6sseo recente de vitelod
de 7 meses ( obtidos no Rancho Veal Meat Packers, Petaluma, CA
ou a partir de células de osteosarcoma humano.

Fragmentos longitudinais de femur de vitelo foram partidos e
removeu-se o tecido conjuntivo e a medula, foram partidos em
pequenos fragmentos e congelados a -802C. As células do oste-
osercoma humano foram também congeladas a -8092C. O ARN foi isg
lado de ambos os tecidos congelados pelo processo do tiociana-
to de guanidinio / GCl (Maniatis, T., Fritsch, E. F. e Sambro-
ok, J. Molecular Cloning: A Laboratory Manual ( Cold Spring
Harbor Lab., Cold Spring Harbor, NY (1982); Freeman, G.J.,
Clayberger, C., Dekrulyff, R., Rosenblum, D.S. e Cantor H.
Proc. Natl. Acad.Sci.; USA, 80:4094-4098 (1983). Foi usado um

triturddorpara pulverizar o tecido bovino directamente na solu
gao de extracgao de tiocianato de guanidinio. 0 poli (A)+ARN
foi purificado porum frcdmaento simples sbre oligo (dT)- celu-
lose-(Mamiatis, et al, supra).

~—



Contrucio das bibliotecas de cADN

A primeira cadeia de cADN foi sintetisada a partir de ARN de
matriz bovina ou poly(A )+ARN do osteosarcoma humano usando pa
ra tal condlgoes similares as descritas por Okayama e Berg
(Okayama, H e Berg, P. Molec. and Cell Biol. 3: 4094-4098
(1983). Cerca de 5mg de poly (A)+ARN em 20mg de tris-cloridra
ta 5mM (pH 7,5) foram aquecidos a 652C durante 3 minutos e de
pois rédpidamente arrefecidos num banho de gelo e imediatamen-
te ajustados (@ temperatura ambiente) de modo a conter Tris-
-cloridrato 50mM (pH 8,3 a 42¢9C), MgCl2 8 mM, KCl 30mM, ditro
treitol 10mM, e dATP, dGTP, d4dTTP, [X-32P] 4CTP cada um deles
a uma concentracao de 2 mM (n300 cpm/pmol), 60 unidades ARN
sina e 2,5 mg oligo de (dt) 12-18 (volume total 40ml). A reac
cao foi iniciada com a adigao de 50 a 60 unidades de transcri
ptase inversa do virus de leucémia de murideo " moloney " clo
nada e foi continuada durante 60 minutos a 42¢C. A sintese de
CADN de dupla cadeia (ds)ea adic¢ao de ligantes ECORI redimm-e.m
meio de dois métodos diferentes. Inicialmente a segunda cade-
ia de cADN foi sintetisada pelo processo de Wickens et al.
(Wickens, M.P.., Buell. G.N. e Schimke, R.T. J. Biol.Chem.
253:2483-2495 (1978). 0 anel foi removido do cADN ds pela nu-
clease SI, foli metilado com Eco RI metilase, foi cortado com
extremidades alruptas com ADN-polimeras T4, ligada a ligantes
ECORI fosforilados e finalmente digeridos com ECORI (Mamiatis
et al. Supra). Posteriormente, a segunda cadeia de cADN foi
sintetisade pelo processo de Gubler e Hoffman ( Gubler, U. and
Hoffman, B.J. Gene 25: 263-269 (1983), modificado por Aruffo
e Seed (Aruffo, A. and Seed, B. Proc. Natl. Acad. Sci.: USA
74:8573-8577 (1987). O cADN ds foi entao ligado a adaptadores
ECORI fosforilados assimetricamente (hemifosforilados) ver sii

tese de oligonucleotideos) como descrito por Aruffo e Seed,
Supra, foi fosforilado com T4 polinucleotideo-cinase (Maniati
et al., Supga), ajustado com NaCl a 0,5M, EDTA 25mM, e aquec1
do a 75°C. durante 15 minutos para inativar a pollnucleotldo—
-cinese. O cADN ds preparado por meio de ambas as técnicas
foi separado dos ligantes adaptadores nao ligados por croma-
tografia sobre Biogel A-15m e recuperados por precipitacao em
etanol. O cADN foi ligado aos bragos ZAP (S|natagene) com T4
ADN-ligase (New England Biolabs) como é descrito pelo fornece
dor mas incluin 15% de polietileno glicol (PEG) 8000 (Sigma),
uma modificagao descrita por Pfeiffer e Zimmerman (Pfeiffer,
B.H. e Zimmerman, S.B. Nucl. Acids. Res. 11:7853-7871 (1983).
0 ADN ligado foi recuperado pela centrofugagao (12.000 X g),
foi levado com clorofdérmio, seco , foi posto de novo em sus-
pensao em 4ml de Agua e incubado com um extracto embalado in
vitro ( Stratagene ) de acordo com o fornecedor. O fago recom
binante foi propagado em E. coli BB4 (Stratagene).




Sintese de oligonucledtidos
Os oligonucledtidos foram sintetizados pelo processo de fos-
foramidite com um sintetizador Applied Biosystems (Foster City
CA) modelo 380A foi purificado por electroforese. por gel de
poliacrilamina e dessalinado numa cartuxa Waters SEP-PAK (
Cl8 ). Um oligonucledtido 10-mero ( 5'CCGAATTCGG3') foi sinte
tizado e usado como ligante ECORI para a construcgao da biblio
teca de cADN. Antes da ligacao, o ligante foi fosforilado com
T4 polimixeleotido-cinese (Mamiatis, T., Fritsch, E.F. e Sam-
brook, J., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring
Herbor Lab., Cold Spring Herbor, NY 1982). Um oligonucléotido
l4-mero (5'CCTGTAGAICTCCG 3') e um oligonucleotido 18-mero
(5' AATTCGGAGATCTACAGG3') foram sintetisados e usados como
adptadores ECORI. O l4-mero foi fosforilado (Mamiatis, et al./
Supra) e subssequentemente aquecido a 95°C durante 15 minutos
para inactivar a polinucleotido-cinase, antes do recozimento
com O 18-mero. Estes adptadores fosforilados assimétricamente
compreendiam também um sitio de ataque do enzima de restricao
Bg III interna. Bajeada na sequéncia do aminodcido do fragmen-
to triptico BCF humano, foi construida uma amostra de oligo
nucleotido 45-mero duplamente degenerado (Figura 2, Amostra
A) seguindo as regras de Lathe (Lathe, R.,J. Mol.Biol. 183:1~-
-12 (1985). As duas amostras de oligonucleotidos (A e B) foran
sintetisadas com base na sequéncia de aminodcidos de um pep-

tideo triptico purificado do factor de calcificagao de tecido
6sseo- humano (hBCF) (Figura 2).

EXEMPLO 4

Seleccao das bibliotecas de cADN
a. Bibliotecas do osteosarcoma humano

Aproximadamente 300.000 fagos recombinantes foram colocados
em placas (50.000 fagos placas'® 137mm de diametro) em E. coli
BB4, foram cultivados durante 5 a 6 h a 372C, transferidos pa-
ra filtros de nitrocelulose (Millipore, HATF 137), processados
de acordo com Benton e Davis (Benton, W.D. and Davis, R.W.,
Science 196:180 (1977) e visualisado com uma amostra de oligo-
nucledtido A. Dezoito clores de cADN de hBCF dos 300.000 re-
combinantes foram identificados. Realizaram-se anilises de
manche Southerm (abaixo descritas) dos insectos de ADN usando
a amostra A e também a amostra B (Figura 2), um oligonucled-
tido 18-mero completamente degenerado, contido dentro de amos|
tra A. A maioria dos clores hibridizerem com ambas as amostras
A amostra foi marcada na extremidade com o T4 polinucleotido-
-cinase e [Y32-P] ATP (Maniatis, et al. Supra) para uma acti-
vidade especifica de 1-2 X 108 cpm/mg. Os filtros foram pré-
~hibridizados durante 1 a 2 h a 37°C em formamida a 20% (Vol/
vol), 5 X 55C ( 1 X 55C = cloreto de sbédio 0,15M/ citrato de
sédio 0,15M, PH 7) 5 X solugao de Denhardt's ( 1 X solugio Den
hardt= polivinilpirrilidona 0,02%/Ficoll 0,02%/ albumine de SO




b

ro de bovino 0,02%), 10% sulfato de dextrano, fosfato de sb-

dio 50mM pH 6,8, Ppirofosfato de sdbdio 1mM, NaDodSo4 0,1% e 50
mg/ml de ADN de esperma de salmao desnaturado. A amostra mar-
cada foi adicionada a uma concentragao de 10® cpm/ml e foi con
tinuada a hibridizagao durante a noite a 37°C com agitagao su-
ave. Os filtros foram lavados duas vezes ( 20 minutos/lavagem) .
em 2 X 55C, Na Dod 504 0,1%, a 55°C e expostos a uma pelicula
KODAK XAR-2 com filtro intensificador Lightning Plus, durante
a noite, a—~809C. As areas de placas originando sinais nos fil-
tros duplicados foram removidas, recolocadas em placas e sele-
ccionadas de novo como acima até se obterem placas puras.

Dois dos clores duplamente positivos (Ost 3-7 e Ost 3-17, Fig
3) foram sequenciados e provaram conter sequéncias sobrepostasg
idénticas, bem como uma regiao que codifica o fragmento trip-
tico (Flgura 1 sublinhado e Figura 2). O Ost. 3-17 Compreende
a sequéncia completa que codifica a protelna matura, mas nao
o peptideo sinal completo, tal como é evidente a partir do
cADN de DbBCF apresentado na Figura 1.

Uma quantidade adicional de 300.000 fagos recombinentes de du-
as bibliotecas de cADN de osteosarcoma diferentes foram poste-
riormente colocadas em placas e seleccionadas como acima se
descreveu, mas com as seguintes alteragoes. (1) A mistura de
hibridizagao compreendida formamida 40%, 5 X 55C, 5 X solugao
de Denhart, PEG 8000 a 10%, fosfato de sddio 50mM pH 6,8, Na
DodSo04 0,5% e 50mg/ml de desnaturado; (2) os filtros foram la-
vados a 652C em 2 X 55C, NaDodS04 0,1%; e (3) a amostra era
um. O fragmento do ADN de 24 Obp. obtido por digestgo do clone

amostra foi purlflcada emarcada pelo método de oligo- prlmarlo
(Feinberg, A.P. e Vogelstein, B., Anal. Biochem. 137. 266-267
(1984) para uma actividade especifica de - 1 X 109 cpm/mg.
Aprox1madamente 20 clores de cada biblioteca originaram sinais
de hibridizagao fortes e anallses com enzimas de restricao des
tes clones identificaram varios maiores do que Ost 3-17. Um
destes, Ost 1-7 (Figura 3) foi sequenciado e considerado de
comprimento total com base na sua homologia com o clone de
CADN do BCF de bovino, abaixo descrito.

b. Biblioteca de cADN da matriz de tecido 6sseo de bovino

Aproximadamente 300.000 recombinantes da biblioteca de cADN
da matriz de tecido 6sseo de bovino foram seleccionados com a
amostra C (Figura 3), um fragmgnto de ADN de 240 bp Bg 1II-
Asp 718 do 0Ost 3-7, sob condigoes descritas para a amostra A,
excepto o facto de se ter omitido a formemida da solugao de
hibridizagao. Os filtros foram lavados a 55°C em 2 X 55C, Na
Dod 504 0,1%. Foram identificados vinte e quatro placas p081ti
vas. O clone bbP.1-7 (Figura 4), que compreendla a maior inser|
to, foi sequenciado e mostrou compreender sequéncias homologas




ao hBCF. A sequen01a de am1noac1do deduz1da do cADN de bBCF in
dica que o aminoadcido-4 nao é o codao de 1n1c1agao devido a
presenga de val nesta p081gao. 0 codao de 1n1c1agao mais pro-
vavel estd localizado na posicao 17 do aminoicido que se en-
contra 28 nucleotideos a frente do extremo 5' do clone hBCF
Ost 3-17. A Met na posigao 17 é também precedida por uma zona
de llgagao riborsdnica aceitdvel.

EXEMPLO 5

Subclonacao, Sequénciacao e Andlises

0s plasmideos recombinantes foram libertados em Bluescript SK
(-) vector do AZAP pelo protocolo recuperagao/excisao M 13 des
crito pelo fornecedor (Stratagene). Os plasmideos foram propa-
gados em E. coli BB4, e o ADN do plasmideo foi isolado pelo
processo de lise alcalina (Maniatis, et al., supra). 0s inser-
tos de cADN foram excisados com os enzimes de retrigao ECORI

e BglII (Boehringer-Mannheim), purificadas por electroforen
por gel de poliacrilamide (Maniatis et al. Supra e passadas
através de uma coluna Elutlpud (Schlelcher e Schnell) e sub-
clonadas em vectores de sequénciacao M13 (Manlsch Perron, C.
Viera, J., Gene 33:103-119 (1985). A sequénciacao de ADN foi
realizada pelo processo de terminagao de cadeia de didesoxi
(Sanger, F. Nicklen, S. and Coulson, A.R., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 74: 5463-67 (1977) usando primarios M13 bem como os
primdrios internos especificos. Foram resolvidas regioes am-
biguas usando trifosfato de 7-desaza-2-desoxiguanidina (Barr,
P.J., Thayer, R.M., Laybourn, P., Najarian, R.C., Seela, F.,

e Tolan, D., Biotechniques 4 : 428-32 (1986) e Sequenase (U.S.
Biochemicals)

a.Manche Notherm

0 Poly(A)+ARN foi fraccionado em gel de agarose a 1,4% na pre-
senga de formaldeido (Lehrrach, H., Diamond, D., Wozney, J.M.
e Boedtker.H, Biochemistry 16:4743-51 (1977), e directamente
transferido para nitrocelulose, de acordo com Thomas (Thomas,
P., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:5201-5 (1980) Os filtros
hibridizados com a amostra C, tal como foi préviamente descri-
to (Exemplo 4, seleccao das bibliotecas do cADN) em formamide
a 40% compreendendo a solugao de hibridizagao e foram lavados
a 552C em 2 X 55C, NaDodS04 em 0,1% e 0,1 X 55C, NaDodS04 com
autoradiografia apds cada fase de lavagem.

As andlises de mancha de transferenc1a de ARN demostram a pre-
senga de duas formas de mARN de ~0,9 e 1,8KB em tecido de os-
teosarcome humano. As duas formas foram também observadas em

placenta humana mas encontrava-se ausentes numa linha de célu-

las do figado humano, HEPG2. As duas formas foram também obser
vadas em células de matriz de tecido osseo de bovino,sendo a forma'




maior a predominante. Vertigios da especie maior foramNtambém
observadadas na medula dssea de bovivo. Os dois mARN sao muitg
provavelmente gerados pela polladenllagao diferencial em 2 si
tios (AATAAA) encontradas na regiao 3' nao transferida.

b. Mancha Southern

1. Genbmica

10 mg de ADN gendmico (clontech) foram digeridos com ECORI,

fraccionados em gel de agarose a 0,7% e transferido para ni-
trocelulose de acordo com Maniatis, et al., Supra. As condi-
¢coes de hibridizagdo e lavagem foram idénticas as descritas

em a.,acima.

As andlises de mancha de transferen01a de ADN gendmico suge-
rem que hBCF e bBCF sao genes de cdpia simples (cbdpias inferi-
ores) devido as poucas bandas vistas na digerido do ECORI.

2. Clones de cADN

O ADN dos clones de cADN foram digeridos com ECORI ou Bgl II,
fraccionados em.gel de agarose a 1,0%, transferido para nitro
celulose (Mamlatls et al., supra) e hibridizados com a amostra
A, como foi prev1amente descrito, ou com a amostra B num clorg
to de tetrametllamonla contendo a solugao de hibridizagao, soq
condlgoes descritas por Wood (Wood, W.I. Gitschier, J, Laskey
L. e Lawn, R, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 1585-88 (1985).

EXEMPLO 6

Expressao do hBCF em levedura

Foram construldas 0s vectores de expressao para produgao intra
celular ou secugao de hBCF do promotor regulavel ADH2/GAPDH.
Uma vez que O primeiro clone de cADN nao contém ADN que codi-
fica um peptideo sinal, a metionina-4, foi usada como aminoi-
cido N-terminal para estas construgoes. As analises de ADN
subsequentes e a 1dent1flcagao de um peptideo de sinal clédssi-
co e um sitio de cllvagem de peptidase sinal, permitiu a cons-
trugao de uma fusdo factor de levedura hBCF com glutamina +1
como aminodcido N- termlnal do HBCF recombinante. Para clonagao
em vectores de expressao, os sitios naturais Nco- 1, Bg 1-1 e
Spe - 1 foram usados em conjunto com os adaptadores de oligo-
nuclebdtidos sintéticos apresentados (Flgura 4). Uma vez que o
Spe-1 e Xba 1 originam igual prOJecgao de enzima de restrlgao
a contrugao inicial foi a simples insergao de um gene Nco-1/
SPE-1 hBCF em pBS 100ha FGF, digerido com Nco-a/Xba-1, um vec-

tor compreendendo o promotor ADHZ/GAPDH e elementos terminado-
res GAPDH flanquendo um gene sintético do factor de crescimen-




to de fibroblédsto acido humano. (FGF). O gene haFGF compreende
um sitio Nco-1 e Xba-1 Gnica. Os plasmideos resultante, pBS
100hBCF, foi usado para posteriores contrugoes. Deste modo

o fragmento Nco-1/Sal-1 contendo o gene hBCF foi clonado em
conjunto com fragmentos BAMH1/Nco-1 que codificam os promoto-
res GAPH e ADH2/GAPDH em pBS24./diregido com Bam H1/Sal-1. Os
plasmideos resultantes, pBS24A/GHBCFK(-4 a_183) e pBS24 GAPHB-
CF (-3 a 183), foram usados para a expressao intracelular
directamente directa do hBCF. para secregao os fragmentos,
Bgl-1/Sal - 1 foram excusados e clonados em pBS24,1 em conjun-
to com os fragmentos Bam Hl/Xba 1 gue codificam o promotor ADH
2/GAPDH o sinal de secregao/sequenc1a lider do factorMda leve-
dura, e os ligantes 81ntet1cos apresentados na Figura 4. (em
calxa), para expressao do hBCF (-4 a 183) e hBCF (1 a 183).
celulas da levedura transformadas com os plasmideos de expres—
sao que codificam as fusdes o promotor ADH2/GAPDH-hBCF (-4-183
e promotor GAPDH-hBCF (-4 a 183), quando analisados por SDS-
PAGE e tingimento com azul de cooma351e das protelnas totais,
nao revelaram expressao, em comparagao com as células da leve-
dura de controlo. Consequentemente para estudar os sistemas de
secregao construiram-se os palmideos pBS24 contendo as fusoes
& « factor lider - hBCF (-3-183) e hBCF (1-183). Em cada caso
a transcrlgao foi conduzida pelo promotor ADA2/GAPDH. A estir-
pe de levedura AB110 foi transformada com os plasmideos de ex-
pressao da levedura, e os sobrenadantes da levedura foram ana-
llsados por prec1p1tagao com &cido tricloroacético a 10% e se-
pgragao por SDS-PAGE. Observaram-se elevados niveis de expres-
sao do produto de aproximadamente 22KD pelo tingimento com az-
ul de Comassie, quando comparado com as células da levedura de
controlo transformads com o vector da levedura original pBS24.
0 transformando AB 110 (pBS24,1 22KQ) esté dep051tado com O
nimero de acesso ATCC 20948. 0 lote activo de células de leve-
dura compreendia um grupo de dois lotes, KQ-2 e KQ-3, a partir
do qual o BCF recombinante foi isolado e purificado como se sg|
gue.

Lote KQ-2

As células foram removidas por contrifegagao a partir do meio
de fermentacao, e o meio foi concentrado usando um cartuxo YM
10 Amicon espiral. O concentrado foi diafiltrado em &agua e de-
pois em Tris-Cl 2omM, EDTA 1mM, NaCl 3M, PH7,5. Tal solugao
passou atraves de uma coluna preparativa de _Superose 12 a 4°9c¢
e depois a temperatura ambiente. O 22KBCF nao aderiu as colu-
nas. 0 fluxo eluido foi purificado por adsorgao em Superose
12HR 10/30, e cluido com o mesmo tampao, mas com NaCl 1M.

Lote KQ-3




As células foram renovidas e o meio concentrado como acima
se descreveu. 0 concentrato foi diafiltrado contra a dgua e ds
pois Tris-Cl 20M, EDTA 1mM, pH 7,5. Esta solugao foi carrega-
da numa coluna Mono-Q HR 10/10, levada e eluida com um grado-
ente de NaCl 0,5M. As fracgoes que compreendiam 2KBCF foram
identificadas por electroforese por gel, foram reunidas, ajus
tadas a NaCl 3M com NaCl sdlido, e carregadas numa coluna Su-
perose 12HR 10/30. O 22KBCF foi eluido com um tampao contendo
NaCl 1M.

111

Lote KQ-2/3

Os fragmentos eluidos da Superose (dos Lotes KQ-2 e KQ-3) fo-
ram reunidos, concentrados usando uma membrana YM10 em células
agitadas Amicon, dialisadas contra agua, e liopilizados.

Em alternativa, o BCF recombinante pode ser isolado e purifi-
cado como se seque.

Os meios sio removidos das células e concentrados para apro
ximadamente 10 vezes. O pH é ajustado a 7,5, o concentrado é

diluido até uma condutividade abaixo de 5mS/cm, e & depos apli
cada numa resina de permuta ibnica, Fast Flow Q, pré- equlller
da com Tris-HCL 50mM, EDTA 1mM, PMSF 1mM, pH 7,5. A coluna é

lavada com 1 volume igual ao da coluna do tampao anterior e é
eluida com um gradiente salino de NaCl o a 1M no tampao ante-
rior. O 22KBCF é eluido a uma condutividade de 20 a 30 ms/cm,
que é conflrmada usando- para tal SDS-PAGE. As fracgoes conten
do o 22KBCF sao reunldas, o pH & mantido a 7,5 e & tornado 4M
relativamente a ureia, & concentrada e passado através de uma
coluna dimensionante S-100 em ureia 4M, tris/Hcl 100 mM, EDTA
lmM, PMSF 1lmM - pH7,5. As fracgoes contendo 22 KBCF sao iden
tificadas por SDS-PAGE, reunidas concentradas e dialisadas con
tra bicarbonato de sbdio 10mM pH 7,8. O 22KBCF é entio liofilj
zado e pode ser armazenado a seco a 49C.

EXEMPLO 7

Uma amostra de BCF (rhBCF) humano recombinante purificado, ex-
presso como no Exemplo 6, 1 mg (lote KQ 2/3), foi dissolvido
em dgua que continha 5 mg de fibrina humana. O compdsito rbCF-
-fibriba foi liofilizado e implatado na bolsa muscular da coxa
do rato. Num outro rato, a proteina Gl a da matriz de bovino
foi dissolvida em ureia 6M compreendendo lmg de RhBCF humano €

dializado contra agua. O prec1p1tado € sobrenadentes foram
liofilizadas para preparar um compdésito de proteinas MGP e hBA




CF. O compdsito foi implantado nas bolsas dos quadricepes. Pa-
ra controlos, as coxas contralaterais foram implantadas com a
proteina Gla da matriz de bovino mais albrumina num rato; no
outro rato controlado consistiu em 5mg de fibrina humana e
1,0 mg de albumina.

As microradiografias do composito rBCF-proteina de Gla de ma-
triz apresentaram &reas de tecido calcificado. As secgoes his-
toldogicas apresentaram pequenas células redondas, células mul-
tinucleadas, macrofagos com hiperplasia e hipertrofia das cé-
lulas tipo mesenqulma. Existiam placas de substancias calcifi+
cadas mas nao existia cartilagem ou célula b6sseas. A Figura
5 é uma fotomlcrografla gque mostra uma hiperplasia e hipertro-
fia de células de tecido conjuntivo na superficie de um compo-
sito implantado (indicado por P) de proteina recombinante

hBCF (Lot KQ 2/3, lmg) e lmg de proteina Gla de matriz humana.
A calc1f1cagao das proteinas implantadas é indicada por CP nas
bolsas das quadricepes de um rato no dia 21.0s' envbdlucros de
tecido conjuntivo fibroso é indicado por F.

A Figura 6 & uma fotomicrografia que mostra ilhas de proteinas
calcificadas (CP) induzidas por um compdsito do hBCF recombi-
nante e a proteina bioldgica Gla de matriz humana. Note-se a
célula espurosa grande (seta). O implante inteiro esti envol-
vido numa capsula fibrosa (F) no 212 dia.

A Figura 7, é uma fotomicrografia que apresenta um composito
de hBCF recombinante e a proteina Gla de matriz no 212 dia.

Note-se o interior altamente vasculerizado do implante incluin
do células redondas pequenas, células multlnlcleadas, macrafa-
gos, substdncia intrecelular calcificante (CP) e células espu-
mosas grandes (Seta). Todas as proteinas implantadas e tecido
reactivo foram envolvidas num envdlucro fibroso (F) ao 21¢ dia.
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12, - processo para a preparacao de factor de calcificagao bs-

sea, caracterizado pelo facto de cpmpreender as operago-
es gue consistem em

a) se construir um vector que inclui a seguinte sequén-
cia de ADN humano. CAG TAT GGC GAT TAT GGA TAC CCA

TAC

humano CAG. CAG TAT CAT GAC TAC AGC GAT
GAT GGG TGG GTG AAT TTG AAC CGG
CAA GGC TTC AGC TAC CAG TGT CcCC
CAG GGG CAG GTG ATA GTG GCC GTG

humano AGG AGC ATC TTC AGC AAG AAG GAA
GGT TCT GAC AGA CAA TGG AAC TAC
GCC TGC ATG CCC ACG CCA CAG AGC
CTC GGG GAA CCC ACG GAG TGC TGG

humano TGG GAG GAG ATC AAC AGG GTC GGC
ATG GCT GGC ATG GAA TGG TAC CAG
ACG TGC TCC AAC AAT GGG CTG GTG
GCA GGA TTC CAG AGC CGC TAC TTC
GAG TCA GTG

humano CTG GAT CGG GAG TGG CAG TTT TAC
TGT TGT CGC TAC AGC AAG AGA TGC
CCA TAT TCC TGC TGG CTA ACA ACA
GAA TAT CCA GGT CAC TAT GGT GA

humano GAG ATG GAC ATG ATT TCC TAC AAT
TAT GAT TAC TAT ATC CGA GGA GCA
ACA ACC ACT TTC TCT GCA GTG GAA
AGG GAT CGC CAG TGG AAG TTC ATG

humano ATG TGC CGG ATG ACT GAA TAC GAC
TGT GAA TTT GCA AAT GTT TAG

Fig. 1C

ou um seu fragmento;

b) se transformar uma célula hospedeira com o citado vectoqy
e;

c) se culgivarem as células transformadas resultantes em
condigoes em que se expressa o péptido codificado pela
referida sequéncia de ADN ou pelo seu fragmento.

22, - Processo para a preparagao de factor de calcificaggo b6s4
sea, caracterizado pelo facto de compreender as operago-
es que consistem em

a) se construir um vector que inclui a seguinte sequéncia
de ADN bovino CAG TAT GGT GAC TAT GGG TAC TCC TAT

W




.
I/

g 8 Vi 33
| SR 5 22 ]
g N # 7 &@@M

Bovino CAT CAG TAC CAT GAC TAC AGT GAC
GAT GGG TGG GTG AAT CTG AAC CGG
CAG GGC TTC AGC TAC CAG TGT CCC
CAC GGG CAG GTG GTG GTG GCC GTG

Bovino AGG AGC ATC TTC AAC AAG AAG GAA
GGT TCC GAC AGA CAG TGG ACC TAC
GCC TGC ATG CCC ACA CCC CAG AGC
CTG GGG GAG CCT ACG GAG TGC TGG

Bovino TGG GAG GAG ATC AAC AGG GCT GGA
ATG GAA TGG TAC CAG ACA TGC TCC
AAC AAT GGA CTG GTG GCA GGA TTC
CAG AGC CGC TAC TTC GAG TCA GTG

Bovino CTG GAT CGG GAG TGG CAA TTT TAC
TGG TGT CGC TAC AGG AGG AGA TGC
CCA TAT TCC TGC TGG CTG ACA ACA
GAA TAT CCA GGC CAC TAT GGT GAG

Bovino GAG ATG GAC ATG ATT TCC TAC AAT
TAT GAT TAC TAT ATG CGA GGG GCA
ACA ACC ACT TTC TCT GCA GTG GAA
AGG GAT CGC CAG TGG AAA TTC AT

Bovino ATG TGC CGG ATG ACT GAC TAT GAC
TGT GAA TTT GAC AAT GTT TAG

Fig. 1D

ou um seu fragmento de iniciagao de calcificacao;

b) se transformar uma célula hospedeira com o referido
vector; e

c) se culgivarem as células transformadas resultantes em
condicoes em que se expressa o péptido codificado pela
citada sequéncia de ADN ou por um seu fragmento.

32, - Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo facto de a mencionada sequéncia de ADN compreender
ainda uma sequéncia 5 escolhida do grupo constituido_pe-
la sequéncia principal ATG, GAC, CTC AGT CTT CTC TGG GTA
CTT CTG CCC CTA GTC ACC ATG GCC TGG GGC e qualquer se-
quéncia derivada por remocao de um ou de varios desoxi-
nuclebdtidos a partir da extremidade 5' da mencionada se-
quéncia principal.

42, - Processo de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado
pelo facto de a mencionada sequéncia de nucledtidos de
ADN compreender ainda uma sequéncia 5' escolhida do gru+
po formado pela sequéncia principal ATG GAC CTC AGT CTT
CTC TGG GTG CTT CTG CCA CTG GTC ACC ATG GCC TGG GGA e
qualquer sequéncia derivada por remocao de um ou de va-




rios desoxinucledtidos a partir da extremidade 5' da
referida sequéncia principal.

Processo de acordo com qualquer das reivindicagSes 1
a 4, caracterizado pelo facto de a citada célula hos-
pedeira ser uma célula eucaridtica.

Processo de acordo com a reivindicacao 5, caracteriza-
do pelo facto de a citada célula hospedeira compreen-
der uma levedura.

Processo de acordo com a reivindicacgao 5, caracteriza-
do pelo facto de o mencionado vector compreender um
promotor GAPDH que controla a expressao do citado pép-
tido.

Processo de acordo com a reivindicagao 5, caracteriza-
do pelo facto de o~referido promotor ADH2/GAPDH que
controla a expressao do referido péptido.

Processo de acordo com qualquer das reivindicagSes an-
teriores, caracterizado pelo facto de se produzir ADN
nao cromossdmico com a sequéncia

humano CAG TAT GGC GAT TAT GGA TAC CCA TAC
humano CAG CAG TAT CAT GAC TAC AGC GAT GAT GGG TGG
GTG AAT TTG AAC CGG CAA GGC TTC AGC TAC CAG
TGT CCC CAG GGG CAG GTG ATA GTG GCC GTG
humano AGG AGC ATC TTC AGC AAG AAG GAA GGT TCT GAC
AGA CAA TGG AAC TAC GCC TGC ATG CCC ACG CCA
CAG AGC CTC GGG GAA CCC ACG GAG TGC TGG
humano TGG GAG GAG ATC AAC AGG GCT GGC ATG GAA TGG
TAC CAG ACG TGC TCC AAC AAT GGG CTG GTG GCA
GGA TTC CAG AGC CGC TAC TTC GAG TCA GTG
humano CTG GAT CGG GAG TGG CAG TTT TAC TGT TGT CGC
TAC AGC AAG AGA TGC CCA TAT TCC TGC TGG CTA
ACA ACA GAA TAT CCA GGT CAC TAT GGT GA
humano GAG ATG GAC ATG ATT TCC TAC AAT TAT GAT TAC
TAT ATC CGA GGA GCA ACA ACC ACT TTC TCT GCA
GTG GAA AGG GAT CGC CAG TGG AAG TTC ATC
humano ATG TGC CGG ATG ACT GAA TAC GAC TGT GAA TTT
GCA AAT GTT TAG

Fig. 1C
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. - Processo de acordo com qualquer das re1v1nd1ca95es 1 a

8 caracterlzado pelo facto de se obter ARN complementas
da sequéncia referida na re1v1nd1cagao 9.

Processo de acordo com qualquer das reivindicagaes 1l a

8, caracterizado pelo facto de se produzir ADN nao cro

mossdémico com a sequéncia

Bovino CAG TAT GGT GAC TAT GGG TAC TCC TAT

Bovino CAT CAG TAC CAT GAC TAC AGT GAC GAT GGG TGG GTG
AAT CTG AAC CGG CAG GGC TTC AGC TAC CAG TGT CCC
CAC GGG CAG GTG GTG GTG GCC GTG

Bovino AGG AGC ATC TTC AAC AAG AAG GAA GGT TCC GAC AGA
CAG AGG AGC TAC GCC TGC ATG CCC ACA CCC CAG AGC
CTG GGG GAG CCT ACG GAG TGC TGG

Bovino TGG GAG GAG ATC AAC AGG GCT GGA ATG GAA TGG TAC
CAG ACA TGC TCC AAC AAT GGA CTG GTG GCA GGA TTC
CAG AGC CGC TAC TTC GAG TCA GTG

Bovino CTG GAT CGC GAG TGG CAA TTT TAC TGC TGT CGC TAC
AGC AAG AGA TGC CCA TAT TCC TGC TGG CTG ACA ACA
GAA TAT CCA GGC CAC TAT GGT GAG

Bovino GAG ATG GAC ATG ATT TCC TAC AAT TAT GAT TAC TAT
ATG CGA GGG GCA ACA ACC ACT TTC TCT GCA GTG GAA
AGG GAT CGC CAG TGG AAA TTC AT

Bovino ATG TGC CGG ATG ACT GAC TAT GAC TGT GAA TTT GCA
AAT GTT TAG

Fig. 1D

Processo de acordo com qualguer das reivindicacgoes 1 a
8, caracterizado pelo facto de se obter ADN complemen-
tar da sequéncia referida na reivindicagao 11.

Processo de acordo com a re1v1nd1cagao 9, caracteriza-
do pelo facto de se obter ADN nao cromossdmico que com+
preende ainda a sequéncia 5' escolhida do grupo consti4
tuido pela sequéncia principal ATG GAC CTC AGT CTT CTC
TGG GTA CTT CTG CCC CTA GTC ACC ATG GCC TGG GGC e se-

quenc1as derivadas por remocao de um ou de virios deso-
xinucledtidos a partir da extremidade 5' da mencionada
sequéncia principal.

Processo de acordo com a re1v1nd1cagao 11, caracteriza-
do pelo facto de se obter ADN nao cromossdmico que com-
preende ainda a sequéncia 5' escolhida do grupo forma-
do pela sequéncia principal ATGGAC CTC ACT CPTT CTG TGG
GTG CTT CTG CCA CTG GTC ACC GTG GCT TGG GGAwe sequéncias
derivadas por remocgao de-um ouvarios desoxinucledtidos a]
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partir da extremidade 5' da mencionada sequéncia prin-
cipal.

Processo de acordo com qualquer das reivindicagoes 1 a 8
caracterizado pelo facto de se obter um vector replica-
vel que compreende ADN de acordo com a reivindicagao 9.

Processo de acordo com qualquer das reivindicacoes 1 a §
caracterizado pelo facto de se obter um vector reglicé—
vel compreendendo ADN de acordo com a reivindicagao 11l.

Processo de acordo com qualquer das reivindicagSes 1 a 8
caracterizado pelo facto de se obter um vector replicéa-
vel compreendendo ADN de acordo com a reivindicagao 14.

Processo de acordo com qualquer das reivindicagSes 1 a 8
caracterizado pelo facto de se obter um vector replicé-
vel compreendendo ADN de acordo com a reivindicagao 14.

Processo de acordo com qualquer das reivindicagaes 1 a 8
caracterizado pelo facto de se obter células de um hos-
pedeiro transformadas com um vector replicdvel de acordd
com a reivindicacao 15.

Processo de acordo com qualquer das reivindicagaes 1 a 8
caracterizado pelo facto de se obter células de um hos-
pedeiro transformadas com um vector replicdvel de acordg
com a reivindicagao 16.

Processo de acordo com gualquer das reivindicagaes 1 a §
caracterizado pelo facto de se obter células de um hos-
pedeiro transformadas com um vector replicdvel de acordo
com a reivindicagao 17.

Processo de acordo com qualquer das reivindicagaes 1l a8
caracterizado pelo facto de se obter células de um hosps
deiro transformadas com um vector replicdvel de acordo
com a reivindicacao 18.

Processo para a preparagao de composigaes farmacéuticas
caracterizado pelo facto fe se misturar um polipéptido




escolhidos do grupo que consiste em factor de calcifi-
cacao OGssea (BCF) de mamiferos e seus andlogos substarn
cialmente isentos de outros factores osteoindutores.as
sociados, preparados de acordo com qulaquer das reivin
dicacoes anteriores, com as substdncias veiculares e
auxiliares farmacéuticamente aceitaveis.

Processo de acordo com a reivindicagao 23, caracteri-
zado pelo facto de o referido factoride calcificagao
b0ssea de mamiferos ser BCF humano.

Processo de acordo com a reivindicagao 23, caracteri-
zado pelo facto de o citado factor de calcificacgao
Ossea de mamiferos ser BCF bovino.

Processo de acordo com a reivindicacao 24, caracteris
zado pelo faeto de o mencionado polipeptido compreen-
der uma sequéncia de aminodcidos como se segue
humano GLN TYR GLY ASP TYR GLY TYR PRO TYR
humano GLN GLN PIR HIS ASP TYR SER ASP ASP GLY TRP
VAL ASN LEU ASN ARG GLN GLY LEU SER TYR GLN
€YS PRO GLN GLY GLN VAL ILE VAL ALA VAL
humano ARS SER ILE PHE SER LYS LYS GLU GLY SER ASP
ARG GLY TRP ASN TYR ALA €YS TET PRO TAR PRO
GLN SER LEU GLY GLU PRO THR GLU €YS TRP
humano TRP GLU GLU ILE ASN ARG ALA GLY MET GLU TRP
TYR SLN THR CYS SER ASN ASN ELY LEU VAL ALA
GLY PHE GLN SER ARG TYR PHE GLU SER VAL
humano LEU ASP ARG GLU TRP GLN PHE TYR CYS CYS ARG
TYR SER LYS ARG CYS PRO TYR SER CYS TRP LEU
THR THR GLU TYR PRO GLY HIS TYR GLY GL
humano GLU MET ASP MET ILE SER PYR ASN TYR ASP PYR
PYR ILE ARG GLY ALA THR THR THR PHE SER ALA
VAL GLU ARG ASP ARG GLN TRP LYS PHE ILE
humano MET CYS ARG MET THR GLU TYR ASP CYS GLU PHE
ALA ASN VAL

Fig. 1A
ou um seu fragmento.

Processo de acordo com a reivindicagao 25, caracteri-

zado pelo facto de o mencionado polipéptido compreen-

der a seguinte sequéncia de aminoécidos

Bovino GLN TYR GLY ASP TIR GLY TYR SER TYR

Bovino HIS GLN TYR HIS ASP TYR SER ASP ASP GLY TRP
VAL ASN LEU ASN ARG GLN GLY LEU SER TYR GLN
CYS PRO HIS GLY GLN VAL VAL VAL ALA VAL




Bovino A G-SER ILE ASN LYS LYS GLU GLY SER ASP ARG
ELN TRP ASN TYR ALA CYS MET PRO THR PRO GLN
SER LEU GLY GLU PRO THR GLU CYS TRF

Bovino TRP GLU GLU ILE ASN ARG ALA GLY MET GLU TRP
TYR GLN THR CYS SER ASN ASN GLY LEU VAL ALA
GLY PHE GLN SER ARG TYR PHE GLU SER VAL

Bovino LEU ASP ARG GLU TRP GLN PHE TYR CYS CYS ARG
TYR SER LYS ARG SYS PRO TYR SER CYS TRP LEU
THR THR GLU TYR PRO GLY HIS TYR GLY GL

Bovino GLU MET ASP MET ILE SER TYR ASN TYR ASP TYR
TYR MET ARG GLY ALA THR THR THR PHE SER ALA
VAL GLU ARG ASP ARG GLN TRP LYS PHE

Bovino MET CYS ARG MET THR ASP TYR ASP CYS GLU THE
ALA ASN VAL

Fig. 1B
ou um seu fagmento.

282. - Processo de acordo com a reivindicagao 26, caracteri-
zado pelo facto de o citado polipéptido compreender
uma extremidade amino escolhida do grupo formado pela
sequéncia de péptido de sinal met-asp-leu-ser-leu-leu-

'vtrp -val-leu-leu-pro-leu-val-thr-met-ala-trp-gly- e se-
quéncias da citada sequenc1a de péptido de sinal deri
vadas por meio da anulagao de um ou de varios amino-

dcidos da extremidade amino da referida sequéncia de
péptido de sinal.

292, - Processo de acordo com a reivindicacao 27, caracteriza-
do pelo facto de o mencionado polipéptido compreender
uma extremidade amino escolhida do grupo formado pela
sequéncia de péptido de sinal met-asp-leu-thr-leu-leu-
—trp val-leu-leu-pro-leu-val-thr-val-ala-trp-gly e se-
guéncias da referlda sequéncia de péptido de sinal, de-
rivadas por remogao de um ou varios aminodcidos da ex-
tremidade amino da citada sequéncia de péptido de sinall

308, - Processo para a preparagao de uma comp051gao farmaceu-
tica que provocta a calc1f1cagao, caracterizado pelo fag
to de se misturar uma quantidade de uma mistura de fac
tor de ca101f1cagao O6ssea de mamiferos, ou um seu ané-
logo com uma proteina Gla de matriz.

318. - Processo de acordo com a reivindicagao 30, caracteri-
zado pelo facto de o citado factor compreender o fac-
tor de calcificagao 6ssea humano.




32

a

. - Processo de acordo com a reivindicacao 30, caracteriza-
do pelo facto de o citado factor compreender o factor
de calcificagao 6ssea bovina.

. - Processo de acordo com a reivindicacao 31,
do pelo facto de o’citado factor possuir a
sequéncia de aminodacidos

humano GLN
humano GLN
ASN
GLN
humano ARS
GLN
LEU
humano TRP
SLN
GLN
humano LEU
SER
GLU
humano GLU
ILE
ARG
humano MET
ASN

TYR
GLN
LEU
GLY
SER
TRP
GLY
GLU
THR
SER
ASP
LYS
TYR
MET
ARG
ASP
CYS
VAL

GLY
TYR
ASN
GLN
ILE
ASN
GLU
GLU
CYS
ARG

ASP
HIS
ARG
VAL
PHE
TYR
PRO
ILE
SER
TYR
GLU
CYS
GLY
MET
ALA
GLN
MET

Fig.

ou um seu fragmento

TYR
ASP
GLN
ILE
SER
ALA
THR
ASN
ASN
PHE
TRP
PRO
HIS
ILE
THR
TRP
THR

GLY
TYR
GLY
VAL
LYS
CYs
GLU
ARG
ASN
GLU
GLN
TYR
TYR
SER
THR
LYS
GLU

1A

TYR
SER
LEU
ALA
LYS
TET
CYS
ALA
GLY
SER
PHE
SER
GLY
TYR
THR
PHE
TYR

PRO
ASP
SER
VAL
GLU
PRO
TRP
GLY
LEU
VAL
TYR
CYS
GL

ASN
PHE
ILE
ASP

TYR
ASP
TYR

GLY
THR

MET
VAL

CYS
TRP

TYR
SER

CYS

- Processo de acordo com a reivindicacao 32,

zado peloc facto de o referido factor ter a
sequéncia aminoécido

Bovino GLN
Bovino HIS
ASN
HIS
Bovino AAG
ELN
LEU
Bovino TRP
GLN
GLN
Bovino LEU
SER
GLU
Bovino GLU
MET

TYR
GLN
LEU
GLY
SER
TRP
GLY
GLU
TYH
SER
ASP
LYS
TYR
MET
ARG

GLY
TYR
ASN
GLN
ILE
ASN
GLU
GLU
CYS
ARG
ARG
ARG
PRO
ASP
GLY

ASP
HIS
ARG
VAL
PHE
TYR
PRO
ILE
SER
TYR
GLU
CYS
GLY
MET
ALA

TYR
ASP
GLN
VAL
ASN
ALA
THR
ASN
ASN
PHE
TRP
PRO
HIS
ILE
THR

GLY
TYR
GLY
VAL
LYS
CYS
GLU
ARG
ASN
GLU
GLN
TYR
TYR
SER
THR

TYR
SER
LEU
VAL
LYS
MET
CYS
ALA
GLY
SER
PHE
SER
GLY
TYR
THR

SER
ASP
SER
VAL
GLU
PRO
TRP
GLY
LEU
VAL
TYR
CYS
GL

ASN
PHE

TYR
ASP
TYR

GLY
THR

MET
VAL

CYS
TRP

TYR
SER

caracteriza-
sequinte

GLY
GLN

SER
PRO

GLU
ATLA

CYS
LEU

ASP
ALA

GLU

TRP
CYS

ASP
GLN

TRP
GLY

ARG
THR

TYR
VAL

PHE

VAL
PRO

SER

TYR
PHE

TYR
THR

TYR
GLU

caracteri-
seguinte

GLY
GLN

SER
PRO

GLU
ALA

CYS
LEU

ASP
ALA

TRP
CYs

ASP
GLN

TRP
GLY

ARG
TRH

TYR
VAL

VAL

PRO

SER

TYR
PHE

TYR
TRH

GLU




ARG ASP AFG GLN TRP LYS PHE
Bovino MET CYS ARG MET THR ASP TYR ASP CYS GLU PHE ALA
ASN VAL

Fig. 1B
ou um seu fragmento,

358 - Processo paraa preparacgao de composigoes para reconhecer
um Gnico epitopo para o factor de calcificagao éssea de
mamiferos, caracterizado pelo facto des e misturarem an-
ti-corpos que reconhecem o referido epitopo com as subs-
tancias auxiliares e veiculares farmacéuticamente aceita
veis. !

[

362 - Processo para provocar a calc1flcagao para a formagao de
tecido O6sseo num vertebrado, caracterizado pelo facto de
se administrar ao referido vertebrado, de uma maneira
farmacéuticamente eflcaz, uma quantldade efectiva, para
provocar a calcificagao, de uma composigao de acordo co
qualquer das re1v1ndlcagoes 30 a 34, de preferéncia, co
preendida entre cerca de 0,1 micrograma e cerca de 100
miligramas por kilograma de peso corporal. i

preender as operagoes que consistem em se obter uma amo
tra de osso de um mamlfero, e se medir a quantidade de
factor de calc1flcagao O0ssea existente na mencionada amos
tra mediante um ensaio quantitativo.

3728 - Processo de dlagnostlco, caracterizado pelo facto de COj
S
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FIG. |

GCCAMATCCCAGGCAGC ATG GAC CTC AGT CTT CTC TGG GTA CIT CTG CCC
AGAAGCCCAGACGGC ATG GAC CTC ACT CTT CTG TGG GTG CTT CTG CCA
f—0st |-7 -17 -10 f=-Ost 3-17

MET ASP LEU SFR LFU LEU TRP VAL LEU LEU PRO
MET ASP LEU THR LEU LFU TRP VAL LEU LEU PRO

< CTA GTC NCC ATG GCC TGG GGC CAG TAT GGC GAT TAT GGA TAC CCA TAC
CTG GTC ACC GTG GCT TGG GGA CAG TAT GGT GAC TAT GGG TAC TCC TAT

1 l=—0st 3-7

LEU VAL THR [MET|ALA TRP GLY GLN TYR GLY ASP TYR GLY TYR [PRO] TYR
LEU VAL THRVALJALA TRP GLY GLN TYR GLY ASP TYR GLY TYR [SER| TYR

CAG CAG TAT CAT GAC TAC AGC GAT GAT GGG TGG GTG AAT TTG AAC CGG
CAT CAG TAC CAT GAC TAC AGT GAC GAT GGG TGG GTG AAT CTG AAC CGG

GLN! GLN TYR HIS ASP TYR SER ASP ASP GLY TRP VAL ASMN LEU ASN ARG
HIS} GLN TYR HIS ASP TYR SER ASP ASP GLY TRP VAL ASN LEU ASN ARG

CAR GGC TTC AGC TAC CAG TGT CCC CAG GGG CAG GTG ATA GTG GCC GTG
CAG GGC TTC AGC TAC CAG TGT CCC CAC GGG CAG GTG GTG GTG GCC GTG

GLN GLY LEU SER TYR GLN CYS PRO [GLN|GLY GLN VAL |ILE| VAL ALA VAL
GLN GLY LEU SER TYR GLN CYS PRO [HIS|GLY GLN VAL |[VAL| VAL ALA VAL

AGG AGC ATC TTC AGC AAG AAG GAA GGT TCT GAC AGA CAA TGG AAC TAC
; \J AGG AGC ATC TTC AAC ARG AAG GAM GGT TCC GAC AGA CAG TGG AAC TAC

ARG SER ILE PHE [SER|LYS LYS GLU GLY SER ASP ARG GLN TRP ASN TYR
ARG SER ILE PHE [ASN|LYS LYS GLU GLY SER ASP ARG GLN TRP ASN TYR

GCC TGC ATG CCC ACG CCA CAG AGC CTC GGG GAA CCC ACG GAG TGC TGG
GCC TGC ATG CCC ACA CCC CAG NGC CTG GGG GAG CCT ACG GAG TGC TGG

ALA CYS MET PRO THR PRO GLN SER LEU GLY GLU PRO THR GLU CYS TRP
ALA CYS MET PRO THR PRO GLN SER LEU GLY GLU PRO THR GLU CYS TRP
TGG GNG GNG ATC ANC AGG GCT GGC ATG GAA TGG TAC CAG ACG TGC TCC
TGG GAG GAG ATC ARC AGG GCT GGA ATG GAA TGG TAC CAG ACA TGC TCC

TRP GLU GLU ILE ASN ARG ALA GLY MET GLU TRP TYR GLN THR CYS SER
TRP GLU GLU TLE ASN ARG ALA GLY MET GLU TRP TYR GLN THR CYS SER

Churon @m}aor&@b%
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FIG. | ( )

AAC AAT GGG CTG GTG GCA GGA TTC CAG AGC CGC TAC TTC GAG TCA GTG
ARC ART GGA CTG GTG GCA GGA TTC CAG AGC CGC TAC TTC GAG TCA GTG

ASN ASN GLY LEU VAL ALA GLY PHE GLN SER ARG TYR PHE GLU SER VAL
ASN ASN GLY LEU VAL ALA GLY PHE GLN SER ARG TYR PHE GLU SER VAL
CTG GAT CGG GAG TGG CAG TTT TAC TGT TGT CGC TAC AGC AAG AGA TGC
CTG GAT CGC GAG TGG CAA TTT TAC TGC TGT CGC TAC AGC AAG AGA TGC
LEU ASP ARG GLU TRP GLN PHE TYR CYS CYS ARG TYR SFR LYS ARG CYS
LEU ASP ARG GLU TRP GLN PHE TYR CYS CYS ARG TYR SFR LYS ARG CYS
CCA TAT TCC TGC TGG CTA ACA ACA GAA TAT CCA GGT CAC TAT GGT GAG
CCA TAT TCC TGC TGG CTG ACA ACA GAA TAT CCA GGC CAC TAT GGT GAG

PRO TYR SER CYS TRP LEU THR THR GLU TYR PRO GLY HIS TYR GLY GLU
PRO TYR SER CYS TRP LEU THR THR GLU TYR PRO GLY HIS TYR GLY GLU

GAG ATG GAC ATG ATT TCC TAC AAT TAT GAT TAC TAT ATC CGA GGA GCA
GAG ATG GAC ATG ATT TCC TAC AAT TAT GAT TAC TAT ATG CGA GGG GCA

GLU MET ASP MET ILE SER TYR ASN TYR ASP TYR TYR [ILE| ARG GLY ALA
GLU MET ASP MET ILE SER TYR ASN TYR ASP TYR TYR [MET| ARG GLY ALA

ACA ACC ACT TTC TCT GCA GTG GAA AGG GAT CGC CAG TGG AAG TTC ATA
ACA ACC ACT TTC TCT GCA GTG GAA AGG GAT CGC CAG TG& AAA TTC ATA

THR THR THR PHE SER ALA VAL GLU ARG ASP ARG GLN TRP LYS PHE ILE
THR THR THR PHE SER ALA VAL GLU ARG ASP ARG GLN TRP LYS PHE ILE
ATG TGC CGG ATG ACT GAA TAC GAC TGT GAA TTT GCA AAT GIT TAG
ATG TGC CGG ATG ACT GAC TAT GAC TGT GAA TTT GCA AAT GTT TAG

MET CYS ARG MET THR {GLU{ TYR ASP CYS GLU PHE ALA ASN VAL «
MET CYS ARG MET THR |ASP| TYR ASP CYS GLU PHE ALA ASN VAL «

@umr\ Cor f;@v&bm\/
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| FIG. IB

GLN TYR GLY ASP TYR GLY TYR
SER TYR HIS GLN TYR HIS ASP TYR SER ASP ASP GLY TRP VAL ASN LEU
ASN ARG GLN GLY LEU SER TYR GLN CYS PRO HIS GLY GLN VAL VAL VAL
ALA VAL ARG SER ILE PHE ASN LYS LYS GLU GLY SER ASP ARG GLN TRP

ASN TYR ALA CYS MET PRO THR PRO GLN SER LEU GLY GLU PRO THK GLU

-3
"<
o)

CY5 TRP TRP GLU GLU ILE ASN ARG ALA GLY MET GLU TRF GLN THR
CYS SER ASN ASN GLY LEU VAL ALA GLY PHE GLN SER ARG TYR PHE GLU
SER VAL LEU ASP ARG GLU TRP GLN PHE TYR CYS C¥3S ARG TYR SER LYS
\) ARG CYS PRO TYR SER CYS TRP LEU THR THR GLU TYR PRO GLY HIS TYR
GLY GLU GLU MET ASP MET ILE SER TYR ASN TYR ASP TYR TYR MET ARG

‘GLY ALA THR THR THR PHE SER VAL GLU ARG ASP ARG GLN TRP LYS

w *,
0 B
L4 IR ;p

PHE ILE MET CYS ARG MET THR TYR ASP CYS GLU PHE ALA ASN VAL

[l) . {)rﬁrfL")ﬂ"u’"r'\{7}”:\3’\{),\
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FIG. IC

CAG TAT GGC GAT TAT GGA TAC
cCh TAC CAG CAG TAT CAT GARC TAC AGC GAT GAT GGG TGG GTG AAjI‘ TTG
AAC CGG CAR GGC TTC AGC TAC CAG TGT CCC CAG GGG CRG GTG ATA GTG
GCe GTG AGG AGC ATC TTC AGC RAG ARG GRA ‘GGT TCT GAC AGA CAR TGG
AAC TAC GCC TGC ATG CCC ACG CCA CAG AGC CTC GGG GAA CCC ACG GAG

TGC TGG TGG GAG GAG ATC AAC AG

)
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¥
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ATG GAA TGG TRC CAG ACG
TGC TCC AARC AAT GGG CTG GTG GCA GGA TTC CAG AGC CGC TAC TTC GAG
TCA GTG CTG GAT CGG GAG TGG CAG TT7 TAC TGT TGT CGC TAC AGC ARG
ACA TGé CCA TAT TCC TGC TGG CTA ACA ACA GARA TAT CCA GGT CAC TAT
J GGT GAG GAG ATG GAC ATG ATT TCC TAC AAT TAT GAT TAC TAT ATC CGA
GGA GCA ACA ACC ACT PTC TCT GCA GTG GAA AGG GAT CGC CAG TGG AAG

‘PTC ATA ATG TGC CGG ATG ACT GAA TAC GAC TGT GAAR TTT GCA AAT GTT

/:)‘ ! () h./‘Ln"\\.’“\ (T'lm
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~ FIG. 2

CYS TRP LEU THR THR GLU TYR PRO GLY HIS TYR GLY GLU GLU MET
5' TGC TGG CTG ACC ACA GAG TAC CCT GGC CAC TAT GGC GAG GAG ATG 3
T .
Probe A

3' ACG ACC. GAC TGG TGT CTC ATG GGA CCG GIG ATA CCG CTC CIC TAC 5°
A

HIS TYR GLY GLU GLU MET
5' CAC TAC GGX GAA GAA ATG 3'
T T G G

¥

3 GIG ATG CCX CTT CTT TAC 5'
A A C C
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FIG. 4A
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