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RESUMO

OSTEOPROTEGERINA

A presente invencdo tem por objecto um polipéptido
segregado, designadoc por osteopiotegerina, que é um elemento
da super-familia dos receptores dos factores de necrose do
tumor e estd envelvido na regulagéo do metabolismo dos ossos.
Também tem por cbjecteo 4&cidos nucleicos que codificam a
ostecprotegerina, polipéptidos, vectcores recombinantes e
células hospedeiras para expressdo, anticorpos que se ligam a
CPG, e composigdes farmacéuticas. Os polipéptidos sdo utili-
zados para tratar doencas o6sseas caracterizadas porf um

aumento da reabsorg¢do tal como a osteoporose.



DESCRICAO

OSTEOPROTEGERINA

Dominio da invengdo

A presente invencdo tem por objecto um novo polipéptido,
designado por osteoprotegerina, que & um elemento da super-
familia dos receptcres dos factores de necrose do tumor come
se mostra nas figuras 9C-8D. O pblipéptido utiliza-se parsa
tratar doencas Osseas caracterizadas por um aumento da perda

bssea tal comc a osteoporcse

Antecedentes da invencdo

Os factores de crescimento de ©polipéptidos e as
citocinas sao factores segregades que assinélanl uma ampla
variedade de alteracgfes no crescimento, na diferenciagdo e no
metabolismo das células, por se ligarem especificamente a
receptores de ligagdo discretos da superficie. Tal como uma
classe de proteinas, os receptores variam na sua estrutura e
no seu ﬁodo de transdugdo do sinal. S&o0 caracterizadcs por
terem um dominio extracelular gue estd envolvida na ligacgédo
do ligando e um dominio citoplésmico que transmite um sinal
intracelular apropriado. Os modelos de expressao dos
receptores, em Ultima andlise, determinam guais as células
que respondem a um dade ligando, enguanto a estrutura de um
dado receptor dita a resposta celular induzida pela ligagdo
do ligando. Os receptores tém mostrado que transmitem sinais
intracelulares por via dos seus dominics citoplésmicos por
meio da activacgdo da fosforilagdo da tiresina da proteina ou
da fosforilagdo da serina/treonina da proteina (por exemplo,
receptor do factor de crescimento derivado de plaquetas
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(REFCDP) ou © receptor I do factor B de transformagdo do
crescimento (R-IFBRTC, TGFRR-I na terminologia inglesa), por
estimulacdo da activagdc da proteina G (por exemplc O
receptor p-adrenérgico) e por associagdes de modulacdo com
proteinas de transdugdo do sinal citoplasmico (por exemplo,
R1-FNT [TNFR-I na terminologia inglesal e Fas/APQO) (Heldin,
Cell 80, 213-223 {1995)).

A super-familia dos receptores dos factores de necrose
do tumor (RFNT) é um grupo das proteinas da transmembrana do
tipo I que pértilham um elemento conservado ricoc em cisteina
que se repete trés a seis vezes no dominio extracelular
(Smith, et al. Cell 76, 953-962 (1994)). Colectivamente,
estas unidades repetidas formam os dominics de ligacdo do
ligando destes receptores (Chen ét al., Chemistry 270, 2874-
2878 (1995)). Os ligandos para estes rebeptores S8c um grupo
relacionado sob o ponto de vista estrutural com as proteinas
hombélogas de um FNTa. (Goeddel al., Cold Spring Harbor Symp.
Quart. Biol. 51, 597-609 (1986); Nagata et al. Science 267,
1449-~1456; (1995)). O FNTu« liga?se a receptores distintos,
mas fortemente relacionados RI-FNT e R2-FNT. O FNT«x produé
uma variedade de respostas biolégicas nas células que
comportam o© receptor, incluindo, proliferagéo, diferenciacio
e ciltotoxicidade e apoptose (Beutler ét al. Ann. Rev.

Biochem. 57, 505-518 (1988)).

Cré-se que © FNTa medeia respostas inflamatérias égudas
e crénicas (Beutler et al. Ann. Rev. Biochem. 57L‘505—508
(1988)). A libertacdo sistémica de FNTa induz um choque
toéxico e propaga a necrose dogs tecidos. Por causa disto, o
FNTo pode ser responsavel por morbidez e mortalidade severas,.
associadas com uma variedade de doengas infeccilosas,

incluindo sepsia. As mutacdes em FasL, o ligando para o



receptor relacionado com o RFNT Fas/APO (Suda et al. Cell 75,
1169-1178 (1893)), esta associliado com a aute-imunidade
{({Fisher et al. Cell 81, 935-946 (1995)), enquanto a sobre-
produgdo de FasL pode estar implicada na hepatite induzida
por farmacos. Assim, os ligandos as varias proteinas
relacionadas com os RENT mnmuitas vezes medeiam ogs efeitos
severos de muitces estados de doenga, © que sugeré que oS
agentes gue neutralizam a actividade destes ligandos terdo um
valor terapéutico. Os receptores soltveis RI-FNT e o0s
anticorpos que se ligam a FNTa foram analisados gquanto a sua
capacidade para neutralizar o FNTa sistémico (Loetscher et
al. Cancer Cells 3 (&), 221-226 (1991); Recentemente, clonou-
se uma forma de ocorréncia natural de um ARNm de R1I-FNT e o
seu produto fol analisado quantc a sua capacidade para
neutralizar a actividade de FNTx in vitro e in vivo (Kohno et

al. PNAS EUA 87, 8331-8335; (1990). A capacidadés desta

proteina para neutralizar o FNTa, sugere gque os receptores
soluveis do FNT funcionam para se ligar e eliminar os FNT,
bloqueando assim os efeitos citotdxicos nas células que

comportam o RENT.

Un dos objéctos da presente invengdo consiste em-
identificar um novo elemento da super-familia dos R-FNT.
Antecipa-se gue os novos membros da super-familia dos R-FNT
possam ser as proteinas da transmembrana ou as suas formas
soluaveis que compréendem os dominios extracelulares e os
dominios seém transmembrana e citopldsmicos. Os requerentes
identificaram um novo elemento da super-familia dos R-FNT que
‘codifica uma proteina segregada que esta fortemente
.relacicnada com o RZ2-FNT. Por analogia com © RIHFNT soluvel,
~a proteina relacionada com o - R2-ENT pode regular
negativamente a actividade do seu ligando ¢ assim pode ger

Util no tratamento de certas doengas dos seres humanos.



Sumdrio da invenc¢dc

Ja se identificou um novo elemento da superfamilia dos
receptores dos factores de necrose do tumor (R-FNT) numa
biblioteca de ADNc de intestine fetal de rato. Obteve-se um
clone do ADNc de comprimento completoc e sequenciou-se. A
expressdo do ADNc de rato num rato transgénico revelou um
significativq aumento da densidade dos ossos, particularmente
nos o©ssos longos, nos o0ssos pélvicos é nas vértebraé.' 0
polipéptido codificadec pelo ADNc é designédo por osteo-
protegerina (OPG) e desempenha um papel na promogdo da
acumulacdc = Ossea. ' De acordo com a presente invencgio,

determinou-se o clone de ADNc da OPG humana.

A meméria descritiva indica Acidos nucleicos que
codificam um polipéptido com pelo menos uma das actividadeé
bioldégicas da OPG. 0Os &cidos nucleicos que hibridam com os
dcidos nucleicos que codificam a OPG humana, como se mostra
nas figuras 9C-9D (SEQ ID NO: 124), sdo também providen-
ciados, de acordo com a presente invencdo. A QPG & uma 0PG de
mamifero e preferencialmente uma OPG humana. Os vectores
récombinantes e as células hospedeiras gque expressam a O0OPG
estdo também englobados  assim como 0SS Pprocesscs para a
producdc de OFRG iecombinante. Os seus anticorpos ocu
fragmentos gue se ligam especificamente ac polipéptide estioc

também englobados.

Os processcs de tratamento das doengas dsseas estdo
também descritos no presente pedido de patente. Os
polipéptidos sdo Uteis para a prevencdo da reabsorgdo éssea e
podem ser utilizados para tratar qualgquer estadce clinico que-
resulte em perda &ssea tal como osteoporose, hipercalcémia,

doenca oOssea da Paget e perda obéssea devida a artrite



reumatéide ou a osteomielite e similares. As doengas Osseas
podem também ser tratadas com uma terapia anti-paralela ou
uma terapia de genes utilizando os Acidos nucleicos da
presente invencgdo. As composicgdes farmacéuticas que contém
4dcidos nucleicos e polipéptidos da OPG estdo  também

englobadas.

Descrigdo das figuras

Figura 1. A. An&lise FASTA dos novos EST LORF. Mostra-se
a sequéncia de aminocidcidos de FRI-1 alinhada com a
sequéncia de R-2 FNT humeno. B. Analise do perfil do novo
EST LORF ilustrada é a deduzida sequéncia de amincacidos
de FRI-1 alinhada com o perfil de R FENT. C. Vista
estrutural da super-familia dos R FNT indicandc a regiéo

gque ¢ homdloga do novoe FRI-I.

Figura 2. Estrutura e seguéncia do gene de OPG de ratc de
comprimento completo, um novo elemento da superfamilia de
R-FNT. Insere-se um mapa de pMOB-Bl. A caixa indica a
posi@éb‘ de LORF dentro da seguéncia de ADNc (linhé a
negro). A caixa preta 1indica ¢ péptido de sinsl e as
elipses <cinzentas indicam a posigdo das sequéncias de
repeticdc ricas em cisteina. B, C. Sequéncias de &cidos
nucleicos e proteinas do ADNc da OPG de rato. O péptido
de sinal previsto estd sublinhado e os sitios potenciais
de glicosilacdo ligados a N éstéo indicados a negro,
letras sublinhadas. D, ‘E. Comparacdo da sequéncia de
Pileup (Wisconsin GCG Package, Versdo 8.1) -da 0PG com
outros elemenﬁos da super-~familia dos R-FNT TNFR. fas
‘(SEQ ID NC 128), ntrlr (SEQ ID NC. 129); =sfu-F2 (SEQ ID:
130); r2-tnf (SEQ.ID NO. 131); id4QC (SEQ ID NO. 132);



osteo (SEQ ID NO. 133); ngfr (SEQ ID NO: 134); 0Ox40 (SEQ
ID NC. 135); 41bb (SEQ ID NO. 136).

Figura 3. Analise PepPlot (grafico dos péptidos)
(Wisconsin GCG Package, Versdo 8.1) da sequéncia prevista

- de proteinas de OPG de rato.

A. Representacdo esquemdtica de OPG de rato mostrando
os amincédcidos hidrofébicos {em cima) e hidrofilicos
(em bazixo). Também se mostram os aminocdcidos bésicos
(em cima) e &acidos (em baixo).

B. Visualizagdo dos residuos de aminocdcidos que
formam folhas beta (en cima) e 08 dque partem as
folhas betz {em baixo),‘conforme definideo também de
acordo com VChou ed Faéman (Adv., En=z. 47, 45-147
(1948)). C. Visualizacdoc das mediéées com propensido
para hélices alfa e <folhas beta (Chou e Fasman,
ibid). As curvas acima. de 1,00 mostram a propensio
para uma estrutura de hélices alfa e fclhas beta. A
estrutura pode terminar em regides de proteinas em
gue as curvas sSe situam abaixo de 1,00. D.
Visualizagao dos residuos que formam alfa'(em cima)
ou gue partem alfa (eni baixo). E. Visﬁalizagao de
porcdes da sequéncia de proteinas que se parecem com
as sequéncias que sé encontram normalmente na
eXtremidade amine das estruturas alfa e beta (Chou e
Fasman, ibid) . F. Visualizagdo de porgdes da
sequéncia de proteiﬁas que Se parecem com as
sequéncias que se encontram normalmente na
extremidade carboxilo das estruturas alfa e beta
(Chou e Fasman, ibid). G. Visualizagio de porgdes da
sequéncia de proteinas cque se encontram nérmalmente

nas dobras (Chou e Fasman, ibid). H. Visualizacgdo do
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momento hidrofébice helicoidal (Eisenberg et al.
Prcc. Natl. Acad. Sci. EUA 81, 140-144 (1%84)) em
cada posicdo na 'sequéncia. I. Visualizagdo da
hidropatia média com base em Kyle e Doolittle (J.
Mel. Biol. 157, 105-132 (1982)) e Goldman et al.
(revisto tm Ann. Rev. Biophys. Biophys. Chem. 15,
321-353 (1986)).

Figura 4. Modelos de expressdo de ARNm pafa © ADNc de OPG
em tecidos humanos. Utilizaram-se sondas nas anadlises de
“Northern blot” com uma insercdo de ADNc de rato marcado
com *?P (A, dois painéis da esquerda), ou com a insercdo

de ADNc humano (B, painel da direita).

Figura 5. Criacdo de ratos transgénicos que expressam ¢
ADNc de OPG em hepatdcitos. Expressdo de “Northern blot”
de transgenes de HEOPG em figado de rato.

Figure 6. Aumento da densidade o&ssea em OPG de ratos
transgénicos. Painéis A-F. Ratos de controlo. G-J, Ratos
gue expressam OPG. Na necrépsia, todos os.animais foram
radiografados e prepararam-se- fotografias. Em = A-F,
mostram-se as radiografias dos animais de controlo
animais e a do transgénico onde ndc se ~verificou
éxpresséo (#28) . Note-se que o0s o©s5s0os tém um codrtex
claramente definido e uma cavidade central da medula
iucente. Pelo éontrério, os animais da OPG (G-J) tém um
cértex mal definido e um aumento da densidade na zona da

medula.

"Figura 7. Aumentc da densidade trabecular em OPG de ratos
transgénicos. A-D. Fotomicrografias representativas dos

ossos de animals de contreoclo. Em A e B, mostram-se
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imagens com baixa definigdo (4X, 10X) dos fémures
(coloragdc tricromica de Masson). As coloragdes com &
fosfatase Acilda resistente e tartrato (FART) demonstram
osteoclastos (ver setas) tanto na cartilagem de
reabsorgdo (C) como no osso trabécular (D). Note-se gue a
aparéncia lisa dos ostecclastos no osso trabecular. E-H.
Fotomicrografias representativas dos osscs de animais que
expressam OPG. Em E e F, mostram—se imagens com baixa
definicdo (4X, 10X) dos fémures (coloracdo tricrdémica de
Masson). A regido clara ¢ a cartilagem lisa em
crescimento, a area corada de azul e a area vermelha sdo
medula. Note-se gque ao contrario dos controlos, o osso
trabecular n8o fol reabsorvido o gue resulta na auséncia
da usual cavidade medular. Do mesmo modo, as trabéculas
resultantes tém uma aparéncia muito wvariada com Aareas
azuis e claras. As Aareas claras sdo partes remanescentes
da cartilagem na placa de crescimento gue nunca foi
remodelada. Com base nas coloragcdes de FART, estes
animais t&m osteoclastos {(ver setas) na placa ds
crescimento (G), gque pode ser reduzida em  ntmero.
Contudo, as superficies das trabéculas fora da placa de
crescimento estdc virtualmente isentas de osteoclastos
(E), uma verificacdo gue esta em contraste directo com os

animais de controlo (ver D).

Figura 8. Os animais que expressam HE-OPG ndo tém
defeitos no desenvolvimento dos mondcitos-macrdéfagos. Uma
das causas da osteoporose em rates é uma produgéo
defeitucsa de M-CSF devido a uma mutacéo pontual‘no gene
de M-CSF. Isto resulta num marcado défice na circulacdo e
de macrdéfagos a base de tecidos. C sangue periférico dos
mondcitos que contam elementos que expressam OPG, tal

como se avaliou por analise de H1 E., Para afirmar a



presenca de macrdofages nos tecidos realizou-se uma imuno-
histoquimica utilizando anticorpos F480, que reconhecem
um antigénio da superficie das células em macréfagos de
murinos. A e C mostram fotomicrofotografias (4X) com uma
baixa ampliacdo de bagos de elementos normais e que
sobre-expressam CR1. Note-se que ambos os animais tém
numerosas células positivas F480. Os mondécitos-macréfagos
estavém também presentes na medula de animais normais (B)

e daqueles gue scobre-expressam HE-OPG (D) (40X) .

Figura 9. Estrutura e sequéncia de clones de ADNc de OPG
de ratos e de seres humanos., A, B. Sequéncias de
proteinas e de ADNc de rato. C, D. Sequéncias de
proteinas e de ADNc de seres humancs. Os péptidos de
sinal previstos estdo sublinhados e os sitios potenciais
de glicosilagdoc ligados a N estdo indicados a negro. E, F
Alinhamentc da sequéncia e comparagcdo das sequéncias de
amincacides de O0OPG de ratos, murganhos e de seres

humanos.

Figura 10. Comparacdo dersequéncia conservadas no dominio
extracelular de R-1 de FNT e de seres humanos. PrettyPlot
(Wisconsin GCG.Package, Versdo 8.1) de R-1 de FNT e o
alinhamento de OPG descrito no exemplo. Linha do topo,
sequéncias de R-1 de FNT humano codificando os dominiocs
-1-4. Linha do fundo, sequéncias de OPG humano codificando
oS dominios 1-4.  Os residuos conservados estdo

evidenciados por caixas rectangulares.

Figura 11. Representagdo tridimensional de OPG humana.
Vista lateral da visualizacdc de Molescript da estrutura
tri-dimensicnal prevista dos residuos de OPG humana 25 a

163, ({(linha larga), co-cristalizada com  FNTR (linha



fina). Como referéncia para orientagidc, as setas a negro
ao longo da estrutura do polipéptide de OPG esti3o a
~apontar na direcgdo do terminal N para o© terminal C. A
localizacdo das cadeias laterais dos residuos individuais
de cisteina estdo inseridas ao longo da estrutura do
polipéptido para ajudar a demonstrar os dominios
separados ricos em cisteina. A molécula de FNTP estéd

alinhada, tal como descrito por Banner et al. (1993).

Figura 12. . Estrutura dos dominiocs de OPG riccs em
cisteina. Alinhamento das sequéncias de amincéacidos de
0PG humana {(linha de topc SEQ ID NO: 136 e de rato (linha
de fundo) evidenciando a prevista estrutura do dominio de
OPG. O polipéptido esta dividido em duas metades; a
terminacdo N (A), e a terminagdo C (B). Prevé-se gue a
metade do terminal N contenha quatro dominics ricos em
cisteina (mafcada 1-4}y. As previstas ligagdes de
sulfureto entre as cadelas estdc indicadas por linhas
cheias, marcadas por “SST”, “S$S2” ou “SS83”. Prevé-se que
~a tirosina 28 e a histidina 75 (sublinhadas) formem uma
interacgdo idénica. Os aminoacidos que se prevé que
inte;ajam com um  ligando de OPG estdo indicados por
tracejado grosso acima do residuo apropriado. 0s residuos
de cisteina localizados na metade do terminal C da O02G

estdo indicados por caixas rectangulares.

" Figura 13. Expressdo e secrecdo das proteinas de fusdoc de
OPG-Fc de comprimento completo e tTruncadas de rato. A.
Mapa indicandc os pontos de fusdo com o dominio humano de
Fc de IgGl por meio das pontas das setas. B. Coloracgdo
prateada e gel de SDS-poliacrilamida de meic condicionado
obtido de um FI.Fc (OPG de-compriménto completo fundida

‘com Fc na leucina 401) e vectores de expressido da
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prcteina de fusdo .de CT.Fc (OPG fundida com Fc na
trecnina 180 truncada no terminal de carboxi). Coluna 1,
linha de c¢élulas do vector de expresséo' parental de
pCEP4; coluna 2, linha de células do vector FI.Fc¢; Coluna
3, linha de células do vector CT.Fc. C. “Western blot” de
meio condicionado obtido a partir vectores de expressic
das proteinas de fusdo FI.Fc .e CT.Fc sondados com o
dominio F¢ anti-humanoc de IgGl (Pierce). Coluna 1, linha
de c<¢élulas do vector de expressdc parental de pCEP4;
coluna 2, linha de células do vector FI.Fc; Coluna 3,

linha de células do vector CT.Fc.

Figura 14. Expressao de OCOPG humana em E. c¢oli. A.
Construgéo de um vector de expressdo bacteriano. O LORF
do. gene de OPG humana foil amplificado por RCPE, depois.
Juntou-se a um fragmento de ligante de oligonucledtido
cujo filamento de topo.é a SEQ ID NO: 137; o filamento do
fundo é a SEQ ID NO: 127, e estd ligadc no ADN do vector
do pAMG21. O vector resultante & capaz de expressar os
residuos de OPG 32-401 ligados a um residuo de metionina
de terminal N. B Analise por EGPA-SDS de bactérias
induzidas e mndo induzidas comportadas as plasmidos
pPAMGZ2l- OPG humana - 32-401. Coluﬁa 1l, padrdes de PM;
coluna 2, bactérias naoc induzidas: coluna 3, inducdoc a 30
°C; coluna 4, inducdo a 37 °C; coluna 5, produto da lise
de células completas a partir da induc3oc a 37 °C; coluna
6, fracgdo solivel do produto da lise de células
completas; coluna 7, fracg¢do inscluvel do produto da lise
de células. completas; c¢oluna 8, corpos de inclusédo
purificados a partir do produto da 1lise de células

completas.
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Figura 15. Andlise de CPG recombinante de murino
produzida em células de OCHC (ovArio de hamster chinés)
por meio de EGPA-SDS e de “western blotting”. Aplicou—se
uma quantidade igual de meio condicionade de CHC a cada
coluna ilustrada e preparou-se peor meile de tratamento
quer com tampdoc de redugdo de amcstras (coluna da
esquerda), ou com tampdo de ndc redugdo de amostras
{coluna da direita}. Depcis da electroforese, transferi-
ram-se as proteinas resolvidas para uma membrana de
nylon, depois fez-se uma sondagem com anticorpos anti-
OPG. As posicdes relativas das formas moncméricas de 55
kd e das formas diméricas de 100 kd estdc indicadas pelas

pontas das setas.

Figura 16. Andlise por gravacdo de 1impulscs de CPG
recombinante de murino produzida em células de OHC. As
células de OHC foram marcadas por pulsagac com Bg-
metionina/cisteina e depois foram gravados durante o
tempo indicado. Prepararam-se as culturas marcadas por
via metabdélica tanto no meio condicionado como nas
células e preparou-se para cada uma delas extractos em
detergentes purificaram-se e depols faz-se a imuno-

precipitacdo com anticorpos anti-OPG. Os produtos da
imunoprecipitacdo foram resolvidos por EGBA-SDS, - e
expostos a um filme. Painéis de topo da esquerda e da
direita; amostras analisadas em condicgdes de ndo redugdo.
Painéis do fundo da esquerda. e da direita; Amostras
analisadas em condigdes de redugdo. Painéis do- topo e do
fundo do lado esquerdo; Extractos de células. Painéis do
topc e do fundo do lado direito; Extractos do meio
condicionado. A mobilidade relativae das formas monomé-

ricas de 55 kd e das formas diméricas de 100 kd de OPG

estdo indicadas pelas pontas das setas.
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Figura 17. Expressdc de OPC na linha de células CTLL-2.
Preparou-se o meio condicionade isentc de soro das
células CTLL-2 e das células transfectadas de 0PG [1-401]
de OHC de murino, concentrou-se, depois analisou-se por
EGPA-SDS ndc redutora e “western blotting”. Coluna da
esquerda; meio condicionado de CTLL-2. Coluna da direita;
meio condicicnade de OPG de OHC de murino. A mobilidade
relativa das formas monoméricas de 55 kd e das formas
diméricas de 100 kd de OPG estéo indicadas pelas pontas

das setas.

Figura 18. Deteccdo da expressdo de OPG em amostras de
scrc e em extractos de figado obtidos de ratos de
controlo e de OPG de ratos transgénicos. Prepararam-se 0S8
ratos trénsgénicos tal como se descreveu no exemplo 4.
Visualizou-se a expressdo de OPG apés a EGPA-SDS seguida

de “Western blotting” utilizando anticorpos anti-OPG.

Figura 19. Efeitos da proteina de fusdo de FC - OPG [22-
401] humana na formacdoc doé osteoclastos in. vitro.
Realizou-se o ensaio de formacao dds osteoclastos tal
como descrito no exemplo 11A na auséncia ‘(controlo) ou na
presenca das quéntidades indicadas da fusdo de OPG humana
[22-401]-Fc. A formacdo de osteoclastos foi wvisualizada
por coloracdo histoquimica para a fosfatase Acida
resistente-a tartaratos (FART). A. Adicionou-se QPG a 100
ng/mi. D. Adicionou-se OPG.a 0,1 ng/ml. E. Adicionou-se
OPG a 0,1 ng/ml 1. F. Adicionou-se 0OPG a 0,001 ng/ml. G.

.Controld. N3do se adiciohou OPG.

Figura 20. Diminuigdo da actividade de FART na cultura de
osteoclastos por meio do aumento das quantidades de OFG.

Adicionou-se aos ensaios de formacdc de osteoclastos as
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concentracgdes 1indicadas da proteina de fusdo de O0PG
humana [22-401]-Fc e guantificou-se a actividade da FART

tal como se descreveu no Exemplo 11A.

Figura 21. Efeito da ©OPG no estddioc terminal da
diferenciacdo dos osteoclastos. Adicionou-se a proteina
de fusdoc de CPG humana [22-401]-Fc¢ ao ensaio de formacgdo
de osteoclastos durante o estddio intermédio da maturacdo
dos osteoclastos (dias 5-6; OPG-CTL) ou durante o
estidio terminal da maturacdc dos osteoclastos (dias 7-
15; CTL-CPG). Quantificou-se a actividade da e comparou-
se com a actividade observada na auséncia de 0OPG (CTL-

CTL) na presenca de toda a OPG (0OPG-0FG).

Figura 22. Efeitos de IL-1B, IL-1a e OPG no calcio
‘ionizade nc sangue de ratos. Monitorizaram-se os niveis
de calcio ionizado no sangue depoils da injecgdc de IL-1
iscladamente, IL-1g isoladamente, IL-1 p mais OPG de
murino [22-401]-Fc, 1L-1 « mais OPG de murino [22-401 ]-
Fc, e apenas O0PE de murino [22~40lj—Fc. Os ratos de

controlo receberam apenés injeccgdes de solugédo tamponada

com fosfato. A experiéncia com IL-1f estd ilustrada em A;

A experiéncia com IL-1lo estd ilustrada em B.

Figura 23. Efeitos de OPG nos osteoclastos da calvaria em
ratos de controlo e ratos tratados com ILl. Processos
histdlégicos para analisar amostras de ossos da calvéaria
estdo  descritos no exemplo 11B. As setas i1ndicam os
osteoclastos presentes nos ratos tratados no dia 2.
Amostras da calvaria de ratos gque recekberam diariamente
quatro injecgdes de STF (A), uma injecgdo de IL-1 e trés

injecgfes de STF diariamente (B), uma injecgdo de STF e
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trés injecgdes de OPG diariamente (C), uma injeccdo de

IL-1 e trés injecgdes de OPG diariamente.

Figura 24. Andlise radiografica da acumulagdo ébssea da
cavidade medular de ratos normais. Injectaram-se os ratos
subcutaneamente com solug&c salina (A) ou fusdo de 0OPG de
murine [22-401]-Fc (bmg/kg/d} durante 14 dias (B) e
densidade &ssea determinada como se descreveu no exemplo

11cC.

Figura 25. Anadlise histomorfométrica da acumulacdo dssea
na cavidade medular de ratos normais. As experiéncias de
injecgdo e a histologia dos ossos realizaram-se conforme

descrito no Exemplo 11 C.

‘Figura 26. Anélise.histomorfométrica da acumulacgdc &ssea
na cavidade medular de ratos normais. Experiéncias de
injecgdo e histclogia dos ossos realizada como descrito
no exemplo 11C. A. Injecgdo de solugdo salina B. Injeccdo
da fusdc de COPG de murino [22-401]-Fc.

Figura 27. Actividade da OPG administrada a ratos a que
tinham sido retirados os ovarios. Nesta experiléncia de
duas semanas a tendéncia para uma reabsorgdo da densidade
6ssea parece ter sido bloqueada pela OCPG ou outras
terapias anti-reabsorcdo. As medigdes de DEXA foram
‘feitas na mesma ocasido da ovariectomia e nas semanas 1 e
2 do tratamento} Os resultados estdo expressos comc a
alteracdo da % em .relagéo 4 densidade o6ssea inicial

(média +/- DPM {(desvio padrédc da média)).

~ Figura 28. A densidade &ssea na metdfise femoral, medida

por processos histomorfométricos, tende a ser menor nos
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ratos ovariectomizados (OVX) do gque os animais operados
de uma forma simulada (SHAM) 17 dies depois da
ovarioectomia. Este efeito foi blecqueado pela OPG-Fec, com
ratos a que se retircu o ovario e foram tratados com OPG-
Fc (OVX+0OPG) gque tinham uma densidade ¢ssea significa-
tivamente mais elevada dos que os ratos a que se retirou

o ovario (OVX). (Média +/- DPM}.

Descrigdc detalhada da invencgdo

Identificou-~se um novo elemento da superfamilia dos
receptores dos factores de necrose dé tumor R-FNT como um
marcadecr de uma seguéncia expressa (EST) 4disoclada de uma
biblioteca de ADNc de intestino fetal de rato. As estruturas
dos clones  de ADNc de rato de éomprimento cOmpieto e o0s
clecnes correépondentes de murganho e humancs . foram
determinadas como descrito nos‘exemplos 1 e 6. De acordo com
‘a presente invenclo, o gene humano‘esté ilustrado nas figuras
9C-SD (SEQ ID NO: 124). Para comparacgdc, ©s8 genes de ratos e
de nurganhos estdc ilustrados nas figuraé 2B-2C e O9A-9B
respectivamente. As trés seguéncias exibiram uma forte
semelhanca com os dominics extra-celulares dos elementos da
familia dos R-FNT. Nenhum dos clones de ADNc de comprimentoc
completo, isoclado, c¢odificou os dominios da transmembrana e
citoplésmico como seria de esperar para os receptores ligados
a membrana, sugerindo gue estes ADNcs codificam proteinas
segregadas soluvels em vez dos receptores da superficie das
~células. Uma porgdo do gene humano abarcando os.nucleétidos
1200-1353, ilustrada na figura 9D fol depositada na base de
dados do Genebank'em 22 de Novembro de 1995 com o no. de

acessol7188769.
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Determinou-se a distribuicdc do tecido do ARNm de rato e
humano tal como se descreveu no exemplo 2. No rato, detectou-
se na expressido do ARNm no rim, figado, placenta e coragéo
com a mais elevada expressio no rim. Também se detectou
expressdo no musculo do esgueleto e no pancreas. Nos seres
humanos, detectou-se a expressdc nos mesmos tecidos en

simulténeo com os nédulos linfaticos, timo, bacce e apéndice.

O ADNc de rato foli expresso em .ratos transgénicos
(exemplo 3) utilizando o sistema de expressdo do promotor
ApoE especifico do figado. A analise de expressores mostrou
um aumento marcade na densidade éssea, particularmente em
ossos longos (fémures), vértebras e ossos plancs (pélvis). A
andlise histoclégica das secgdes coradas dos o0ssos exibe uma
ostecporose severa (ver exemplo 4) indicando um desequilibrio
marcado entre a formagcdo e a reabsorgido &ssea gue leveou a uma
acunulacdo marcada dos ossos e da cartilagem. Uma diminuicgdo
do numero de ostecclastos trabeculares nos ossos dos animais
que expressam OPG indica que uma porcdc significativa da
actividade da proteina relacionada com o R-ENT pode ser
prevenir a reabsorgdo &4ssea, um proceéso mediado pelos
osteoclastos. Tende em vista a actividade nos animzis
transgénicos que as expressam, as proteinas relacionadas com

o R-FNT aqui descritas sdo designadas por OPGs.

Utilizando a sequéncia do ADNc de rato, isolaram-se os
élones de ADNc de murganhos e de seres humanos‘(Exemplo 5). A
expressdo de COPG de murganho em 233 células e OPG Humana em
E. coli estd descrita nos exemplos 7 e 8. A OPG de murganho
~fol produzida como uma fusdo de Fc que se purificou por
cromatografia por afinidade da proteina A. Também se descreve
nce exemplo 7 a expressdo de polipéptidos de OPG de

comprimento completo e truncados de seres humanos e de
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murganhos em OHC e 293 células. quer como polipéptidos de
fusdo para a regido Fc de IgGl ou como polipéptidos nao
fundidos. A expressdo de OPGs de comprimento completo e
truncadas de seres humanos e de murganhos em E. coli quer
como polipéptidos de fusdo de Fc ou como polipéptidos nédo
fundidos, esta descrita no exemplo 8. A purificagdo de O0OPG
bacteriana e de mamifero, produzida de forma recombinante

estd descrita no exemplo 10.

A actividade biolégica da OPG fol determinada utilizando
um ensaio de maturacdo de osteoclastos in vitro, um modelo in
vivo de hipercalcémia induzida por interleucina-1 (IL-1), e
estudos de injeccdo da densidade dssea em ratos normais (ver
exemplc 11). As proteinas recombinantes de 0OPG que se seguem,
preduzidas em CHC ocu nas 293 células demonstraram actividade
no ensaio de maturacdc de osteoclastcs em E. coli. OPG de
murino [22-185]-Fc¢, CPG de murino 122-194]1-Fc, QPG de ﬁurino
[22-401]Fc, OPG de murino [22-401], OPG humana [22-201]-Fc,
OPG humana [22-401j-Fc. OPG de murino [22-180]-Fc produzida
em células de OHC e OPG humana met[32-401] produzidas em E.

coli ndo demonstraram actividade no ensaio in vitro.

A OPG de varias fontes foil produzida come um dimero e de
alguma forma como um multimero.‘ A OPG [22-401]1 de rato
produzida em ratos transgénicos, a OPG de murino [22-401] e a
OPG humana [22-401] produzida como um polipéptide recom-
binante em células de QHC, & a OPG expressa-como um produto
de ocorréncia natural & partir de uma linha de células T
citotdxicas eram predominantemente dimeros e trimeros quando
analisadas em géis de SDS n&o redutores (ver exemplo 9). Os
polipéptidos de OPG truncados com eliminagdes na regidc dos

aminoacidos 186-401 (por exemplo, OPG [1-185] e OPG [1-194]}

eram predominantemente monoméricas sugerindo que a regiio
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186-401 pode estar envolwvida na auto-associacgéo dos
pclipéptidos de O©OPG. Contudo, & OPG humana met{32—401]

produzida em E. coli era amplamente monomérica.

A OPG pede ser importante na regulagdo da reabsorcgéo
6ssea. A proteina pode actuar ccmo um receptor soluvel da
familia dos ENT e pode evitar a interacg¢do receptor-iigando
envolvida na wvia osteolitica. Um dos aspectos da regulagio

parece ser uma redugdo no nimerc de osteoclastos.

Acidos nucleicos

A meméria descritiva indica &cidos nucleicos isolados
gue codificam um polipéptide com pelo menos uma das
actividades biclédgicas de OPG. Tal como se descreve aqui, as
actividades biolégicas de OPG incluem, mas n3o se limitam a
qualquer actividade que envolva o metabolismo dos ©ssos e, em
particular, inclui o aumento da densidade &éssea. Os é&cidos
nucleicos da presente meméria descritiva seleccionam-se entre

os seguintes:

a) sequéncias de Acidos nucleicos como se mostra nas
figuras 9C-9D (SEQ ID NO: 124) ou os seus filamentos
complementares;

b) os &cidos nucleicecs que hibridam em condic¢des severas
com a regifo que codifica os polipéptidos nas figuras 2B-
2C, 9A-9E e 9C-9D (SEQ ID NO: 124); e

c) os acidos nucleicos que hibridam em condig@es severas
com os nucledtidos 148 a 337 inclusive como se mostra na
figura 1A.

d) as sequéncias de Aacidos nucleicos que degeneraram das

seqguéncias em (a) e (b).
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A membébria descritiva indica 4cidos nucleicos que
codificam OPG de rato, de murganho e de seres humanos assim
como sequéncias de acidos nucleicos gque hibridam com ela e
gque codificam um polipéptido que tenha pelo menos uma das
actividades biolégicas de OPG. Também tem por objecto acidos
nulceicos que hibridam com uma OPG EST de rato, englobando os
nucledétidos 148-~337 como se mostra na figura IA. As condicdes
para a hibridagdo sdo geralmente de alta severidade tal como
5xS8SC, formamida a 50 % formamida e 42°C descritas no exemplo
1 da membéria descritiva. A severidade equivalente a estas
condicgdes pode ser facilmente obtida por ajustamento das
concentracdes do sal e do dissolvente orgdnicec e também da
temperatura. Os Acidos nulceicecs em (b) englobam sequéncias
que -codificam polipéptidos relacionados com OPG que nao
sofrem nenhuma hibridagéo detectavel com outros elementos
conhecidos da super—familia dos receptores de FNT. Num
enquadramento preferido, os A&cidos ﬁucleiCOS s8c como se

mostra nas figuras 9C-9D (SEQ ID NO: 124).

A extensdco da hibridacdo dos Acidos nucieicos da
presente invengado pode ser varidvel dado que a hibridégéo
pode ocorrer em parte ou em todas as regides que codificam os
polipéptidos tal como se mostfa.naS'figuras 9C-S%D (SEQ ID NO:
124), e pode também ocorrer em‘regiées adjacentes gue néo
codificam. Por issc, os acidos nucleicos de hibridacdo podem.
ser partes truncadas ou:aumentadas das secguéncias mostradas”
nas figuras 9C-9D (SEQ ID NO: 124). Os &cidos nucleicos
truncados ou aumentados estdo englobados pela presente
invengdo desde que retenham uma ou mais das propriedades
biclédégicas da CPG. Cs acidos nucleicos de hibridacdc podem
também incluir regides de n&o codificacdo adjacentes que 5':
e/ou 3' em relagdo a regido de codificacdo da OPG. As regiéeé

de ndo codificacdo incluem regides reguladoras envolvidas na
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expressdo da OPG, tal como sitios prometores, melhoradores,
de iniciacdoc translacional, sitios de terminacdo da

transcricdo e similares.

As condig¢des de hibridagdoc para écidos.nucleicos estao
descritas em Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2% ed. Cold Spring Harbcor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, Nova Icrque {1289).

C ADN que codifica a OPG de rato foi providenciado pelo
rlasmido pMO¥Bl.l depositado mna American Type Culture
Collection, Rockville, MD em 27 de Dezembro de 1995 com o n°
de acessc da ATCC 693970, O ADN que codifica a QPG de rato foi
providenciado pela  OPG de murino do plasmide pRcCMV
depositado na American Typé Culture Collection, Rockville, MD
-.em 27 de Dezembro de 1995 com o n° de acesso da ATCC 69971. ©
;ADN que codifica’ a OPG humana fol providenciado pela OPG
humana do plasmido pRcCMV depositado na American Type Culture
}Collection, Rockville, MD em 27 de Dezembro de 1985 com o n°
“de acesso da ATCC 69969. Os &cidos nucleicos da descricdo
irdo hibridar em condicdes séveras com as insercbes de ADN
com ©OS nos. De acesso da ATCC 69969, 693970, e 69971 e tém

pelo menos uma das actividades bioldégicas da OPG.

A presente memdédria descritiva também descreve derivados
das. sequéncias de Acidos nucleicos como se mostra nas figuras
2B, Y%A e 9B.‘Tal come se utiliza aqui, os derivados incluem
sequéncias de acidos nucleicos gue tém adigoes,
substituicées, insercdes ou eliminagdes de um ou mais
residuos de tal modc que as sequéncias resultantes codificam
polipéptidos que tém um ou mais residuos de aminodcidos gque
tinham sido adicionades, eliminados, inseridos ou

substituidos e os polipéptides resultantes tém a actividade
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da OPG. O©Os derivados de 4&cidos nucleicos pcdem ser de
ccorréncia natural, tal como por variacdo de combinacdes ou
por polimorfismos ou podem ser construidos utilizando
técnicas de mutagénese dirigidas ao sitio disponiveis para os
especialistas na matéria. Um exemplc de uma variante de OPG
de ocorréncia natural é um &cido nucleico gue codifica uma
alteracdo de lis para asn no residuc 3 dentrc da sequéncia
lider (ver exemplo 5). Antecipa-se que os derivados de acidos
nucleicos véo codificar alteracdes de aminodcidos nas regides
da molécula onde ¢é menos provavel que se perturbe a
actividade bioldgica. Outros derivados incluem um &cido
nucleico que codifica uma forma de OPG ligada z& membrana com
um dominio extracelular como se mostra nas figuras 9C~9D (SEQ
ID NGC: 124) em conjunto com dominios da transmembranai e

citoplasmico.

Num enquadraménto, 038 derivades de OPG incluem 4&cidos
nucleicos que codificam formas truncadas de 0PG com um -ou
 mais amino&dcidos eliminados do terminal carboxi. Os écidbs
nucleicos que codificam OPG podem ter de 1 a 216 aminodcidos
eliminadeos deo terminal Qarboxi. Evéntualmente, uma regido Fc
do anticorpo pode estender-se do ﬁovo terminal de carboxi
para se obter um polipéptido activo sob 6 pontc de vista
bioldgico da fusédo Ide OPG-Fc. (ver exemplo 11). Eim
enguadramentos preferidos, os &cidos nucleices codificam OPG
com a seqguéncia de aminocdcidos dos residucs 22-185, 22-189,
22-1%4 ou 22-201 {(utilizando a numeracgdoc das figuras 9E-F) e

eventualmente, codificando uma regido Fc¢ de IgG humana.

Também estdo incluidos os &cidos nucleicos que codificam
formas truncadas de OPG com um ou mais aminocdcidos eliminados
do terminal amino. As formas truncadas incluem aquelas a que

faltam os 21 aminodcidos gque constituem a sequéncia.
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Adicionalmente, a presente invencdo tem por objecto &cidos
nucleicos que codificam CPG com 1 a 10 amincédcidos eliminados
do terminal amino maduro (no residuo 22) e, eventualmente,
tendo de 1 a 216 aminoacidos eliminados do terminal carboxi
{(no residuo.401). Eventualmente, o0s Acidos nucleicos podem
codificar um residuo de metionina no terminal amino. Exemplos
desses polipéptidos truncados de O0OPG estdc descritos no

exemple 8.

Eiemplos dogs 4cidos nucleicos da presente invdencdo
incluem ADNc, AND genémico, ADN sintético e ARN. C ADNc
obtém-se de biblictecas preparadas a partir de ARNm isclado
de varios tecidos gque expressam OPG. Nos seres humanos, as
fontes de tecido para a OPG incluem rim, figado, placenté e
coragcdo. O ADN genémico que codificaA a OPG cobtém-se de
bibliotecas gendmicas que estdc comercialmente disponiveis a
partir de uma variedade de espécies. O ADN sintético obtém-se
por sintese guimica de fragmentos sobrepostcs de
cligonucledtidos seguida da Jjuncd3c dos fragmentos para
~reconstituir parte ou toda a regidio de codificacio e com as
"sequéncias (ver patente U.S. No. 4.695.623 que descreve as
sinteses quimicas dos genes do interferdo}. Obtém-se ARN mais
facilmente por meio de vectores de expressdo preccaridticos
que dirigem um elevado nivel de sintese de ARNm, tal como

vectores que utilizam promotores de T7 e polimerase de ARN.

As sequéncias de &cidos nucleicos da presente invencéo
sdo utilizadas para a detecgdoc de sequéncias de OPG en
amostras biolégiéas de modo a determinar quais as células e
tecidos que expressam ARNm de OPG. As sequéncias podem também
ser utilizadas para rastrear ADNc e bibliotecas gendmicas
para as sequéncias relacionadas com a OPG. Esse rastreio esta

dentro das capacidades de um especialista na matéria
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utilizande condicdes de hibridac8o apropriadas para detectar
sequéncias homélogas. Os &cidos nucleicos s8o também uteis
para a inducdo da expressi&c de niveis de expressido OPG por
terapia anti-paralela ou por terapia de genes. 0Os A&acidos
nucleicos sido também Uteis para o desenvolvimento de animais
transgénicos que podem ser utilizados para a produgdo do
polipéptido e para o estudo da actividade biocldégica (ver

exemplo 3).

Vectores e células hospedeiras

Também tém por objecto os vectores de expressdoc gue
contém as sequéncias de &cidos nucleicos que codificam OPG,
as células hospedeiras transfcrmadas. com o©os referidos
vectores e oé processos para a produgdo de OPG. Pode-se
encontrar uma revisdo da expressio das proteinas  recom-
binantes em Methods of Enzymelogy v. 185, Goeddel, D.V. ed.
Academic Press (1990). |

As células hospedeiras para a producdo de OPG incluem
células hospedeiras procaridticas, tal como células
hospedeiras de E.. coli, levedura, plantas, insectos e
mamiferos. As estirpeé de E coli tais como HBI1IQ1l ou JM101 sido
apropriadas para a expressdo. As -células hospedeiras
preferidas de mamiferos inclﬁem C0s5, OHCd-, 293, Cv-1, 3T3,
células de rim de hamster bebé (REB) e outras. As células
hospedeiras de mamiferos s&o preferidas guando apds as
modificagdes translacionais, nc casc de glicosilagéo e
tratamento de polipéptido, sdo importantes para a actividade
da OPG. A expressdo em mamiferos permite a producdo de
polipéptidos segregados gue podem ser recuperados do meio de

crescimento.
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Os vectores para a expressdo de OPG contém no minimo as
sequénclas necessarias para a propagacdo do vector e para a
cexpressdo da insercdo clonada. Fstas sequéncias incluem uma
crigem de replicagdo, um marcador de selecgdo, um promotor,
um sitio de ligagdo do ribossoma, sequéncias de melhoramento,
sitios de combinagdc de ARN e sitics de terminagio da
transcricdo. Os vectores apropriados para a expressdo nas
células hospedeiras mencionadas antes estdoc facilmente
disponiveis e os acidos nucleicos da presente invencdo séo
inseridos nos vwvectores utilizando técnicas neormalizadas de
ADN recombinante. Os vectores para a expressdo especifica de
tecidos de OPG estdo também incluidos. Esses vectores incluem
promectores que funciconam especificamente no figado, no rim ou
noutros o&érgdos para a producdoc em ratos e vectores viréis

para a expressdo de OPG em células humanas atingidas.

Utilizando um sistema apropriado de vector hospedeiro, a
OPG é produzida de forma recombinante fazendo uma cultura de
uma célula hospedeira transformada com um vector de expressio
contendo sequéncias de acidos nucleicos que codificam OPG em
condigdes tais come as qgue a OPG & produzida e isolande o
produto da expressido. A OPG & produzida no sobrenadante de
células de mamiferos transfectadas ou em corpos.de inclusao
de células hospedeiras bacterianas transformadas. A OPG assim
produzida pode ser purificada por processos conhecidos pelos
especialistas na matéria comc se descreve a seguir. A
expressdo de OPC em sistemas de hospedeircs bacterianos ou de
mamiferos estd descrita nos exemplos 7 e 8. 0s vectores de
expressdo para os hospedeiros mamiferos s&o exemplificados
por plasmidos tais como pDSRa descrito no pedido de patente
PCT No. 90/14363. 0Os vectores de expressdo para as células
hospedeiras bacterianés sdo exemplificados pélos plasmidos

PAMGZt e pAMGZ2Z2-His descritos no Exemplo 8. O plasmidc pAMG21
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foi depositado na American Type Culture Collection,
Rockville, MD em 24 de Julho de 1%96 com o no. de acesso
98113. O plasmido pAMG22-His foi depositado na American Type
Culture Collection, Rcckville, MD em 2 de Julho de 1996 com o
no. de acesso 98112. Antecipa-se que os plasmidos especificos
e as células hospedeiras descritas tém fins ilustrativos e
que outros plasmidos e células hospedeiras disponiveis também

podem ser utilizados para expressar os polipéptidoes.

A presente invengdo também tem por objecto a expressdo
de OPG a partir de &cidos nucleicos enddbgenos por meio de
eventos de recombinagdoc in vivo ou ex vivo para permitir a
indugdo de OPG a partir do cromossoma do hospedeiro. A
expressac de OPG lpor meio da introdugdo de segquéncias
reguladoras exdgenas (por exemplo, promotoras ou melhorado-
ras) capazes de dirigir a producdo de OPG a partir de regides
enddgenas que codificam OPG est4d também englobada. A
estimulagdoc de sequéncias reguladoras enddgenas capazes de
dirigir a producdo de OPG por exemplec por exposicdo a
factores de melhoramento transcricicnal) também estia dentro

do dmbito da presente invencdo.

Polipéptidos

LA presente invencdo tem por objecto O0OPG, um novo
elemento da super-familia dos receptores de FNT, com uma
actividade associada ao metabolismo dos ossos e em particular
com actividades de inibigdo da reabsorcido 6ssea, aumentando
assim a densidade &éssea. OPG refere-se a um polipéptido com
uma sequéncia de aminodcidos de CPG humana ou um seu derivado
com pelo menos uma das actividades bicldgicas da COPG. A
sequéncia de aminoidcidos de OPG humana estd ilustrada nas

figuras 9C-9D (SEQ ID NO: .125). Um derivadc de OPG refere-se
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a um polipéptidec gque tém uma adigdo, uma eliminagdo, uma
insergdc ou uma substituigdc de um ou mais amincadcidos tal
como um polipéptido resultante que tenha pelo mencs uma das
actividades bioldgicas de OPG. As actividades biocldgicas de
OPG incluem, mas ndo se limitam a actividades que envolvem o©
metabolismo dos ossos. Preferencialmente, os polipéptidos
terdo a seguéncia lider de terminal amino com 21 aminodcidos

eliminados.

Os polipéptidos de OPG englobados ©pela presente
descrigdc incluem fusdo de Fc - [1-401] humano, [22-180] de
rato, [22-401] humano, [22-3280] humano, [1-180], [22-180]
humano e met-32-401 humanec. A numeracdo dos aminoacidos esta
ilustrada na SEQ ID NO: 125 {(humana). Também estdo englobados
0os derivados de polipéptidos com eliminag¢des ou truncagens do
terminal carboxi de parte ou de todos os residucs de
amincacides 180-401 de OPG; uma ou mais alteracdes dos
aminodcides nos residuos 180-401; eliminagdo de parte ou de
todo o dominio de OPG rico em cisteina, em particular
eliminacdo do dominio distal (terminal carboxi) rico em
cisteina; e uma ou mais alteragdes dos amincacidos num
dominio rico em cisteina, em particular no (dominic distal
(terminal carboxi) rico em cisteina. Num enquadramento, a OPG
tem de 1 até cerca de 216 aminocdcidos eliminados do terminal
carboxi. Noutro enquadramento, a OPG tem de 1 até cerca de 10
aminodcidos eliminados do terminal amino maduro (em gque o©
terminal amino madurc estd nc residuo 22) e, eventualmente,
tem de 1 até cerca de 216 aminodcidos eliminados do terminal

carboxi.

Ainda - outros polipéptidos de OPG ‘englobados pela
presente descrigdo incluem os seguintes: fusdo de [22-180]

humanc - Fc, fusdo de [22-201] humano - Fc, fusdo de [22-401]
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humano -Fc, fusdo de [22-185] de rato - Fc, fusdoc de [22-194]
de rato =-Fc. Estes polipéptidos s&o produzidos em células
hospedeiras de mamiferos, tails como células de QHC ou células
293. Outros polipéptidos de OPG englcbados pela presente
invenc¢do que sdo expressos em células procaridéticas de
hospedeiros incluem os seguintes: met [22-401] humano, fusdo
de Fc - met [22-401] humano (Fc regido estd fundida no
terminal amino da sequéncia de codificagdc de OPG de
comprimento compléto tal come descrito no exemplo 8), fusio
de met [22-401] humano -Fc (Fc regido fundida com a seguéncia
de OPG de comprimento completo), fusdo de Fc - met [22-401]
de rato, fusdc de met [22-401] de rato - Fg, met [27-401)]
humano, met [22-185] humano, met [22-189] humano, mnmet [22-
194] humano, met [22-1947 humano (P2SA), met [22-194] humano
{P26A), met ([27-185] humano, met [27-189] humanc, met [27-
1941 humanc, met-arg-gli-ser-(his)s [22-401] humano, met-lis
[22-401] humano, met-(lis)s;—- [22-401] humano, met [22-401]
humano -Fc (P25A), met [22-401] humano (P25A), met [22-401]
humano (P26A), met[22-401] humano (P26D), met [22-401] de
rato; met [27-401] de rato, met([32-401] de rato, met[27~180]
de rato, met[22-189] de rato, met[22-194] de rato, met[27-
189] de rato, met[27-194] de rato, met-1is[22-401] de rato,

HEK[22-4011 de rato (A45T), met-lis-(his), [22-401] de rato,
met-lis [22-401]-(his); de rato e met([27-401] de rato (P33E,
G365, A45P). Deve entender-se que os polipéptides de OPG
anteriores produzides em células hospedeiras procaridticas
tém um residuo de metionina de terminal amino, se esse
residuo ndo estiver indicado. Em exemplos especificos, a-
fusdo de OPG-Fc foi produzida utilizando uma regido de 227
aminoacidos de IgGl- vyl humana com a sequéncia ilustrada em
Ellison et al. (Nuc. Acids Res. 10, 4071-4079 (1982)).

Contudo, também se podem utilizar variantes da regido Fc da

IgG humana.
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A andlise da actividade bioldgica das truncagens de CPG
de terminal carboxi fundidas com a regido humana de Fc de
IgGl indica uma porcdo de OPG de cerca de 164 aminodcidos que
& necessaria para a actividade. Esta regidc engloba os
aminodcidos 22-185, preferencialmente os da figura SC-9D {SEQ
ID NO: 125) e compreende guatro dominics ricos em cisteina
caracteristicos dos dominios ricos em cisteina dos dominios

extracelulares dos R-FNT.

Utilizando a homologla entre OPG e os dominios
extracelulares de ligagdo do ligando dos elementos da familia
dos receptores de FNT, gerou-se um modelc tri-dimensional de
CPG com bkase na estrutura cristalina conhecida dco dominic
extracelular de R-1 de FNT (ver exemplo 6). Este modelo foi
utilizado para identificar os residucs dentro da OPG. que
podem ser importantes para a actividade biocldgica. Os
residuos de cisteina que estdc envelvides na manutengdo da
estrutura doé quatro dominics rices em cisteina foram
identificados. Identificaram-se no modelo as ligacbes de di-
sulfureto gue se seguem: Dominio 1: cis4l a cisb4, cisdd a
cis62, tir23 e his66 podem actuar para estabilizar a
estrutura deste dominio; Dominio 2: cis65 a c¢isB0, cis83 a
c1s898, cis87 a c¢isl05; Dominio 3: c¢isl07 a c¢isll8, cislZd a
cisldZ2; Dominico 4: cisldh é ci1sl160, cisico a ¢isl85. Também
se identificaram residuos que estavam muito proéximos do FNTf
como se mostra nas figuras 11 e 12A-12B. Neste modelo,
assume-se dque OPG se liga a um ligando correspcondente;
utilizou-se FNTP comc um ligando modelo para estimular a
interacgdo de OPG com o seu ligando. Com base neste modelo,
0os residuos gque se seguem na OPG podem ser importantes para a
ligagdo do ligando: glu34, 1isd43, prc66- - a gln9l = (em
‘particular, proc66, his68, tir6%, tir70, tre?l,'asp72, ser73,
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his76, ser77, asp78, glu792, leu8l, <<ir82, pro8>, wvalge,
1is88, glu90 e gln%l), glul53 e serl55S.

Alteracgdes nestes residuos de aminocacidos quer
simplesmente ou em combinagdo podem alterar a actividade
bioldégica da OPG. Por exemploﬁ alteracgdes em residuos
especificos de cisteina podem alterar a estrutura dos
dominios individuais ricos em cisteina, em que as alteracdes
nes residuos importantes para a 1ligagdc do ligando podem
afectar as interacgdes fisicas da CPG com ¢ ligando. Os
modelos estruturais podem ajudar a identificar anélogos que
tenham as propriedades mais desejaveis, tal comoc uma
actividade bicldégica aumentada, maior estabkilidade, ou uma

grande facilidade de formulacéo.

A presente invencdc também tem por objecto dimeros de
OPG compreendendo monodémercs de OPG. O OPG parece ser activo
come um multimero (por exemplo, dimero, trimero de um numero
maior de mondmeros). 0Os multimeros de OPG podem compreender
mondémeros com a sequéncia de aminocdcidos de OPG suficiente
para promover a formagdc de multimeros ou podem compreender
monémeros com sequéncias heterdlogas tal como uma regido Fc
de anticorpo. A andlise das eliminagdes do terminal carboxi
'de CPG sugere que peloc menos uma porgéo da regido 186-401
egstd envolvida na associlacdc dos polipéptides de OPG. Também
se descreve a substituicdo de parte ou de toda a regidc dos
aminoAcidos 186-401 da OPG pocr uma séquéncia de aminocacidos
capaz de se auto-associar. Alternativamente, o©s polipéptidos
de OPG ou os seus derivados podem ser mbdificados para formar
dimeros ou multimeros por meio de mutagénese dirigida ao
sitioc para criar residuos de cisteina desemparelhados para a
formacdo de ligacgdes de di~sulfureto;iﬁper—cadeias, por meio

de reticulacdo fotoquimica, tal «como exposigdo a luz
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ultravioleta, ou por reticulagdo guimica por meio de
moléculas ligantes bifuncionais tal comc polietileno-glicol

bifuncional e similares.

As modificacdes dos ©polipéptidos de OPG incluem
modificagdes post-translacionais (por exemplo, cadeias de
hidratos de carbono ligadas a N ou ligadas a O, tratando as
extremidades do terminal N ou do terminal C), ligagdo das
partes guimicas & estrutura dos amincacidos, modificacdes
guimicas de cadeias de hidratos de carbono ligadas a N ou
ligadas a O e adicgdo de um residuo de metionina de terminal N
como resultado da expressdc das células hospedeiras
procaridticas. 0Os polipéptidos podem também ser modificados
com um marcador detectéavel, tal como um marcador enzimatico,

~

fluorescente, 1isotdépico ou de afinidade para permitir a

detecgdo e o isolamento da proteina.

Outras modificag¢des de COPG incluem proteinas quiméricas
em que a OPG se funde com uma sequéncia  heterdbdloga de
aminodcidos. A seguéncia heterdloga pode ser qualguer
seguéncia gque permita gue a procteina dé fusdo resultante
retenha a actividade da OPG As sequéncias heterdlogas
incluem, por exemplo, fusdes de 1imunoglcbulina, tal como
fusdes de Fc, que podem ajudar na purificacdo da proteina.
Uma sequéncia heterdloga que promove a associagdo de
monémeros de OPG para formar dimeros, trimeros e outras

formas multiméricas superiores é preferivel,

Os polipéptidos da presente invencdo s&o isolados e
purificados 'a partir de outros polipéptidos presentes nos
tecides, linhas de células e células hospedeiras transfor-
madas gue expressam OPG, ou purificadas a partir de

componentes em culturas de c¢élulas contendo a proteina
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- segregada. Num enguadramentc, o polipéptidc estd isento de
qualguer associacdo com outras proteinas de mamifercs, tal

como o produto de expressdc de uma célula hespedeira

bacteriana.

A presente invengidc também tem por objecto derivados
gquimicamente modificados derivades de OPG .que podem
proporcionar vantagens adicicnais tal come o aumento da
estabilidade e o tempo de circulacdc do polipéptido ou uma
diminuicdo da imunogeneicidade (ver patente U.S. No.
4,179.337). As partes guimicas para & derivacdo seleccionam-
se entre polimeros soluveis em &gua tal comoc copolimercs de
poli-etileno~glicol, etileno—gliceol/propilenco-glicel, car-
beximetilcelulose, dextrano, &alcool de polivinilo e simila-
res. Os polipéptidos podem ser modificados em posicées
éleatérias dentro da'molécula ou em posicdes pré-determinadas
dentro da molécula e pode incluir uma, duas, trés ou mais

partes quimicas ligadas.

O polimero pode ter qualgquer peso molecular, e pode ser
ramificada ou ndo ramificada. Para o pclietileno~gliccl, o
pesc molecular preferido estd entre cerca de 1lkDa e cerca de
100kDa (o termo " cerca de" indicando gue nas preparacdes de
polietileno-glicol, algumas moléculas peséréo mais, outras
menos, do que o pesc molecular estabelecido) para facilidade
de manuseamento e produgdo. Podem wutlilizar-se outras
dimensdes, consocante o perfil terapéutico desejado (por
exemplo, a duragdo da libertacdo sustentada desejada, os
efeitos, se houver, na actividade biolégica, a facilidade de
manuseamento, o grau ou a falta de antigenicidade e outros
efeitos conhecidos do polietileno-glicol na proteina

terapéutica ou nos seus analogos).
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As moléculas de polietileno-glicol {ou outros pclimeros
soltivels em &agua) devem estar ligadas a proteina tendo em
conta os efeitos nos dominios funcional e antigénico da
proteina. H& um certo numero de processos de ligacgdo
disponivels para os especialistas na matéria, por exemplo, EP
0 401 384 aqgui incorporada comc referéncia (acoplamento de

PEG a G-CSF), ver também Malik et al., Exp. Hematol. 20:

1028-1035 (1992) (relatande o tratamento com polietileno-
glicol de GM-~CSF utilizando cloreto de tresilo). Por exemplo,
o polietileno-glicol pode estar ligado covalentemente através
de residucs de aminodcildos por via de um grupce reactivo, tal
como, um grupo amino ou carboxilo livre. Grupos reactivos sdo
agueles a que pode estar ligada uma molécula de polietileno-
glicol. Os residuos de amincdcidos com um grupo amino livre
podem incluir residuos de lisina e os residuos de amincadcidos
de terminal N; os gue tém um grupo carboxilo livre podem
incluir residuos de 4&cido aspartico, residuos de A&cido
glutdmico e © residuo de aminodcide de terminal C. Os grupos
sulfidrilo podem também ser utilizados como um grupo reactivo
para a ligacdo das moléculas de polietileno-glicol. Preferido
para fins terap&uticos é um grupo amino, tal como a ligagédo

na terminacgdoc N do grupo lisina.

Pcde-se deéejar especificamente proteinas modificadas
guimicamente no terminal N. Utilizando peclietilenc-glicol
como uma ilustracidc das composigdes da presente invengido,
pode-se seleccionér uma variedade de moléculas polietileno—
glicol (pelo peso molecular, ramificag¢do, etc.), & proporgao
entre as moléculas de polietileno—glicol e as moléculas de
proteina (ou de péptido) na mistura reaccional, ¢ tipo de
reaccdo com o polietileno-glicel a ser realizada, e o
processo de obtengdc da proteina seleccionada tratada com

polietileno-glicol no terminal N. O processo de obtengdo da
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preparagdc tratada com polietileno-glicol na terminacgdo N
(isto &, separando esta parte das outras partes mono-tratadas
com polietileno-glicol, se necessario) pode ser  por
purificagcdoc do material tratado com polietileno-glicel na
terminagdo N a partir de uma populagdoc de moléculas de
proteina tratadas com polietileno-glicol. A modificacgéo
guimica selectiva, no terminal N pode ser conseguida por
alquilagdo redutora que explcra a reactividade diferencial de
diferentes tipos de grupos de aminas primdrias (lisina versus
o terminal N} disponiveis para a derivacidc de uma proteina em
particular. Nas condig8es de reacgdo apropriadas, consegue-se
uma derivacgio selectiva substancial da precteina na terminacdo

N com um polimero contendo um grupo carboniloe.

Os dimeros sintéticos de OPG podem também ser preparados
por varios processos de reticulacdac. 0Os menémeros de OPG
" podem estar e ligados quimicamente de uma maneira gqualquer
desde que retenha ou aumente a actividade biclégica de OPG.
Pode-se utilizar uma variedade de reticuladores guimicos
consoante as propriedades do dimero de proteina que se
pretende, por exemplo, os reticuladores podem ser curtos e
relativamente rigidos ou mais longos e mais flexiveis, podem
ser biologicamente reversiveis e podem providenciar uma
imunogeneicidade reduzida ou um semi-pericdo de' vida

farmacocinética mais longo.

Num exemplc, as moléculas de OPG estdo ligadas através
da terminagdc amino por meio de uma sintese em duas etapas
(ver exemplo 12). Numa primeira etapa, a OPG & modificada
quimicamente na terminagdc aminc para introduzir um ticl
protegido que, depois da purificacdo, ¢ desprotegido e
utilizadoe como um ponto de ligacdc pafa a conjugacdo

especifica do sitic através de uma variedade de reticuladores
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com uma segunda molécula de OPG. As reticulagdes do terminal
aminc incluem, mas ndo se limitam wuma ligagdo de di-
sulfureto, ligagdes de ticéter utilizando reticuladcres
alifadticos bifuncionais de cadela curta, e ligaghes de
tioéter com reticuladores polietileno-glicol bifuﬁcionais, de
comprimento varidvel {"halteres" de PEG). Também englobada
pela sintese do haltere de PEG dos dimeros de OPG estd um
sub-produto dessa sintese, designado por um "mono-haltere".
Um mono-haltere de COPG consiste num mondmerc acoplado a um
PEG bifuncional linear com um terminal de polimero 1livre
Alternativamente, a OPG pode estar reticulada directamente
através de uma variedade de técnicas de reticulagédo
homobifuncionals especificas da amina gue incluem reagentes
tais como: dianidride de dietilenctriaminapenta-acético
(DTPA), p-benzogquinona {pBQ) ou suberato de bis(sulfo-
succinimidilo) (353) assim como outros conhecidos na técnica.
B témbém possivel tiolar directamente a OPG com reagentes
tais comoc iminotiolano na presengca de uma variedade de
reticuladores bifuncionais, especificos de tiol, tal como
bismaleimida de PEG ‘e consegue-se a dimerizacdo e/ou os
halteres num processo de uma sé6 etapa. Também se inclui um
processo para a purificagdc de OPG a partir de fontes
naturails e de células hospedeiras transformadas. O processo
de purificagac pode ﬁtilizar uma ou mais etapas normalizadas
de purificagdo de proteinas numa ordem apropriada para se
obter a proteina purificada. As etapas de cromatografia podem
incluir permuta idbnica, filtragio em gel, interaccéo
hidrcfébica, fase inversa, “focagem isoeléctrica”, cromato-
grafia de afinidade utilizande um anticorpo anti-OPG ou um

complexo de afinidade de biotina-estreptavidina e similares.
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Anticorpos

Também estdo englobados na presente descricdo os
anticorpos que se ligam especificamente & CPG. Os antigénios
para a geracdo de anticorpos podem ser polipéptidos ou
péptidos de comﬁrimento completo abarcandc uma porcdo da
sequéncia de OPG. Os procedimentos i1munolégicos para a
geracdo de anticorpos policlonais ou monoclcnais reactivos
com OPG sdo conhecidos dos especialistas na matéria (ver, por
exemplo, Harlow e Lane, Antibodies: A Laboratory Manual,”
Cold Spring Harbor Laboratory (1988), Cold Spring Harbor,
Massachusetts). Os anticorpos assim produzidos sdo
caracterizados pela especificidade da ligacdo e pelo
reconhecimento do epitopo utilizando ensaios normalizados com
imuno-absorventes ligados a enzimas. Os anticorpos também
incluem anticorpos gquiméricos com regides de dominios
varidveis e constantes derivadas de diferentes espécies. Num
enguadramento, o¢s anticorpos quiméricos sdo anticorpos
humanizados com dominics variaveis de murino e dominios
constantes de seres humanos. Também estdo englobadas as
regides de determinagdc complementaridade 'enxertadas numa
estrutura humana (os chamados anticorpos enxertados em RDC).
Os anticorpos gquimérices e enxertados nas RDC s8o produzidos
por processos de recombinacdo conhecidos dos especialistas na
matéria. Também estdo englobados os anticorpos humanos

produzidos em ratos.

0Os anticorpos anti-~OPG da presente descricdo podem ser
utilizados como um reagente de afinidade para purificar a CPG
a partir de amostras biclégicas (ver Exemplo 10). Num
processc, © anticorpo é imobilizadoe em Sepharose activada com
CnBr e utiliza-se uma coluna de um conjugado de anticorpo-

Sepharose para eliminar a OPG das amostras liguidas. Também
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se utilizam os anticorpos como reagentes de diagnéstico para
detectar e quantificar a CPG em amostras bioldgicas, pelocs

processos descritos a seguir.

Composicdes farmacéuticas

A presente invencdo também tem por objecto compesicdes
farmacéuticas compreendendo uma quantidade efectiva scb o
ponto de vista terapéuticce do polipéptido da presente
invencgdo em conjunto com um diluente, veiculo, solubilizante
e/ou adjuvante aceitaveis sob o ponto de vista farmacéutico.
A frase ‘"quantidade efectiva sob o ponto de vista
terapéutico" significa uma gquantidade que providencia um
efeito terapéutico para uma ccndicdo especificada e para uma
via de administracdo. A composigéo pode estar numa forma
liguida ou licfilizada e compreende um diluente (Tris,
tampdes de acetato ou de fosfatco) com varios valores de pH e
de forgca idnica, solubilizantes tais como Tween ou
Polisorbato, wveiculos tais como albumina de scoro humano ou
gelatina, conservantes tais come timercsal ou &lcool de
benzilo e antioxidantes tais como Aacido ascdédrbico ou
metabisulfureto de sdédio. Também englcoba as composig¢des que
compreendem OPG modificada com polimercs solidveis em &gua
para aumentar a solubilidade ou a estabilidade. As
composigdes também podem compreender a incorporacdo de OPG em
lipossomas,' microemulsdes, micelas ou vesiculas para a
libertag&o controlada ao longo de um prolengado periodo de
tempo. Especificamente, as composigdes de OPG  podem
compreender a incorpcragédo em matrizes de polimeros tais como
hidrcgéis, silicones, polietilenos, copolimeros de etileno -
acetato de vinilo ou polimeros biodegradaveis. Exemplos de
hidrogéis incluem poli-hidroxialquilmetacrilatos (p-HEMA),

poliacrilamida, -polmetacrilamida, polivinilpirrolidona,
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dlcool de polivinilo e wvarics ccmplexos de polislectrdlitos.
Exemplos de polimeros biocdegraddveis incluem &cido poli-
léctico (APL), acido poliglicolico ({APG), copolimeros de APL
e APG, poliamidas e copclimeros e poliamidas e poliésteres.
‘Outrocs controlos que levam a libertacdo das formulacgdes
incluem wmicrocapsulas, microesferas, complexos macromole-
culares e pérclas poliméricas que podem ser administradas por

injeccéo.

A selecgdo de uma composig¢de particular dependerd de um
certo numero de factores, incluindo o estado clinico que esta
a ser tratado, a via de administragdo e o0s pardmetros
farmacocinéticos desejados. Uma andlise mais aprofundada do
componente apropriado para as composigdes farmacéuticas
enconfra—se em Remington's Pharmaceutical Sciences, 18%* ed.

A.R. Gennaro, ed. Mack, Easton, PA {(1980).

As composigdes da presente invencdo podem ser adminis-
tradas por injeccgado quer subcutanea, intravenosa ou
intramuscular, ou por administragdo oral, nasal, pulmonar ou
rectal. A via de administracdc eventualmente escolhida
dependerad de um certo numero de factores e pode ser acertada

por um especialista na matéria.

A presente invencdo também tem por objecto composigées
farmacéﬁticas compreendendo uma gquantidade efectiva sob o
pentc de vista terapéuticc dos acidos nucleicos da presente
invengdo em conjunto com um adjuvante aceitdvel sob © ponto
de vista farmacéutico. As composicgdes de &cidos nucleicos
serdo apropriadas para a libertag¢do de parte ou toda a regiio
gue codifica OPG para as células e tecidos come parte de um

regime terapéutico anti-paralelo ou de genes.
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Processos de tratamento

0 tecido ésseo da suporte ac corpo e consiste em uma
matriz mineral (em grande parte de cé&lcio e fosforosa), de
proteinas de colagénio e de nd3o cclagénic e células. Trés
tipos de <células encontradas nos o0ssos, ostedcitos,
osteoblastos e osteoclastes, estdo envolvides no processo
dindmico por meio do qual o osso se forma e é reabsorvido
continuamente. Os ostecblastos promovem a formagdo do tecido
6sseo enquanto os osteoclastos estdo associados & reabsorgdo.
A reabscrgdo ou a dissolucdc da matriz déssea e mineral é um
processo rapido e eficiente comparadc com a formagdo 6éssea e

pode libertar grande gquantidade de mineral dos ossos. Os

- osteoclastos estdo envolvidos na regulacdo da remodelacéo

normal do tecido do -esqueleto e da reabsorcdo induzida por
hormonas. Por exemplo, a reabsorcdo é estimulada pela
secregdo da  hormona da paratirdide em resposta as
concentracdes decrescentes de ides de calcio em extra-
celulares. Pelc contraric, a inibicdo da reabsorcio é a
principal funcdo da calcitonina. Além disso, o0s metabolitos
de wvitamina D alteram a capacidade de resposta do ossc a

hormona da paratirdéide e calcitonina.

Depois da matu:idade do esgueleto, a quantidade de osso
no esqgueleto reflecte ¢ equilibrio (ou desequilibrio) da
formagdo ossea e da reabsorgdo dssea. O plco da massa &ssea
ocorre depois da maturidade do esqueleto e antes da guarta
década. Entre a quarta e a guintas décadas o equilibrio
desloca~-se e a reabsorgido do osso predomina. A diminuigdo
inevitavel da massa 6ssea com o avancar dos ancs comeca mais
cedo nas mulheres do gue nos homens e acelera claramente apés
a menopausa nalgumas mulheres (principalmente nas caucasianas

e nas descendentes de asidticos).
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A osteopénia é um estade clinico relacicnadc geralmente
com qualguer diminuigdoc da massa éssea para nivels abaixo dos
normais. Esse estado clinico pode aparecer a partir de uma
diminuicdoc da taxa de sintese dssea ou de um aumentc da taxa
de destruicidc éssea ou de ambos. A forma mais comum de
osteopénia é uma osteoporose priméria, também referida como
osteoporose post-menopausa e senil. Esta forma de osteoporose
¢ uma consequéncia da perda O&ssea universal com a idade e
normalmente é o resultadc de um aumentc da reabsorgdo bssea
com uma taxa normal de formacdo dos ossos. Cerca de 25 a 30
por cento de todas as mulheres brancas nos Estados Unidos
desenvolvem osteoporcse sintomatica. Existe uma relacéo
directa entre a osteopcrose e a incidéncia de fracturas da
bacia, do fémur, cervical e inter-trocédntica em mulheres de
45 anos ou mals velhas. Os homens mais velhos desenvolvem
csteoporose sintomdtica entre as i1dades de 50 e 70, mas a

doenga afecta principalmente as mulheres.

A causa da osteoporose post-menopausa e da osteoporose

‘senil é desconhecida. Ja se identificaram véarios factores que

podem contribuir para este estado clinico. Incluem a
alteracdo dos nivelis de  hormonas que acompanham 0

envelhecimento e o consumc inadequado de cédlcic atribuido a

uma diminuicdoc da administracdo de calcio e outros minerais

no intestino. Os tratamentos tém incluido normalmente uma
terapia hormonal ou suplementos dietéticos numa tentativa
para retardar o processc. Contudo, até a data, ndo existe um

tratamento eficaz para a perda Ossea.

A presente invengdc ftem por objecto a utilizagdo de
polipéptidos da ‘presente invengdc no fabrico de um
medicamento para o© tratamento de um disturbio dos ossos

utilizando uma quantidade de OPG efectiva sob o ponto de
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vista terapéutice. O disturbio dos ossos pode ser qualquer
distirbio caracterizadce pcecr uma perda liguida de massa &ssea
{osteopénia ou ostedélise). Em geral, o tratamento com OPG é
antecipado quando necessario para suprimir a taxa de
reabsorgdo ¢ssea. Assim, o tratamento pode ser feito para
reduzir & taxa de reabsorcgdoc Ossea quando a taxa de
reabsorgcdo estd acima do normal cu para reduzir a reabsorgio
6ssea para niveis normais de modo a compensar c¢s niveis

normais baixos de formagdo dOssea.

Os estados clinicos gque sdo tratados com OPG incluem os

seguintes:

Ostecporose, tal como c¢stecpcrose priméria, osteopoross
endécrina (hipertiroidismo, hiperparatiroidismo, sindroma de
Cushing, e acromegalia), formas hereditadrias e congénitas de
osteoporose (ostecogénese imperfeita, homccistindria, sindroma
de Menkes, e sindroma de Riley-Day) e osteoporose devida a

imobilizagdo das extremidades.

qunga de Paget dos ossos (osteite deformante) em

adultcs e jovens.

Ostecmielite ou uma lesdo infecciosa dos ossos, gue

levam a perda Ossea.

Hipercalcémia que resulta de tumores sdlidos (mama,
pulmdo e rim) e malignidades hematoldgicas (mieloma méltiple,
linfoma e leucémia), hipercalcémia idiopatica e hipercalcémia

associada com hipertiroidismo e distérbios da funcdo renal.

Ostecopénia neo seguimento de uma cirurgia, induzida pela

admninistracdo de esterdides, e associada com distirbios do
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intestino delgadce ou deo intestino grossc e com doengas

hepaticas e renais crénicas.

Osteonecrose ou morte das células dos ossos, associada a
feridas traumdticas ou necrose ndo traumdtica associada com a
doenca de Gaucher, anemia das células falciformes, lupus

eritematoso sistémico e outros estados clinicos.

Perda ¢ssea devida a artrite reumatdide.

Perda ¢éssea periodontal.

MetAdstases osteolitica

Entenda-se gue a OPG pode ser utilizada isoladamente ou
em conjunto com outros factores para o tratamento. de
distuirbios &ssecs. Num enquadramento, a osteoprotegerina é
utilizada em conjunto com uma quantidade efectiva sobk o ponto
de wvista terapéutico de um factor dgque estimula a formacédo
bssea., Esses factores incluem mas ndo se limitam a factores
morfogénicos dos ossos designados desde BMP-1 até BMP-1 2,
facter B de transformagéo do crescimentoc (FTC-B) e elementos
da familia dos FTC-R, inibidores de interleucina-1,
inibidores de FNTa, hormona da para-tirdide e os seus
andlcgos, proteinas relacionadas com a para-tiréide e os seus
anédlogos, prostaglandinas da série E, bisfosfonatos (tais
cemo alendronato o outros) e minerais gue melhoram ©s ossos
tais como fllor e céalcio. Os exemplos gue se seguem s&0 dados
para ilustrar melhor a presente invencdo, mas ndo foram
construidos como limitatives do seu &ambito. Quaisquer
exemplos que ndo caiam dentro do ambitc das reivindicacgdes

sdo dados apenas com fins comparativos.
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EXEMPLO 1:

Identificagcdo e isolamento do ADNc de OPG de rato

Os materiais e processcs para a clonagem do ADNc e as
anédlises estdo descritos em Maniatis et al, ibid. As reacgdes
em cadeia de polimerase (RCP) foram realizadas utilizando um
amplificador de ADN 9600 da Perkin-Elmer utilizando uma
mistura de reacgdo de RCP (Boehringer-Mannheim) e as
concentracgdes dos iniciadores especificadas pelo fabricante.
No geral, fez-se a desnaturacdo de 25-50 pl da mistura
reaccional a 94 °C, seguido de 20-40 ciclos de 94 °C durante
5 segundos, 50-60 °C durante 5 Segundos e a 72 °C durante 3-5
minutos. Depois trataram-se as misturas reaccionais a 72 °C
durante 3-5 minutos. Depois anallisaram-se as misturas
reacgbes por electroforese em gel conforme descrito em

Maniatis et al., ibid.

Construiu-se uma biblioteca de ADNc utilizando ARNm
isclado a partir de intestino embriondrio d20 para a andlise
EST (Adams et al. Science 252, 1651-1656; (1991). Dissecaram-
se embrides de rato e todo o intestinc delgado e o.intestino
.grosso desenvolvides foram retirades e lavaram-se com STF.
Purificou-se o ARN total da céiula por extraccido &acida com
tiocianato de guanidinio - fenol- cloroférmio {(Chomczynski e
Sacchi Anal. Biocchem. 162, 156-15%, (1987)). Obteve-se a
fraccdo de ARNm de peli (A+) a partir da preparacdo de ARN
total por adsorcdc a Dynabeads Oligoe (dT)25 (Dynal Corp) e
eluicdo a partir delas utilizando 0s procedimentocs
recomendados pelo fabricante. Preparou-se uma biblioteca
aleatdéria de AND iniciado utilizando o sistema de plasmidos
Superscript ({(Gikco BRL, Gaithersburg, Md). 0 iniciador

aleatdéric de ADNc contendo um sitio internc de restricdo Not
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I foi utilizado para iniciar a sintese do primeiro filamento

e tinha a seguinte sequéncia:
5/ -AAAGGAAGGARAAAAGCGGCCGCTACANNNNNNNNT-3/ (SEQ ID NO: 1)
Not I

Para a sintese do primeiro filamentc juntaram-se trés
misturas reaccionails separadas que continham 2,5 ug de ARN de
poli{A) e 120 ng, 360 ng ou 1.080 ng de ‘um iniciador
aleatério. Depois da sintese do segundo filamento, extrai-
ram-se os produtos da reacgido separadamente com uma mistura
de fenol:corofédérmio:dlcool de iscamilce (relacgdo de 25:24:1),
e depois precipitou nc seio de etancl. Combinaram—~se os
produtos de ADNc de filamento duplo (fd) das trés reaccdes e

ligaram-se ao adaptador do oligonucledtido que se segue:

5'-TCGACCCACGCGTCCG-3" (SEQ ID NC: 2)
3'"-GGGTGCGCAGGCp-5" (SEQ ID NO: 3)

Depois da ligagdo o ADNc foi digerido até a digestdo
estar completa, <com Not I, extraiu-se coﬁ fenol:cloro-
férmic:dlcool de iscamilo (a 25 : 24 :1) e precipitou em
etanol. (©C ADNc novamente suspenso foi entdc fraccicnado por.
dimensédo por meio de filtragdo em gel utilizando colunas pré-
fabricadas providas de.lﬂn sistema de plasmidos Superscript
{Gibco BRL, Gaithersburg, Md) de acorde com as recomendacdes

do fabricante. Juntaram-se as duas fracgdes contendo os

"produtos de ADNc malores, precipitaram em etancl e depois

ligou-se direccionalmente ac ADN do vector pMOB digerido em
Not I e Sal I (Strathmann et al, 1991);'Introduziu—se o ADNc
ligado na E. coli de ElectroMAX DH10B apropriada (Gibco BRL,
Gaithersburg, MD} por electropora¢do. Para a andlise
automatizada das sequéncias colocaram-se em placas de agar
com 20cm  x 20cm  aproximadamente 10.00C transformantes

contendo ampicilina complementado com meio nutriente de LB.
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As colédnias que apareceram foram recolhidas e colocadas em
placas microtituladoras de 96 cavidades contendo 200 ml de
caldo L, glicercl a 7,5 % e 50 ug/ml de ampicilina. As
culturas cresceram durante a noite a 37 °C, fez-se um
conjunto duplicado de placas microtituladoras utilizando um
instrumento de replicagic de 96 alfinetes esterilizados,
depois armazenaram-se os dois conjuntos a =80 °C para uma
posterior analise. Para a clcnagem do ADNc de comprimento
completc colocou-se em placa aproximadamente um milhdo de
transformantes em placas de ampicilina bacteriana de 96
cavidades contendc cerca de 10.000 clones cada. O ADN do
plasmido de cada conjunto feli  isolado  separadamente
utilizando o kit Qiagen Plasmid Maxi (Qiagen Corp., Alemanha)
e foram dispostos em placas microtituladoras de 96 cavidades

para as anadlises por RCP.

Para seqguenciar clones aleatdrios de ADNc de intestino
‘de rato fetal, descongelaram-se concentrados de glicercl e
diluiram-se pequenas aliquotas diluidas 1:25 em &gua
destilada. Adicionou-se aproximadamente 3,0 ul de culturas
bacterianas diluidas & mistura reaccional da RCP (Boehringef—

Mannheim) contendo os seguintes oligonucleétidos:

5) TGTAAAACGACGGCCAGT-3’ (SEQ ID NO: 4)
5/ -CAGGAAACAGCTATGACC-3’ (SEQ ID NO: 5)

As misturas reaccionais foram incubadas num amplificador
de ADN (Perkin-Elmer 2600) com és seguintes condi¢des do
cicleo: 94 °C durante 2 minutos; 30 ciclos de 94 °C durante 5
segundos, 50 °C durante 5 segundes, e 72 °C durante 3
minutos; 72°C durante 4 minutos. Depcis da incubacdo no
amplificador de ADN, diluiram-se as misturas reaccionais com

2,0 mL de &gua. Os fragmentos de ADN amplificados foram
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depolis purificados utilizando cclunas Centricon (Princetcn
Separatiocong) utilizando o©os ©processos recomendados pelo
fabricante. 0Os produtos da reacgdo de RCP foram sequenciados
num sequenciador automatico de ADN 373A da Applied Biosystems
utilizando reac¢gdes do terminador corante Tag deos iniciadores
de T3 (oligenucledtide 353-23; 5L'-CAATTAACCCTCACTAAAGG-3')
(SEQ ID NO: 6) (Applied Biosystems) utilizando os processos

recomendadecs pelo fabricante.

A sequéncia do nucledtidos 5' resultante, obtida de
clones de ADNc seleccionados aleatoriamente, foi traduzida e
depois comparada com a base de dados existente de seguéncias
conhecidas de proteinas utilizando uma versdo modificada do
pregrama FASTA (Pearson et al. Meth. Enzymol. 183, fl990As
sequéncias traduzidas foram também analisadas guanto a
presenga de um elemento especifico, rico em cisteina
encontrade em todos os elementos conhecidos da super-familia
dos receptores do factor de necrose do tumor (R-FNT)} (Smith
et al. Cell 76, 959-962 (1994)), wutilizando o processo do
perfil de sequéncias de Gribskov et al. (Proc. Natl. Acad.

Sci. USA 83, 4355-435% (1987)), tal como fol modificade por
Luethy et al. (Protein Science 3, 139-146; (1994).

Utilizando o FASTA e os dados pesquisados do Profile
identificou-se um EST, IRF-1 (Intestino de Rato Fetal-1),
como um possivel nove elemento da superfamilia dos R-FNT.
IRF-1 continha uma insercdo de aproximadamente 600 pb com um
ICRF de cerca de 150 aminocacidos. © emparelhamento mais
parecido na base de dados foi ¢ do R FNT do tipo II (RZ2-FNT).
A regido comparada mostrou uma homologia de ~43 % entre R2-
FNT e IRF-1 ao longo deste LORF de 150 aa. A andlise do

perfil utilizandc a primeira e a segunda repetices, ricas em

cisteina. da super—-familia dos. R-FNT originou uma pontuagio
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de Z de -8, indicando que o© gene de IRF-1 possivelmente
codifica um novo elemento da familia. Para deduzir a
estrutura do precduto IRF-1, rastreou-se a biblioteca de ADNc
de intestino de rato fetal quanto a clones de comprimento
completo. Os oligonucledtidos gque se seguem derivaram da

sequéncia original de IRT-1:

5'-GCATTATGACCCAGARACCGGAC-3" (SEQ ID NO: 7)
5'-AGGTAGCGCCCTTCCTCACATTC-3" (SEQ ID NO: 8)

Utilizaram~-se estes iniciadores nas reacgdes RCP para
~rastrear 96 conjuntos de ADN de plasmidos, contendo cada
conjunto ADN de plasmide de 10.000 <clones de ADNc
independentes. Aproximadamente 1 ug do ADN do conjunto de
plasmidos foram amplificacdos numa mistura reaccional de RCP
(Boehringer-Mannheim) utilizando um amplificador de ADN de 96
cavidades da Perkin-Elmer com as seguintes condigdes em cada
cicle: 2 min a 94 °C, 1 ciclo; 15 sec a 94 °C, depois 45 sec
a 65 °C, 30 ciclos; 7 min a 65 °C, 1 ciclc. Os produtos da
reacc&o RCP foram analisados por electroforese em gel. 13 dos
96 conjuntos de AND de plasmidos deram origem a produtcs de

ADN amplificados com a massa molecular relativa esperada.

Utilizou-se o ADN de um conjunto positive para
transformar a E. coli DHI1OB de ElectroMAX apropriada {Gibco
BRL, Gaithersburg, MD) com¢ se descreveu antes. Colocou-sz em
placa aproximadamente 40.000 transformantes em filtros
esterilizados de nitrocelulose {(BA-85, Schleicher and
Schuell), e depois rastrearam-se por hibridacdo das coldnias
utilizando uma versdo marcada de ?p-dCTP do produto de RCP
obtido antes. Os filtros foram pré-hibridados em 35X SSC,
formamida desionizada a 50 %, bX solugdo de Denhardt, SDS a

0,5 %, e 100 pg/ml de ADN de esperma de salmio desnaturado
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durante 2-4 horas a 42 °C. Os filtros foram ent3o hibridadoes
em 5X SSC, formamida desionizada a 50 %, 2X solucdc de
Denhardt, SDS a 0,1 %, e 100 pg/ml de ADN de esperma de
salmdo desnaturado e -5 ng/ml de uma sonda marcada durante 18
horas a 42°C. Lavaram-se entdo os filtros em 2X S$SSC durante
10 min & TA, 1X 88C durante 10 min a 55 °C, e finalmente em
0,5X 8SC durante 10-15 min a 55 °C. 0s clones de hibridacdo
foram detectadcs no seguimento da autoradiografia, e depois
voltaram para as placas em filtros de nitrocelulose para um
rastreio secundaric. Apdés rastreio secundirio, isoclou-se um
clone de plasmido (pBl.l), depois amplificou-se em meio de
caldo L contendo 100 ug/ml de ampicilina e obteve—se o ADN do
plasmido. Segquenciaram-se ambos os filamentos da insercéo

pBl.1 de 2,4 kb.

Utilizou-se a sequéncia da insercdo pBl.l para uma
pesquisa com o FASTA da base de dados publica para detectar
quaisguer correspondéncias ou semelhancgas entre as
sequéncias. N&o se encontraram qualsquer emparelhamentos com
qualquer gene conhecide ou EST, embora houvesse uma
semelhanca de aproximadamente 45 % com os genes de R2-FNT de
ratos e de seres humanos. Encontra-se um codldc de iniciacédc
acs 124 pb da sequéncia de nucledtidos, seguido de um LORF
codificando 401 residuos de aa que termina no pb 1327. Prevé-
se que o 401 como um produto de residuo tenha um péptide de
sinal hidrofébico de aproximadamente 31 residucs na sua
terminagdo N, e 4 sitios potenciais da glicosilagdc ligada a
N. N&¢ se identificcu nenhuma membrana hidrofdbica abarcando
a sequéncia utilizando o programa PepPlot (pacote GCG da
Wisconsin, versdo 8.1). Utilizou-se entdoc 401 deduzida como
sequéncia para pesguisar a base de dados de prdteinas.
Novamente ndo existiam emparelhamentos, embora parecesse

haver uma forte semelhanca com muitos elementcos da super-
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familia dos R-FNT, sendo o mais notavel o RZ2-FNT humano e de
ratoc. Preparou-se um alinhamento da seguéncia desta nova
proteina com elementos conhecidos da super-familia dos R-FNT,
utilizando o programa Pileup gque foi depois modificado pelo
PrettyPlot (Wisconsin {pacote GCG da Wisconsin, wversdo 8.1).
Este alinhamento mostra uma clara homologia entre o produto
do gene de IRF-1 e todos os outros elementos da familia dos
R-FNT. Os mapas das regides homélogas do dominio extracelular
dos elementos da familia de R-FNT e que corresponde as trés
ou quatro repeticdes ricas em cisteina encontradas no dominio
de ligacdo do ligandc destas proteinas. Isto sugere gue o©
gene de IRF-1 codificou um elemento da familia de R-FNT. Dado
que ndo se detectou nenhuma transmembrana englobande a regido
os requerentes previram que 1sto pode ser um receptor
segregado, semelhantes aocs receptores soltGveis derivados de
R-FNT (Kohno et al. Proc. Natl. Acad. Sol. EUA 87, 8331-8335;
{1990). Devido a actividade bioclégica aparente do gene de
IRF-1 (vide infra), o produto foi designado por rosteo—

protegerina (OPG).
EXEMPLCO 2
Modelos de expressdo do ARNm de OPG em tecidos

Sondaram~-se por “northern blots” {(Clonetech) multiplocs
tecidos humanos com o produto de RCP IRF-1 marcado com *2P-
dCTP para detectar a dimensd3c do transcripto humano e para
determinar modeloé de express&o. As anadlises por “Northern
blots” foram pré-hibridadas em 5X SSPE, formamida a 50 %, 5X
sclugdo de Denhardt, SDS a 0,5 %, e 100 pg/ml de ADN de
esperma de salmio desnaturado durante 2-4 hr a 42 °C. As
manchas foram entdo hibridadas em 5X SSPE, formamida a 50 %,

2X solugdo de Denharcdt, S8SDS & 0,1 %, 100 pg/ml de ADN de



esperma de salmido desnaturado, e 5 ng/ml de uma sonda marcada
durante 18-24 hr a 42 °C. Lavaram-se entdc as andlises de
manchas em 2X SSC durante 10 min & TA, 1X SSC durante 10 min
a 50 °C, depois em 0,5X SSC durante 10-15 min.

Utilizando uma sonda derivada de gene de rato, detecta-
se uma espécie predominante de ARNm com uma massa molecular
relativa de cerca de 2,4 kb em varios tecidos, incluindc o
rim, o figado, a placenta e © coragdo. Detectaram-se o0s
niveis mals altos no xrim. Detectaram-se espécies grandes de
ARNm de Mr 4,5 de 7,5 kb nos miscules do esqueletoc e no
pancreas. No tecido fetal humano, verificou-se que o rim
expressa niveis relativamente elevados do ARNm de 2,4 kb.
Utilizando uma sonda humana (vide infra), detecta-se apenas
transcritos de 2,4 kb nos mesmos tecides. Além disso,
detectaram-se nivels relativamente elevados do transcrito de
2,4 kb nos ndéduleos 1linfaticos, timo, baco e apéndice. 24
dimensdc do transcrito detectado no gene de osteoprotegerina
tanto do rato como de seres &€ guase idéntica em comprimentce &
insercdo de IRF-1 de pBl.1 de rato, sugerindo que se trata de
um clone de ADNc de comprimento completo. |

EXEMPLO 3:
Libertacdo sistémica de OPG em ratos transgénicos

Utilizou-se pBl.1l do clone de OPG de ratce como matriz
para a amplificac¢do por RCP da regidc de codificacgdo por sub-
clonagem num vector de expressdo especifico do figado ApoR
(Simonet et al. J. Ciin. Invest. 94, 1310-131% (18%4), e
pedido de patente norte-americana PCT No. US 94/11675 e a
série norte-americana de co-propriedade No. 08/221.767.
Utilizaram-se os iniciadores de cligonucledétidos 5' e 3' que

se seguem para a amplificagdo por RCP, respectivamente:
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57" -GACTAGTCCCACAATGAACAAGTGGCTGTG-3" (SEQ ID NO: 9)
5"-ATAAGAATGCGGCCGCTAAACTATGAAACAGCCCAGTGACCATTLC-3" (SEQ
ID NO: 10)

A mistura reaccional da RCP {(Boehringer-Mannheim} foi
tratada como se segue: 94 °C durante 1 minuto; 1 ciclo; 94 °C
durante 20 segundos, 62°C durante 30 segundos, e 74°C durante
1 minuto; 25 ciclos. No seguimento da amplificacgdo,
purificaram-se as amcstras em colunas de RCP da Qiagen RCP
gque foram diferidas durante a noite com as enzimas de
restrigdo Spel e NotI. Extrairam-se os produtcs digeridos e
precipitaram e foram sub-clonados no vector de expressdo do
promotor ApoE. Antes da microinjecgdo do clone resultante,
seguenciou~se HE-OPG, para assegurar gque ndo tinha mutacgdes.
Purificou-se o plasmido de HE-OPG através de dois ciclos de
centrifugagdo com um gradiente de densidade de CSCl. O ADN do
plasmido purificade foi digerido com Xhol e Ase I e a
insercdo do transgene de 3,6 kb foi purificade por
electroforese em gel. O fragmento purificado foi diluido para
stock de uma solugdo de injecg¢do de 1 pg/ml em Tris 5 mM, a
pH 7,4, EDTA (0.2 mM. Injectaram-se embrides de células Gnicas
a partir de ratos recém-nascidos BDFl1 =x BDFl tal como
descrito (Brinster et al., Proc. Natl. Acad. S8Sci. USA 82,
4338 (1985)), excepto no factc de as agulhas da injecgdo
terem sido biseladas e siliconizadas antes de terem sido
utilizadas. Fez-se uma cultura dos embrifes durante a noite
num incubador com CO; e transferiram-se 15 a 20 embrides de 2
células para os ovidutcs de fémeas de ratos CDL pseudo-

gravidas.

No seguimentc da gravidez de termo obtiveram-se 49 crias

a partir da implantacdc dos embrides micro-injectados.
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Rastreou-se a descendéncia por amplificagdc por RCP do.
transgene intecrado em amostras de ADN gendémicco. A regiio-
alvo para a amplificacdoc foi uma regido de 369 pb do intrao
humano Apo E que estava incluido no vector de expressdoc. 0Os
oligonucledtidos wutilizados para a amplificacido por RCP

foram:

5'- GCC TCT AGA AAG AGC TGG GAG-3' (SEQ ID NO: 11)
5"-CGC CGT GTT CCA TTT ATG AGC-3' (SEQ ID NO: 12)

As condigbes para a RCP foram: 94 °C durante 2 minuto; 1
ciclo; 94 °C durante 1 min, 63°C durante 20 segundos, & 72°C
durante 30 seg, Dos 49 descendentes originais, 9 foram
identificados como fundadcores transgénices positivos para

RCPE.

As 8-10 semanas de idade, cinco fundadeores transgénicos
(2, 11, 16, 17, e 28) e cinco controleos (1, 12, 15, 18, e 30)
foram sacrificados para necrdpsia e andlise patoldgica.
Isolou-se o figade dos 4 fundadores remanescentes por
hepatectomia parcial. Para a hepatectomia parcial, os ratos
foram anestesiados e retirou-se cirurgicamente um lobo do
figado. Isclou-se o ARN celular teotal a partir dos figados de
todos os fundadores transgénicos e 5 controlos negativos da
ninhada conforme descrito {McDonald et al. Meth. Enzymol.
152, 219 (1%87)). A analise de “Nérthern blot” foi realizada
nestas amostras para aﬁaliar o nivel de expressdo transgé-
nica. Aproximadamente 10ug de ARN total do figado de cada
animal foram resolvidos por géis de desnaturagdc por
electroforese (QOgden et zl. Meth. Fnzymol 152, &1 (1887)), e
depois transferiram-se para uma membrana de nylon HYBOND-N
{Amersham), e scndaram-se com ADN da insercdo de pBl.1

marcada com *?P dCTP. Realizou-se a hibridacdo durante a
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noite a 42 °C em formamida a 50 %, 5 x SSPE, SDS a 0,5 %, 5 x
solucdo de Denhardt, 100 pg/ml de AND de esperma se salmio
desnaturado e 2-4x 10° cpm de sonda marcada/ml de tampido de
hibridagdo. No seguimento da hibridacdoc, as amostras foram
lavadas duas vezes em 2 X SSC, 38DS a 0,1 % a temperatura
ambiente durante 5 min cada, e depois duas vezes em 0,1 x
SsC, SDS a 0,1 % a 55 °C durante 5-10 min cada. A expressé&o
dos transgenes nos fundadcres e na ninhada de controlo foi

determinada no seguimento da autoradiografia.

Os dados da andlise “northern blot” indicam gque 7 dos
fundadores transgénicos expressam nivels detectéveis do ARNm
do transgene (animal #'s 2, 11, 16, 17, 22, 33 e 45). Os
ratos de contreolc negativos e um dos fundadores (#28) nédo
expressaram ARNm relacionado com o transgene. Dade gue &
previsivel gque OPG seja uma proteina segregada, a sobre-
expressdo do ARNm deve ser um substituto para o nivel do
produto do gene libertado sistemicamente. Dos ratos de RCP e
dos ratos positivos para “northern blot”, os animzais 2, 17 e
22 expressaram ¢s niveis mais elevados do ARNm de transgene,
e podem mostrar efeitos bioclégicos mais extensos nas células

e tecidos hospedeiros.

EXEMPLO 4

Actividade biolégica de OPG

Cincoc dos rates transgénicos (os animais 2, 11, 16, 17 e
28) e 5 ratos da ninhada de controlo (os animais 1, 12, 15,
18, e 30) foram sacrificados para a necrdpsia e as andlises
patoldgicas utilizando os seguintes procedimentos: Antes da
eutandsia, todos os animais tinham os seus nlmeros de

identificagdo verificades, depois foram pesados, anestesiados
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e sangrados. O sangue foi guardado tantc sob a forma de sorg
como de sangue completo para a realizagdo de um painel
completo da quimica do soro e da hematologia. Realizou-se a
radicgrafia imediatamente apds a anestesia terminal por
inalacdo letal de CO;, e antes da dissecgdc total. No
seguimento disto, os tecidos foram removidos e fixaram-se em
Zn-formalina tamponada a 10 % para se fazer o exXame
histolégico. O0s tecidos recolhidos incluiram o figado, o
baco, o péncreas, o estdmagc, o duocdeno, o ilioc, ¢ cbdlon, ©
rim, os érgdcs reprodutores, a pele e as gldndulas mamarias,
0os ossos, o cérebro, o coragdo, os pulmdes, ¢ time, a
traqueia, o eséfago, a tirdide, o jejuno, o cego, ¢ recto, as
glandulas supra-renais, a bexiga, e o musculo do esqgueleto.
Antes da fixacdo determinaram-se os pesos totais deos Orgédocs
para o figado, o estémago, o rim, as supra-renais, o bago, e
o timo. Depois da fixagdo trataram-se os tecidos com blocos
de parafina e obtiveram-se seccgdes de 3 um. Descalcificou-se
o tecido des ossos utilizando uma solucgic de acido férmico, e
coraram-se todas as seccgdes com hematoxilina e eosina. Além
disso, a coloracdo com reticulina de Gomori e tricromo de
Masson realizaram-se em certos tecidos. Realizou—se a
histoguimica das enzimas para determinar a expressidc da
fosfatase &cida resistente a tartrato (FART), uma enzima
altamente  expressa pelos osteoclastos, as células de
reabsgsorcdo déssea multinucleadas da linha dos monécitos-
macréfages. Realizou-se também a imunco-histoguimica para oé
antigénios da superficie deos mondcitos-macrdfagos BrdU e F480
para detectar as células de replicagdo e as células da linha
dos mondcitos-macréfagos, respectivamente. Para detectar a
expressdc do antigénio de superficie F480, desparafinaram-se
secgdes de 4 pm embebidas em parafina, fixadas em formalina e
hidrataram—ée em agua desionizada. Trataram-se as seccdes com

peréxido de hidrogénic a 3 %, blogquearam-se com blocos de
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proteina (Lipshaw, Pittsburgh, PA), e incubou-se em F480™
anti-murganho, moncclonal de rato (Harlan, Indianapclis, IN).
Este anticcrpo foi detectado por imuncglobulinas anti-rato de
coelho, biotinilada estreptavidina conjugada com percxidase
{BioGenex 8San Ramon, CA) com DAB como cromagénic (BioTek,
Santa Barbara, CA). 2A4s secgles foram contra-coradas -<com

hematoxilina.

Depois da grande disseccdo e da observacgdc dos tecides

viscerais, ndo se encontraram ancmalias nos animais gque

expressam transgenes ou as ninhadas de controlo. A anélise do

peso dos oérgdcs indica que a dimensdo do bago aumentou
aproximadamente 38 % em ratos transgénicos relativamente aos
animais de controlo. Houve um ligeiro alargamento da dimensdo
das plagquetas e um aumento das células ndo coradas em
circulacgdo nos animais que expressam transgenes Houve uma
diminuic¢dc marginal nos niveis de plaguetas nos. animais gque
expressam transgenes. Além disso, o &acido urico sérico, o
azoto da ureia e os niveis de alcalinofosfatase tendem todos
a baixar nos animais que expressam transgenes. Verificou-se
que os animais que expressam transgenes tém uma radioc-
densidde aumentada do esqueleto, includindo os ossos longos
(fémures), vértebras, e o0ssos planos (pélvis). A dimenséo
relativa dos fémures nos animais que expressam transgenes nao

era diferente da dos ratos de controlo.

A andlise histolégica das secgdes coradas do osso dos
animais gque expressam OPG mostram uma osteoporose severa com
a presenca de remanescentes de cartilagem da substincia
esponjosa primaria vista denitro da trabécula éssea na diédfise
do fémur. NZo se identificou um cdértex claramente definido
nas seccgbes do fémur. Em animais normais, a diafise central

estd cheia com medula éssea. As seccdes das vértebras também
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mostram alteracdes osteopetrdticas gque Implicam gque as
alteracdes esqueléticas induzidas pela OPG sejam sistémicas.
A medula Odssea residual mostrou predominantemente elementos
mieléides. Os megacariécitos estavam presentes. As coloracdes
de reticulina nd3oc mostraram evidéncias da deposicido de
reticulina. A imuno-histoguimica para F480, ¢ antigénio da
superficie da célula expressc pelés células de derivacgdoc de
monécitos-macréfagos em murganhos, (SEQ ID NO: 4) mostraram a
presencga de células positivas de F480 nos espacgos da medula.
Focalmente podiam ver-se células positivas de F480 achatadas,
directamente adjacentes das superficies ' dos ossos trabe-

culares.

As células do mesénguima que revestem internamente as
trabéculas b6sseas estavam achatadas e pareciam inaciivas. Com
base nas coloragbes de HSE e de FART, 36 raramente se
‘encontraram osteoclastos nas superficies das trabéculas
dsseas nos animais que expressam OPG. Pelo contrario,
encontraram-se ostecclastos e/ou condroclastos na regifo da
cartilagem de reabscrgdo da placa de crescimento, mas o seu
numero pode ser reduzido quande comparado com c¢s controlos.
Também estavam presentes osteoclastos na superficie cortical
da metafise onde a modelacdo da actividade € normalmente
robusta. A diferenca predominante entre os expressores e o0s
controlos fol a diminuicdo profunda dos osteoclastos
trabeculares, tanto nas vértebras como nos fémures. A
extensdo da acumulacdc &ssea estd directamente correlacionada

com ¢ nivel de ARNn do transgene da OPG detectado por

“northern blotting” do ARN total do figado.

Os bagos dos due expressam OPG tém uma guantidade
acrescida de polpa vermelha com a expansdc devida ao aumento

da hematopciese. Todas as estirpes hematopoléticas estic
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representadas. As células positivas de F480 estavam presentes
tanto no caldo de contrclo como nos gue expressam OPG na
poclpa vermelha. Dois elementos que expressam (2 e 17) tinhém
focos de hematopoilese extramedular dentro do figado e isto &

provavelmente devido a medula osteopetrodtica.

Ndo houve anomalias observaveis no timo, nédulos linfa-
ticos, tracto gastrointestinal, tracto pancreato-hepato-
biliar, tracto respiratdério, sistema reprodutor, sistema
genito-urindrio, pele, sistema nervoso, coragédc e aorta,

mama, musculo do esqueleto e gordura.
EXEMPLO 5
Isclamento do ADNc de OPG de murganho e de seres humanos

‘Isolou-se um clone de ADNc correspondente a extremidade
5' do ARNm de OPG de murganho a partir de uma bibliocteca de
ADNc de rim de murganho (Clontech) por amplificacdo por RCP.
Os oligonucledtidos derivaraﬁ da sequéncia de ADNc de ORG de

rato e estdo ilustrados a seguir:

5'-ATCAAAGGCAGGGCATACTTCCTG-3" (SEC ID NO: 13)
5'-GTTGCACTCCTGTTTCACGGTCTG~-3" (SEQ ID NO: 14)

5'-GRAGACACCTTGAAGGGCCTGATG-3" (SEQ ID NO: 15)
5'-TAACTTTTACAGAAGAGCATCAGC-3' (SEQ ID NO: 16)

5'~AGCGCGGCCGCATGAACAAGTGGCTGTGCTGCG-3! (SEQ.ID NO: 17)
5'-AGCTCTAGAGAAACAGCCCAGTGACCATTCC-3' (SEC ID NC: 18)

Os produtos de ADNc de comprimente parcial ocu completo,

obtidos neste processo, foram sequenciados. O produto de
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comprimento completo foi digerido com Not I e Xba I, depois
foi clonado direcionalmente ﬁo vector do. plasmido pRcCMV
(Invitrogen). O plasmido resultante foi designado por pRcCMV-
Mu-OPG. A sequéncia de nucledtidos do prodhto clonado foi
comparada com a segquéncia de ADNc de OPG de rato. Na regido
de 1300 pb englobandc o LORF de OPG, as sequéncias de ADN de
rato e de murganho s3o aproximadamente 88 % idénticas. A
sequéncia de ADNc de murganho continha um LORF de 401 aa, que
foi comparada com a sequéncia da proteina OPG de rato e
verificou-se que era ~94 % idéntica sem intervalos. Isto
indica que a sequéncia de ADNc de murganho isclada codifica a
proteina OPG de murinc e gue a seguéncia e a estrutura tinham
sido altamente conservadas ao longo da evolugdo. A seguéncia
da proteina OPG de murganho contém um péptido de sinal
putativamente idéntico no seu terminal N e os 4 sitios

potenciais de glicosilagdo ligada a N estdo conservados.

O ADNc parcial de OPG humana foi clonado a partir de uma
biblicteca de ADNc de rim humano utilizando os seguintes

ocligeonucledtidos especificos de rato:

5'-GTG AAG CTG TGC AAG AAC CTG ATG-3' (SEQ ID NO: 19)
57-ATC AARA GGC AGG GCA TAC TTC CTG-3' (SEQ ID NO: 20}

Este produtc de RCP foi sequenciado e utilizado para
produzir iniciadores para amplificar a extremidade 3' do ADNc
humano utilizande um clone gndémico de OPG em lambda como

matriz:

5'-TCCGTAAGARACAGCCCAGTGACC-3"' (SEQ ID NO: 29)
5'-CAGATCCTGAAGCTGCTCAGTTTG~3" (SEQ ID NO: 21)
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O preduto de RCP amplificado foi sequenciado em conjunto
com a sequéncia de extremidade 5', <foli utilizado para
produzir iniciadores especificocs de 5' e 3' humanas uUteis
para amplificar as sequéncias completas de codificagdo de

ADNc de OPG humana:

5" -AGCGCGGCCGCGGGGACCACAATGAACAAGTTG-3" (SEQ ID NO: 22)
5T"-AGCTCTAGAATTGTGAGGAARACAGCTGAATGGC-3" (SEQ ID NO: 23)

0 produto de RCP humano de comprimento completc foi
sequenciadc, depois clonade direccional mente no vector de
plasmido pRcCMV (Invitrogen) wutilizando Not I e Xbka I. O
plasmido resultante foi designado por COPG humana de pRcCMV. A
sequéncia de nucledtidos do produto clonado foi compara com
as sequéncias de ADNc de OPG de rato e de murganho. Na regido
de 1300 pb que englickam a LORF de OPG, as sequéncias de ADNc
de rato e de murganho sdo aproximadamente 78-88 % idénticas
ao ADNc de OPG humana. As seguéncias de ADNc de OPG humana -
também continham um LORF de 401 aa, e foli comparada com as
sequéncias de proteina de rato e de murganho. .A proteina de
OPG humana prevista &, aproximadamente, 85 % idéntica e ~90 %
as proteinas de ratoc e de murganho, respectivamente. O
alinhamento das sequéncias das proteiﬁas de rato, murganho e
humanas mostram que elas foram altamente conservadas durante
a evolucio. E previsivel que a proteina humana tenha um
péptido de sinal de terminal N, e 5 sitios potenciais de

glicosilag&c ligada a N, 4 dos quais estdo conservados entre

as proteinas OPG de rato e murganho.

C ADN e a prevista sequéncia de aminocdcidos da OPG de
murganho estdo ilustrados na figura %A e na 9B (SEQ ID NO:
122). O ADN e a prevista sequéncia de amincécidos da OPG

humana estdo ilustrados na figura 9C e na 9D (SEQ ID NO: 124)
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Uma comparacdc das seqguéncias de aminodcidos de OPG de rato,

murganho e de seres humancs estd ilustrada na figura 9E e na

p— .
.

9F.

O isclamento de mails clones de ADNc de OPG humana
revelou a presenca de uma alteragdo das bases G a C na
posicgdc 103 da sequéncia de ADN ilustrada na figura 92C. Esta
alteracdo do nucledtido resulta na substituigdo de uma
asparagina por uma lisina na posigdo 3 da seqguéncia de
aminodcidos ilustrada na figura 9C. A parte remanescente da
sequéncia nos clones que tiveram esta alteragdo era idéntica

~

4 das figuras 9C e 9D.
EXEMPLO 6
Construcdo de modelos da estrutura tridimensional de OPG

A porcdo dc terminal amino da OPG tem homologia com a
porcdo extracelular de todos os elementos conhecidos da
super-familia dos R-EFNT (figura 1C). O elementc mais notavel
nesta regido de genes relacionados com R-FNT é uma sequéncia
de repeticdes ricas em cisteina de ~40 aminoacidos, que se
dobra em estruﬁuras distintas (Banner et al. Cell 73, 431-
445; ({1993). Este elemento normalmente aparece em dJguatro
repeticdes em tandem (intervalo 3-6) (ver figura 1 C), e &
conhecido por estar envolvide na ligacgdc deo ligandoc (Beutler
e wvan Huffel Science 264, 667-663 (1994)). Cada repeticdo
normalmente contém seis residuos de cisteina espacados, dJue
estdo envolvidos na formacdo de trés ligagdes de di-sulfureto
intradominio, designadas por SS1, 852, e SS3 (Banner et al.,
ibid). Nalguns receptores, tais comc R2-FNT, CD30 e CD40,
alguns dos dominios gque se repetem cdntém apenas duas

ligagées di-sulfureto inter-cadeias (SS1 e SS3).
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A sequéncia da proteina humana OPG foi alkinhada com um
perfil do dominio extracelular de RZ-FNT utilizando processos
descritos por Luethy, et al., ibid, e os resultados foram
visualizados graficamente utilizando o programa PrettyPlet do
pacote Wisconsin, versdo 8.1 (Genetics Computer Group,
Madison, WI) (figura 10). 0 alinhamento indica uma
conservacdo clara dos residuos de cisteina envolvidos na
formacdo dos dominios 1-4. Este alinhamento foi enté&o
utilizado para ccnstruir um modelo tri-dimensional (3-D) do
dominio de terminal N de OPG humana utilizandc a estruturs 3-
- D conhecida do dominio extracelular do RI1I-ENT p35 (Banner et
al., ibid) comc matriz. Para fazer isto, coplaram-se as
coordenadas atdmicas e a estrutura do péptido e as cadeias
laterais de residuos idénticos a partir das coordenadas da
estrutura cristalina de R1-FNT. No seguimento disto, geraram-
se as coordenadas remanescentes para as insergdes e as
diferentes cadeias laterails wutilizando o ©programa LOOK
(Molecular Applications Group, Palo Alto, CA). O modelo 3-D
fei entdo refinado minimizando a energia da sﬁa cenformagio

utilizando o LCOK.

Por analogia com outros elementos da familia dos R-FNT,
assume-se gue OPG se liga a um ligando. Com a finalidade de
criar um modelc da interacgdo de OPG com o seu ligando,
utilizou-se a estrutura cristalina de FNT-B para simular uma
representacdo 3-D de um "ligando de OPG". Estes dados foram
visualizados (ver figura 11} utilizando Molscript (Kraulis,
J. BAppl. Cryst. 24, 546-950, 1991). Cénstruiu—se um modelo
para o complexc de OPG/ligandc com 3 moléculas de FNIB e 3 de
CPG em qgue as posicdes de OPG sd3o idénticas a RI-ENT na
estrutura cristalina. Utilizou-se entdo este modelo para

encontrar os residucs de OPG que podiam interagir com o seu
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~
ligando utilizando a sequente abordagem: calculou-se a &rea
de solventes acessivels de todos os residuos no complexo e um
Uinico modelo de OPG. Os residuos que tém acessibilidades
diferentes no complexo relativamente ao mondmero provével-

mente irdo interagir com ¢ ligando.

As sequéncias de aminoacides de OPG humana e de murganho
foram re-alinhadas utilizando esta informacgic para evidenciar
as sequéncias que compreendem cada um dos dominios ricos em
cisteina 1-4 (figura 122 e 12B). Cada dominio fem caracteris-

ticas estruturais individuais gque se podem prever:
Dominio 1

Contém 4 <¢isteinas envolvidas nas ligagdes de di-
sulfureto 882 (C41 a C54) e 883 (C44 a Co62). Embora nenhuma
ligacdc 8SS1 seja evidente com base nas pontes de di-
sulfureto, a tirosina conservada na posicdo 28 ¢é homéloga do
R1-FNT Y20, gue est& envolvidc na interaccdc com H66 para
ajudar na formacdo do dominic. A OPG tem uma histidina
homéloga na posicdo 75, sugerindo gue a OPG Y28 e H75 estéo
empilhades em conjunto na proteina natural, como acontece nos
residuos homdlogos de RI-FNT. Por isso, ambos os residuos
podem na verdade ser importantes para a actividade biolégica,
e a OPG truncada de terminal N até e para 1l4d de Y28 podem ter
a actividade alterada. Além disso, € previsivel que os
residuos E34 e K43 interajam com um ligando da ligacdo com

base no nosso modelo 3-dimensional.
Dominio 2

Centém seis cisteinas e ¢é previsivel que contenha as

ligacdes de di-sulfureto SS1 (C65 a C80), SS2 (CB3 a C98) e
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883 (C87 a Cl1l05). Esta regido de OPG também contém uma regido
de estiramento de P66-0Q091 gue se alinha com a porgdo do
dominio 2 de RILI-FNT que forma contacto de proximidades com
ENTP (ver antes), e pode interagir com um ligandé de OPG. E
previsivel gue os residuos particulares Pob, He8, Y69,
Y70,171, 72, 873, H7S, T7e, 877, D78, E7Y9, L81, Y82, P85,
vge, K88, E89, LS80, e Q81 interajam com um ligando de ligacdo

a base dos dados de estrutura dos reguersntes.
Deminic 3

Contém 4 cisteinas envolvidas nas ligagdes de di-
sulfureto de SS1 (Cl107 a C 118) e 883 (Cl24 a Cl42), mas ndoc
na ligacio SS2. Com base nos dados de -estrutura dos
requerentes, é previsivel gue os residuos E115, L118 e K119

interajam com um ligande de OPG.
Dominio 4

Contém 4 cisteinas envolvidas nas ligagles de di-
sulfureto de $S81 {Cl45 a C 118) e SS3 (Cl66 a C185), mas ndo
na ligagdc S382, semelhante ao dominic 3. Os dados de
estrutura dos requerentes prevéem que E153 e S155 interajam

com um ligando de. OPG.

Assim, o modelc estrutural previsto para OPG identifica
um c¢erto numero de residuos altamente conservados que
provavelmente  s3o importantes para a sua actividade

bicldégica.

EXEMPLC 7
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Produgdo de proteina recombinante segregada 0PG em células de

mamifero

Para determinar se a OPG & actualmente uma proteina
segregada, fundiu-se ADNc de OPG de murganho com o dominio Fc
de IgGl humana como um marcador (Capon et al. Nature 337,
525-531 (15%89)), e provocou-se a expressio em fibroblastos
293 humanos. Realizaram-se as fusdes de Fc utilizando o
vector pFc-A3. pFc-A3 contém a regido gue codifica a porcgdo
de Fc da cadeia wpesada da imunoglobulina humana IgG—yI
{Ellison et al. 1bid) a partir do primeiro amincdcido do
dominio charneira (Glu-99) até ac terminal carboxilc e &
flanqueado por um sitic de fusido de 5'-NotlI e os sitios de
3'-3all e Xbal . O plasmido foi construido por amplificacdo
por RCP.da biblioteca de ADNc de bago humano (Clontech), as
reacgbdes de RCP tinham wum volume final de 100 pnl e
vtilizaram-se 2 unidades de ADN polimerase Vent (New England
Biolabs) em Tris-HCl 20 mM (a pE 8,8), KC1 10 mM, (NHg).30, 10
pM, MgSO; 2 mM , Triton X-100 a 0,1 % com 400 pM a cada de
AdNTP e 1 ng da biblioteca de ADNc a ser Aamplificada em
conjunto com 1uM de cada um dos iniciadores. As reacgdes
-foram iniciadas por desnaturagcic a 95 °C durante 2 min,
seguidb de 30 ciclos de 95 °C durante 30 s, 55 °C durante 30

s, € 73 °C durante 2 min. ¢ iniciador de 5°'

5'-ATAGCGGCCGCTGAGCCCARATCT TGTGACARRACTCAC-3" (SEQ ID
NC: 24)

incorporou um sitio de NotI imediatamente a seguir de 5' do

primeiro residuco (Glu-99) do dominio charneira de IgG-vyvI. O

iniciador de 37
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5'-TCTAGAGTCGACTTATCATTTACCCGGAGACAGGGAGAGGCTCTT-3"' (SEQ
ID NO: 25)

incorporou os sitios Sall e Xbal. O produte de RCP de 717-pb
foi digerido com NotI e Sall, isolado por electroforese
através de agarcse a 1 &% (FMC Corp.), purificadoc pelo
processc de Geneclean (BIO 101, Inc¢.) e clonado em NotI, o
vector de pBluescript II KS digerido por Sall (Stratagens). A
inserc¢do no plasmido resultante, pFc—-A3, fol sequenciada para

confirmar a fidelidade da reacgdo RCP.

C ADNc de murganhce no plasmido pRcCMV-MuCPG foil
amplificado utilizando os seguintes dois conjuntos de pares

de iniciadores:
Par 1
5'"-CCTCTGAGCTCAAGCTTCCGAGGACCACAATGAACAAG-3" (SEQ ID NO:

26)
5'-CCTCTGCGGCCGCTAAGCAGCTTATTTTCACGGAT TGAACCTG-3 " (SEQ

ID NO: 27)

Par 2

5"-CCTCTGAGCTCAAGCTTCCGAGGACCACAATGAACAAG-3" (SEQ ID NO:
28)

5'-CCTCTGCGGCCECTGTTGCATTTCCTTTCTG-3" (SEQ ID NO: 303

O primeirc par amplifica todo o LORF de OPG e cria um
sitio de restrigdo de NotI que € compativel com o sitio Not I
do. guadro no vector de fusdoc de Fc pFcA3. Preparou-se pFcA3
por engenharia genética de um sitio 5’ de restricdc de Wotl
com o residuo 216 de &cido aspartico do ADNc de Fc¢ da IgGl
hﬁmana. Esta estrutura introduz um ligante que codifica dois

amincdcidos irrelevantes . gue englobam a Jjuncido entre a
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proteina OPG e a regidc Fc de IgG. Este produto, guando
ligado & porgdo de Fc, val codificar directamente os 401
residuos de OPG seguido dos 227 dos residuos de aminoacidos
da regido Fc de 1gGl humana (FLFc). O segundo par de
iniciadores amplifica as sequéncias de ADN que codificam os
primeiros 180 residucs de aminodcidos de OPG, que englobam o
seu putativo dominic de ligag¢doc do ligando. Tal como antes, o
iniciador de 3" cria um sitlo de restricdo artificial de Notl
que funde LORF de OPG truncado de terminal C, na posicdo 180

de treonina, directamente com o dominio Fc de IgGl (CT.fc).

A juncdo da sequéncia de aminoacidos que liga o residuc
401 de OPG e o residuo 221 de &cido acético da regido Fc
humana, pode-se modificar como se segue: Os residuos 216-220
que codificam o ADN da regi&o Fc humana podem ser eliminados
como se descreve a seguir, ou o residuo de cisteina que
corresponde a (220 da regidoc Fc humana pode ser mutado quer
com serina ou com alanina. A proteina de fusdo de OPF-Fc
codificada por estes vectores  modificados pode ser
transfectada em 293 células humanas, ou células de OHC, e
proteina de fusdoc recombinante OPG-Fc purificada como se

descreve a seguir.

Ambos o8 produtos foram direccicnalmente c¢lonados no
vector de plasmido pCEP4 (Invitrogen). pCEP4 contém a origem
de replicagdoc do virus de Epstein-Barr e é capaz de
replicacado epissomal nas 293 células de EBNA-1. Os vectores
parentais de pCEP4, e pCEP4-FI.Fc e pCEP4-CT.Fc foram
lipofectados em 2593 células EBNA-1 utilizando os processos
recomendados pelo fabricante. As células transfectadas foram
entdo seleccionadas em 100 wug/ml de higromicina para
seleccionar a expressidco do vectof, e as culturas de massa

resistentes a farmacos resultantes cresceram até a
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confluéncia. As células foram entdo postas em cultura em meio
isento de soro durante 72 hr, e ¢ meic cbndicion;do foi
retirade e analisado por EGPA-SDS. Uma coloracdo prateada do
gel de peliacrilamida detecta as principais proteinas do meio
condicionade produzidas pelas 293 culturas resistentes a
férmacoé. No meio condicionado de pCEP4-FI.Fc e de pCEP4-
CT.Fc, foram abundantemente segregadas bandas tunicas com &s
dimensdes previstas (ver figuras 13B e 13C). A proteina de
fusdo Fc de comprimento completo acumulcu~se até a uma
concentracgdo elevada, indicande gue pode ser estavel.
Detectaram-se ambas as proteinas de fus3dc Fc por meio de
anticorpos de Fc de IgGl anti-humana (Pierce) em anadlises de
“western Dblots”, indicando que os produtos de CPG sdo

recomblnantes.

A proteina da fusdo de OPG-Fc de comprimento completo
foi purificada por melo de cromatografia em coluna de
proteina-& (Pierce) utilizando os processos recomendados pelo
fabricante, Submeteu-se entidoc a proteina a uma analise da
sequéncia de terminal N por degradacdc de Edman automatizada,
praticamente como foi descrito por Matsudaira et ali. (J.
Biol. Chem. 262, 10-35 (1987)). A seqguéncia de aminocdcidos

gue se segue foli lida apds 19 ciclos:
NH,-ETLPPKYLHYDPETGHQLL-COH (SEQ ID NO: 31)

Esta sequéncia era idéntica a prevista sequéncia de
aminocacidos de OPG de murganho comegando no residuo de
amincdcidos 22, sugerinde que o sitio de «clivagem da
seguéncia lider natural de mamiferos estd entre os residuos
de amincidcidosQ21-E22, mes nao entre Y31-D32 como
originalmente previsto. As experiéncias reélizadas nas 293

células de EBNA com pCEP4-FI.Fc e pCEP4-CT.Fc demonstram que
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OPG & uma proteinz segregada, e pode actuar sistemicamente

para ligar ¢ seu ligando.

Utilizaram-se processos similares aos utilizados para
construir e expressar as fusfes de mulOPG[22-180]-Fc e
muCPG[22-401]-Fc¢ para outras proteinas de fusdo humanas de

OPG-F'c.

Construilu-se comc se segue os amincadcidos 1-185 fundidos
com a regido Fc de IgGl humana [muOPG Ct (183).Fc].
Amplificou-se ¢ ADNc de OPG de murine a partir da
osteoprotegerina do plasmido pRcCMV Mu (descrito no exemplo
5) utilizando o par de iniciadores gQue se segue numa reaccdo

em cadeia de polimerase tal comc se descreveu antes:
1333-82:
5'=-TCC CTT GCC CTG ACC ACT CTT-3' (SEQ ID NO: 32)
1333-80:

5'-CCT CTG CGG CCG CAC ACA CGT TGT CAT GTG TTG C-3'

(SEQ ID NC: 33)

Este par de iniciadores amplifica a regido do ADNc de
OPG de murino que codifica os residuos de aminodcidos amino
©3-185 (correspondendo a 278-645 ph) do quadro de leitura de
OPG como se mostra na figura S2A. O iniciador de 3' contém um
‘sitio de restricdo de Not I que é compativel com o sitio Not
I no quadro do vector de fusdo de Fc pFcA3. O produto também
engloba um sitio de restricgdc Gnico de EcoRI localizadc no pb
43€..0 produto de.RCP amplificado foi purificado, clivado com

Notl e EcoRI e purificou-se o fragmente de restricgdo
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resultante EcoRI-Notl. O vector pCEPZ com a insercgao da fusédo
1-401 de OPG-Fc de murino foli c¢livado com EcoRI e NotI,
purificado, e ligado ao produto de RCP gerade antes. O vector
de expressdo a base de pCEP4 codifica os residucs 1-185 de
OPG seguido directamente pelos 227 residucs de aminoacidos da
regl&oc Fc de IgGl humana. O vector de fusdc de Fc 1-185 de
OPG de murino foi transfectadc em células 293, seleccionocu-se
o farmaco, e produziu-se o meio condicionado tal como se
descreveu antes. Purificou-se o produto de fusdo de COPG de
murino 1-185 Fc por melc de cromatografia em coluna de
proteina-A (Pierce) utilizando os processos recomendados pelo

fabricante.

Construiram-se como sé segue os residuos de aminodcidos
1-194 gue codificam ADN de OPG de murinc fundidos com a
regido Fc de IgGl humana (OPGmu Ct(194).Fc). ©C ADNc de OPG de
murganhe a partir da osteoprotegerina de murinc do plasmide
pRcCMV foi amplificado utilizando os pares de iniciadcres que

se»seguem:
1333-82:
5'-TCC CTT GCC CTG ACC ACT CTT-3' (SEQ ID NO: 34)
1333-81:

5'"-CCT CTG CGG CCG CCT TTT GCG TGG CTT CTC TGT T-3'
(SEQ TID NO: 35)

Este par de iniciadores amplifica a regidc do ADNc de
OPG de murinc que codifica os residuos de aminodcidos 70-194
(correspondendo a 298-672 pb) do quadro de leitura de 0QOPG. O

iniciador de 3' contém um sitio de restricdo Not I gue é
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compativel com ¢ sitio Not I do quadro do vector de fusdo de
Fc pFcA3. O produto também engloba um sitic de restrigédo
inico de EcoRI lcocalizade no pb 436. ¢ produto de RCP
amplificado foi clcenado no vector de fusdo de OPG [1-401] de
murino e Fc, tal como descrito antes. O vector de expressdc a
base de pCEP4 codifica os residuos 1-194 de OPG seguido
directamente pelos 227 residuos de aminoadcidos da regido Fc
de IgGl humana. O wvector de fusdo de Fc com 1-124 de OPG de
murino foi transfectado em células 293, seleccionou-se ©
férmaco, e produziu-se o meio condicionade. Purificou-se o
produte de fusdo segregado resultante por meio de
cromatografia em coluna de proteina-A (Pierce) utilizando os

processos recomendados pelo fabricante.

x Construiu-se como se segue os aminodcidos 1-401 que
codificam o ADN de OPG fundides com &a regido Fc de IgGl
humana. O ADN de OPG humana na osteoprotegerina do plasmido
PRCCMV (descritce no Exemplo 5) foi amplificado utilizande os

pares de iniciadores de oligonucledtidos gque se seguem:
1254-80:

57-CCT CTG AGC TCA AGC TTG GIT TCC GGG GAC CAC AAT
G-3" (SEQ ID NO: 36)

1254-95:
5'-CCT CTG CGG CCG CTA AGC AGC TTA TTT TTA CTG AAT
GG-3' (SEQ ID NOC: 37)

0 produto da RCP resultante codifica a proteina de OPG
humana de comprimento completo & cria um sitio de restricgdo
Not I que é& compativel com o sitio Not I do quadro do vector

de fusdo de Fc pFcA3. 0O 'produto de RCP foli clonado
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direcionalmente no vector do plasmido pCEP4 tal como se
descreveu antes. O vector de expressio resultante codifica os
residuocs 1-401 de OBG humana, seguido directamente pelos 227
residuos de amincacidos da regi&c Fc de IgGl humana.
Produziu-se o meio condicionado a partir das células
transfectadas e do farmaco selecciocnado e purificou-se o
produto de fusdo de OPGhu FI.Fc por meio de cromatografia em
coluna de ©proteina-A (Pierce) utilizando os processos

recomendados pelo fabricante.

Os residucos dos amincé&cidos 1-201 codificam o ADN de OPG
humana fundido com a regido Fc de IgGl humana [OPGhu
Ct(201) .Fc]. C ADNc de OPG humano clonado a partir da
ostecprotegerina humana do plasmido pRcecCMV foi amplificado
por RCP utilizando o©s pares de iniciadores de oligonucled-

tidos gque se seguem:
1254-90;

5'-CCT CTG AGC TCA AGC TTG GTT TCC GGG GAC CAC AAT
G-3' (SEQ ID NO: 38)

1254-92:

5"-CCT CTG CGG CCG CCA GGG TAA CAT CTA TTC CAC-3'
(SEQ ID NO: 39)
Este par de iniciadores amplifica a regido de ADNc de
OPG que codifica c¢s residuos de aminodcidos 1-201 do guadro
de leitura de OPG, e cria um sitic de restrigcdo de Not I na
extremidade que é compativel com o vector de fusdc de Fc do
sitico Not I no guadro, FcA3. Este produto, guando ligado 2a
porcdo de Fc¢, wvaili codificar bs 1-201 de OPG seguido

directamente pelcs 221 residuos de amincidcidos da regido Fc
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de IgGl humana. O produto de RCP fol clonado direcionalmente
no vector do plasmidec pCEP4 tal como se desc}eveu antes.
Produziu-se o meio condiciconado a partir das células
transfectadas e do farmaco seleccicnado e purificou-se o
produto de fusdoc de OPG Ct (201) Fc por meio de uma
cromatografia em coluna de proteina-A (Pierce) utilizando os

processos recomendados pelo fabricante.

Os ©processos gque s& seguem foram utilizados para

construlr e expressar OPG de murganho e humano, ndo fundida.

Gerou-se um plasmido para a expressdo em mamiferos de
OPG de murino de comprimento completo (residucs 1-401) por
amplificagdo por RCP da insercgdo de ADNc de OPG de murino a
partir de pRcCMV de Osteoprotegerina de murino e sub-clonou-
se nc vector de expressdo pDSRa (Déclerck et. at J. Biol;
Chem. 266, 3893 (1991)). Utilizaram-se os 1iniciadores de

oligonucledtidos gue se seguem:
1295-26:

5'-CCG AAG CTT CCA CCA TGA ACA AGT GGC TGT GCT GC-
37 (SEQ ID NO: 40)

1295-27:

5'-CCT CTG TCG ACT ATT ATA AGC AGC TTA TTT TCA CGG
ATT G-3' (SEQ ID NO: 41)

Amplificou-se o guadro de leitura de OPG de murino de
comprimento completo por RCP tal como se descreveu antes. O
produto de RCP foi purificado e digeridc com as endonucleases

de restricdo Hind III e Xba I (Boehringer Mannheim,
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Indianapolis, IN) nas condic¢des recomendadas pelec fabricante,
e depois ligou-se a Hind IITI e Xba I que digeriram pDSRa.
Detectaram-se clones recombinantes por digest&o da endonu-
clease de restrigdo, depois segquenciaram-se para assegurar
gue ndo se produziam mutagdes durante as etapas de

amplificacdo por RCP.

Introduziu-se o ©plasmido resultante pDSRa-muOPG em
células de ovadrio de hamster chinés (OHC) por meio de uma
transfecgdo mediada por cédlcio (Wigler et al. Cell. 11: 233
(1977)). BSeleccionaram-se coldnias individuais com base na
expressdo do gene de di-hidrofolato redutase (DHFR) no vector
de plasmido e  isolaram-se varios clones. A expressdo da
proteina recombinante'de OPG de murinc foi monitorizada por
anédlise de “western blot” do melo condicionado de células de
QHC. Seleccionaram—-se c¢élulas de elevada expressdc & a
expressdo de OPG fol ainda amplificada por tratamento com
metotrexato como descrito (DeClerck et al., ibid). Produziu-
se o meic condicionado a partir de linhas de células de OHC

'para uma nova purificacdo da proteina OPG de murino segregada

de forma recombinante.

Gerou-se um plasmido para a expressidc em mamiferos de
OPG humano de comprimento completo (aminodcidos 1-401) por
sub—cldnagem da insergéo de ADNc em osteoprotegerina de
PRcCMV humano directamente no vector pDSRa (DeClerck et. at
“ibid). O plasmido pRcCMVOPG fei digerido completamente com
Not I, feci tornado cego com Klenow, depcis fol digerido até
ac fim com o AND do vector Xba I, depcis foi digerido com
Hind III, fol tornado cego com Klenow, depois foi digerida
com Xba T, depois ligou-se & insergdo de OPG. 0Os plasmidos
recombinantes foram entdo sequenciados para confirmar a

orientacdo correcta do ADNc de OPG humana.
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Introduziu-se o plasmido resultante pDSRa-0PG humano em
células de c¢ovario de hamster chinés (CHC) como sé descreveu
antes. Seleccionaram-se colénias individuais com Dbase na
expressio do gene de di-hidrofolato redutase (DHFR) no vector
de plasmido e isolaram-se véarios clones. A expressido da
'proteina recombinante de OPG humana foi monitorizada por
analise de “western blot” do meio condicionado de células de
OHC, Seleccionaram-se clones de elevada expressao e a
gexpressdc de OPG foi 'ainda amplificada por tratamentc com
metotrexato. O meio condicionado das linhas de células de OHC
que expressam OPG humana fol produzido para a purificagdo da

proteina.

Os vectbres de expressdo para OPG de murinc que codifica
os 1-185 foram produzidos como se segue. C ADNc de COPG de
murino a partir da osteoprotegerina de murino do pRcCMV foi
amplificado utilizando os iniciadores de nucleétidoé que se

seguem:
©1333-82: .
5'-TCC CTT GCC CTG ACC ACT CTT-3' (SEQ ID NO: 42)

1356-12:

5'-CCT CTG TCG ACT TAA CAC ACG TTG TCA TGT GTIT GC-
3’ (SEQ ID NOC. 43)

Este par de iniciadores amplifica a regido do ADNc de
OPG de murino que codifica os aminoacidos 63-185 do quadro de
leitura de OPG (pb 278-645) e contém um coddo de paragem

artificial directamente apés o codao de cisteina (C185), a

74



gue se segue um sitio de restrigdo de endonuclease artificial
Sal I. C produte previsto contém um sitio de restricdo de Eco
RI internc Util para a sub-clonagem num vector pré-existente.
Apés a amplificagdc por RCP, o produto purificado resultante
foi clivado com as endonucleases de restricdo Eco RI e Sal I,
e o fragmento grande fol purificado. O produto purificado foi
entdo sub-clonado no fragmento de restrigdc grande de um
produtc digerido de Ecc RI e Sal I de pBluescript-OPGmu FI.Fc
descrito antes. 0O plasmido resultante foli digerido com Hind
I1T e Xho I e o fragmento pequeno foi purificado em gel. Este
frégmento, que contém um gquadro de leitura aberta que
codifica os residuos 1-185 foi ent&o sub-clonado num produto
digerido de Hind IIT e Xho I do vector de expressdo pCEP4. O
vector resultante, pmuOPG [1-185], codifica um polipéptido de
OPG truncado que termina num residuo de cisteina localizado
na posigdo 185. O meio condicionado das células transfectadas
e do farmaco seleccionado foi produzide como se descreveu

antes.
1333—82:
5'-TCC CTT GCC CTG ACC ACT CTT-3' (SEQ ID ﬁo: 44)
1356-13:

5'-CCT CTG TCG ACT TAC TTT TGC GTG GCT TCT CTG
TT-3"(3EQ ID NO. 45)

Este par de iniciadores amplifica a regido do ADNc de
OPG de murino codificando os aminoacidos 70-1%4 do guadrc de
leitura de OPG (pb 298-672) e contém um coddo de paragem ,
artificialrdirectamente apds © coddo de lisina (K194), a que

se segue um sitio de restricdo de endonuclease artificial Sal
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I. O produto previsto contém um sitioc de restricdc de Eco RI
interno Gtil para sub—dlonagem num vector pré-existente. Apds
a amplificagdo por RCP, o produto purificado resultante foi
clivado com as endonucleases de restricgdo Eco RI € Sal I, e o
fragmento grande foi purificado. O produtc purificadoe foi
entdo sub-clonade no fragmente de restrigdo grande de um
produto digerido de Eco RI e Sal I de pBluescript-O0PGmu FI.Fc
descrito antes. O plasmido resultante foi digerido com Hind
ITI ¢ ¥ho I e o fragmento pequeno foi purificado em gel. Este
fragmento, gque contém um gquadro de leitura aberta que
codifica os residuos 1-185 foi entdo sub-clonade num produto
digerido de Hind IIT e Xho I do vector de expressdoc pCEP4. O
vector resultante, pmuOPG [1-185], codifica um polipéptido de
OPG truncadc gque termina numa lisina na posigado 1%4. O meio
condicionade das células transfectadas e do fé&rmaco

seleccionadeo fol produzidc como se descreveu antes.

Geraram-se varias mutacdes na extremidade 5' do gene .
OPChu [22~40i]—Fc gene gque introduz quer substituicdes de
aminoicidos ou eliminagBes da OPG entre os residuos 22 a 32.
Todas as mutacdes foram com o "Quick-Change™ Site-Directed
Mutagenesis Kit" (Stratagene, San Diego, CA) utilizando as
condicdes reccomendadas pelo fabricante. Em resumo, a mistura
reaccional'contendo a matriz do AND do plasmido OPGhu [22-
401]-Fc e trataram-se 1iniciadecres mutagénicos com Pfu
pcelimerase na presencga de desoxinucledtidos, depois
amplificaram-se num amplificador de ADN tal como se descreveu
antes. Transfectou-se entdo uma aliquota da mistura
reaccional na apropriada XLl-azul de E. coli por meio de
choque térmico e depols colocou-se em placa. Sequenciou-se
entd3o o ADN do plasmido a partir de transformantes para

verificar mutacdes.
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Utilizaram-se os pares de iniciadores que se seguem para
eliminar os residuos 22-26 do gene de OPG humana, resultan@p

na producdo de uma proteina de fusdo OPGhu[27-401]-Fc:
1436-11:

5'-TGG ACC ACC CAG AAG TAC CTT CAT TAT GAC-3' (SEQ
ID NO: 140)

1436-12:

5'-GTC ATA ATG AAG GTA OTT CTG GGT GGT CCA-3' (SEQ
ID NO: 141)

Utilizaram—-se os pares de iniciladores que se seguem para
eliminar os residuos 22-28 do gene de CPG humana, resultando

na producdo de uma proteina de fusdo OPGhu [29-401]-Fc:
1436-17:

5'-GGA CCA CCC AGC TTC ATT ATG ACG AAG AAARA C-3'
(SEQ ID NO: 142)

1436-18:

5'-GTT TCT TCG TCA TAA TGA AGC TGG GTG GTC C-3'
(SEQ ID NO: 143)

Utilizaram-se os pares de iniciadores que se seguem para
eliminar os residuos 22-31 do gene de OPG humana, resultando

na producdc de uma proteina de fusac OPGhu [32-401]-Fc:

1436-27:
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5fF-GTG GAC CAC CCA GGA CGA AGA AAC CTC TC-3' (SEQ
ID NO: 144)

1436-28:

5'-GAG AGG TTT CTT CGT CCT GGG TGG TCC AC-3' (SEQ
ID NO: 145)

Utilizaram-se os pares de iniciadores gue se seguem para
alterar o coddo para o residuo 28 de tirosina até
fenilalanina do gene de OPG humana, resultandc na produgdo de

uma proteina de fusdoc OPGhu [22~401]-Fc Y28F:
1436-29:

5'-CGT TTC CTC CAA AGT TCC TTC ATT ATG AC-3' (SEQ
ID NC: 146)

1436-30:

5'-GTC ATA ATG BRAG GAA CTT TGG AGG AAA CG-3' (SEQ
ID NO: 147)

Utilizaram-se os pares de iniciadores gue se seguem para
alterar o coddo para o residuo 26 de prolina até alanina do
gene de OPG humana, resultando na produgdc de uma proteina de

fusdo OPGhu [22-401]-F¢ P26A:
1429-83;

5'"-GGA AAC GTT TCC TGC AAA GTA CCT TCA TTA TG-3'
(SEQ ID NO: 148)
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1429-84:

5"-CAT AAT GAA GGT ACT TTG CAG GAA ACG TTT CC-3'
(SEQ ID NO: 149)

Cada plasmido de OPGmu [22-401]-Fc resultante, contendo
a mutacdo apropriada, foi ent&o transfectado em células 293
humanas, o mutante da proteina de fusdoc OPG-Fc foi purifiéado
a partir do meio ccndicionado tal como se descreveu antes.
Avaliou-se in vitro a actividede bioldgica de cada proteina
por meio do ensaio de formacdo de osteoclastos descrito no

exemplo 11.
EXEMPLO 8
Expresséo'de OPG em E. coli

A. Vectores de Expressdo bacteriana

PAMG21

O plasmido de expressdo pAMG2l pode derivar do vector de
expressdo pCFM1656 (ATCC #'69576) da Amgen que, por sua vez,
deriva do sistema de vectores de expressdo da Amgen descrito
na patente US No. £.710.473. O plasmido pCEM1656 pode derivar
do plasmido pCEM836 (Patente No.'4.710.473) por meio. de: (a)
destruigcdo de dois sitios enddgenos de restrigdo Ndel por
preenchimento da extremidade com .a enzima polimerase T4
seguida da ligacdo da extremidade cega; (b) éubstituigéo da
sequéncla de ADN entre os sitios de restrigdo uUnicos AatlI e

Clal contendo ¢ promotor de sintese PL com um fragmento
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similar obtido de pCFM636 (patente No. 4.710.473) contendo o

promotor PL

AatII

S5 'CTAATTCCGCTCTCACCTACCAAACAATGCCCCCCTGCARAMAATAARTTCATAT -
3'TGCAGATTAAGGCGAGAGTGGATGETTTGTTACGGGGGEGACGTTTTTTATTTAAGTATA-

-AARACATACAGATAACCATCTGCGGTGATAAATTATCTCTGGCGGTGTTGACATARA -
-TTTTTTGTATGTCTATTGGTAGACGCCACTATTTAATAGAGACCGCCACAACTGTATTT -

-TACCACTGGCGGTGATACTGAGCACAT 3' (SEQ ID NO: 53)

~ATGETGACCGCCACTATCGACTCGTATAGCS ' (SEQ ID NO: 54)
Clal

e depois (c) a substituigdo da sequéncia de ADN pequena entre
os sitios de restricdo tnicos Clal e KpnI com o seguinte

oligonucledtido

5'CGATTTGATTCTAGAAGGAGGAATAACATATGGTTAACGCGTTGGRATTCGGTA C3' (SEQ
ID NO: 48)

" TAAACTARGATCTTCCTCCTTATTGTATACCAARTGCGCAACCTTAAGC 57 (SEQ ID NO: 49)
Clal KpnI

0 plasmido de expressioc pAMG21 pode entdo ser derivado
de pCEM1656 fazendo uma séfie de alteragdes das bases
dirigidas ao sitio por meico de mutagénese de oligonucledtidos
sobrepostos por RCP e substituigio de sequéncias de ADN.
Comecando com o gitio BgIII (plasmido pb # 180) imediatamente
5' até ac promotor de replicagdo do plasmido PcopB e
prosseguindo em direccdc aos genes de replicagdo do plasmido,

as alteracdes ncs pares de bases sdo as seguintes:

pPAMG21 bp # pb em pCFM1656 pb alterados para em pAMG21
# 204 . T/A C/G
# 428 A/T G/G
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# 509 : G/C A/T
# 617 - insere dois pb G/C
# 679 G/C T/A
# 980 T/a C/G
# 994 G/C A/T
f 1004 - A/T c/G
# 1007 C/G T/A
# 1028 A/T T/A
$ 1047 c/G T/A
# 1178 G/C T/A
# 1466 G/C T/a
# 2028 G/C eliminagéc de bp
$ 2187 c/G T/A
# 2480 A/T T/A
# 2499-2502 AGTG GTCA
TCAC CAGT
#2642 TCCGAGC Eliminagioc de 7 pb
AGGCTCG
#3435 G/C A/T
#3446 G/C A/T
42643 A/T T/A

A sequéncia de ADN entre os sitios de restricido Unicos
AsStIT (posicdc #4364 no pCEM1656) e SacII (posicio #4585 no
pCFM1656) estd substituida pela seguinte sequéncia de ADN:

(extremidade pegajosa de RatII) 5’ GCGTAACGTATGCATGGTCTCC
(posicgdo #4358 em pAMGZL) 3” TGCACGCATTGCATACGTACCAGAGG

~CCATGCGAGAGTAGGGAACTSCCAGECATCAAATAAPACGARAGGCTCAGTCGARAGACT -
—~GGTACGCTCTCATCCO T I GACGETCCEG TAGT T TATT T EGCT I TCCGAGTCAGC TEFTCTGA—~

—GEGCCTTTCGT I T TATC PG TG T T PG T GETGAACGC TCICCTGAGTAGGACARATCCGS ~
—CCCGGARAGCAARATAGACAARCARARCAGCCACTIGCGAGAGGACTCATCCEGTTTAGGCG~

~CGEGERAGCGGATTTGAACGTTEGCEAAGLCAACCGLCLEEAGEETEGLEEGCAGGACGCCCGL ~
~ECCCTCGCCTAAACTTGCAACGCTTCGTTEGCCGGECCTCCCACCGCCCGTCCTECGEEL G-

~CATAARCTGCCAGGCATCAARTTARGCAGEAGECCATCCTGACGEGATGGCCTTTTTGCG T~
—-CTATTTGACGETCCGTAGTTTAATTCES TCTRCCEGTAGGACTGCCTACCSCARRAACGC A~

AapIl
- PCPACAARCTCTTY TTGTTTAT T T T TC T ARATACATTCARATATGGALGTCGTACTTAAC—
-AAGATGTTTGAGAAAACAARTAAARAGATTTATGTAAGTITATACCTGCAGCATGAATTG—

—TTTTAMGTATGGGCAATCA&TTGCTCQTGTTMTTGCTTTAMACTTTGGCEGC— :

~AARATPTCATACCCGTTAGTTARACGAGESACAATTITTAACGARATCTTTATGAAACCGTICG~ . . _. o

—-GETTTGTTETAT TGAGTTTCAT T TGUGLAT TGO T TARATGGRAARGTGACCETEGCEC T TAC



=~GATAATTATCARCTAGAGRAGGARCARTTARTIGGTATCTTCATACACGCATGTAAAAATA~
-CT AT AA T AGTTGATC T T TCC T TG I T AA T TACCAT ACAAGTAT GTGUGTACATT T T TAT -

~AACTATCTATATAGTTGTCITTICTCIGRA TG IGCARARCT AAGCAT ICCGAAGCCAT TAT-
~TPGATAGATATATCARCAGAARGAGACT L ACACGT T T TGAT TCGTARGECTTCGE TAAT A~

~TAGCAGTATCRATACGGAAACTAAACCCAGTGATAAGECCTGATGATTICGCTTCTTTA R~
~ATCATCATACT TATCCC I TIGATIIGGGTCACTAT TCYGGACTACTAARAGCGAAGAAAT T~

T TACATTTGCACAT T TP T TATITACAGCAT TG T T T TCARATATATTCCAATTAATCGG TG~
~AATGTARACCTCTARAAART A RATGTCGTAACARRAGT T TATATAAGGTIAATTAGCCAC~

- AATGATTGGAGTTAGAATAATCTACTATAGGATCATATTT TATTARATTAGCGTCATCAT
~PTACTAACCTCAATCTTATEAGATGATATCCTAGTATAAAATAAT T TAATCGCAGTAGTA~

- AR TAT TGO CTCCAY T T TTTAGGSTAATTATCCAGAATTGAAATATCAGATTTARCCATAG~
- TATAACGGAGCTAARARATCCCATTARTAGGTCTTAACTTTATAGTICTAARTTEGTATS ~

~RATGAGGATARATGATCGCGAGTAAATAATATTCACARTGTACCATTTYAGTCATATCAG—
~PTACTCCTATTTACTAGCGCICAT T AT TATARGTG I TACATGG TARRATCAGTATAGTC~

~ATAAGCATTGATEIAATATCATIATTIGCTTCTACAGGCT T TAATY T TATTAATTATTCTGT -
~TATTCGTARCTART TATAGTAATARCGAAGATGTCCGRAATTARRATAATTAATARGACA~

~AAGTGTCGTCEECATTTATGTICTTICATACCCATC TC T TTATCCYTACCTATTGTTTGTC~
~TPCACAGCAGCCSTAAATACAGARAGTATGEGTAGAGARATAGCARTGCATAACAAACAG-

~GCABRGT T TTOCGTGTTATATATCAT TARARCGGTAATAGAT TGACATTTGATYCTAATAA~
-CETTCAARACGCACARTA TATAGTAAT T T TGCCATTATCTARCTGTARACTAAGATT AT Y=

~ATTGGAT T TTTGTCACACTATTATATCGCTIGARATACARTTGT TTAACATARGTACCTG—
~TARCCTRAARACAGTGTEATAATATAGCGAACTTTATGTTAACARATTGTATTCATGGAC—-

~TAGGATCGTACAGST TTACGCAAGAARATGG T TTGT TATAGTCGAT TAATCGAT T TGAT T—
-ATCCTAGCATGTCCAARTGCGTICTITTTACCARAACAATATCAGCTAATTAGCTAAACTAR -

~CTAGRTTTGTTTTAACTAATTAARGGACGARATAACATATGETTARCGCATTGGAATTICGA~

~GATCTARACARAAT TGAT TARTITCCTCCT TATTGTATACCAATIGCGCARCCTTAAGES T~



~AACCGCTCTTCACGCTCTTCACGC 3' [extremidades pegajosas de SacII (SEQ ID NO: 46)]
—-TTGGCCAGCARGTGCGAGAAGTG 5' (posicdo # 5904 em pAMG21l) (SEQ ID NO: 50)

Durante a ligagdo das extremidades pegajosas desta

seguéncia de ADN de substituicdo, os sitios exteriores de
AatII e SacIl foram destruidos. HA& sitios unicos de RatIl e

SacII no ADN substituido.
pPAMG22-His

0 piasmido de éxpresséo pAMG22-His pode derivar do
vector de expressdo da Amgen pAMGZZ por substituigdo da
sequéncia pequena de ADN entre os sitiocs de restrigdo unicos
NdeI (#4795) e EccRI (#4818) de pAMG2Z com o seguinte

duplex de oligcnucledtido: .

NdeI : Nhel EcoRT

5' TATGAAACATCATCACsVATCACCATCATGCTAGCGTTAACGCGTTGG 3' (SEQ ID
NO: 51i)

. 3'-ACTTTGTAGTAGTGGTAGTGGTAGTACGATCGCAATTGCGCAACCTTAA 5 (SEQ ID NO: 52)
‘MetLisHisHisHisHisHisHisHisAlaServValAsnAlaLsuGlu (SEQ ID NQO: 108}
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DAMG22

O plasmido de expressdc pAMGZZ2 pode derivar do vector de
éxpresséo da Amgen pCFM1 656 (ATCC #69576) gque, por sua vez,
derivou do sistema de expressdo do vector da Amgen descrito
na patente US No. .4.710.473 concedida em 1 de Dezembro de
1587. 0O plasmido pCEM1656 pode derivar do plasmido pCFM836
descrito (Patente No. 4.710.473) por meio de: (a) destruicio
dos deois sitios .de destruic&o enddgenos Ndel por. preen-
chimento das extremidades com a enzima pclimerase de T4
seguida da ligac&o a extremidade cega; (b) substituigdo da
sequéncia de ADN entre os sitios de restricdo tUnicos AatII e
Clal contendo o promotor de sintese PL com um fragmento
similar obtido a partir de pCEM636 (patente No. 4.710.473)
contendc o promotor PL.

AstIII

STCTAATTCCGCTCTCACCTACCAAACAATGCCCCCCTGCAAARAAATAAATTCATAT -
3'TGCAGATTAAGGCGAGAGTGGATGGTTTGT TACGGGGGGACGTTT I TTAT TTAAGTATA-

-AAAAARACATACAGATAACCATCTGCGCTGATAAATTATCTCTGGCGGTGTTGACATAAA~
-TTTTTTGTATGTCTATTGGTAGACGCCACTATTTARTAGAGACCGCCACAACTGTATTT -~

~TACCACTGGCGGTGATACTGAGCACAT 3' {SEQ ID NO: 53)

—ATGGTGACCGCCACTATGACTCGTGTAGCS' (SEQ ID NO: 54)
. ClaIl

e depois (c) substituindo a sequéncia pequena de ADN entre os
sitios de restrigdo uGnicos Clal e KpnI com o seguinte

oligonucledtido:

5' CGATITGATTCTAGARAGGAGGRATAACATATGGTTAACGCGTTGGAATTCGGTAC 3' (SEC) ID NO: 55)
3' TAMACTARGATCTTCCTCCTTATTGTATACCAATTGCECAACCTTAAGC 5' (8SEQ ID NO: 56)
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Clal Konl

0 plasmido de expressio pAMG22 pode entdo derivar depor
meio da producdo de uma série de alteragdes das bases
dirigidas ac sitio por mutagénse de sobreposigdo dos oligo
por RCP e substituicdes das sequéncias de ADN. Comegando com
o sitio BgIII (plasmido pb # 180} imediatamente 5' com o
promotor de replicacgdo do plasmido PcopB e prosseguindo em
direcgdo acs genes de replicagéo do plasmido, sendec as

alteracbes dos pares de base come se segue:

PAMG21 pb # pb em pCFM1656 pb alterados para em pAMG21

# 204 ~ T/A C/G
# 428 A/T ‘ G/G
# 509 G/C NT _
# 617 - Inseridos dois pb G/C
# 679 G/C : T/A :
# 980 ~ T/A C/G
# 994 G/C | NT
# 1004 A/T C/G
# 1007 C/G T/A
# 1028 NT T/A
# 1047 C/G T/A
$# 1178 - G/C T/A
# 1466 G/C T/A _
# 2028 G/C ' : eliminag¢dc de pb
¥ 2187 C/G T/A
¥ 2480 NT T/A
# 2499-2502 AGTG GTCA
TCAC ' CAGT
# 2642 ~ TCCGAGC eliminacdc de 7 pb

AGGCTGG
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# 3435 G/C A/T
# 3446 G/C A/
# 3643 A/T T/A

A sequéncia de ADN entre os sitios de restricgdo unica
AatII (posigéo #4364 no pCFM1656) e SacII (posicio #4585 no
pCEM1656) estd substituida pela seguinte seguéncia de ADN:

[Extremidade pegajosa de AatIi] (posicdo #4358 no pAMG22)

5 ' ~GCGTAACGTATGCATGGTCTCCCCATGCGAGACTAGGCAACTGCCAGGCATCAA~
3' GCACGCATTGCATACGTACCAGAGGGGTACGCTCTCATCCCTTGACGETCCGTAGTIT-

~TAAAACGAAAGGCTCAGTCCARAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGITTGTCGGTG-
*ATTTTGCTTTCCGAGTCAGCTTTCTGACCCGGAAAGCAAAATAGACAAcAAACAGCCAC-
-ACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGCGAAGCANCGG-
—PGCGAGAGGACTCATCCTETTTAGGCGGCCCTCECCTAAACTT 6CAACGCTTCGTTGCC

—-CCGGAGGGETGGCGGGCAGGACGCCCGCCATARACTCCCAGGCATCARATTAAGCAGARG—
-GGCCTCCCACCGCCCETCCTGCGEGCEGTATTTGACGGTCCGTAGTTTAATTCGTCTTC—

~CCATCCTGACGGATGGCCTTTTITGCGTTTCTACAAACTCTTTTGTTTATTTTTCTAAAT -
CGGTAGGACTGCCTACCGGAAAAACGCAAAGATGTTTGAGAAAACAAATAANANGATTTA—
AatII
-CATTCAAATATGGACGTCTCATAATTTTTAAAAAATTCATTTGACAAATGCTAAAATTC-
-GTAAGTTTATACCTGCAGAGTATTAAAAL TTTTTTAAGTAAACTGTTTACCGATTTTAAG

-TGATTAATATTCTCAATTGTGAGCGCTCACAATTTATCGATTTGATTCTAGATTTGTTT~

-ACTAATTATAAGAGTTAACACTCGCGAGTGTTAAATAGCTAAACTAAGATCTAAACTCA*
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-AACTAATTAAAGGAGGAATRACATATGGTTAACGCGTTGGAATTCGAGCTCACTAGTGET -
-TTGATTAATTTCCTCCTTATTGTATACCAATTGCGCAACCTTAAGCTCGAGTGATCACA-

SaclII
~GACCTGCAGGGETACCATGGAAGCTTACTCGAGGATCCGCGGAAAGAAGAAGAAGAAGAA -
-CTGGACGETCCCATEGTACCTTCGAATGAGCTCCTAGGCGCCTTTCTTCTTCTTCTTCTT -

~AAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATARCC -
-TTTCGGGCTTTCCTTCGACTCAACCGACGACGGTGGCGACTCGTTATTGATCGTATTGG

-CCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTITGAGGGGTTTTTTGCTCGAAAGGAGCGAACCGCTCTTCA
~-GAACCCCGGAGATTTGCCCAGAACTCCCCAAAAAACGACTTTCCTCCTTGGCGAGRAGT ~

-CGCTCTTCACGG-3' (SEQ ID NO: 58)
-GCGAGAAGTGS' (SEQ ID NO: 57)
[Extremidade pegajosa de SacII] (posicgdo #5024 no pAMGZ2)

Durante a ligacdo das extremidades pegajosas desta
sequéncia de substituig¢do de ADN, os sitios exteriores Aatll
e SacII foram destruides. H& sitios tnicos Aatll e Sacll no

ADN substituidof-

B. OPG humana Met [32-4011]

No E$emplo, o vector de expressdo utilizado foi pAMGZ21,
um derivado de pCFM1656 (ATCC no. de acesso 69576) gue contém
05 sitics de restrigdo apropriados para a insergdo de genes a
jusante. do lux PR. (Ver a patente U.S. No. 5.169.318 para a
descricdo do sistema de expresséo de lux). A <célula
hospedeira utilizada foi GM120 (ATCC no. de acesso 55764).
Este hospedeiro tem o preomotor lacIQ e o gene lacl integrado
num segundo sitio no cromossoma. hospedeiro de um hospedeiro

prototréfico K12 de E. coli. Outros vectores de expressdo de
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E. coli e as células hospedeiras vulgarmente utilizados sdo

também apropriados para a expressdo.

A sequéncia de ADN que codifica para uma metionina de
terminal N e os amincdcidos 32-401 do polipéptido de CPG
humana s&o colocados sob o controlo do pfomotor de 1luxPR no
vector de expressdo do plasmido pAMG21l como se segue. Para
se conseguir isto, realizou-se uma RCP utilizando os
oligonucledtidos  #1257-20 e #1257—19' como iniciadores
utilizando como matriz o ADN do plasmido pRc-CMV-0OPGhu
contendo o ADNc de OPG humana OPG- ADNc e fez-se a
amplificacdo do ADN durante 30 ciclos sendo cada ciclo a: 94°
C durante 20 segundos, seguido de 37 °C durante 30 segundos,
segquide de 72 °C durante 30 segundos. A amostra de RCP
resultante fol resolvida em gel de agarcse, excisou-se o
produto da RCP, purificou-se e restringiu-se cdm as
endonucleases de restricdo Kpnl e BamHI e purificou-se. Os
oligonucleétidos de sintese #1257-21 e #1257-22 foram
fosforilados individualmente utilizando polinucleétido cinase
de T4 e ATP, e misturaram-se, agueceram-se a 94 °C e
deixaram-se arrefecer lentamente até a temperatura ambiente a
partir de um duplex de ligante de oligonucleétido_contendo as
extremidades pegajosas NdéI. e KpnI. 0O duplex de ligante
fosforilado formado entre osg oligonucleétidos #1257-21 e
#1257-22 contendo as extremidades coesas Ndel e Kpnl (ver
Figura 14A4) e Kpnl e BamHI. foram digeridos e purificadecs e o
produto de RCP gerado utilizando iniciadores de oligo #1257-
20 e #1257-19 (ﬁer antes) foi inserido direccionalmente entre
deis sitios do vector do plasmido pAMG21l, nomeadamente o
sitio NdeI e BamHI, utilizandc uma metodologia normalizada de
ADN recombinante (ver figura 14A e as seguéncias gque se
seguem). O ligante sintético utilizou coddes de E. coli e

origincu uma metionina de terminal N.
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Seleccionaram-se dois clones e isolou-se o AND do
plasmido e a insercdo da OPG humana foli em seguida confirmada
pela sequéncia de ADN. O plasmidc pAMG21 resultante contendo
.os amincacidos 32-401 do pclipéptido de OPG humana precedido
imediatamente nc quadro por uma metionina é referido como

pAMG21-0PGhu met [32-401] ou pAMG21-0PGhu met [32-4017.

0ligo#1257-19
5'"-TACGCACTGGATCCTTATAAGCAGCTTA-3' (SEQ ID NO: 59)

cligo #1257-20 ,
5'-GTCCTCCTGGTACCTACCTAARACAAC-3' (SEQ ID NO: 60)

oligo#l1257-21
5/ ~TATGGATGAAGAAACTTCTCATCAGCTGCTGTGTGATARATGTCC
GCCGGGTAC-3" (SEQ ID NO: 61)

Oligo#1257-22
5' ~CGGCGGACATTTATCACACAGCAGCTGATGAGAAGTTTCTTCATCCA-3
(SEQ ID NO: 47)

Culturas de pAMG21-0OPGhu met[32-401l] em GM120 de E. coli
em meic 2XYT contendo 20 pg/ml de canamicina,foram incubadas
a 30 °C antes da indug¢doc. A inducdo da expressdo do produto
do gesne OPGhu met[32-401] &a partir do promotcr 1luxPR
consegue—sé no seguimento da adigéo do autecindutor sintético
lactona de N=(3-oxo-hexancil)-DL-homoserina com o meio de
cultura com uma concentracdo final de 30 ng/ml e incubaram-se
as culturas quer a 30 °C quer a 37 °C durante mais 6 horas.
Passadas 6 horas, as culturas bacterianas foram examinadas
por microscépic para detectar a presenga de corpes de

inclusdo e foram peletizadas por centrifugacdo. Observaram-se
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corpos de inclus&o retridcteis nas culturas induzidas
indicando gque alguns dos produtos dos genes recombinantes de
OPGhu met[32-401] foram produzidos de forma insolivel em E.
coli. Fez-se uma nova suspensdo dos peletes bacterianos em
Tris-HCl 10mM /pH 8, EDTA 1lmM e fez-se directamente a lise
por édigéo de 2X tampdc de amostra Laemlli até 1X final, e 8-
mercaptoetanol até a uma concentracdo final de 5 %, e
analisaram-se por EGPA-SDS. Observou-se uma banda substan-
cialmente mais intensa de coomassie de aproximadamente 4Z2kDa
num gel de EGPA-SDS contendo o total de culturas induzidas
dos produtos da lise das células de 30 °C e 37 °C versus
coluna 2 que representa um produto da lise total das células
de uma cultura n&o induzida a 30 °C (figura 14B). © produto
esperado do gene teria 370 aminocédcidos de comprimento e tem
um pesc molecular esperado de cerca de 42,2 kDa. No
seguimento da inducdo a 37 °C durante 6 horas, peletizou-se
mais uma cultura e ou se fez um tratamento para isolar os
corpos de incluséo (ver a seguir) ou se tratou por
microfluidizagdo. Os peletes tratados por microfluidizacio
foram novamente suspensos em tampdo de Tris 25mM- HC1l/pH 8,
NaCl 0,5M e passaram-se 20 vezes através de um
microfluidizador do modelo 1108 (Microfluidics Corp.) e
recolheram-se. Retirou-se uma aliqucta da amostra recolhida
(produto total da lise ndcrofluidizado), e o restante foi
peletizado a 20.000 x g durante 20 minutcs. No seguimento da
centrifugacdo removeu-se o sobrenadante (fracgdo soluvel
microfluidizada) e fez-se uma nova suspensdc dos peletes numa
solucdo de Tris-HCl1l 25mM /pH8, NaCl 0,5M, ureia 6M (fraccéoc
soluvel microfluidizada). A uma aliguota gquer da solucdoc
scluvel total, quer da fraccdo insoluvel, adicionou-se um
volume 1gual de 2X tampdo de amostra de Laemalli e p~
ﬁercaptoetanol até . a uma concentracdo final de 5 %.

Analisaram-se entdo as amostras por EGPA-SDS Encontrou-se uma
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gquantidade significativa do produto do gene recombinante de
OPGhu met[32-401] na fracgdo insoluvel. Para purificar os
corpos de inclusdo da proteina recombinante procedeu-se como
se segue: Separaram-se as células bacterianas do meic por
meio de centrifugacdo usando um gradiente de densidade numa
centrifugadora J-6B da Beckman equipado com um rotor JS-4,2 a
4.900 x g durante 15 minutos a 4°C. Fez-se uma nova suspensio
dos peletes bacterianos em 5 ml de agua e depois acertou-se
com &gua até a um volume final de 10 ml. Transferiu-se esta
solucdo para uma taca de ago inoxidavel arrefecida com gelo e
submeteu-se a um rompimento ultra-sédnico utilizande um
Sonificador Branscn equipado com uma ponta normalizada
(energia'fixada =5, ciclo de servico =95 %, 80 disparos). A
suspensdo  das células  tratadas por ultra-sons foi
centrifugada numa . ultracentrifugadora de ccr Optima da
Beckman equipédo com um rotor TLA 100.3 a 195.000 x g durante
5 a 10 minutos a 23 °C. Eliminou-se o scbrenadante e levaram-
se o0s peletes com uma corrente de agua de uma garrafa com
esguicho. Recolheram-se os peletes raspando com uma micre-
espatula e transferiram-se para um homogeneizador em vidro
(15 ml de capécidade). Adicionou-se cinco ml de solugdc de
Percoll (a 75 %, liquido, Percoll, cloreto de sdédic 0,15 M)
ac homogeneizador'e o seu contetdo fol homogeneizado até se
obter uma suspenséao uniforme. Aumentou-se o volume para 19,5
ml adicionando solucdo de Percoll, misturada e distribuida em
3 tubos selados Quick da Beckman (13 %32 mm). Selaram-se os
tubos de acorde com as instrucgdes do fabricante. 0s tubos
feram centrifugados num rotor TLA 100.3 da Beckman a 23 °C, a
20.000 rpm (21,600 x g), 30 minutos. Examinaram-se ¢s tubos
para ver o apropriado modelos de bandas. Para recuperar oS
corpocs retréicteis, recuperaram-se fracgdes do gradiente e

juntaram-se, depois diluiram-se com - agua. Os corpos de
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inclusdo foram peletizados por centrifugacdc e estimou-se a

concentracdo em proteina por meio de EGPA-SDS.

Dissolveu-se uma aliquéta dos corpos de incluséc
isolados, tal como se descreve a seguir, em 1 X tampdo de
amostra de Laemlli com 5 % de B-mercaptoetanocl e resolveu-se
num gel de EGPA-SDS e os corpos de inclusdo isolados
originaram um produto de gene recombinante OPGhu[32-401]
altamente purificado. Excisou-se a banda principal de -~42
kDa depoils da resolugdo dos corpos de inclusdoc num gel de
SDS-poliacrilamida a partir de um gel separado e determinou-
se a seguéncia de amincicidos de terminal N praticamente como
descrito (Matsudaira et al. J Mol Biol 262, 10-35 (1987)). A

sequéncia gue se segue determinou-se apds 19 ciclos:

NH, -MDEETSHQLLCDKCPPGTY-COOH (SEQ ID NO: 62)
Verificou~se gue esta sequéncia era idéntica aos primeiros 19
aminoidcidos codificades pelo vector de expressdo de pAMGZ21

OPG-Hu met[32-401], produzide por um residuc de metionina

providenciado pelo vector de expressdo.

C. OPG humana Met [22-401]

A sequéncia de ADN que codifica para uma metionina de
terminal N e os aminodcidos 22 a 401 da OPG humana sdo
colocados sob o contrelo do promotor de 1uxPR no vector de
expressdo do plasmido procaridético pAMG21 como se seque. O
BDN do plasmido isclado de pAMG21-0PGhu met[32-401] (ver
secgdo B) foi clivado com as endonucleases de restrigdo Kpnl
s BamHI e os fragmentos resultantes foram resolvidos num gel
de agarose. O fragmento B (fragmento de 1064 pb) foi isclado

do gel utilizando uma metodolcgia padrdo. Os oligonucled-
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tidos sintéticos (oligos) #1267-06 e #1267-07 foram fosfori-
lados individualmente e deixcu-se dque formassem um duplex de
ligante de oligec, gue comportava as extremidades coesas Ndel
e KpnI, utilizando processos descritos na secgio B. 0 duplex
de ligante sintético utilizou <coddes de E. coli e
providenciou um términal N para metionina. C ligante de oligoc
fosfbrilado contendo extremidades coesas de Ndel e Kpnl e o©
fragmento de ~1064 isolado de pAMG21-0PGhu met[32-401]
digerido com as endonucleases de restrigdo KpnI e BamiIl
foram inseridas direcicnalmente entre os sitics de Ndel e
BamHI de pAMG21 utilizando wuma metodologia padrio de ADN
recombinante. A mistura de 1ligagdo foi transformada no
hospedeird 383 de E. coli por electroporagio utilizando o)
protocole do fabricante. Seleccionaram-se clones, isolou-se o
AND do plasmido e sequenciocu-se o ADN para verificar a
gsequéncia de ADN do gene de CPGhu-met [22-401].

Oligo #1267-06

5'-TAT GGA .AAC TTT TCC TCC AAA ATA TCT TCA TTA TGA TGA AGA
AAC TTC TCA TCA GCT GCT GTG TGA TAA ATG TCC GCC GGG TAC-3!

(SEQ ID NO: 63)
Oligo #1267-07

5'-CCG GCG GAC ATT TAT CAC ACA GCA GCT GAT GAG AAG TTT CTT
CAT CAT AAT GAA GAT ATT TTG GAG GAA AAG TTT CCA-3'
(SEQ ID NO: 64)

As culturas de pAMGZ21-0PGhu-met [22-401] na 393
hospedeira de E. coli foram colocadas em meio 2XYT contendc
20 ug/ml de canamicina e foram incubadas a 30 °C antes da
inducgéo. Consegﬁiu—se a indugdo da expressdo recombinante do

produto do gene a partir do promotor 1uxPR do vector pAMG21
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no seguimento da adig@o do autoindutor sintéticc de lactona
de N—(3—oxo—hexanoil)HDL—homo—serina ao melo de cultura até a
uma concentracgdo final.de 30 ng/ml e da incubagdo quer a 30
°C ou a 37 °C durante mals 6 horas. Passadas 6 horas,
peletizaram-se as culturas bacterianas por centrifugagdo (=30
°C - I+6 ou 37 °C I+6). Também se peletizaram as culturas
bacterianas imediatamente antes da inducd3c (= 30 °C Prel) ou

alternativamente n&o se adicionou nenhum indutor a uma
cultura separada que se deixou em incubagdo a 30 °C durante
mais 6 horas para se dbter uma - cultura (30 ©°C NI) ndo
induzida (NI). Os peletes bacterianos quer de culturas de
PreI a 30°C, BI a 30e°C, I +6 a 3C °C, ou de I+6 a 37°C foram
novamente suspensos, fez-se a sua lise, e analisou-se por
melo de electroforese emﬂ gel de SDS-poliacrilamida ({EGPA)
comc descrito Na seccdo B. Os géis de poliacriiamida ou foram
corados com azul de coomassie e/ou transferéncia de Western
para nitrocelulose e foram imuno-sondados c¢om anticorpo
policlonal de OPG anti-mu-Fc de coelho, tal como descrito no
exemplo 10. © nivel do produtc do gene no seguimento da
inducdc, comparado com guer uma amostra ndo induzida (30°C

NI) ou uma amostra de pré-inducido (30 °C Prel).

D. OPG de murino Met {22—401]

A sequéncia de ADN gue codifica para uma metionina de
terminal N e os amincdcides 22 a 401 do polipéptido de OPG
(OPG) de murino (mu) foi colocado sob o controlo do promotor
1uxPR num vector procaridtico de expressio do plasmido pAMG21
como se segue. Realizou-se a RCP utilizando o
oligonucledtidos #1257-16 e #1257-15 como iniciadores, o AND
~da 0PG do plasmido pRcCMVMu como matriz e as condigdes de
amplificacdo de AND como descrito na secgdo B. O produto da

RCP foi purificado e <clivado com as endonucleases de
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restricdc Kpnl e BamHI como descrito na seccdo B. Os oligos
sintéticcs #1260-61 e #1260-82 foram - fosferilados
individualmente e deixou-se que formassem ‘um duplex de
ligante de oligo com extremidades coesas de Ndel e Kpnl

utilizando os processos descritos na secgdo B. O duplex de
ligante sintético utilizou coddes de E. coli e providencicu
uma metionina de terminal N. O duplex de ligante fosforilado
formade entre os oligos #1260-61 e #1260-82 contendo
~extremidades coesas de Ndel e Kpnl e as Kpnl e BamHI
digeriram e purificaram o produto de RCP gerado utilizando os
iniciadores de oligo #1257-16 e #1257-15 gue foram inseridas.
direccionalmente entre cos sitios de Ndel e BamHI de pAMG21
utilizando uma metodologia padrio. A mistura de ligacdo foi
transformada no hospedeiro 393 de E. coli por electroporagdo
utilizando o protocole do fabricante. Seleccionaram-se
clones, isolou-se o ADN do plasmido e sequenciocu-se o ADN

para verificar a sequéncia de ADN do gene de OPGmu-met [22-

4017.

A expressdo do polipéptido recombinante OPGmu met[22-
4011 a partir de culturas de células 393 comportande o
plasmido pAMG21-OPGmu met[22-401] no seguimento'da inducao

foi determinada utilizando1processos descritos na secg¢do C.
Cligo #1257-15

5'-TAC GCA CTG GAT CCT TAT AAG CAG CTT ATT TTC ACG GAT TGA
AC-3' (SEQ ID NO: 65)

Oligo #1257-16

5'-GTG CTC CTG GTA CCT ACC TAA AAC AGC ACT GCA CAG TG-3' (SEQ
ID NO: 66)
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Oligo #1260-61
5'-TAT GGA AAC TCT GCC TCC ABRA ATA CCT GCA TTA CGA TCC GGA
AAC TGG TCA TCA GCT GCT GTG TGA TAA ATG TGC TCC GGG TAC-3'
(SEQ ID NO: 67))

0ligo #1260-82
5'-CCG GAG CAC ATT TAT CAC ACA GCA GCT GAT GAC CAG TTT CCG
GAT CGT AAT GCA GGT ATT TTG GAG GCA GAG TTT

CCA~-3' (SEQ ID NO: 68)

E. OPG de murino Met [32-401]

A sequéncia de ADN que codifica para uma metionina de
terminal N e os aminocacidos 32 a 401 da OPG de murino séo
colocados scb © contrelo do promotor de 1uxPR no vector
procariético de expressdo do plasmido pAMG21 como se segue.
Para se cdnseguir isto, ©s oligonucledtidos sintéticos #1267-
08 e #1267-09 foram fosforilados individualmente e deixou—se»
que formassem uh duplex de iigante de oligo, utilizando os
processos .descritos na secgdo B. O duplex -de ligante
sintétice utilizou codbes de E. coli e providenciou uma
metionina.de terminal N. O duplex de ligante fosforilado
formado entre 'os oligos #1267-08 e #1267-09 contendo
extremidades coesas de Ndel e Kpnl e as Kpnl e BamHI digeriu
e purificou o produtc ‘de RCP descrito anteriormente {ver
seccdo D), que fol inserido direccicnalmente entre os sitios
de NdeI e BamHI de pAMGZ21l utilizando uma metodologia padrdo.
A mistura de ligagdo foi transformada no hospedeiro 393 de E.
coll por electroporagao utilizahdo o protocole do fabricante.

Seleccionaram-se c¢lones, iscolou-se o ADN do plasmido e
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seguenciou—se o ADN para verificar a sequéncia de ADN do gene

de OPGmu-met [32-401].
A expressdo do polipéptido recombinante de COPGmu met [32-
4011 a partir de culturas de células 393 comportando o

plasmido recombinante pAMG2Z1 no seguimento da indugdc foi

determinada utilizando processos descritos na secg¢do C.
Oligo #1267-08

5'-TAT GGA CCC AGA AAC TGG TCA TCA GCT GCT GTG TGA TAA ATG
TGC TCC GGG TAC-3' (EQ ID NO: 69)

Oligo #1267-09

5'-CCG GAG CAC ATT TAT CAC ACA GCA GCT GAT GAC CAG
TTT CTG GGT CCA-3' (SEQ ID NGC: 70)

F. OPG de murino met-lis [22-401]

A sequéncié de ADN que codifica para uma metionina de
terminal N seguida de um residuo de lisina e os aminoc&cidos
22 a 401 da OPG de murino s&o colocados sob o controlo do
promotor de 1uxPR no vector procariético de expressdoc do
plasmido pPAMG21 como se segue. Fosforilaram-se oS
oligonucledétidos sintéticos #1282-95 e #1282-96 e deixou-se
gue formassem um dupléx de ligante de oligo, utilizando os
processos descritos na secgdo B. 0O duplex de ligante
sintético utilizou codbSes de E. colli e providénciou uma
metionina.de terminal N. O duplex de ligante fosforilado
formado entre os oligos #1282-95 e #1282-96 contendo
extiemidades coesas de NdeI e Kpnl e as Kpnl e BamHI

digeriram e purificaram ¢ prcduto de RCP descrito na secgéo
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D} foi inseride direccionalmente eéntre os giticos de Ndel e
BamHI de pAMG21 utilizando uma metodologia padrdo. A mistura
de ligacdc foi transformada no hospedeiro 393 de E. coli por
electroporagdo utilizande o proteccolo do fabricante.
Seleccionéram-se clones, isclou-se o ADN do plasmido e
seguenciou-se o ADN para verificar a sequéncia de ADN do gene

de OPGmu-Lis [22-401].

A expressdo do polipéptido recombinante de OPGmu met-
1is[22-401] a partir de células 393 transformadas comportando
o plasmidoe recombinante PAMG21 no seguimento da indugdo foi

determinada utilizando processocos descritos na secgdo C.
Oligo #1282-95

5'-TAT GAA AGA. AAC TCT GCC TCC AAA ATA CCT GCA TTA CGA TCC
GGA AAC TGG TCA TCA GCT GCT GIG TGA TAA ATG TGC TCC GGG TAC-
3' (SEQ ID NO: 71) ‘ '

Cligo #1282-96
5'-CCG GAG CAC ATT TAT CAC ACA GCA GCT GAT GAC CAG TTT CCG
GAT CGT AAT GCA GGT ATT TTG GAG GCA GAG TTT CTT TCA~3' (SEQ
~ ID NO: 72)

G. OPG de murino met-1lis (his),[22-401]

A sequéncia de ADN que codifica para os residuos de.
terminal N Met-Lis-His-His-His-Hig-His-His-His (=MKH) seguido
dos aminodcidos 22 a 401 de OPG de murino feoi colocada sob o
controlo do promotor lux PR num vector procaridtico de
expressido do plasmido pAMG21l como se segue. Realizou-se a RCP
utilizando os oligonucledtidos #1300-50 e #1257-15 como
iniciadores e o ADN do plasmido pAMGZ2I -0PGmu-met[22-401]
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come matriz. As condigdes de amplificagio do ADN, tzl como
descrito na secgd@o B. A amostra de RCP resultante foi
resolvida em gel de agarose, excisou-se o produto da RCP,
purificou-~se e clivou-se com as endonucleases de restrigdo
Ndel e BamHI e purificou-se. As Ndel e BamHI digeriram e
purificaram o produto de RCP gerado utilizando os iniciadores
de oligo #1300-50 e #1257-15 foram direccionalmente inseridos
entre os sitics de Ndel e BamHI de pAMG21l utilizando uma
metodologia padrdc de ADN. A mistura de ligagdo foi
transformada no hospedeiro 393 de E. celi por electroporagdo
utilizando o protccolo do fabricante. Seleccionaram-se
clones, isolou-se o ADN do plasmido e sequenciocu-se o ADN
para verificar a sequéncia de ADN do gene de OPGmu-MKH [22-

4017.

A expressdo do polipéptido recombinante de OPGmu MKH
[22-401] a partir de culturas de células 393 transformadas
comportando © plasmido recombinante pAMG21 no seguimento da
inducdoc, foi determinada utilizande processos descritos na

'secgéo C.
Oligo #1300-50

5'-GTT CTC CTC ATA TGA AAC ATC ATC ACC ATC ACC ATC ATG AAA
CTC TGC CTC CAA AAT ACC TGC ATT ACG AT-3'
(SEQ ID NO: 73).

Oligo #1257-15

(ver seccgdc D)

H. OPG de murinc met-lis [22-401] (his),
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A sequéncia de ADN gue cedifica para um residuc de met-
lis de terminal N os aminocédcidos 22 a 401 da OPG de murino e
sete residuos de histidina no seguimento do amincacido 401
(=0PGmu MK [22-401]1-H,;) s&c colocados scbr o controlo do
promotor de lux PR no vector procaridtico de expressdoc do
plasmidc pAMG21 como se segue. Realizou-se a RCP utilizando
os oligonucledtidos #1300-49 e #1300-51 como iniciadores e o
ADN de pAMG21-0OPGmu met[22-401] como matriz. As éondig@es de
amplificacdo do ADN, tal sdo as descritas na secgdo B. A
amcstra de RCP resultante foi resolvida num gel de agarcse,
excisou-se o produto da RCP, purificou-se, restringiu-se com
as endonucleases de restricdo Ndel e BamHI e purificou-se. As
endonucleases Ndel e BamHI digeriram e purificaram ¢ produto
‘de RCP foram inseridas direcionalmente entre os sitios de
NdeI e BamHI em pAMG21- utilizande uma metodologia
normalizada. A ligacdo foi transformada no hospedeiro 393 de
E. coli por electroporagdc wutilizando o© protocolo do
fabricante. Seleccionaram-se clones, isoiou—se "o AND do
plasmido e segquenciou-se o ADN para vefificar a sequéncia de

ADN do gene de OPGmu-MK [22-401]-H7.

A expressdo do polipéptido recombinante de OPGmu MK-
,[22_4011_H7 a partir de células 393 transformadas comportando
0 plasmido .recombinante pAMGZ1 no séguimento da inducdc foi
determinada utilizando processos descritos na secgdo C.

Oligo #1300-49

5'-GTT CTC CTC ATA TGA AAG AAA CTC TGC CTC CAA AAT
ACC TGC A-3' (SEQ ID NO: 74)

Cligo $1300-51
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5'-TAC GCA CTG GAT CCT TAA TGA TGG TGA TGG TGA TGA TGT AAG
CAG CTT ATT TTC ACG GAT TGA ACC TGA TTC CCT A-3’ (SEQ ID NO:
75)

I. OPG de murino met [27-401)

A seguéncia de ADN que codifica para uma metionina de
ferminal N e os amincacidos 22 & 401 da OPG de murino sédo.
colocados sob o controlo do promotor de lux PR no vector de
expressdo do plasmido procaridtico pAMGZ21 como se segue.
Realizou-se a RCP utilizando os oligonucledtidos #1309-74 e
#1257-15 como iniciadores e o ADN do plasmido pAMG21 -OPGmu-
met[22-401] como matriz. As condigées de amplificacdo do ADN
foram as descritas na secgaé B. A amostra do produto de RCP
resultante foi resolvida em gel de agarose, exciscu-se o
produto da RCP, purificou-se e clivou-se com as endonucleases
~de restrigdo Ndel e BamHI e purificou-se. As endonucleases
NdeI e RamHI digeriram e purificaram o produto de RCP que foil
inserido direcionalmente entre os sitios de NdeI e BamHI em
pAMGZi utilizandc uma metodologia normalizada. A mistura de
ligacdo fol transformada no hospedeiro 393 de E. coli por
electroporacéo utilizando 0 - protccolo do = fabricante.
Seleccionaram—se dlones, igclou-se o ADN do plasmido e
sequencioﬁ—se o BDN para verificar a sequéncia de ADN do gene

de OPGmu-met [27-401].

A expressdo do polipéptido reccmbinante de OPGmu met
[27-401] a partir de culturas de células 393 transfectadas
comportando o plasmido recombinante pAMGZ1 no seguimentc da
inducédo, foi determinada utiiizando processos desbritos na

secgéoc C.

0ligo#1309-74
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5'"-GTT CTC CTC ATA TGA AAT ACC TGC ATT ACG ATC CGG
RAAA CTIG GTIC AT-3' (SEQ ID NO: 76)

Oligo #1257-15

{(ver secgdo D)

J. OPG humana met [27-401]

A sequéncia de ADN gque codifica para uma metionina de
terminal N e os aminodcidos 27 a 401 da OPG humana foi
colocéda sob o contrclo do promotor de lux PR do vector de
expressdc do plasmido pAMG2Z]l como se segue. Realizou-se a RCP
utilizando os oligonucledtidos #1309-75 e #1309-76 como
iniciadores e o ADN do plasmido pAMG2I —-OPGhu-met [22-401]
come matriz. As condigdes de amplificacgdo do ADN sdo as
descritas na seccad B. A amocstra de RCP resultante foi
resolvida num gel de égarose, excisou-se o produto da RCP,
purificou-se, restringiu-se com as endonucleases de restrigéo
Asel e BamHI e purificou-se. As endonucleases BAsel é BamHI
digeriram e purificaimn o produtc de RCP anterior que foi
inserido direcicnalmente entre os. sitios de NdelI e BamHI do
PAMG21 utilizando‘uma metodblogia normalizada. A mistura de
ligagdo fol transformada no hospedeiroi393 de E. coli porx
electroporacac utilizando 0 protocolo do fabricante.
Selecclicnaram-se clones, isolou-se o ADN do plasmide e
sequenciou-se o ADN para verificar a séquéncia de ADN do gene

de CPGhu-met [27-401].

A expresgdo do polipéptido recombinante de OPGhu met[27-
401] no seguimento da indugdo a partir de células 393
transfectadas comportando o plasmido recombinante pAMG21 foi

determinada utilizando os processos descritos na seccdo C.
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0ligo #1309-75

5'=GTT CTC CTA TTA ATG AAA TAT CTT CAT TAT GAT
GARA GAA ACT T-3' (SEQ ID NO: 77) '

Oligo #1309-76

5'-TAC GCA CTG GAT CCT TAT AAG CAG CTT ATT TTT ACT
GAT T-3' (SEQ ID NO: 78)

K. 0PG de murino met [22-180]

‘A sequéncia de ADN que codifica para uma metionina de
terminal N e os amincdcidos 22 a 180 da OPG de murino sio
colocados sob o controlo do promotcr de 1ux PR no vector
procaridético de expresséo‘do plasmido pAMGZ1 come se segue.
Realizou-se a RCP utilizando os oligonuclebdtidos #1309-72 e
#1309-73 como iniciadores e o ADN do plasmido pAMG2I -OPGmu-
met[22-401] como matriz. As condigdes de amplificagdc do ADN,
tal sdc as descritas na éecgéo B. A amostra de RCP resultante
foi resolvida nuﬁ gel de agaroseg excisou-se o produto da
.RCP, purificou-se, restringiu-se com as endonucleases de
restrigdo NdeI e BamHI e purificou-se. As endonucleases Ndel
e BamHI digeriram e purificaram o produto de RCP que foi
inseride direcionalmente entre os sitios de NdeI e BamidI de
PAMG21 utilizando uma metodologia normalizada. A ligagdo fod
transfcrmada no hospedeirc 393 de E. coli por electroporacgio
utilizando o protocolo do fabricante. Seleccionaram-se
clones, isolou-se o ADN do plasmido e seguenciou-se o ADN
para verificar a sequéncia de ADN do gene de OPGmu-met [22-

180].
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A expressdo do polipéptide recombinante de OPGmu met [22-
180] a pértir de culturas de células 393 transformadas
comportando o plasmido recombinante pAMGZ1 no seguimento da
inducdo, foi determinada utilizando processos descritos na

secgdo C.
Oligo #1309-72

5'"-GTT CTC CTC ATA TGG AAA CTC TGC CTC CAA AAT ACC
TGC A-3'{SEQ ID NO: 79)

‘0Oligo #1309-73

5'-TAC GCA CTG GAT CCT TAT GTT GCA TTT CCT TTC TGA
ATT AGC A-3'{(SEQ ID NO: 80)

L. OPG de murino met [27-180]

A seguéncia de ADN gue codifica para uma metionina de
terminal N e os aminodcidos 27 a 180 da OPG de murino sé&o
colocados sob o controle do promotor de lux PR no vector
procariético'de expressdc dc plasmido pAMG21 como se segue.
Realizou-se a RCP utilizando. os oligonucledtidos #1309-74
(ver seccdoc I) e #1309-73 (ver seccdo K) como iniciadores e o
ADN do plasmido pAMG21l -OPGmu-met[22-401] como matriz. As
condicdes de amplificacdo do ADN, foram as descritas na
seccdo B. A amostra de RCP resultahte foi resclvida num gel
de agarose, excisou-se o produte da RCP,. purificou-se,
restringiu-se com as endonucleases de restricdc Ndel e BamHI
e purificou-se. As endonucleases Ndel e BamHI digeriram e
purificaram o produte de RCP antericr que foi inserido
direccidnalmente'entre os sitios de NdeI e BamHI em pAMGzll

utilizando uma metodologia normalizada. A mistura de ligagdo
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foi transformada nc hospedeiro 393 de E. ¢oli por
electroporacao utilizando o) protocolo do fabricante.
Seleccionaram-se clones, isolou-se o ADN do plasmido e
sequenciou—sevo ADN para verificar a sequéncia de ADN do gene

de OPGmu-met [27-18C].

A expressdo do polipéptido recombinante de OPGmu met [27-
180] a partir de culturas de c¢élulas 393 transformadas
comportando o plasmido recombinante pAMG2l no seguimento
da inducdo foli determinada utilizando os processos descritos

na seccgdo C.

M. OPG de murino met[22—189} e met[22-194]

2 sequéncia de ADN que codifica para uma metionina de
terminal N e os aminodcidos 22 a 189 ou 22 a 194 de OPG de
murino foram colocados sob o controlo do promotor lux PR de
um vector procaridtico de expressdoc do plasmido pAMGZ1 como
se segue. O par de oligonucleétidos de sintese #1337-92 e
#1337-93 (= ligante de OPGmu-189) ou #1333-57 e #1333-58 (=
ligante de O0PGmu-194) fol fosforilade individualmente e
deixou-se que formasse um par de duplexes de ligante de oligo
utilizahdo oS prdcessos descritos na secgdoc B. C ADN do
plasmido purificado de pAMGZl—OPGmu—ﬁet[22—40l] foi cliwvado
com as endonucleases de restricdo Kpnl e BspEI e os
fragmentos de ADN resultantes foram resolvidos num gel de
agarose. O fragmento B de ~413 pb foli isclade utilizandec uma
metodologia normalizada de ADN de recombinante. Os duplexes
dos ligantes de oligo fosforilados formados entre gquer os
oligos #1337-92 e #1337-93 (ligante de OPGmu-189) ou os
cligos #1333-57 e #1333-58 (ligante de OPGmu-194) contendo as
extremidades coesas de BspEI e BamiI, e o fragmento B de ~413

pb B do plasmido pAMG21l-0PGmu-met[22-401] digeride com as
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endonucleases de restrigdo anteriores KpnI e BspEI, foil
inserido direccionalmente entre os sitios Kpnl e BamHI de
PAMG21-CPGmu met[22-401] utilizando uma metodolegia
normalizada. Cada mistura de 1ligagdc fcli transformada nos
hospedeiros 393 de E. coli por electroporacdo utilizande o
protoqolo do fabricante. Seleccionaram—-se clones, isclou-se o
ADN do plasmido e seguenciou-se o ADN para verificar a
sequéncia de ADN quer do gene de OPGmu-met [22-18%9], quer do
gene de OPGmu-met[22-184].

A expressaoc dos polipéptidos reccombinantes de
OPGmumet [22-189] e OPGmu-met[22-124] a partir dos plasmidos
recombinantes pAMG21 transformados em células 393 foi

determinada uvtilizando processos descritos na seccgdo C.

Oligo #1337-92
5'-CCC GAA ACA GAT AAT GAG-3' (SEQ TD NO:81)

Oligo #1337-93
5'-GAT CCT CAT TAT CTG TTT-3' (SEQ ID NO:82)

Oligo #1333~-57
5"-CCG GAA ACA GAG AAG CCA CGC AAA AGT AAG-3'" (SEQ ID
NO: 83)

Oligo #1333-58
5'"-GAT CCT TAC TTT TGC GTG GCT TCT CTG TTT-3' {(SEQ ID

NO: 6&4)

N. OPG de murino met{21-189] e met[27-194]

A sequéncia de ADN que codifica para uma metionina de

terminal N e os aminocdcidos 27 a 189 ou 27 a 194 da OPG de
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murinc foram colocados sob o controlc do promotor de lux PR
no vector procaridético de expressioc de pAMGZ1l como se segue.
Os ligantes de oligo fosforilados quer "o ligante OPGmu-18%"
ou "o ligante OPGmu-194" {ver secgdo M) contendo as
extremidades cocesas de BspEI e BamHI e o fragmento B isclado
de ~413 pb do plasmido PAMG21-OPGmu-met[22-401] digerides com
as endonucleases de restricdc Kpnl e BspEI foram inseridos
direccionalmente entre os sitios Kpnl e BamHI do plasmido
pAMG21-0PGmu~met [27-401] utilizando uma metodclogia padrdo.
Cada ligacdo foi transformada rno hospedeiro 393 de E. coli
por electroporagdc utilizando o protocole do fabricante.
Seleccionaram-se clones, isolou-se o ADN do plasmido e
sequenciou-se o ADN para verificar a sequéncia de ADN quer do
gene de OPGmu-met [27-189], gquer do gene de OPGmu-met[27-
1947.

A expressdo dos polipéptidos recombinantes de OPGmu
met[27—189}.e OPGmu-met [27-194] no seguimento da indugdo de
células 393, comportando o plasmide recombinante pAMG21 foi

determinada utilizando os processos descritos na seccdo C.

0. OPG humano met[22-185], met [22-189%], e met[22-154]

A sequéncia de ADN que codifica para uma metionina de
terminal N e gquer os aminodcidos 22 a 185, 22 a 189 ou 22 a.
194 do polipéptido da ©OPG humana foram colocados sob o
contrcle do promotor de lux PR no vector procariético de

expressdo de pAMG2l como se segue. O par de oligonucledtidos

de sintese #1331-87 e #1331-88 (= ligante de OPGhu-185) ou
#1331-89 e #1331-90 (= ligante de OPGhu-189) ou #1331-91 &
#1331-92 (= ligante de OPGhu-124) foram fosforilados

individualmente e deixou-se gue cada um formasse um par de

duplexes de ligante de oligo utilizando 08 processos
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descritos na secgde B. O ADN do plasmido purificado de
PAMG21-0PGhu-met [27-401] fci restringido com as endonucleases
de restrigdo KpnI e Ndel e os fragmentos de ADN resultantes
foram resolvidos num gel de agarose. O frégmento B de ~407 pb
foi isoclado utilizando uma metodologia normalizada de ADN
recombinante. Os duplexes dos ligantes de oligo fosforilados
formados entre quer.os oligos #1331-87 e #1331-88 (ligante de
OPGhu-185) ou os oligds #1331-89 e #1331-90 (ligante de
OPGhu-189) ou os oligos #1331-91 e #1331-92 (ligante de
OPGhu-194) [cada ligante contém as exltremidades coesas Ndel e
BamHI] =& o fragmento B de ~407 pb do plasmido pAMG21-0PGhu-
met [27-401] digerido com as endonucleases de restricdo
anteriores KpnlI e  NdeI anteriores, foi inserido
direccionalmente entre os sitios Kpnl e BamHI do plasmido
pAMG21~-CPGhu met[22-401] utilizando uma metcdelogia
normalizada. Cada ligagdo fol transformada no hospedeirco 393
de E. coli por electroporagdc utilizando o protoceclo do
fabricante. Seleccionaram-se clcnes, isplou—se o ADN do
plasmido e sequenciou-se o ADN para verificar a sequéncia de
ADN quer do gene de OPGhu-met [22-185], quer do gene de
OPGhu-met [22-189].quer do gene de OPGhu—met[22—194].

A expressidc de OPGhu-met[22-185], OPGhu-met[2Z-189] ou
OPGhu-met [22-194] recombinantes em células 383 transférmadas,
comportandce © plasmido Trecombinante pAMG21 no seguimento da

inducdo, fol determinada utilizando os processos descritos na

seccdo C.

Oligo #1331-87
5'-TAT GTT AAT GAG-3' (SEQ ID NO: 85)

Cligo #1331-88
5'-GAT CCT CAT TAA CA-3' (SEQ ID NO: 86)
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Oligo #1331-89
5'-TAT GTT CCG GAA ACA GTT AAG-3' (SEQ ID NO: 87)

Oligo #1331-90
5'-GAT CCT TARA CTG TTT CCG GAA CA-3' (SEQ ID NO: 88)

Oligo #1331-91
5'-TAT GTT CCG GAA A C A GTG A A T CAA CTC AAA AAT AAG-
3' (SEQ ID N° 89)

Oligo #1331-92
5'-GAT CCT TAC TTT TGC GTG GCT TCT CTG TTT-3' (SEQ ID

NO: 90)

P. OPG humana met[27-185], met [27-189] e met[27-194]

A sequéncia de ADN que codifica para uma metionina de
terminal N e qualguer um dos aminoacidos 27 a 185, 27 a 189,
ou 27 a 194 do polipéptido de OPG humana foram colocados sob
o controlo do promotor lux PR de um vector procaridtico de
expressdo do plasmido pAMG2l como se segue. Os ligantes de
oligo fosforilados "ligante de OPGhu-185", "ligante de OPGhu-
188", ou "ligante déOPGhu—l94" (Ver Secgdo Q) contendo cada
um as extremidades coesas de NdeI e BamHI, e o fragmento B de
~407 pb isclado do plasmido pAMG21-0PGhu-met[27-401] digerido
com' as endonucleases de restrigdo Kpnl e NdeI, foram
inseridos direccicnalmente entre os sitics Kpnl e BamHI do
plasmido pAMG21-0PGhu met[27-401] (ver secgdo J) utilizando
uma metodologia normalizada. Cada ligacdo fol transformada no
hospedeiro 393 de E. coli por electroporacgédo utilizaﬁdo o)
protocole do fabricante. Seleccionaram-se clones, isclou-se o

ADN do plasmido e sequenciou-se o ADN para verificar a
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sequéncia de ADN guer do gene de OPGhu-met [27-185], quer do
gene de OPGhu—met[27—189].quer do gene de OPGhu-met[27-194].

A expressdo de OPGhu-met [27-185], OPGhu-met [27-189], e
OPGhu-met [27-194] recombinantes a partir dos plasmidos
recombinantes pAMGZl transformados em células 393 foi

determinada utilizando os processos descritos na secgdo C.

Q. QPG de murino met [27-401]1 (P33E, G363, A45P)

A seguéncia de ADN que codifiéa para uma metionina de
terminal N e os amincécidcs 27 a 48 da OPG humana seguida dos
residuos de aminoacidos 42 a 401 de OPG de murino foi
colocada sob © controlo do promotor de lux PR do vector de
expressdoc do plasmido pAMG21l como se segue. O ADN do plasmido
purificade de pAMG21-0OPGhu met[27-401]  (ver secgdo J) foil
clivado com as endonucleases de restrigdo Aall e Xpnl & um
fragmento B de ~1075 pb isolades de um gel de agarose
utilizando uma metodologia normalizada de ADN recombinante.
Adicionalmente, © ADN do plasmido pAMG21-OPGmu-met [22-401]
(Ver Seccdo D) foil digeride com as endonucleases de restrigdo
KpnI e BamHI e o frégmento B isolado de ~1064 pb B tal como
se descrevéu antes. O fragmento de restrigdc isolado pAMGZ21l-
OPGhu-met [27-401] de ~1075 pb das extremidades coesas de
AatII & Kpnl (ver‘antes), o fragmento de restricdo pAMG21-
OPGmu-met [22-401] de ~1064 pb e as extremidades pegajosas de
KpnI e BamHI e um fragmento de restrigdo de ~5043 pb contendo
as extremidades <coesas ARatil e BamHI correspondendo a
sequéncia de &4cidos nucleicos de pAMG21l entre AatII & BamHI
bforam ligados utilizando uma metcdologia normalizada de ADN
recombinante. A ligacdo foli transformada no hospedeirc 393 de
E. coli por electroporagdo utilizande o protocolc do

fabricante. Seleccionaram-se o035 clones e verificou-se a
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presenca da insercgido recombinante no plasmido utilizando uma
metodologia'normalizada de ADN recombinante. As alteracgdes
nos aminodcidos dos genes de OPGmu-27-401 (P33E, G363, A45P)
em OPGmu desde prolina-33 até ao acido gluté@mico-33, glicina-
36 até serina-36, e alanina-45 até prolina-45, resultaram da
substituicdo dos residuos de OPGmu 27 a 48 pelos residuos de

OPGhu 27 a 48.

A expressdo de OPGmu-met{27-401]) reccmbinante (P33E,
G36S, A45P) a partir de células 393 comportando o plasmide
recombinante pAMG21 foi determinada utilizando os processos

descritos na seccgdo C.

R. OPG de murino met-lis (his);~ala~-ser—-{asp) 4 1lis [22-401]
(R45T) '

DA sequéncia de ADN que codifica para uma sequéncia de
reconhecimento de enterocinase de terminal N e marcada com
His que ¢é {de terminal NH, para COOH) Met-Lis-His-His-His-
His—His—His—His—Ala—SeréAsp—Asp—Asp—Asp—Lis (=HEK), seguida
dos aminodcidos 22 a 401 do polipéptido de OPG de murino foi
colocada sob o controle do promotor Ps4d regulado pelo
promotor lac como.se segue. PpAMG22-His (Ver Secgdo A) foi
digerido com as endonucleases de restrigdo de Nhel e BamHI e
o fragmento grande (¢ fragmento A} foi isclado a partir de
gel de agarose gel utilizando uma metcdologia necrmalizada de
ADN recombinante. Os oligonucleétidos #1282-91 e #1282-92
foram fosforilados individualmente e deixou-se que formassem
um duplex de ligante de oligo, utilizando os processos
previamente descritos (Ver Secgdo B). O duplex de ligante
fosforilade formado entre os oligos #1282-91 e #1282-09
contendo extremidades ccesas de Ndel e KpnI e as Kpnl e BamHI

digeriram e purificaram o produtc de RCP descrito (ver seccgdo
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D), e o fragmento A do vector pAMGZ22-His digerido com Ndel e
BamHI foram ligados utilizando uma metodologia normalizada de
ADN recombinante. A ligagé&o foi traﬁsfdrmada no hospedeiro
GM120 de E. coli por electroporagdoc utilizando o protocolo do
fabricante. Seleccicnaram-se clones, 1isolou-se o ADN do
plasmido e sequenciou-se o ADN para verificar a sequéncia de
ADN do gene de OPGmu-HEK [22-401]. A sequenciag¢dc -do ADN
revelou uma mutacdo espiria na seguéncia natural de OPGmu que
resultpu numa Unica alteracgdo do aminodcido da alanina-45 do

polipéptido de OPGmu até a uma treonina.

A\expresséo da OPGmu-HEK[22-401] (A45T) recombinante a
partir das células comportando o plasmidc recombinante pAMGZ21
foi determinada utilizando processos similares aos descritos
na seccdo C, excepto no- facto de, em vez da adigdo do’
‘autoindutor sintético, adicicnou-se IPTG até se conseguir uma

inducdo final de 0,4 mM.
Olige #1282-91

5'-CTA GCG ACG ACG ACG ACA. AAG AAA CTC TGC CTC CAA
AAT ACC TGC ATT ACG ATC CGG AAA CTG GTC ATC AGC TGC TGT
. GTG ATA AAT GTG CTC CGG GTA C-3' (SEQ ID NO: 81) -

Oligo #1282-92

5'-CCe GAG CAC ATT TAT CAC ACA GCA GCT GAT GAC CAG
TTT CCG GAT CGT AAT GCA GGT ATT TTG GAG GCA GAG TTT CTT
TGT CGT CGT CGT CG-3" (SEQ ID NC: 92)

S. OPG humana met-arg-gli-ser—(his)s [22-401]
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Prepararam-se oito oligonucledtides (1338-09 a 1338-16
que se mostram a seguilr) para produzir um fragmento de 175
bases comc scbreposigdo, de um ADN de filamentc duplo. Os
oligos foram anelados, ligados, e os oligos 5' e 3' foram
utilizadeos como inigiadores de RCP para produzir grandeé
quantidades do fragmento com 175 bases. 0s produtos finais do
gene de RCP foram digeridos com as endonucleases de restricgdo
CléI e KpnI para se obter um fragmento que substitul os 28
coddes de terminal N de OPG humana. O produto de RCP digerido
por Clal e Epnl foi inserido no pAMG21-OPGhu [27-401] que
tinha sido clivado com Clal e KpnI. O ADN ligado foi
transformado nas células hospedeiras competentes da estirpe
392 de E. cecli. Rastrearam-se os clones gquanto a capacidade
para produzir o produto da proteina recombinante e a possuir
a fusdo do gene com a sequéncia correcta de nucledtidos.
Determinaﬁam—se 0s niveis de expressio das proteinas a partir
de estudos feitos em -  frasccs de agitacdo de 50 ml.
Analisaram-se os produtcs completos da lise das células e os
peletes tratados por ultra-sons quanto a expressdo da
estrutura por meio de géis de EGPA corados com Coomassie e
fez-se a anélise de Western com anticorpo anti-OPG de murino.
A expressdo de OPGhu Met-Arg-Gli-Ser-(His)s [22-401] resultou
na formacdo de corpos de.inCluséo grandes e localizou-se a

proteina com a fraccdo inscluvel (pélete).

1338-0%

ACA AARC ACA ATC GAT TTG ATA CTA GA (SEQ ID NO: 93)
1338-10

TTT GIT TTA ACT AAT TAA AGG AGG AAT ARA ATA TGA GAG GAT
CGC ATC AC (SEQ ID NO: 94)

1338-11

CAT CAC CAT CAC GAA ACC TTC CCG CCG AAA TAC CTG CAC TAC
GAC GAA GA (SEQ ID NO: 95)
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1338-12
AAC CTC -CCA CCA GCT GCT GTG CGA CAA ATG CCC GCC GGG TAC
CCA BAC A (SEQ ID NO: 96) |
1338-13

 TGT TTG GGT ACC CGG CGG GCA TTT GT (SEQ ID NO: 97)
1338-14
CGC ACA GCA GCT GGT GGG AGG TTT CTT CGT COT AGT GCA GGT
ATT TCG GC (SEQ ID NO: 98)
1338-15
GGG ARG GTT TCG TGA TGG TGA TGG TGA TGC GAT CCT CTC ATA
TTT TAT T (SEQ ID NO: 99) |
1338-16
CCT CCT TTA ATT AGT TAA AAC AAA TCT AGT ATC AAR TCG ATT
GIG TTT G (SEQ ID NO: 100)

T. OPG humana met-1lis [22-401] e met (lis)s [22-4011]

Para preparar as estruturas de met-lis e met-(lis)s de
OPG[22-401] humana, os oligonucledétidos - sobrepostos foram
desenhados para adicionar o ntmerc apropriado de residuos de
lisina. Os dois 6ligos para cada estrutura foram projectados
para se sobreporem, permitindo dois ciclos de RCP para
produzir o produto final. A matriz para a primeira reacgdo de
RCP foi a preparagdo do ADN de um plasmido contendo o gene de
OPG humana 22-401. A primeira RCP adiciondu o(s} residuo(s)
de lisina. A segunda RCP utilizou o produto do primeiro ciclo
e adicionou a seguéncia novamente ao primeiro sitio de

restrigdo, Clal.

Cs produtos do gene da RCP final digerides com as
endonucleases de restrig8o Clal e Kpni, que substituem os 28
coddes de terminal N de OPG humana, foram entdo ligados no -
plasmido pAMG21- OPGhu [27-401] que tinha sido digerido com

as duas endonucleases de " restricdo. O ADN ligado. foi
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transformado nas células hospedeiras competentes da estirpe
393 de E. coli. Rastrearam—-se os clones guanto & capacidade
para produzir o produto da proteina recombinante e a possuir
a fusdo do gene com a sequéncia correcta de nucledtidos.
Determinaram-se os nivels de expressdo das proteinas a partir
de estudos feitos em frascos de agitacdc de 50 ml.
Analisaram-se o¢s produtos completes da lise das células e os
peletes tratados por ultra-sons quantc a expressdo da
estrutura por meic de géis de EGPA corados com Coomassie e
fez-se a analise de Western com énticorpo anti-0PG de murino.
Nenhuma estrutura tinha um nivel detectavel de expressdo de
proteina e os corpos de inclusdo ndo estavam visiveis. As

sequéncias de AND foram confirmadas pela sequenciacdo do ADN.

Iniciadores de oligonucledétidos para  preparar Met-Lis
OPGhu[22-4017]:
1338-17

ACA. AAC ACA ATC GAT TTG ATA CTA GAT TTG TTT TAA CTA ATT
AAR GGA GGA ATA AAA TG (SEQ ID NO: 101)

1338-18

CTA ATT ARA GGA GGA ATA AAA. TGA AAG AAA CTT TTC. CTC
CAA.AAT ATC (SEQ ID NO: 102)

1338-20
TGT TTG GGT ACC COG CGG AGA TTT ATC ACA C (SEQ ID NO:
103) '

Iniciadores de oligcnucledtido para preparar Met~-({Lisg);-

CPGhu[22-401]:
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1338-17

ACA RAAC ACA ATC GAT TTG ATA CTA GAT TTG TTT TAA CTA ATT
AAA GGA GGA ATA AAA TG (SEQ .ID NO: 104)

1338-19

CTA ATT AAA GGA GGA ATA AAA TGA AAA AARA AAG AAA CTT TTC
CTC CAA AAT ATC {(SEQ ID NC: 105)

1338-20

TGT TTG GGT ACC CGG CGG ACA TTT ATC ACA C (SEQ ID NO:
106)

U. Fusdes de OPG humana e de murino [22-401]/Fc

Construiram-se quatro fusdes de OPG-Fc em gque a regido
Fc da IgGl foi fundida no terminal N de cada um dos
aminodcidos 22 a 401 da osteoprotegerina humana ou de murino
(referida como Fc/OPG [22-401]1) ou no terminal C (referida
como QPG[22-401]/Fc). As fusdes de TFc foram construidas

utilizando o vector de fusdo pFc-A3 descrito no Exemplo 7.

Todos os genes de fusdo foram construidos utilizando
tecnolcocglia normalizada de RCP. A matriz para as reacgdes de.
RCP foram preparacbes de plasmido contendc os genes-alvo., Os
cligos de sobreposigdo foram desenhados para combinar a
porgdo do terminal C de um dos genes com a pPoOrgao dé terminal
N de outro gene. Este processo permite a fusdo de dois genes
em conjunto no guadro de leitura correcto depolis de terem
sido realizadas as reacgdes de RCP apropriadas. Inicialmente
colocou-se um cligo de "fus3o" para cada gene numa reaccdo de

RCP com um iniciador universal para o vector que comporta o
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gene-alvo. Utilizou-se o cligo de “fusdo” complementar com um
iniciador universal para a RCP de outro gene. No final desta
reacgdo de RCP, obtiveram-se dois produtos separados, com
cada gene individual tendo presente um sitio de fusdo,
criando uma sobreposicdc suficiente para levar ac segundo
ciclo de RCP e criar a fusdo desejada. No segundo cicle de
RCP, combinaram-se os dois primeiros produtos de RCP em
conjunto com os iniciadores universais e, por via das regides
de sobreposicdo, produziu-se a se sequéncia de ADN de fusédo

de comprimento completo.

Os produtos finals dos genes de RCP foram digeridos com
as endonucleases de restrigéo Xbal e BamHI, e depois foram
ligados ao pAMG21 do vector gue tinha sido digerido com as
duas endonucleases de restrigdo. C ADN ligadc foi
transformado nas células hospedeiras competentes da estirpe
393 de E. coli. Rastrearam-se os clones quanto & capacidade
para produzir o produto da proteina recombinénte e a possuir
a fusdo do cgene com a sequéncia correcta de nucledtidos.
Determinaram-se os niveis de expressdo das proteinas a partir
de estudos feitos em frascos de agitacdo de 50 ml.
Analisaram-se o0s produtos completos da lise das células, os
peleteé tratados pbr-'ultra—sons e o sobrenadante quanto a
expressdo da fusdo ‘por' meio de. géis de EGPA corados com

Coomassie e fez-se a andlise de Western com anticorpo anti-

OPG de murino.

Fc/0OPGhu [22-401]

A expressdo do péptidc de fusdc Fc/0OPGhu [22-401] foi
detectada num gel de EGPA corado com Coomassie e numa analise
de “Western blot”. As células tém corpos de inclusdc muito

grandes e a maioria do produto estd numa fracgdo insoltvel
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(pelete)}. Os iniciadores que se seguem foram utilizados para

construir esta fusdo de OPG—FC:
1318-48

CAG CCC GGG TAA AAT GGA AAC GTT TCC TCC RAAA ATA TCT
TCA TT (SEQ ID NO: 107)

1318-49

CGT TTC CAT TTT ACC CGG GCT GAG CGA GAG GCT CTT CTG
CGT GT (3EQ ID NO: 108)

Fo/0PGmu [22-401]

A expressdo do péptide de fusdo foi detectada num gel
corado com Coomassie e numa anadlise de “Western blot”. As
células tém corpoé de inclusdo muito grandes e a maioria do
produto estéd numa fraccdo insolivel (pélete). Os iniciadores
que se seguem foram utilizados'paré construir esta fusdo de

OPG-Fc:
1318-50

CGC TCA GCC CGG GTA ARR TGG ARA CGT TGC CTC CAR RAT
'BCC TGC {SEQ ID NO: 109)

1318-51

CCA TTT TAC CCG GGC TGA GCG AGA GGC TCT TCT GCG TGT
(SFQ ID NO: 110) '

QPGmu [22-4011/Fc
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A expresséd do péptido de fusdo foi detectadé num gel
corade com Coomassie e numa andlise de “Western blot”. A
quantidade de produto recombinante foi inferior a das
- proteinas de fusdo de OPG com a regido Fc regido na posigdo
do terminzl N. Ndo se observaram corpos de inclusdo
detectédveis. A maior parte do produto parecia estar na
fracgdo insolﬁvel (pélete). Os iniéiadores gue se seguem

foram utilizados para construir esta fusdoc de OPG-Fc:

1318-54
GAA RAT AAG CTG CTT AGC TGC AGG TGA ACC ARA ATC (SEQ ID
NO: 111) '

1318-55 |

CAG CTG CAG CTA AGC AGC TTA TTT TCA CGG ATT G (SEQ ID
NO: 112)

. OPGhu [22-401]/Fc

L expressdo do péptido de fusdo foli detectada num gel
corado com Coomassie, embora estivesse presente um sinal
positivo fraco numa anédlise de “Western”. Ndo se detectaram
corpos de inclus&o dbvios. Os iniciadores que se seguem fdram

utilizados para construir esta fusdo de OPG-Fc:

1318-52

AAA AAT AAG CTG CTT AGC TGC AGC TGA ACC AAA ATC (SEQ ID
NC: 113).

1318-53

CAG CTG CAG CTA AGC AGC TTA TTT TTA CTG ATT GG (SEQ ID
NO: 114)

V. Fusio de OPG humana met [22-401]-Fc (P25A)
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Esta estrutura combina uma troca de amincdcido prolina
por alanina na posigdo 25 (P25A) com a fusdo de O0OPGhu met
[224401] ~-Fc. O plasmido foi digerido com as endonucleases de
restricdo Clal e KpnI, cue eliminam 28 coddes de terminal N
do gene, e o fragmento pequeno resultante (menos do que 200
pares de bases) fol purificado em gel. Este fragmento que
contém troca do amincédcido prolina por alanina foi entdo
ligado na fusdc do plasmido pAMGZ1-huOPG [22-401]-Fc qué
tinha sido digerido com as duas endonucleases de restrigdo. O
ADN ligade - foi  transformado  nas células hospedeiras
competentes da estirpe 393 de E. coli. Rastrearam-se o©s
clones quanto & capacidade para produzir o produte da
proteina recombinante e a possuir a fusdc do gene com a
sequéncia correcta de nucledtidos. Determinaram-se os niveis
de expressdo das proteinas a partir de estudos feith em
frascos de agitagaé de 50 ml. BAnallisaram-se os produtos
completos da lise das células e os peletes tratados por
ultra-scns quanto a expressdo da estrutura por melc de géis
de EGPA corados com Coomassie e fez-se a anéliée de Western
com anticorpo anti-OPG de murino. O nivel de expressao do
- péptido de fusdo foi detectado por EGPA com um gel corado com
Coomassie e numa anéiise de “Western blot”. A proteina'estava
na fraccdo insolivel (pélete). As células tinham grandes
corpos de inclusdo.

W. OPG humana met [22-401] (P25A)

Censtruiu-se como se segue uma sequéncia de ADN due
codifica para uma metionina de terminal N e os amincacidos 22
~a 401 da OPG humana com a prolina na posigdo 25 substituida
por alanina sob o controlo do promotor de lux Pgr no - vector

procaridético de expressdo do pAMG21l. Os oligos sintéticos #
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1289-84 e 1289-85 foram emparelhados para formar um duplex de
ligante de oligo com as extremidades coesas de XbaI e KpnI. O
duplex do ligante sintético utilizou coddes optimizados de E.
celli e codificou uma metionina de terminal N. O ligante
também incluiu um sitic de restricldoc de 8Spel que ndo estava
presente na seguéncia original. O duplex do ligante foi
inserido direcionalmente entre os sitios Xbal e Kpnl em
pAMGZl—OPGhu—22—401'utilizando processos normalizados. Cada
mistura de ligacdo fol transformada nos hospedeireos GM221 de
E. c¢oli por transformacfo. Os clones foram inicialmente
rastreados quanto & produgcdo da proteina recombinante.
Isclocu-se o ADN do plasmido a partir de clones positivos e
sequenciou-se o ADN para verificar a sequéncia de ADN do gene
de OPGhu-Met [22-401].(P25A). Os c¢ligonucledtidos dgque se

seguem foram utilizados para gerar o ligante de XbaI-Kpnl:
Oligo #1289-84

5'-CTA GAA GGA GGA ATA ACA TAT GGA AAC TTT TGC TCC AAA
ATA TCT TCA TTA TGA TGA AGA AAC TAG TCA TCA. GCT GCT GTG
TGA TAA ATG TCC GCC GGG TAC -3' (SEQ ID NO: 115)

Oligo #1289-85
5'-CCG GCG GAC ATT TAT CAC ACA GCA GCT GAT GAG AAG TTT

CTT CAT CAT AAT GAA GAT ATT TTG GAG GAA AAG TTT CCA
TAT GTT ATT CCT CCT T-3' (SEQ ID NO: 11s)

X. OPG humana met [22-401] (P25A) e (P26D)

Censtruiu-se comc se segue uma sequéncia de ADN que-
codifica para uma metionina de terminal N e os aminoacidos 22

a2 401 da OPG humana com a prolina na posigdoc 26 substituida
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por alanina sob o controlo do promotor de lux Pr no vector
procariétice de expressdo do pAMG21l foi: os oligos sintéticos
# 1289-86 e 1289-87 foram emparelhados para formar um duplex
de ligante de oligo com as extremidades coesas de Xbal e
KpnI. O duplex do ligante sintético utilizou coddes
optimizados de E. coli e codificou uma metionina de terminal
N. O duplex do ligante fol inserido direccional mente entre
cs sitios Xbal e KpnlI em pAMG21-0PGhul[22-401] {P25A)
utilizando processos normalizados. Cada mistura de ligagédo
foi introduzida nos hospedeiros GM221 de E. coli por
transformagdo. Os clones foram inicialmente rastreados quanto
2 producdo da proteina recombinante. Isolou-se o ADN do
plasmido a partir de clones positivos e sequenciou-se o ADN
para verificar a sequéncia de ADN do gene de OPGhu-met [22-
401].(P26A). Verificcou=-se que um dos clones seguenciados tem
& prolina na posig¢do 26 substituida por é&cido aspartico em
vez de alanina e este clone foi designado por OPGhu¥met[22—
401] {P26D). 08 oligonucledtidos que se seguem foram

utilizados para gerar o ligante de XbaI-Spel:
Oligc #1289-86
57 - CTA GAA GGA GGA ATA ACA TAT GGA AAC TTT TCC
TGC TAA ATA TCT TCA TTA TGA TGA AGA AA - 3" (SEQ ID NO:
117)
Oligo #1289-87
5" - CTA GTT TCT TCA TCA TAA TGAIAGA TAT TTA GCA
GGA AAA GTT TCC ATA TGT TAT TCC TCC TT - 3' (SEQ ID NO:

118)

Y. OPG humana met [22-1641] (P25A)
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Construiu-se como se segue uma seguéncia de ADN que
codifica para uma metionina de terminal N e os aminocdcidos 22
a 194 da OPG humana com a proclina na posicgdo 25 substituida
por alanina sob o controlo do promotor de lux Py no vector
procaridético de expressdo do pAMGZl: os plasmidos pAMG21-
OPGhu[27-194] e PpAMG21-CPGhul[22-401] (P25R) foram todos
digeridos com as endonucleases KpnI e BamHI. Isolou-se o©
fragmento de 450 pb a partir de pAMGZ1-CPGhu [27-194] e o
fragmento de 6,1 kpb a partir de pAMG21-huCPG[22-401] (P25A).
Estes fragmentos foram ligados e introduzidos nc hospedeiro
GM221 de E. <c¢oli por transformacdo. ©Os clones foram
inicialmente rastreados quanto - a producdo da proteina
‘recombinante. Isolou-se o ADN do plasmido a partir de clones
positivos e sequenciou-se o ADN para verificar a sequéncia de

ADN do gene de OPGhu-Met [22-194]. (P25A).
EXEMPLO 9
Associacdo de mondmeros de OPG

As células de OHC tratadas por engenharia genética para
sobre-expressar OPGmu [22-4C01] foram utilizadas para'gerar o
meio condicionado para a andlise do OPG recombinante
segregade utilizando anticorpos policlonais anti-0PG de
coelho. Concentrou-se - 20 vezes uma aliquota de meio
condicionade, depolis analisou-se por EGPA-SDS redutora e néo
redutora (Figura 15). Em condig¢des redutoras, a proteina
migrou como um polipéptido Mr de 50-55 kd, comc seria
previsivel se o produtc maduro for glicosilado em um ou mais
dos seus sitios de glicosilacdo de conseriso ligados a N.
Surpreendentemente, gquando se analisaram as mesmas amostras

por EGPA-SDS ndo redutora, a malior parte da proteina migrou
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sob a forma de um polipéptido de aproximadamente 100 kd, com
uma dimensdoc dupla da proteina reduzida. Além disso, havia
uma guantidade menos do polipéptidc Mr de 50-35 kd. Este
modelo de migracdo em EGPA-3SDS foil consistente com a nogdo de
que o produto de OPG estava a formar dimeros durante a

oxidacdo dos grupos sulfidrilc livres.

0 polipéptido de OPG maduro previsto contém 23 residuos
de cisteina, 18 dcs guais previsivelmente estariam enveclvidos
na formagdoc de pontes de disulfureto entre as cadeilas que
compreende os quatro dominios ricos em cisteina (Figura 12A).
Os cinco residuos de cisteina de terminal C remanescentes ndo
estdo envolvidos na estrutura secundidria que se pode prever
com base na homclogia com outros elementos da familia dos R-
FNT. Acima de tudo hd um numero impar de residuos de cisteina
e & formalmente possivel que pelo menos um residuo esteja
livre para formar uma ligacdo de sulfureto intermolecular

entre os dois mondémeros de OPG.

Para ajudar a esclarecer os modelcs da cinase de OPG e a
associacdo dos mondémeros, realizou-se um estudo de marcagdo
por meio de “pulse-chase”. Marcaram-se scb ¢ ponto de vista
metabdlico células de OHC gue expressam OPGmu [22-401] tal
como se descreveu antes em meio isento de soro contendo *°8
metionina e cisteina durante 30 min. Passado este periodo,
retirou-se o meio e substituiu-se com meio completo contendo
metionina e cisteina ndc marcadas a niveis de aproximadamente
2.000 vezes em excessc em relacdo a concentracdo original dos
amiﬁoécidos radioactivos. Aos 30 min, 1 hr, 2 hr, 4 hr, 6 hr
e 12 hr apdbds & adicdo, colheram-se as culturas por eliminacédo.
dc meio condicicnado e prepararam-se ©s produtos da lise do
meio condicionado eb as monocamadas aderentes. O meio de

cultura e os produtcs da lise das células foram purificados
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tal como se descreveu antes, e depois imunoprecipitou-se
utilizando anticorpos anti-0OPG tal como se descreveu antes.
Depols de se lavarem os produtos imunoprecipitados, eles
libertaram-se por ebuligdo num tampdo de EGPA-3DS ndo redutor
e depols dividiram-se em duas metades diguais. A uma das
metades, adicicnou-se ¢ agente redutor B-mercaptoetanol até a
uma concentracgdo final de 5 % (v/v), enquanto se manteve a
outra metade em condig¢des ndoc redutoras. Analisaram-se ambos
os conjuntos de imunoprecipitados por EGPA-SDS tal como se
descreveu antes, depols trataram-se por autoradiografia. e
expds-se a um filme. Os resultados estdo ilustrados na Figura
16. As amostras analisadas por EGPA-SDS est&o descritas no
fundo dos dois painéis. Depols da sintese, o polipéptido de
OPG &  rapidamente tratado até se obter um polipéptido
ligeiramente maior, que provavelmente representa uma
modificacdc por gliccosilacg8o ligada a N. Passadas aproxima-
damente 1-2 horas, ¢ nivel de OPG na célula_ diminui
drasticamente e concomitantemente aparece no sobrenadante da
cultura. Isto parece ser o resultado do transporte vectorial
de OPG a partir da célula no meio ao longo do tempo,
consistente com a nocioc de que OPG & uma proteina segregada
naturalmente. A anédlise dos mesmos imunoprecipitados em
condi¢des ndo redutoras revela a relagdc entre a formagdc de
dimeros de COPG e a secrecdo em meio condicionade {(figura 16,
painéis  superiores). Nos primeiros 30-60 minutcs, o>
monémeros de OPG s&o tratados na célula por gliccsilacgdo
aparente, seguido da formacio de dimeros. Ao longo do tempo,

o volume dos mondémeros de OPG sdo transformados em dimeros,

‘que em segulida desaparecem da célula. Ao fim de cerca de 60

minutos apds a sintese, os dimeros de OPG aparecem no meio
condicionado e acumulam-se durante toda a experiéncia. Ao fim
deste periodo, formam-se dimeros de OPG, que s&o entédo

segregados no meio de cultura. (s mondmeros de OPG persistem
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a um nivel baixo dentro da c¢élula ac longo deo tempo e
apareceram quantidades pequenas no meic. N&o parece ser o
resultado da quebra de dimeros de OPG covalentes, mas antes a
producdo de guantidades sub-estequiométricas de mondmeros na

célula e na secrecdo subsequente.

A OPG produzida por via recombinante a partir das células
de OHC transfectadas parece ser predeominantemente um dimero.
Para determinar se a dimerizacdoc & um processo natural na
sintese de OPG, os requerentes.analisaram o melo condicionado
de uma linha de <células gue se verificou expressarem
naturalmente OPG. Verificou-se que a linha de c&lulas CTLL-2,
uma linha de células T linfociticas citotdxicas de murino
(ATCC n® de acesso TIB-214), expressa o ARNm de OPG no
rastreio de um tecido e no ARN de uma linha de células.
Verificou-se que o transcritc de OPG era o mesme que o ARN
clonado e sequenciado de 2,5-3,0 kb identificado no rim e gue
se verificou codificar uma molécula segregada. A andlise de
“Western blot” do meio condicionado obtida a partir das
células CTLL-2 mostra gue a malor parte, sendo toda a
proteina OPG segregada é um dimerc (Figura 17). Isto sugere
gue a dimerizagdo de OPG e a secreg¢do nido é um artefactoc da
scbre-expressdo numa linha de células, mas & provavel gque
seja a.principal forma do produto 3 medida que ele val sendo-

produzido por expressdc das células.

Analisaram-se tecidos de ratos normais e de ratos
transgénicos e soro para determinar a natureza da molécula de
OPG expressa na OPG de ratos transgéniceos. Dado gue o ADNc da
AOPG de rato fol expresso sob o controle de um elemento de
controlo de um hepatécito, analisaram-se extractos preparados
a partir do parénquima de ratos de controlo e transgénicos em

condi¢cdes n&o redutoras (Figura 18). No extracto do rato
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transgénico, mas ndoc no rato de controlo, os dimeros de OPG
foram facilmente detectados, em conjunto com guantidades sub-
estequiométricas de mondmercs. Os dimeros e.os mondémeros de
OPG parecem 1idénticos a proteina reccmbinante de murino
expressa nas células de OHC tratadas por engenharia genética.
Isto sugere . fortemente que os dimeros de OPG sdc na verdade
uma forma natural do produto do gene e sdo provavelmente
componentes activos chave. Obtiveram—-se amostras de  soro
obtidas a partir de ratos de controlo e transgénicos gue
foram do mesmo modo analisadas por anadlise de “western blot”.
Nosgs ratos de controlo, a maioria da proteina COPG migra sob a
forma de dimero, enquanto se detectam também pequenas
guantidades de monémerc. Além disso, detectam-se quantidades
significativas de uma proteina maior relacionada com a OPG,
gue migra com uma massa molecular relativa consistente com a
prevista dimensédc de um trimerc ligado covalentemente. Assim,
a OPG recombinante é expressa predominantemente como uma
proteina dimérica na OPG de ratos transgénicos e a forma
dimérica pode ser a base para o fendtipo osteopetrdticco na
CPG de ratos. A proteina recombinante OPG pode também existir

em formas “triméricas” com peso molecular mais elevado.

Para determinar se oé residuos de cisteina de terminal C
da OPG desempenham um papel na hémodimerizagéo, alteraram-se
os coddes de OPG de murinc OPG para 195 residuos de cisteina
(C195), cz20z, C277, C319} @ C400 foram alterados para serina
utilizando o] kit. de mutagénese dirigida ao . sitio
QuickChange™ (Stratagene, San Diego, CA) como se descreveu
antes. O gene de OPGmu foi sub-clonado entre os sitios NotI e
Xbal do wvector de ADNpc 3.1 {+) (Invitrogen, San Diego, CA).
O plasmido resultante, ADNpc3.1-OPGmu, e <¢s iniciadores

mutagénicos foram tratados com a polimerase Pfu na presenca

de desoxinucledtidos, depois foi amplificado num amplificador

127



de ADN como se descreveu antes. Transfectou-se entdo uma
_aliguota na apropriada XLl-Blue de E. coli por meioc de chogue
térmico, e depoils colocou-se em placa. Seguenciou-se entdo ©

AND do plasmido a partir dos transformantes para verificar as

mutacgdes.

Os pares de iniciadores que se seguem foram utilizados
para alterar o coddo para o residuo 195 de cistelna para
serina do gene de OPG de murino, resultando na produgdo de

uma proteina OPGmu [22-401] C195S:

1389-19:

5'-CAC GCA AAA GTC GGG AAT AGA TGT CAC-3' (SEQ ID
NO: 150) |

1406-38:

5'-GTG RCA TCT ATT CCC GAC TTT TGC GIG-3' (SEQ ID

NO: 151)

Os pares de iniciadores que se seguem foram utilizados
para alterar o coddc para o residuo 202 de cisteina para
serina do gene de CPG, resultando na produgdo de uma proteina

OPGmu [22-401] C202S:
1389-21:

5'-CAC CCT GTC GGA AGA GGC CTT CTT C-3' (SEQ ID NOC:
152)

1389-22:

5' -GAA GAA GGC CTC TTC CGA CAG GGT G-3'
(SEQ ID NO: 153}
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-Os pares de iniciadores gue se.seguem foram utilizados
para alterar o coddo para o residuo 277 de cisteina para
serina do gene de OPG de murino, resultando na produgdo de
uma proteina OPCGmu [22-401] C277S:

1389-23:

5' -TGA CCT CTC GGA AAG CAG CGT GCA-3' (SEQ ID NO:
154) '

1389-24:

5' -TGC ACG CTG CTT TCC GAG AGG TCA- 3' (SEQ ID NO:-
155)

Cs pares de iniciadores gue se seguem foram utilizados
para alterar ¢ codao para o residuo 318 de cisteina para
serina do gene de OPG de murino, resultando na producdc de
uma proteina OPGmu [22-401] C319S:

1389-17:

5'-CCT CGA AAT CGA GCG AGC AGC TCC-3' (SEQ ID NO: 156)

1389-18:

5'-CGA TTT CGA GGT CTT TCT CGT TCT -3' (SEQ ID NO:
157)

Os pares de iniciadores que se seguem foram utilizados

para alterar o coddo para o residuc 400 de cisteina para
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serina do gene de OPG de murino, resultando na produgdo de

umea proteina OPCGmu [22-401] C40083:
1406-72:

5'-CCG TGA AAA TAA GCT CGT TAT AAC TAG GAR TGG-3'
(SEQ ID NO: 158)

1406-75:

5'-CCA TTC CTA GTT ATA ACG AGC TTA TTT TCA CGG (SEQ 1D
NO: 159)

Cada plasmide muCPG [22-401] resultante contendo a
mutacgdo apropriada foi entd&o transfectado em células 293
humanas, a proteina de fusido mutante OPG-Fc foi purificada a
partir do meio condicionado tal como se descreveu antes. A
actividade bioldégica de cada proteina foi avaliada por meio
do ensaio de formacdo de osteoclastes descrito no exemplo 11.
Analisou-se cada transfectante do meio condicionado por meioc
de EGPA-SDS ndo redutoraz e “western blotting” com anticorpos

anti-0PG.

A mutacdc de gualguer um dos cinco residucs de cisteina
de terminal C resulta na produgdo de moléculas de OPG de 55
kd predominantemente (> 90 %) monoméricas. Isto sugere
fortemente que os residuos de cisteina de terminal C em

conjunto desempenham um papel na homodimerizacgdo de COPG.

O0s mutantes de eliminac&o de OPG de terminal C foram
produzidos para mapear as regides do dominio de terminal C de
OPG que sdo importantes para a homodimerizagéd de OPG. Os

mutantes de eliminagdo de OPG foram preduzidos por
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amplificagcdoc por RCP utilizando iniciadores o que introduz
sinais prematuros de traducdc de paragem na regifc de
terminal C de OPG de murino. O olige 5' foi produzido com o
coddo de iniciagdo de OPGmu (cbntendo um sitio de restricgédoc
de HindIII) e os oligenucledtidos de 37 (contendo um codio de
paragem e o sitio XhoI} foram produzidos para truncar a
regidc de terminal C da extremidade de OPCmu em cada um dos
residuos de treonina 200 {(CT 200), prolina 212 (CT212), &cido
gluté&mice 293 {(CT-293), ou serina 355 (CT-355).

Os iniciadores que se seguem foram vutilizados para

" construir OPCmu -[22-200]:
1091-39:

5'-CCT CTG AGC TCA AGC TTC CGA GGA CCA CAA TGA ACA
AG-3'" (SEQ ID NO:. 160)

1351-~-91:

" —CCT CTC TCG AGT CAG GTG ACA TCT ATT CCA CAC TTT
TGC GTIG GC-3' (139%91-91) (SEQ .ID NO: 161}

Os 1iniciadores gque se seguem foram utilizados para

construir OPGmu -[22-212]:
1091-39:

5'-CCT CTG AGC TCA AGC TTC CGA GGA CCA CAA TGA ACA
A-3’ (SEQ ID NO: 162)

1391-90:
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5'-CCT CTC TCG AGT CAA GGA ACA GCA AAC CTG AAG AAG
GC -3' (SEQ ID NO: 163)

0Os iniciadores que se seguem foram utilizados para

construir OPGmu -[22-293]:
1091-39:

5'~CCT CTG AGC TCA AGC TTC CGA GGA CCA CAA TGA ACA
AG-3'; (SEQ ID NO. 164)

1391-88:

5'-CCT CTC TCG AGT CAC TCT GTG GTG AGG TTC GAG TGG
CC-3' (SEQ ID NO: 165)

0s iniciadores gque se seguem foram utilizadecs para

construir OPGmu -[22-355]:
1091-39:

5'-CCT CTG AGC TCA AGC TTC CGA GGA CCA CAA TGA ACA
AG-3' (SEQ ID NO: 166}

1391-88:

5/ CCT CTC TCG AGT CAG GAT GTT TTG AAG TGC TTG AGG
GC-3" (SEQ ID NO: 167}

Cada plasmido OPGMU-ct resultante contendo a truncagem
apropriada fol entdo transfectado em células 293 humanas, a
proteina de fusdo mutante de OPG-Fc fol purificada a partir

) , .
do -meio condicionade tal como se descreveu antes. A
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actividade bioldgica de cada proteina foi avaliada in vitro
por meio do ensaio de formagdo de osteoclastos descrito ho
- exemplo 11. Analisaram-se os melos condicicnados por meio de
EGPA-SDS ndo redutora e “western blotting” utilizando

anticorpos anti-0PG.

A truncagem da regifo de terminal C de OPG afecta a
capacidade da OPG para formar homodimeros. CT 355 &
predominantemente monomérica, embora se formem alguns
dimeros. CT 293 forma o gue parece ser igual a quantidades
molares de mondémero e dimero e também agregados de peso

molecular elevado. Contudo, CT 212 e CT 200 sdo monoméricos.
EXEMPLO 10
Purificagdo de OPG

A. Purificacdo de proteinas de fusdo de mamiferos OPG-F¢

~ Preparcu-se, como se segue, 5 L de meic condicicnado a
partir de células 293 gque expressam uma proteina de fusao
OPG-Fc. Descongelou-se uma amostra congelada em 10 ml de meio
de 2935 (DMEM-elevado teor de glicose, 1lx L-glutamina, soro
de bovino fetal (CBF) a 10 % inactivado pelo calor e 100
ug/ml de higromicina) e, passado um dia, alimentou-se com
meio fresco. Passados trés dias, dividiram-se as células em
dois frascos de T175 em diluigdes de 1:10 e 1:20. Fizeram-se
mais duas divisdes de 1:10 para aumentar para 200 frascos
T175. As células estiveram neste pontc 5 dias apébs a
descongelacéo. As células cresceram até proéximo da
confluéncia (cerca de trés dias) momento em que se aspirou o
meio contendo soro, lavaram-se as células uma vez com 25 ml

de SBF¥ por frasco e adicionou—-se a cada frasco 25 ml de meio
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SF (DMEM-elevado teor de glicose, Ix L-glutamina) .
Mantiveram-se as c¢élulas am CO; a &% % durante trés dias,
momento em que se colheu o meio, centrifugou-se e filtrou-se

através de filtros de nitrato de celulose 0,45m (Ccrning).

As = proteinas de fusdo OPG-Fc foram purificadas
utilizando uma coluna de Sefarose com proteina G (Pharmacia)
equilibrada em SBF. A dimensdo da coluna variou consoante o
‘volume de meio inicial. Carregou-se o meio condicionado, tal
como se descreveu antes, numa coluna, lavou-se a coluna com
SBF, e eluiu-se a proteina pura utilizando glicona 100 mM a
pH 2,7. Recolheram-se as fracgdes em tubos contendo Tris 1M a
pH 92,2 de modo a neutralizar t&c rapidamente quanto possivel.
Juntaram-se as fracgdes contendo proteina, concentraram-se
quer em Amicon Centricon 10 cu em Centriprep 10 e filtrou-se

duas vezes e, SBF. A proteina pura & armazenada a — 80 °C.

[22-401]-Fc de murino, [22~180]-Fc de murino, [22-1%4]-
Fc de murino, [22—401}—Fc'humana e [22-201]F¢ humana foram
purificadas por este processo. [22-185]-Fc de murino foi

purificada por este processo.

B. Preparagdo de anticorpos anti-0PG

Injectaram-se, subcutaneamente, trés coelhos brancos da
Nova Zelandia (peso iniclal de 2,27-3,63 kg) com proteina de
fusdo OPGmu[22-401]-Fc. Imunizou-se cada coelho no dia 1 com
50 pg de antimdénio emulsionado num volume igual de adjuvante
de Freund completo. Realizaram-se mais reforcges (dias 14 e
28) pelo mesmc processo com a substituicdo de adjuvante de
Freund completo. Monitorizaram-se o0s titulos dos anticorpos
por meio de IEE (imuno-ensaic ligado a enzimas). Depols do

segundo reforco, os anti-soros revelaram elevados titulos de
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anticorpos e obteve-se de cada animal 25 ml de produgéo
hemorragica. Os soros passaram primeirc por uma coluna de
afinidade na qual a OPG-Fc¢ de murino tinha sisco imobilizada.
Cs anticorpos anti-CPG foram eluidos com tampdo de eluigéo

A

o

Pierce Gentle contendo acide acético glacial a 1
proteina eluida foli entdo dialisada em SBF e passou numa
coluna de Fc para eliminar quaisquer anticorpos especifices
para a porgdo de Fc da proteina de fusdo OPG. A passagem
através de fraccgbes contendo os anticorpos especificos anti-

OPG foi seguida de dialise em SBF.

C. Purificacdc de OPG de murino [22-401]

Cromatografia de afinidade do anticorpo

Os anticorpos anti-OPG purificados por afinidade foram
diefiltrados em tampdo de acoplamento (carbonato de sédic a
0,1 M, a pH 8,3, NaCl 0.5 M), e misturou-se com pérolas de
sefarose activadas por‘CNBr (Pharmacia) durante duas horas, a
temperatura ambiente. Lavou-se entdo a resina com tampdo de
acoplamento gue bloguecu cbmpletamente os sitios ndo ocupados
com etanclamina 1 M (pH 8,0) durante duas horas, a
temperatura ambiente. Lavou-se entdoc a resina a um pH baixo
(acetatc de sédioc 0,1 M a pH 4,0, NaCl 0,5 M) seguido de uma
lavagem a um pH alto (Tris-HCl1 0,1 M a pH 8,0, NaCl 0,5 M).
Répetiram—se as uUltimas lavagens trés vezes. A resina foi
finalmente equilibrada com SBE antes de se encher uma coluna.
Uma vez a coluna cheia, lavou-se a resina com SBF. Realizou- .
se uma elulg¢do em branco com glicina-HCl1 0,1 M, a pH 2,5),

geguida de um re-equilibrio com SBF.

Concentrou~se o0 meio condicionado a partir de células de

OHC qgue expressam OPGmu[22-410] e aplicou-se a coluna a uma
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velocidade de fluxo baixa. A ccluna foi lavada com SBF até a
absorvéncia estar em 280nm em relagdoc ao valor de base.
Eluiu-se a proteina da coluna, primeiro com glicina-HC1l 0,1 M
(pH 2,5), re-equilibrou-se com SBF e eluiu-se com um segundo
tampdac (CAPS 0,1 M, a pH 10,5), NaCl 1 M). Os dois conjuntos
resultantes da filtracdoc foram diafiltrados separadamente em
SBF e foram filtrados em meio esterilizade antes de se

congelarem a ~20°C.

Cromatografia convencional

Concentrou-se 23x ¢ meio condicionado de células de OHC
num cartucho enrclade em espiral da Amicon (Si 0Y10) e
diafiltrou-se em Tris 20mM a pH 8,0. O meio dialfiltrado foi
entdo aplicade a uma ccluna Q-sefarose HP {Pharmacia) que .
tinha sido equilibrada com Tris 20mM a pH 8,0. Lavou-se entdo
a coluna até se obter uma densidade &ptica de 280nm em
relacdo ac valor base. Eluiu-se a proteina com uma coluna 20
e um gradiente de NaCl 0-300 mM em Tris a pH 8,0. Detectou-se
a proteina OPG utilizando uma “western blot” as fraccdes da

coluna.

. Juntaram-se as fracg¢gdes que continham OPG e levaram-se a
uma concentragdo - final de NaCl de 300 mM, DIT (0,2 mM.
Equilibrou-se uma coluna NINTA supercse (Qiagen) com Tris
20mM a pH 8,0, NaCl 300 mM, DTT 0,2 mM depois do que se
aplicaram as fracgées reunidas. Lavou~se entdo a coluna com
um tampdo de equilibric até se obter a densidade dptica de
base. Eluiram-se as proteinas da coluna com um gradiente de
imidazole 0-30 mM em tamp&c de equilibric. Lavaram-se as
proteinas remanescentes da ccluna com imidazole 1M. Utilizou-
se novamente uma “western blot” para detectar as fracgdes que

continham OPG.
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Fez-se a dialise das fracgdes reunidas a partir da
coluna NiNTA em fosfato de potédssio 10 mm a pH 7,0, DTT 0,2
mM. Aplicou-se entdc o conjuntce dialisado a uma coluna
cerdmica de hidroxiapatite (Bic-R) que tinha sido equilibrada
com tampdc de fosfato 10 mM. Depeis da lavagem da coluna,
eluiu-se a proteina com um gradiente de fosfato 10-100 mM em
20 volumes da coluna. Seguiu-se entfo um volume de 20 colunas

com um gradiente de fosfato de 100-400 mM.

Detectou-se a OPG por colcocragdo com azul de coomassie de
géis de SDS-pcliacrilamida e por ‘“western blotting”.
Reuniram-se as fracgdes e diafiltraram-se em SBE e
cdngelaram—se a —80 °C. As proteinas purificadas apresen-
taram-se como mondmeros e assim permaneceram apds a
diafiltracdo em SBF. 0O mondmerco & estidvel gquando armazenado
congelado ou a pH 5 a 4 °C. Contudo se armazenado a 4 °C em
SBF, irdo formar-se dimeros e o que pode parecer trimeros e

tetrlmeros, passada uma semana.

D. Purificacdo de OPGhumana met [22-401] a partir de E. ¢oli

Fez-se uma.suspenséo da pasta de células bacterianas em
EDTA 10 mM até a uma concentracdoc de 15 % (p/v) utilizando um
homogeneizador de pegqueno corte a 5 °C. Quebraram-se as
célulag por meio de duas homogeneizag¢des a 15,000 psi cada a
5 °C. Centrifugou-se o homogeneizado resultante a 5.000 x g
durante uma hora a 5 °C. Lavaram-se o©s péletes centrifugadbs
por meio da homogeneizacgdo com peguencs cortes em Agua no
volume original de homeogeneizacdo seguida de centrifugacéc
tal como se tiﬁPa feito antes. Os péleteé lavados foram entdc

sclubilizados até 15 % (p/v) por meio de uma solucdo de

(concentracdo final) cloridrato de guanidina o M, -
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ditictreitol 10 mM, TrisBECL 10 mM, & pH 8,5 & temperatura
ambiente durante 30 minutos. Diluiu-se esta solucdo 30 vezes
em ureia 2M contendo CAPS 50 mM, a pH 10,5, glutationa
reduzida 1 mM e depcis agitou-se durante 72 horas a 5 °C.
Purificou~se a OPG a partir desta solugdo a 25 °C por meio de
um primeiro ajustamento para pH 4,5 com &cido acético e
depols fez-se uma cromatografia numa coluna de resina SP-HP
Sefarose eguilibrada com acetatc de sédic 25 mM, a pH 4,5. A
eluicdo da coluna fol realizada com um gradiente linear de
cloreto de s6édic de 50 mM até 550 mM no mesmo tampéo
utilizande 20 volumes de coluna a uma velocidade de fluxo de
0,1 volumes de coluna/ minuto. As fraccdes do pico ceontinham
apenas a OPG desejada a partir do conjunto e armazenou-se a 5
°C ou tampdo permutado com uma solugdo tamponada com fosfato,
concentrou-se por ultrafiltragdc e depols armazenou-se a 5
°C. Este material foi analisada por CLAR de fase inversa,
EGPA-3DS, ensaic do produto lisado de limulo amebdécito para
detectar a presenc¢a de endotoxina, e sequenciacdo do terminal
N. Além disso, também se podem utilizar técnicas tais como
espectrometria de massa, estabilidade de pH/temperatura,
fluorescéncla, dicroisme circular, calorimetria de rastreio
diferencial e ensaios de perfilagem da protease para examinar

2 natureza da dcbragem da protéina.
EXEMPLO 11
Actividade bioldgica de OPG reccmbinante

Com base na histolcgia e na histomorfometria, verificou-
se que a sobre-expressdo hepatica da CPG em ratos
Transgériicos . o0s numerocs de osteoclastos decresceramn
marcadamente levando a um marcade aumento no tecido dos ossos

{ver exemplo 4). Para se consequir mais informacioc do
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mecanismo potencial subjacente a este efeito in vivo,

ensaiaram-se varias formas de OPG recombinante num modelo de
cultura in vitro da formagdc de osteoclastos (ensaio de
formacdc de osteoclastos). Este sistema de cultura foil
originalmente desenvolvido por Udagawa (Udagawa et al.

Endocrinology 125, 1805-1813 (1989), Proc. Natl. Acad. Sci.

USA 87, 7260-7264 (1990)) e utilizou-se uma combinagdc de
células de medula dssea e células das linhas de células de
estroma da medula &éssea. Uma descrigdo da modificacdo deste
gistema de cultura utilizada para estes estudos j& tinha side
previamente publicada (Lacey et al. Endocrinology 136, 2367-
2376 (1995)) Neste processo, as células de medula bssea,

retirado dos fémures e tibias do rato e fez-se uma cultura
durante a noite em meio de cultura (MEM alfa com sorc bovino
fetal a 10 % inactivado pelo calor) complementadoe com 500

U/ml de FEC-1 (factor 1 de estimulacido de coldnias, também
chamade M-FEC), um factor de crescimento hematopoiético
especifico para as células da linha da familia dos macrdéfagos-
monocitices. No seguimento desta incubac¢&c, recolheram-se as
células ndc aderentes, submeteram-se a purificacdo com um
gradiente e depois fez-se uma co-cultura com células da linha
de células de medula éssea ST2 (1 x 10° de células néo
aderentes: 1 X 10° de células S8T2/ nl de meio). O meio &
complementado com dexametascna (100 nM) e obmetabolito activo
sob -0 ponto de vista biclégico de vitamina D3 conhecido como
1,25 di-hidroxivitamina D3 (1,25 {(OH})2 D3, 10nM). Para
melhorar o© aparecimento dos osteoclastos, adicionou-se
prostaglandina.E2 (250 nM) a algumas das culturas. O periodc
de co-cultura normalmente varia entre 8 -10 dias e o meio,

com todos os suplementos foi adicionado em fresco e foi
renovado de 3 em 2 a de 4 em 4 dias. A varics intervalos,

avaliaram-se as culturasrquantc> & presenca de tartrato de

fosfatase é&cida (TRFA) utilizando gquer uma coloracgédo-
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histoquimica (kit da Sigma # 387A, Sigma, St. Louils, MO) cu
em ensaic da solugdo de TRFA. O processo histoquimico com
TRFA permite a identificacé&o dos osteoclastos sob o ponto de
vista fenotipico gque sejam células multinucleadas (> 3
nticleos) gue sdc também TRFA+. O ensaic da solugdc envolve a
lise das culturas dgque contém osteoclastos num tamp&o de
citrato (100 mM, pH 5,0} contendo Triton X-100 a 0,1%. Mede-
se entdo a actividade da fosfatase &cida resistente a
tartrato com base na conversdo de p-nitrofenilfosfato (20 nM)
em p-nitrofenol na presenga de tartratc de sddiec 80 mM que
ccorre durante uma incubagdc de 3-5 minutos a TA. A reaccgdo
termina pela adicdo de NaOH até a uma concentragdo final de
0,5 M. Mede-se a densidade oéptica a 405 nm e faz-se um

grafico com os resultados.

Estudos antericres (Udégawa et al. ibid) utilizando ¢
ensaio de formagdc de ostecclastos demonstraram gque estas
células expressan receptores para a 23T -calcitonina
(autoradiocgrafia) e pedem fazer cavidades nas superficies dos
ossos, que, quando combinadas com TRFA positiva confirmam que
as células multinucleadas tém um fendétipo de osteoclasto.
Outras evidéncias que suportam o fendtipo de osteoclastos das
células multinucleadas gue aparecem in vitro no ensaio de
formacdo de osteoclastos sdo as células que expressam as
integrinas av e B3 por meio de imunocitoquimica e receptor de

calcitonina e ARNm de TRFA por hibridacdo in situ (HIS).

A fusdo de 0OPGhu [22-401]-Fc foi purificada a partir de
meio condicionado de células de OHC ¢ em seguida utilizou-se
nc ensaio de formagdc de osteoclastos. Em 100 ng/ml de OPGhu
[22-401 ]-Fc, a formacdo de osteoclastos foli virtualmente 100
% inibida (Figura 18A). Os niveis de TRFA medidos nas

culturas da 1lise, em cavidades de placas micretituladoras,
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foram também inibidos na presenga de OPG com uma DIsg de
aproximadamente 3 ng/ml (Figura 20). O nivel de actividade de
TRFA nos produteos da lise parece estar correlacionados com o
namerc relative de osteoclasteos vistos por citoguimica do
TRFA (compare as figuras 1SA-19G e 20). A IgGl humana
purificada e os pb de ENT foram também ensaiados neste modelo
e verificou-se que ndo tinham efeitos inibidores nem
estimuladores que sugerem gque os efeitos inibidores de OPGhu
[22-401)-Fc foram devidas a porgdo de CPG da proteina de
fusdo. Ensaiaram-se formas adicionais de moléculas humanas e

de murino e os dados cumulativos esté&o resumidos no gquadro 1.
Quadro 1

Efeitos de vérias formas de OPG na formacdo de

osteoclastos in vitro

Estrutura de OPG Biloactividade relativa in vitro

+++ PG [22-401]-Fo
+++ PG [22-194]-Fc
++ PG [22-185)-F¢
- PG [22-180] -F¢
+H PG [22-401]

+++ DG [22-401] G195
+ PG [22-401] C202
- PG[22-401] G277
+ PG [22-401] C319
+ PG [22-401] G400
" PG [22-185]

++ b [22.104]

++ bg [22-200]

T PG [22-212)
T b [22-203]

i+ b [02.355]
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+++ PG [22-401]-Fo

+++ PG [22-201]-Fc

+++ PG [22-401]-Fc P26A
4+ PG [22-401}-Fe Y28F
++4+ PG [22-401)]

++ PG[27-401]}-Fc

+4 PG [29-401]-Fc

+-DPG [32-401}F¢ |
+4+, EDgq = 0.4-2 ng/mi
++, EDgp = 2-10 ng/ml
+, EDgg = 10-100 ng/mi
- EDgy > 100 ng/ml

Os dados cumulativos sugerem gue as sequéncias dos
amincdcidos 22-401 da OPG de murinc e humana sdo
completamente activas in vitro, quer guando estdo fundidos
com o dominic Fc ou guando ndo estdo fundidas. Inibem de uma
forma dependente da dose e possuem actividades semi-maximas
no intervalo de 2-10 ng/ml. A truncagem da terminacdo C de
murino no :esiduo 180 de treonina inactiva a moléculs,
enguanto as truncagens na cisteina 185 e para 1l& desse
residuc tém uma actividade cempleta. E previsivel que o
residuoc de cisteina localizado na poesicdc 185 forme uma
ligacdo 553 no dominio da regidc 4 da OPG. A eliminagdc deste
residuo noutras proteinas relacionadas com as proteinas do R-
FNT Jj& demonstrou antes que anulam a actividade biolégica
{Yan et al. J. Biol. Chem. 266, 12099-12104 (1984)). A
verificagdc dos reguerentes de' que OPGmu[22-180]-Fc esté
inactivo  enguanto  OPGmu [22-185]j-Fe esta acitvo, é
consistente com estas verificacdes. Isto sugere qﬁe os
residuos de aminodcidos 22-185 definem uma regidc para a

actividade de OPG.

Estas verificagdes indicam que tal como a OPG expressa
transgenicamente, a proteina OPG recombinante também suprimiu
a formacdo de osteoclastos tal como fol ensaiado num ensaioc

de formacio de osteoclastos. As experiéncias ao longo do
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tempo e o exame do aparecimento das células de TRFA+, células
R34+, células F480+ em culturas continuamente expostas a OPG
demonstram que nos blocos de OPC aparece TRFA+ e células de
3+, mas né&c células F480+. Pelo contradrio, TRFA+ e as
células de B3 comegam a aparecer tdao cedo come nce 4° dia que
se segue ao estakelecimento da cultura em culturas de
controlo. Apenas as células F480+ podem ser encontradas em
culturas tratadas com OPG e ©parecem estar presentes
gualitativamente num numerc igual as das culturas de
centrolo. Assim, o© mecanismo dos efeitos de OPG in vitro
parece envolver um blogueio na diferenciagéo de osteoclastos
numza etapa para além do aparecimento de monécitds—macréfagos
mas antes do aparecimento de células gque expressam qﬁer TREA
ou integrinas de (B3. Colectivamente, estas verificagdes
indicam que OPG ndo interfere com o crescimento geral e a
diferenciacdc de precursores de mondcitos-macrdéfagos a partir
de medula éssea, mas pelo contrdrio sugere que a OPG blogueia
especificamente a diferenciagdo selectiva de osteoclastos a

partir de precursores de mondcitos-macrdfagos.

Para determinar mais especificamenté quando é que a via
de diferenciagéo docs osteoclastos foil inibidora, utilizou-se
uma variante do processo da cultura in vitro. Esta variante,
descrita em (Lacey et al. éupra), utiliza macrdfagos da
medula Ossea Come  precursores dos osteoclastos. Os
precursores dos osteoclastos conseguem derivar-se a partir de
da recolha de células de medula Ossea ndo aderentes depois de
uma incubacio durante a noite em FEC-1/M-FEC, e a cultura das
células durante mais 4 dias com 1.000 - 2.000 U/ml de FEC-1.
- Apds os 4 dias de cultura, designada por fase de crescimento,
eliminaram-se as células ndo aderentes. As células aderentes,
que sdo macrdéfagos de medula éssea, podem entdo ser expostas

até 2 dias a varios tratamentos Na presenga de.l1.000 - 2.000
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U/ml de FEC-. Este periodo de 2 dias é designado por periodo
de diferenciacdo intermédia. Depois, as camadas de células
s&c novamente laﬁadas e depoils adicionam~se células ST-2 (1 X'
10° célula/ml), dexametasona (100 nM) e 1,25 (OH), D3 (10 nM}
durante os Ultimos 8 dias para o que se designa por periodo
de diferenciagdo terminal. Podem adicionar-se também agentes
de ensaic durante este periodo terminal. A aguisigdo de
marcadores fenotipicecs da diferenciagido de osteoclastos &

feita durante este periocdo terminal (Lacey et al. ibid).

Analisou-se OPGhu [22-401]1-Fc¢ {100 ng/ml) quanto aos

seus efeitos na formacdoc de osteoclastos neste modelo

adicionando-a durante quer o periode intermédic, terminal ou,
alternativamente em ambos o0s pericdeos de diferenciacgéao.
Realizaram-se tanto & citoquimica de TRFA como os ensaios de
solucdo. 0Os resultados do ensaio de solucdo estdo ilustrados
na figure 21. OPGhu [22-401]-Fc¢ inibiu o aparecimento da
actividade de TRFA gquando adicionadas tanto no periodo
intermédio come no pericdo terminal ou apenas nas Zfases de
diferenciagdo terminal. Quandec  se adicionam na fase
intermédia e depois se eliminam das culturas por lavagem,
ORGhu [22-401]-Fc¢ nd3o blogueiam o aparecimento da actividade
de TRFA nos produtos da lise em culturas. Os resultados da
citoguimica resultam em paralelo dos dados do ensaio da
solugdo. Colectivamente, estas observagdes indicam gue OPGhu
[22-401]-Fc apenas necessita de estar presente durante o
periodo de diferenciagdo terminal para exercer todos o0s seus

efeitcs supressores na formacgdo de osteoclastos.

B. Expetiéncias de estimulacdo de ILl-a e IL1-B in vivo

A IL1 aumenta a reabsorcdo déssea tanto sistemicamente

como localmente gquando injectada subcutaneamente sobre a
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calvéria do ratc (Boyce et al., Endocrinology 125, 1142-1150
(1989)). Os efeitos sistémicos podem ser avaliados pelc grau
de  hipercalcémia e os efeitos locais histologicamente
avaliando a dimensdo relativa da resposta mediada por
osteoclastos. O obiectivo destas experiéncias fol determinar
se CPGmu [22-401]-Fc recombinante podia modificar as acgdes
locais e/ou sistémicas da I11 quando injectada

subcutaneamente na mesma regido da calvéria como IL1.

Experiéncia de IL-18

Dividiram-se ratos machos (ICR Swiss, brancos) com 4
semanas de idade, pelos seguintes grupos de tratamento (5
ratos por grupo): Grupo de controlo: Animais tratados com
alfa IL1 {(os ratos receberam uma injecgdo por dia de 5 ug de
alfa-ILl); animais tratadcs com uma dose baixa de OPGmu [22-
401]-Fc (os ratos receberam uma injecgdo por dia de 10 pg de
OPGmu [22-401]¥Fc); animais tratados com uma dose baixa de
OPGmu [22-401]-Fc e alfa-1L1 (dcsagem igual a anterior):
animais tratados com uma dose elevada de OPGmu [22-401]-Fc
(0s ratos rebeberam 3 injeccbes por dia de 10 pg de OPGmu
[22-401]-Fc); animais tratados com uma dose elevada de CPGmu
[22-401]~FcC e alfa-ILl. Todos os_ratos receberam o mesmo
numero total de injecgdes de cada um dos factores activos ou
de.veiculo {albumina de soro bovino a 0,1 % em solugdo salina
tamﬁonada com fosfato). Todos os grupos foram sacrificados no
dia a seguir & Gltima injecgdo. Mediu-se o peso e os niveis
de c&lcic ionizado no sangue antes da das primeiras
injécgées, quatro depols da segunda injeccdc e 24 horas
depois da terceira injeccdo de ILl, imediatamente antes de os

animais serem sacrificados. Depois do sacrificio retirou-se a

calvdria e tratou-se para se seccionar em parafina.
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Experiéncia com IL1-¢

Dividiram-se ratos machos (ICR Swiss, Dbrancos) com 4
semanas de idade, pelcs seguintes grupos de tratamento (5
ratos por grupo)}: Grupoc de contreolo; animais tratados com
alfa-IL1 (os ratos receberam uma injeccdo por dia de 5 ug de
alfa-IL1l); animails tratados com uma dose baixa de OPGmu [22-
401]-Fc (os ratos receberam uma injecg¢dc por dia de 10 upg de
OPGmu [22-401}-Fc); animais tratadecs com uma dose baixa de
OPGmu [22-401]~Fc e alfa-1L1 (dosagem igual a anterior);
animails tratados com uma dose elevada de OPGmu [22-401]-Fc
(s ratos receberam 3 injeccdes por dia de 10 pg de OPGmu
[22-401]-Fc); animais tratados com uma dose elevada de COPGmu
[22-401]-F¢c e alfa-ILl. Todos o©s ratos receberam o© mesmo
nimero total de injecgdes/dia de cada um dos factores activos
ou de veiculo. Todos o0s grupos foram sacrificados no dia a
- seguir & 1ltima 1injeccdco. Mediu-se os niveis de célcio
ionizado no sangue antes da primeira injecg¢dc, quatro depois
da segunda injeccdo e 24 horas depois da terceira injeccdoc de
IL1, imediatamente antes de os animais serem sacrificados.
Mediu-se os pesos antes da primeira injecgdo, guatro horas
depois da segunda injecgdo e 24 horas depois da terceira
injeccdo de ILl, imediatamente antes de os animais serem
sacrificados. Depcis do sacrificio retirou-se a calvaria e

tratocu-se para se seccionar em parafina.

Processos histolégicos

Fixaram-se amostras de osscs de calvadria em formalina
zincada, descalcificou-se em acido férmico, desidratou-se por
meic de etanol e montou-se em parafina. Cortaram-se seccgles

(51.um de espessura) ao longo da calvaria adjacente & sutura

lambdéide e corou-se guer com hematoxilina quer com eosina ou.
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fez-se reagir para avaliar a actividade dz fosfatase &cida
resistente a tartrato {(Kit# 387A da Sigma) e contra-corou-se
com hematoxilina. Avaliou-se a reabscrgdc o6ssea nos ratos
tratados com ILl-w per processos histomorfeométricos
utilizando a osteo-medigdc (Osteometrics, Atlanta, GA) por
meio de caracteristicas histoldgicas em tragos num carretel
de digititalizagdo utilizando uma cémara de brilho montada
num microscdpio. Determincu-se © numero de osteoclastos, as
superficies alinhadas dos osteoclastcs e as superficies
erodidas nos espacos da medula do osso da calvaria. Mediram-
se 08 lados injectados e ndo injectados da calvaria

separadamente.

Reinicializacdo

ILl-o e IL1-B produziram hipercalcémia nas doses utili-

zadas, particularmente no segundo dia, presumivelmente por
inducdo sistematica do aumento da reabsorgdc ¢éssea. A
resposta hipercalcémica fei blogqueada pela OPGmu [22-401]-Fc
nos ratos tratados com ILl-beta e diminuiram signifi-
cativamente nos ratos tratados com ILl-alfa, sendo o efeito

mais aparente no 2° dia (Figura 22A—223).

A andlise histoldgica das calvdrias dos ratos tratados
com ILl-alfa e beta mostra que os tratamentos apenas com ILI
produziram um aumento marcado nos indices da reabsorcdo Ossea
incluindo: Numero de osteoclastos, superficie alinhada com os
osteoclastos, e superficie erodida (superficies que mostram
conchas profundas devido a acgdo dos osteoclastos (Figura

23B, quadro 2). Em resposta a ILl-o ou IL1-P, os aumentos na

" reabsorcic d&ssea foram semelhantes nos lados injectados ou

ndc injectados da calvaria. As injecgCes de opgMu [22-401]-Fc

reduziram a reabsorcdo &ssea tanto nos ratos tratados com
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ILl-alfa como nos gue receberam apenas veiculo mas esta

reducdo fol wvista apenas nos lados da calvaria injectados com

opgmu [22—401]—FcT

A explicacdo mais provavel para estas observagdes é que

OPGmu [22-401]1-Fc inibiu a reabsorcdo oé6ssea; uma conclusio

suportada pela redugdo tanto do nUmero total de osteoclastoes

como pela percentagem de superficie éssea disponivel gque

sofre a reabsorgio éssea, na regido da calvdria adjacente aos
sitios da injeccdo de OPGmu [22-401]-Fc. As acgdes de OPGmu

[22-401]-Fc parecem ser a mais marcadas Jlocalmente pela

histologia, mas o facto de OPGmu [22-401]-Fc¢ também ter

mederado a hipercalcémia induzida por IL1 sugere que OPGmu
subtis reabsorc&o ¢éssea

[22-401]-Fc tem efeitos mais na

sistémica.

Quadro 2. Efeitos de OPG nas variivels da reabsorcdo éssea em

ratos injectados com IL-1.

% de superficie os Superficie erodida Namero de osteoclastos /mm®
osteoclastos * D,P,) {mé&diatD,P,} adrea de tecido
Superficie Ossea % da superficié bssea (mé¢diatD,P,)
(médiatD, P, )
xperiéncia 1 Lado naoLado ado ndotado Lado ndolado injectado
injectado injectado  |injectado injectado " injectado
Controle 12,36 £ 3,44 [9,54 * 2,46 8,07 £ 3,9¢ 2,75 £ 3,16 32,51 + 11,09 2l?:,50 + 190,83
IL1-B 17,18 £ 1,30 [16,40 + 2,16 140,66 + 4,28 (37,53 £ 10,28 71,80 % 18,76 (60,89 at 5,16
(2,5 pg/dy
PG 10,12 + 3,71 [5,04 1,66 3,73 + 4,33 [4,19% 3,61 32,73 £ 11,08 (15,24 + 7,54
(40 pg/d)
OPG+IL1-B 8,61 £ 2,46 #13,26 2,50 |44,87 + 8,63 # 25,94 £6,82 [63,42 = 36,29 # 47,13 124,26
Fxperiéncia 2
Control 11,56 + 4,22 11,95 £ 2,97 [12,67 + 5,04 10,03 % 5,13 [51,72 at 23,93 56,03 + 30,70
ILl-o {Snug/d) [28,81 + 4,84 (23,46 + 5,76 (37,51 et 5,16[41,10 + 12,53 [113,60 + 18,04 [102,70+32,09
OPG 14,4041, 00 #4,26+2,54 [11,55-+4,14 #4;29i3,16 72,281-14,11  [#22, 65+6, 68
{(40pg/d)
OPG+ILl-u 29,58 £ 8,80 [#17,83£3,34 (33,66 £ 9,21 (24,38 48,88 (146,10 = 42,37'# 66,56 +15,62
# Diferente de lado ndo injectado p < 0,05 (por meio do teste t dos pares)
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C. Efeitos sistémicos de OPGmu [22-4011-Fc no crescimento dos

ratos

Dividiram-se ratos machos BDF1l com 3-4 semanas de idade,
com O peso variando de 9,2 - 15,7g por grupos de 10 ratos por
grupo. Injectaram-se estes ratos subcutaneamente com uma
solugdo salina ou com OPGmu [22-401]-Fc na ordem de 2,5 mg/kg
durante 14 dias (5mg/kg/dia). Radiografaram-se os ratos antes
do tratamento, no dia 7 e no dia 14. Sacrificaram-se o0s ratos
24 horas depois da f1ltima injecgdo. Retirou-se o fémur
direito, fixou-se em formalina zincada, descalcificou-se em
acido férmico e embebeu-se em parafina. Cortaram-se secgdes
na regido média da metdfise femoral distal e no eixo femural.
Determincu-se a densidade Ossea, por histomorfometria, em
seis regides adjacentes gue se estendiam do limite da
metafise da placa de crescimento, através da esponjosa
primadria e secundéria e ‘na diafise femural (eixo). Cada

regido media 0,5 X 0,5 mm?.

Alteracdes radiogréaficas

Passados sete dias de tratamento havia evidéncia de uma
zona de aumento da densidade éssea na zona esponjosa
associada as placas de crescimentc nos ratos tratados com
relativamente as que se viram nds controloes. Cs efeitos feram
particularmente impressionantes nas metdafases femcrais
distais e nas metafases tibiais proximais (Figura 24R-24B) .
Contudo também foram evidentes Dbandas com uma densidade
aumentada nos corpos vertebrails, na crista iliaca e na tibia
distal. No 14° dia, as regides de opacidade estenderam-se ac
longo dos eixos femural e tibial embora' a intensidade da

opacidade 'ao radio esteja diminuida. Adicionalmente, ndo
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havia diferencas no comprimentos dos fémures no f£im da
experiéncia ou nem alteragdes do comprimentc durante a
‘duragdo da experiéncia o gque implica que a OPG ndo altera o

crescimento dos ossos.

Alteracdes histoldgices

A metafise femural distal mostrou um aumento da
densidade éssea numas regibes que distavam 1,1 a 2,65 da
placa de crescimento (Figuras 25 e 26A-26B). Trata-se de uma
reglio que o osso & rapidamente eliminade pela reabsorcdo
induzida por ostecclastos em ratos. Nestes ratos jovens em
rédpido crescimento, ¢ aumento dos c¢ssos nesta regido
observou-se com ¢ tratamento com a OPG o que é coﬁsistente

com uma- inibicdc da reabsorgido 6ssea.

D. Efeitos da Osteoprotegerina na perda o6ssea induzida por

Ovariectomia em Ratos

Retiraram-se os ovérios {(0VX) &a doze ratos fémeas da
espécie Fisher com doze semanas de idade ou fez-se-lhes uma
operacdo simulada e fizeram-se medig¢des por absorciometria
por raios X (DEXA) da densidade 6ssea nas metafises femorais
distais. Passados 3 dias do périodo de recuperacao, os
animais receberam diariamente injec¢des durante 14 dias como
se segue: Os animais operadces de uma forma simulada receberam
veiculo ({solucgédo séiina témponada com fosfato); dez animais
OVX receberam veiculo (solucdo salina tampcnada com fosfato);
seis animais OVX receberam OPG-Fc a 5 mg/kg SC; seis animais
OVX receberam pamidronatc (PAM) 5mg/kg SC; seis animais OVX
receberam estrogénio (ESTR) 40ug/kg SC. Passadocs 7 e 14 dias
do tratamento tinham uma densidade éssea que foi medida por

DEXA. Dois dias apdés a ultima injeccdc, o©g animais foram
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mortos e retirou-se a tibio e o fémur direitos para avaliacédo

histoldgica.

As medigdes da densidade déssea feitas por DEXA mostraram
uma tendéncia para a redugdoc da densidade éssea no seguimento
da operagdo deos ovarios qgue tinha sido blogueada pela CPG-Fc.
Os seus efeitos foram semelhantes aos dos agentes anti-
reabscrgdo conhecidos estrogénic e pamidronato. (Figure 27).
A andlise histomorfométrica confirmou estas cobservagdes com o
tratamento com OPG-Fc a produzir uma densidade dssea que era
significativamente mais elevada nos rates OVX do gque a
verificada nos ratos n&c tratados por OVX (Figura 28Estes
resultados confirmam a actividade da OPG na perda &ssea
associada com a falta de‘estrogénio endbégeno no seguimento de

‘ovariectomia.

Resumo in vivo

As acctes in vivo da OPG recombinante sdo paralelas das
alteragbes observadas nos ratos transgénicos tratados com
OPG. A reducdo do numero de osteoclastos observada na OFG
transgénica & reproduzida por injecgdo local de  OPG
recombinante na calvéria tanto em ratos normais como em ratos
tratados com ILl-o cu IL1-B. Os ratos transgénicos por OPG
desenvolveram um fenétipo .osteopetréticas com um preen-
chimento progressivo da cavidade da medula com ossos e
cartilagem ndc remodelada gque se estende das placas de
crescimento desde o© dia 1 progressivamente depois do
nascimento. Em ratos normais com trés semanas de idade (em
crescimento), os ftratamentos com OPG também levaram a
reten¢do de osso e de cartilagem ndo remcdelada em regides da
formacéo bssea ‘endocdndrica, um efeito observado

radiograficamente e confirmado histologicamente. Assim, a OPG
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recombinante produz alteracdes fenotipicas em animais normais
semelhantes 3s vistas em animais trénsgénicos e as alteracgdes
sdc consistentes com a inibicdo induzida por OPG na
reabsorcdo &ssea. Com base nos ensaios in vitro da formacgéo
dos osteoclastos, uma porcdo significativa desta inibicdo &
devida & formacgido de osteoclastos defeituosos. Consistente
com esta hipdtese, a OPG bloqueia a osteoporose induzida por
ovariectomia em ratos. A perda &éssea neste modelc &€ conhecida

poer ser mediada por osteoclastos, activados, sugerindo um

papel para a OPG no tratamentc da osteoporose primaria.
EXEMPLO 12
Derivadeos de OPG por tratamento com polietileno-glicol

Preparagdo de conjugados de PEG-OPG de terminal N por

algquilacdo redutora y

OPGhu met [22-194] P25A foi permutada com um tampdo em
NaCAc 25-50 mM, a pH 4,5-4,8 e concentrou-se para 2-5 mg/ml.
Utilizou-se esta solugdo para realizar uma agluilacéo
iedutora de OPG com aldeidos comportando PEG, monofuncicnais
a 5-7 °C. 0s aldeidos comportando PEG, monofuncionais,
lineares ou ramificados, PM=1 a 57 kDa (disponivel na
Shearwater Polymers) foram adicionadeos a solugdoc de CPG sob a
forma de sdlidos em quantidades que constituem 2-4 moles de
aldeidos comportando PEG por mole de CPG. Depois dav
dissolugdo do polimero numa solucdo de proteina, adicionou-se
cianoboro-hidreto de sédio até a uma concentracdoc final de 15
a 20 mM na mistura reaccional de solucdoc de reserva 1-1,6 M
preparada de fresco em agua DI fria. O progresso da reaccgdo e
a extensdo do tratamentec de OPG com peolietileno-glicel foi

monitorizado com CLAR por exclusic de dimensdoc numa coluna

152



G3000SWxL (Toso Haas) eluindo—se com NzPO, 100 mM , NaCl 0,5
M , etancl a 10 %, a pH 6,9. Normalmente deixa-se a reacgédo
prosseguir durante 16-18 horas, apds o que se diluiu a
mistura reaccional 6-8 vezes e baixa-se o pH para 3,5-4. A
mistura reaccional & fraccionada por cromatografia de permuta
iénica (HP SP Hiload 16/10, Pharmacia) eluindo-se com NaOAc
20 mM 2 pH 4 com um gradiente linear até NaCl 0,75 M em 25
volumes de coluna a uma velocidade de fluxo de 30 cm/h. As
fracedes de OPG com mono—-, di- ou polli-PEG foram reunidas e
caracterizadas por CED (cromatografia por exclus&o de
dimensdo, CLAR e EGPA-SDS. Por meio da sequenciagdo do
terminal N, determinou-se que o conjugado de monoPEG-0PG, o
principal produto da reacgic na maior parte dos casos, foi 98

% de OPG modificada por PEG com terminal N.

Este processo fol utilizado geralmente para preparar os
seguintes conjugados de PEG-CPG de terminal N (em gue OPG
representa OPGhu met [22-194] P25A: monoPEG de 5 kD, PEG
mono—ramificado de 10 kD, moncPEG de 12 kD, monoPEG de 20 kD,
PEG mono-ramificado de 20 kD, monoPEG de 25 kD, monoPEG de 31
kD, monoPEG de 57 kD, diPEG de 12 kD, diPEG de 25 kD, diPEG
de 31 kD, diPEG de 25 kD, triPEG de 25 kD.

Preparacdc de conjugados de PEG-CPG por acilagéo 

OPGhu met [22-194] P2Z25A foli permutada com um tampdo em
tampdc de BICINE 50 mM, a pHE 8 e concentrou-se para 2-3
mg/ml. Utilizou-se esta solugdo para realizar a acilagdo de
OPG com ésteres monofuncionais de PEG-N-hidroxisuccinimidilo
4 temperatura ambiente. Esteres lineares ou ramificados de
PEG-N-hidroxisuccinimidilo, PM=1 a 57 kDa (disponivel na
Shearwater Polymers) foram adicicnados & solucdc de OPG scb a

forma de sé6lidos em quantidades.gue constituem 4-8 moles de
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ésteres de PEG-N-hidroxisuccinimidilc por mole de OPG. O
progrésso da reaccgdo e a extensdo do tratamento de OPG com
polietileno-glicol foi monitorizado com CLAR por exclusdo de
dimensdo numa coluna G30008WxL (Tosc Hazs) eluindo-se com
NaPO, 100 mM , NaCl 0,5 M, etancl a 10 %, a2 pH 6,9.
Normalmente deixa-se a reacgido prosseguir durante 1 hora,
apds o que se dilui & mistura reaccional 6-8 vezes e baixa-se
o pH para 3,5-4. A mistura reaccional & fraccionada por
cromatografia de permuta idnica (HP SP HiLoad 16/10,
Pharmacia) eluindo-se com, NaOAc 20 mM a pH 4 com um
gradiente linear até NaCl 0,75 M em 25 volumes de coluna a
uma velccidade de fluxo de 30 cm/h. As fraccgdes de OPG com
mono-, di- ou poli-PEG foram reunidas e caracte-rizadas por

CED, CLAR e EGPA-SDS.
Este processo foi normalmente utilizado para preparar oS
conjugados de PEG-OPG que se seguem: poliPEG de 5 kD, poliPEG

de 20 kD, PRG poli ramificado de 40 kD, pcli PEG de 50 kD.

Preparacdo de PEG-0PG dimérico

Prepara-se QPGhu met [22-194] PZ5A por tiolaggdo a 1-3
mg/ml num tampdo de fosfato a um pH quase neutro.  Adiciona-se
anidrido mecarpto-sucbinico de S-acetilo (AMSA) num excesso
molar de 3-7 vezes ao mesmo tempo que se mantém o pH a 7,0 e
agitou-se a 4 °C durante 2 hrs. Separa—ée a OPG monotiolada
da OPG ndo ticlada ou ndo modificada por cromatografia de
permuta idnica e o tiol protegido ¢é desprotegido por
tratamento com  hidroxilamina. Depois da  desproteccdc,
elimina-se a hidroxilamina por filtragdc em gel e a OPG
monotiolada resultante ¢é submetida a uma variedade de
reticula@ées guimicas especificas do tiol. Para gerar um

dimero ligado por disulfureto, deixa-se & 0OPG tiolada a > 1
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mg/ml sofrer uma oxidagdo aoc ar por didlise em tampdo de
fosfato ligeiramente basico. Preparou-se o dimero do tioéter
de OPG covalente fazendo reagir o) reticulador de
bismaleimida, N,N-bis(3-maleimido propianil)-2-~hidroxi 1,3
propano com a OPG tiolada a > 1 mg/ml numa relagdo molar de
0,6x de reticulador : OPG em tampdoc de fosfato a pH €,5. Do
mesmo modo, produzem-se o PEG bicirculares por reaccgdo de
quantidades sub-esteguiométricas de reticuladores de bis-
maleimida e PEG com CPG ticlada a > 1 mg/ml em tampéo de
fosfato a pH 6,5. Qualguer um dos conjugados diméricos pode
ainda ser purificado utilizando quer cromatografia de permita

iénica, guer cromatografia de exclusdc por dimenséo.

Os conjugados diméricos de PEG-0PG (em que OPG
representa OPGhu met [22-194] P25A preparada utilizando os
procedimentos anteriores incluem dimeros de OPG.-ligados por
digulfureto, dimeros de OPG e ticéter covalentes com um
reticulador do tipo de amina alifética, mono-halteres e

halteres de PEG de 3,4 kD e BkD.

Fez-se a analise dos conjugados de PEG-0PG quanto a
actividade in vitro utilizando o ensaic de maturacdo de
osteoclastes descrito no exemplo 11 A-e quanto a actividade
in vivo medindo o© aumento da densidade d&ssea depcols da
injecgdo em ratos tal como descrite no. exemplo 11C. A

actividade, in vivo, estd ilustrada no quadro 3.
Quadro 3
Actividade bicldgica in viveo de OPG comportando PEG

Estrutura de CPG Aumento da densidade &éssea na tibia
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OPGmu
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CPGhu
OPGhu
OPGhu
OPGhu
OPGhu
OPGhu
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OPGhu
OPGhu

Amet[22—l94]

met[22-1941PEG de 5 k
met[22-194]PEG de 20 k

met[22-194]
met [22-194]
met [22-194)
met [22-194]
met [22-194]
met [22-194]
met [22-194]

met [22-194]

met [22-124]1P25A reticulacgic de disulfureto

PZ5A
PZ5A4
P25A
P25A
P25A
P25A
P25A
P25A

PEG

PEG de 20k

PEG de 31k

PEG de 57k

PEG de 12k

PEG ramificado de 20k
dimero de PEG de 8k

N
;
+
4
4
+
:
+

Embora a presente invengdc tenha sido descrita pelo que

se considera serem os seus enguadramentos preferidos, ela nido

se limita aos enguadramentos descritos.

Lisboca, 4 de Dezembro de 2008
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REIVINDICACOES

Polipéptido caracterizado pelo facto de compreender a
seqguéncia de aminodcidos das figuras 9C-9D (SEQ ID NO:
125) com o©s residuos 22 a 401 dinclusive ou um seu
fragmento ou uma parte truncada dos residuos, em gue urn
ou mais polimeros soldvelis em agua que estio ligados ao
polipéptido e em gque o© polipéptidd inibe a formacdo de

osteoclastos.

“Polipéptido, de acordo com a reivindicagdo 1, caracte-
rizado ©pelc facto de compreender o©s residuos de

amincdcidos 22 a 401 das figuras 9C-9D (SEQ ID NO: 125).

Pclipéptido, de acordo com a reivindicagdo 1, caracte-
rizado pelo facto de compreender um fragmento dos

residuos 22 a 401 das figuras 9C-9D (SEQ ID NO: 125).

Polipéptido, de acordo com a reivindicagZo 1, caracte-
rizado pelo facto de compreender uma parte truncada dcs

residuos 22 a 401 das figuras 9C-9D (SEQ ID NO: 125).

Polipéptido, de acorde com a reivindiéagéo 1, caracte-
parte truncada compreenderem uma eliminacdo ou uma parte
truncada do terminal carboxi de parte cu de todos os
residuos de aminoacidos 180 a 401 das figuras 9C-9D (SEQ
ID NO:.125).

Polipéptido, de accrdo com a reilvindicac3o 1, caracte-
rizado pelo facteo de © fragmento ou a parte truncada
compreenderem os residucs 22 a 185 das figuras 9C-9D (SEQ

ID NO: 125).



7. Polipéptido de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo facto de o polimero soluvel em Agua se seleccionar
entre um ou mais de polietileno-glicecl, copolimero de
etileno—-glicol/propilenc-glicoel, carboximetilcelulose,

dextrano, e &lccol de polivinilo.

8. Polipéptido de acorde com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo facto de o polimerc solivel em agua estar ligado

numa posigdo pré-determinada no polipéptido.

. 9. Polipéptido dejacordo.com a reivindicagdo 1, caracterizadc
pelo facto-de compreender, ligade a ele, deois.ou mais

polimeros soltveis em &agua.

10. Polipéptidoc de accorde com a reivindicagdo 7, caracte-
rizado pelo facto de o polietileno-glicol estar ligado a

terminagdc amino.

11. Polipéptido de acordo com as reivindicagcdes 7 ou 10,
caracterizadeo pelo facto de o polietileno-glicol ter um
peso molecular seleccionadc entre um ou mais de 5 kD, 10

kD, 12 kD, 20 kb, 25 kDb, 31 kD, e 57 kD.

12. Dimero reticulado de osteprotegerina {(OPG) caracterizadoc
pelo facto de ser formado por um ou mals polimeros
soliveis em &dua ligados e ligando dois polipéptidos que
compreendem a sequéncia de aminocacidos das figuras 9C-9D
(SEQ ID NO: 125) dos residuos 22 a 401 inclusive, ou um
seu fragmentc ou uma sua,parte truncada, em gue c© dimero

inibe a formacdo de osteoclastos.

13. Composicdo farmacéutica caracterizada pelo facto de

compreender uma guantidade efectiva, sob ¢ ponto de vista

2



14.

15.

le.

17.

terapéutico, do polipéptido de acordo com a reivindicagéc
1 num veicule, adjuvante, solubilizante, estabilizador
g/ou antioxidante aceitdveis sob ¢ ponto de vista

farmacéutico.

Utilizacgdo do polipéptido de acordo com a reivindicacgédo 1
caracterizada pelo facto de se destinar ao fabrico de um

medicamento para o tratamento de um distirbio dos ossos.

Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1 caracterizada
pelo facto de o distirbio dos ossos ser uma perda Ossea

excessiva.

Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 14 caracterizada
pelo facto de o disturbic dos ossos se seleccicnar entre
um ou mails de osteoporcse, decenga de Paget, hiper-
calcémia, hiperparatiroidismo, ostecpénia induzida por
esterdides, perda ossea devida a artrite reumatédide,
perda o6ssea devida a osteomielite, metdstases osteoli-

ticas e perda éssea periodontal.

Utilizagdo de acordo com a reivindicacdo 14 caracterizada
pelo facto de o© medicamento ainda compreender uma
guantidade efectiva sob o ponto de vista terapéutico de
uma substincia seleccionada entre uma ou mais proteinas
morfogénicas dos osscos PMO-1 a PMO-12, um elemento da
familia dos FCT-beta (factor de crescimento do tumor), um
inibidor de I1-1, um inikidor de ¥FNT-alfa (factor de
necrose de tumer), uma hormona da paratirdide ou um seu
andlogo, uma hormona da paratirdide relacionada com uma
proteina ou um seu ané&logo e uma prostaglandina da série
E, um bisfosfonatd e um mineral de fortalecimento dcs

O0380s.

Lishoa, 4 de Dezembro de 2008 : 3
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