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Este invento refere-se ao processo de preparagdo de uma nova proteina
de ligagdo ao factor de crescimento semelhante & insulina purificada
(IGFBP), seleccionada do grupo consistindo na proteina de ligagdo ao
factor de crescimento semelhante & insulina tendo uma sequéncia de
aminodcido que, preferivelmente, €, pelo menos, 70% homdloga & se-
sequéncia de aminodcido, e fragmentos das mesmas que sdo capazes de
se ligar a um anticorpo especifico para a proteina ou para um factor
de crescimento semelhante & insulina. Esta nova IGFBP é designada
aqui como IGFBP-6. As moléculas de DNA recombinantes codificando as
proteinas de ligacdo e subsequéncias das mesmas sfo também descritas
conjuntamente com microorganismos recombinantes e linhas celulares
contendo as moléculas de DNA e métodos para produzir as proteinas de
ligacdo usando hospedeiros recombinantes contendo moléculas de DNA
relevantes. Anticorpos para as proteinas, Uteis em vdrias aplicacdes
de diagndstico, s&do também descritos.
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MEMORTIA DESCRITIVA

Campo do invento

O presente invento relaciona-se, de um modo geral, com
a produgédo de polipéptidos a partir de moléculas de DNA
recombinante que codificam tais polipeéptidos. Mais
especificamente, este invento relaciona-se com uma nova proteina
de ligagdo éo factor de crescimento semelhante & insulina
(designada aqui como IGFBP-6), a moléculas de DNA recombinante
codificando este polipéptido, e a métodos para a produg8o de

IGFBP-6 a partir de células hospedeiras recombinantes.

Descrig8io da técnica relacionada

Factores de crescimento semelhantes & insulina (IGFs)
s8o hormonas polipeptidicas de baixo peso molecular com homologia
estrutural para a pro-insulina. S&o conhecidos dois IGFs
diferentes, denominados IGF-I e IGF-II, que sdo mitogénicos in
vitro para uma grande variedade de células em cultura de tecidos.

Ambos o0s IGFs estimulam, in vitro, o crescimento de varios



tecidos, e em particular, induzem a sintese de colagénio. O IGF-I
medeia o efeito promotor do crescimento da hormona de crescimento
na condrogenese e na formag8o do osso, e & por isso essencial
para o crescimento normal do individuo. Isto ¢ demonstrado pelo
facto de os pigmeus e os cdes d’agua pequenos serem deficientes
em IGF-I mas terem um nivel normal de hormona do crescimento no
Seu soro. Pensa-se que o IGF-II desempenha um papel chave no
desenvolvimento fetal e no desenvolvimento dos nervos.
Complementarmente ao seu efeito primadrio no tecido
esquelético, os IGFs também exibem fung&es de estimulag8o do
crescimento noutros tecidos. Sabe-se que os fibroblastos das
feridas produzem IGFs que s8o eficazes na estimulagdo do
crescimento dos fibroblastos e sintese de colagénio, uma proteina
estrutural normalmente requerida para a cicatriza¢8o de feridas.
A vascularizagéo do tecido ferido ¢ também induzida. Além disso,
também se descobriu que os IGFs tém uma actividade semelhante a
eritropoietina, no que respeita a indugdo da hematopoiese.
Estudos recentes demonstraram também que os IGFs
produzidos por certas células cancerosas, por exemplo, as células
cancerosas do peito e do rim, auto-estimulam a proliferagdo das
células cancerosas e dos tecidos vasculares e fibrosos
necessdrios para suportar o crescimento dos tecidos cancerosos.
Além disto, ambos os IGF’'s mostram um espectro de
actividades metabdlicas semelhante ao da insulina, dado que
estimulam, em particular, o transporte e metabolismo da glucoée.
Os efeitos bioldégicos dos IGFs e da insulina s&o mediados atraves
da sua ligagdo a receptores especificos. Em particular, ambos os

IGFs tém a capacidade de se ligar ao receptor da insulina com uma



afinidade aproximadamente 100 vezes mais baixa do que a insulina.

Ambos 0s IGFs tém um concentragdo no sangue
aproximadamente cem vezes mais elevada do que a da insulina. A
hipoglicémia ¢ evitada por um mecanismo regulador que envolve
proteinas transportadoras presentes no sangue e capazes de formar
complexos com os IGFs. Assim, os IGFs circulam no sangue na forma
de um complexo que ndo tem actividade semelhante & da insulina.
Atraveés da sua associlagdo com proteinas transportadoras
(referidas adiante como proteinas de ligagdo ao IGF ou IGFBPs), &
inibida a liga¢ao dos IGF’'s aos receptores da superficie da
célula. Também foi demonstrado que outra fung&#o das proteinas de
ligagdo ao IGF € aumentar a curta vida média dos IGFs, os quais
estdo sujeitos a uma rdpida degradag8o proteolitica quando
presentes no sangue na sua forma livre.

De acordo com o que se disse, os IGFs podem ser Wteis
in vitro para estimular a) o crescimento de animais e humanos com
deficiéncia na hormona do crescimento, b) a regeneragdo de
tecidos, tal como eritropoiese e condrogénese, c) a cicatrizagé&o
de feridas e d) as fun¢des de varios orgdos, por exemplo, do
figado ou rim. Como resultado da sua actividade estimuladora da
condrogénese, os IGFs sdo de uso particularmente apropriado para
a formagdo do osso, por exemplo, no tratamento da osteoporose. Os
IGFs para usar nos tratamentos acima referidos s8o administrados
de forma vantajosa a um sujeito em associag8o com, pelo menos,
uma proteina de ligag8o ao IGF. Através da sua associag8o com
proteinas transportadoras (referidas adiante como proteinas de
ligag8o ao IGF ou IGFBPs), a ligag&o dos IGFs aos receptores da

superficie da célula ¢ inibida. Também foi demonstrado que outra



fungdo das proteinas de ligag8io ao IGF & aumentar a curta vida
média dos IGFs, os quais estdo sujeitos a uma rapida degradagdo
proteolitica quando presentes no sangue na sua forma livre.

A administrag¢8o da combinag8o do IGF e da proteina de
ligag8o ao IGF, em vez do IGF sézinho, tem efeitos benéficos
incluindo a prevengdo da hipoglicémia e possiveis efeitos
mitogénicos nos locais de injecg¢do, e o prolongamento da vida
meédia do IGF. Além disso, descobriu-se que as proteinas de
ligagdo também s&o Wteis para potenciar o efeito semelhante a
eritropoietina do IGF-I. As proteinas de ligag8o podem também ser
tteis para orientar os IGF’s para tecidos especificos.

Quando administradas sézinhas, isto ¢, sem qualquer
IGF, as proteinas de ligagdo podem também ser dteis
terapeuticamente para bloquear os efeitos adversos dos IGFs, tal
como os que ocorrem quando os IGFs s&do produzidos em excesso, por
exemplo, IGFs livres secretados por certas ceélulas cancerosas,
por exemplo células cancerosas produzindo hormonas, tais como
células cancerosas do peito ou rim. A terapia com proteinas de
ligagdo ao IGF pode também prevenir a cegueira como um efeito
secunddrio da proliferagdo da diabetes que afecta a retina. De
facto foi demonstrado que os IGFs podem ser um dos factores
estimuladores da proliferag8o endotalial e de fibroblastos na
diabetes que afecta a retina.

Um outro uso terapéutico das IGFBPs é o controlo do
crescimento excessivo dos sujeitos deficientes em proteina de
ligag8o ao IGF, dado que & bastante provavel que elevados niveis
de IGF, combinados com niveis anormalmente baixos de proteinas de

ligagdo, s&o responsaveis pelo crescimento excessivo.



Formas conhecidas de IGFBPs incluem a IGFBP-1, tendo um
peso molecular em humanos de aproximadamente 30-40 kD. Ver, por
exemplo, Povoa, G. et al., Eur. J. Biochem (1984) 144:199-204,
que refere a IGFBP-1, isolada e purificada a partir de fluido
amniético; Koistinen, R. et al., Endocrinology (1986) 118:1375-
1378, que refere a IGFBP-1 isolada e purificada a partir de
placenta humana; Powell, D.R. et al., J. Chromatogr. (1987)
420:163-170, .que refere a IGFBP-1 de 30-40 kD, isolada e
purificada a partir de meio condicionado de células de hepatoma
G2 (Hep-G2); Lee, Y. L. et al., Mol. Endocrinol. (1988) 2:404-
411, que refere uma sequéncia de aminoacidos da IGFBP-1 isolada a
partir de células Hep-G2; Brikman, A. et al., The EMBO Journal
(1988) 7:2417-2423, que refere uma biblioteca genémica de cDNA de
IGFBP-1 da placenta; Brewer, M. T. et al., Bioch. Biophys. Res.
Com. (1988) 152:1289-1297, que diz respeito a sequéncias de
nucledtidos e aminoadcidos para a IGFBP-1 clonada a partir de uma
biblioteca uterina humana decidua; W089/09792, publicada em 19 de
Outubro de 1990, de Clemmons, D.R., et al., diz respeito a
sequeéncias dé CDNA e a vectores de clonagem para a IGFBP-1 e
IGFBP-2; WO89/08667, publicada a 21 de Setembro de 1989, de Drop,
L. S., et al., diz respeito a uma sequéncia de aminodcidos da
proteina de ‘ligacao-l ao factor de crescimento semelhante a
insulina (IGFBP-1); W089/09268, publicada em 5 de Outubro de
1989, de Baxter, R.C., diz respeito a a uma sequéncia de cDNA da
IGFBP-1 e a métodos de expressdo para a IGFBP-1.

A IGFBP-2 tem um peso molecular de, aproximadamente,
33-36 kd. Ver, por exemplo, Binkert, C. et al., The EMBO Journal

(1989) 8:2497-2502, que diz respeito a uma sequéncia de



nucledtidos e a sequéncia deduzida de aminodcidos para a IGFBP-2.

A IGFBP-3 tem um peso molecular de, aproximadamente,
150 kd. Ver, por exemplo, Baxter, R.C. et al., Bioch. Biophys.
Res. Com. (1986) 139:1256-1261, que diz respeito a uma sub-
unidade de 53 kd da IGFBP-3 que foi purificada a partir de soro
humano; Wood, W.I. et al., Mol. Endocrinol. (1988) 2:1176-1185,
que diz respeito a uma sequéncia de aminoacidos completa para
IGFBP-3 e & expressdo celular do cDNA clonado da IGFBP-3 em
culturas de células de tecidos de mamifero; W090/00569, publicada
a 25 de Janeiro de 1990, de Baxter, R.C., que diz respeito ao
isolamento, a partir de plasma humano, de uma sub-unidade &cida
instavel (ALS) do complexo (IGFBP), e a sequéncia particular de
amino&cidos para a ALS diz respeito a uma sub-unidade da IGFBP-3.

Para formas ndo humanas, ver, por exemplo, Mottola, C.
et. al., Journ. of Biol. Chem. (1986) 261:11180-11188, que diz
respeito a uma forma n&o humana da IGFBP que foi isolada em meio
condicionado -de células de figado de rato BRL-3A e tem um peso
molecular de aproximadamente 33-36 kd; Lyons, R. M. et al., Mol.
Cell. Endocrinol. (1986) 45:263-270, que diz respeito a uma
proteina de 34 kd clonada em células de figado de rato BRL-3A
designada por MCP; Publicagdo EPO No. 369.943, publicada em 23 de
Maio de 1990, de Binkert, C., et al., que diz respeito a uma
sequéncia de cDNA de uma proteina de ligagdo de BRL-3A de rato e
usa esta sequéncia para verificar trés bibliotecas de cDNA
humano.

Mohan, S. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (1989)
86:8338-8342, que diz respeito a uma sequéncia de aminoacidos N-

terminal para uma IGFBP (designada aqui como IGFBP-4, mas, usando



a terminologia dos requerentes como referida nos pedidos listados
a seguir, corresponde actualmente & IGFBP-5) isolada de um meio
condicionado por células humanas de osteosarcoma, e Shimasaki, S.
et al., Mol. Endocrinology (1990) 4:1451-1458, que diz respeito a
cDNAs de IGFBﬁ codificando uma IGFBP (designada aqui por IGFBP-4,
mas, usando" a terminologia dos requerentes, corresponde
actualmente & IGFBP-5) de rato e humana.

O Pedido co-pendente No. de série 07/574.613,
depositado em 28 de Agosto de 1990, e que & co-pertenga dos
presentes requerentes, diz respeito ao material genético IGFBP-4
e IGFBP-5 e a sequéncias de aminodcidos; o Pedido co-pendente com
o No, de série 07/576.648, publicado a 31 de Agosto de 1990, e
que ¢ co-pertenga dos presentes requerentes, diz respeito a
sequéncias de aminoacidos da IGFBP-4; o conjunto de pedidos com o
No de série 07/576.629, publicado a 31 de Agosto de 1990, e que &
co-pertenga dos presentes requerentes, diz respeito ao material
genético que codifica a IGFBP-4; o pedido co-pendente com o No.
de série 07/577.391, publicado a 31 de Agosto de 1990, e que &
co-pertenga dos presentes requerentes, diz respeito as sequéncias
de amino&cidos da IGFBP-5; o pedido co-pendente com o No. de
série 07/577.392, publicado a 31 de Agosto de 1990, que & co-
pertenga dos presentes requerentes, diz respeito ao material
genético que codifica a IGFBP-5.

Zapf, J. et al., J. of Biol. Chem. (1990) 265:14892~
14898, diz respeito a quatro IGFBP's (IGFBP-2, IGFBP-3, uma forma
truncada da IGFBP-3, e IGFBP-4) isoladas a partir de soro humano
de adulto, por cromatografia de afinidade com o factor de

crescimento semelhante a insulina (IGF) e por cromatografia



liquida de elevada resolugso.

A existéncia de um grande no de diferentes proteinas de
ligagdio ao IGF indica que estas proteinas devem ter diferentes
fungbes. Dado que ¢ possivel diagnosticar estados de doenga e
modificar por véarias vias diferentes a actividade biolégica dos
IGF’'s, wusando as ja conhecidas proteinas de ligag&8o, existe um
significativo interesse na descoberta de novas proteinas de

ligag8o ao IGF tendo as mesmas ou diferentes propriedades

biolégicas.

Sumdrio do invento

Por conseguinte ¢é um objectivo do presente invento
fornecer uma proteina de ligagdo ao IGF, diferente da IGFBP-1,
IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-4 e IGFBP-5.

Ainda outro objectivo do presente invento consiste em
fornecer uma nova proteina de ligagdo ao IGF, usando moléculas de
DNA recombinante capazes de expressar a nova proteina de ligag¢do
ao IGF (desiganda aqui por IGFBP-6), com o objectivo de produzir
a proteina de ligagdo.

Estes e outros objectivos do invento foram conseguidos
através do fornecimento de uma IGFBP purificada, seleccionada de
um grupo consistindo de uma IGFBP tendo uma sequéncia de
aminoadcidos que ¢ pelo menos 60%, preferencialmente 70%, mais
preferencialmente 85% e ainda mais preferencialmente 90% homoéloga
a sequéncia de aminoacidos da Figura 1, e fragmentos desta, em
que os fragmentos teém comprimento suficiente para serem tinicos a
esta proteina de ligagdo (por exemplo, 10, 15, 20, ou 25
aminoacidos consecutivos da dita sequéncia), e em que a proteina

de ligagdo purificada ¢ capaz de se ligar a um anticorpo



especifico para a IGFBP-6 ou a um factor de crescimento
semelhante & insulina. Moléculas proteicas de liga¢8o produzidas
por recombinagdo, e anticorpos que reconhecem a nova proteina de
ligag8o, fazem também parte do invento.

Uma - vantagem significativa da produg&o de IGFBP-6 por
técnicas de DNA recombinante, em vez do isolamento da IGFBP-6 a
partir de fontes naturais, ¢ que podem ser produzidas quantidades
equivalentes de IGFBP-6 usando menos material inicial do que o
que seria necessdrio para isolar a proteina de ligago a partir
de uma fonte natural. A produgo de IGFBP-6 por técnicas
recombinantes também permite que a IGFBP-6 seja isolada na
auséncia de algumas moléculas normalmente presentes nas células
que naturalmente produzem IGFBP-6. De facto, composigtes de IGFBP
completamente livres de qualquer vestigio de contaminantes
proteicos humanos podem ser rapidamente produzidas dado que a
unica proteina humana produzida pelo hospedeiro recombinante n&o
humano ¢é a IGFBP recombinante. Também s8o evitados potenciais
agentes virais de fontes naturais. E também evidente que as
técnicas de DNA recombinante podem ser usadas para produzir
derivados polipeptidicos da IGFBP-6 que n8o se encontram na

natureza, tal como as variag8es descritas a seguir.

Breve Descrigdo do Desenho

A Figura 1 ¢ um diagrama esquemdtico que mostra a
sequéncia de aminodcidos e nucledtidos de um clone que codifica

a IGFBP-6 humana.



Descrig8o das Modalidades Especificas

Sé&o fornecidas novas composig8es compreendendo
proteinas recombinantes produzidas usando sequéncias que
codificam a IGFBP-6 e fragmentos derivados desta, em conjunto com
proteinas isoladas a partir de fontes naturais, bem como

proteinas expressas recombinantemente, e métodos para produgéo

destas proteinas.

l. Definig8es

A pratica do presente invento utilizara, a n8o ser que
de outra forma indicado, técnicas convencionais de biologia
molecular, microbiologia, DNA recombinante, e imunologia, as
quais estdo dentro do campo da técnica. Tais técnicas estdo
completamente explicadas na literatura. Ver, por exemplo,
Sambrook, et al., MOLECULAR CLONING; A LABORATORY MANUAL, SECOND
EDITION (1989); DNA CLONING, VOLUMES I E II (D. N. Glover ed.
1985); OLIGONUCLEOTIDE SYNTHESIS (M. J. Gait ed, 1984); NUCLEIC
ACID HIBRIDIZATION (B. D. Hames & S. J. Higgins eds. 1984);
TRANSCRIPTION AND TRANSLATION (B. D.Hames & S. J. Higgins eds.
1984); ANIMAIL CELI: CULTURE (R. I. Freshney ed. 1986); IMMOBILIZED
CELLS AND ENZYMES (IRL Press, 1986); B. Perbal, A PRATICAL GUIDE
TO MOLECULAR CLONING (1984); as séries, METHODS IN ENZYMOLOGY
(Academic Press, Inc.); GENE TRANSFER VECTORS FOR MAMMALIAN CELLS
(J. H. Miller e M. P. Calos eds. 1987, Cold Spring Harbor
Laboratory), Methods in Enzymology, Vol. 154 e Vol. 155 (Wa e
Grossman, e Wu, eds., respectivamente), Mayer e Walker, eds.
(1987), IMMUNOCHEMICAL METHODS IN CELL AND MOLECULAR BIOLOGY

(Academic Press, London), Scopes, (1987), PROTEIN PURIFICATION:
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PRINCIPLES AND PRACTICE, Segunda edig8o (Springer-Verlag, N.Y.),
€ HANDBOOK OF EXPERIMENTAL IMMUNOLOGY, VOLUMES I-IV (D. M. Weir e
C. C. Blackwell eds. 1986).

As abreviaturas padrdo para nucleétidos e aminoacidos
sdo usadas na Figura 1 e noutros locais nesta Meméria Descritiva.

Como aqui usado, o termo IGFBP-6 ¢ um acrénimo para a
proteina de ligag8o-6 ao factor de crescimento semelhante a
insulina. Esta proteina, ou fragmento desta, ¢ capaz de se ligar
a um anticorpb especifico para a IGFBP-6 ou a um factor IGF. Um
CDNA codificando pelo menos uma forma da IGFBP-6 ¢ apresentado na
Figura 1. Preve-se que existem outras espécies de IGFBP-6 ou que
podem ser criadas. Assim, IGFBP-6 refere-se a qualquer das formas
de ocorrenciauhatural de IGFBP-6, incluindo a forma que se mostra
na Figura 1. Na sequéncia que se mostra, o local de clivagem para
a proteina completamente formada pode ocorrer no ponto indicado
pela seta (a), resultando numa proteina tendo um peso molecular
de 29018 Da. Adicionalmente, outras espécies da proteina podem
ser clivadas onde indicado pela seta (b), resultando numa
proteina tendo um peso molecular de aproximadamente 28500 Da.

Complementarmente, dentro da definigd8o estd8o incluidos
andlogos e incluem polipéptidos truncados (incluindo fragmentos)
e polipeptidos semelhantes a IGFBP-6, por exemplo, mutantes, que
retém a actividade catalitica e, de preferéncia, tem uma
homologia de pelo menos 80%, mais preferencialmente de 90% e
ainda mais preferencialmente de 95%. Tipicamente, tais an&logos
diferem por apenas 1, 2, 3, ou 4 modificagBes nos cod8es.
Exemplos incluem polipéptidos com variagdes menores de

aminodcidos em relagd3o & sequéncia natural de aminoacidos da

11



S —
Pl
*

IGFBP-6; em particular, substituig¢8es conservativas de
aminodcidos. SubstituigBes conservativas sdo aquelas que tém
lugar dentro de uma familia de aminodcidos que est8o relacionados
pelas suas cadeias laterais. Aminoacidos geneticamente
codificados s8o geralmente divididos em quatro familias: (1)
acidicos = aspartato, glutamato; (2) basicos = lisina, arginina,
histidina; (3) ndo polares = alanina, valina, leucina,
isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptofano; e (4)
polares sem Carga = glicina, asparagina, glutamina, cistina,
serina, treonina, tirosina. Fenilalanina, triptofano e tirosina
sdo por vezes classificados conjuntamente como aminodcidos
aromaticos. Por exemplo, é normal prever que uma substituig#io
isolada de uma leucina por uma isoleucina ou valina, um aspartato
por um glutamato, uma treonina por uma serina, ou uma
substituig8o conservativa semelhante de um aminoacido pPor um
aminodcido de estrutura relacionada n&o tenha um grande efeito na
actividade biolégica. Moléculas polipeptidicas, tendo
substancialmente a mesma sequéncia de aminoacidos que a IGFBP-6,
mas possuindo substituig¢des menores de aminoadcidos que n&o
afectam substancialmente a capacidade dos derivados do
polipéptido de IGFBP-6 para interactuarem com moléculas
especificas para a IGFBP-6, tal como anticorpos e moléculas IGF,
particularmente IGF-I e especialmente IGF-II, est80 dentro da
definigdo de IGFBP-6. Derivados incluem conjugados de agregagéo
com outras moléculas IGF-BP e conjugados covalentemente com
metades quimicas n8o relacionadas. Derivados covalentes s&o
preparados através da ligag8o de funcionalidades a grupos que se

encontram na cadeia de aminoacidos da IGFBP-6 ou nos residuos N-
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ou C- terminais por meios conhecidos na técnica.

As moléculas especificas para a IGFBP-6 incluem
polipéptidos tais como anticorpos que sdo especificos para o
polipétido IGFBP-6 contendo a sequéncia de aminoacidos da IGFBP-6
de ocorrencié‘ natural. Por "polipétido de ligagdo especifica"
entendem-se ﬁblipéptidos que se ligam & IGFBP-6 e o0s seus
derivados, os quais tém uma afinidade de ligag¢8o mensuravel maior
para o polipéptido alvo, isto ¢, a IGFBP-6 e derivados
polipeptidicos da IGFBP-6, do que para outros polipéptidos
testados para a ligag8o. E preferida uma maior afinidade por um
factor de 10, mais preferencialmente por um factor de 100. A
afinidade de ligag8o para anticorpos refere-se a um acontecimento
isolado de ligag&o (isto &, ligag8o monovalente de uma molécula
de anticorpo). A 1ligagdo especifica por anticorpos também
significa que a ligagdo tem lugar no local normal de ligagdo da
molécula do anticorpo (na extremidade dos bragos, na regido
variavel). Utilizando os dados da sequéncia da Figura 1, bem como
as caracteristicas evidenciadas pela IGFBP-6, estéd dentro do
campo do invento obter outras sequéncias de DNA que codifiquem a
IGFBP-6. Por exemplo, o gene estrutural pode ser manipulado
através da variag8o de nucleétidos individuais, de forma a reter
o(s) aminoacido(s) correcto(s), ou variar os nucleétidos, de
forma a modificar os aminoadcidos, sem perca de actividade
biolégica. Os nucledtidos podem ser substituidos, inseridos ou
deletados por técnicas conhecidas, incluindo, por exemplo,
mutageénese e reparagdo pelo "primer" in vitro. O gene estrutural
pode ser truncado na sua extremidade 3’ e/ou na sua extremidade

5’ enquanto retem a sua actividade biolégica.
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O termo "polinucledétido recombinante" como usado aqui,
refere-se a um polinucledtido de origem genémica, cDNA, semi-
sintético ou sintético que, em virtude da sua origem ou
manipulaggo: (1) n&o esta associado com todo ou com uma porgdo de
um polinucledtido com o qual estd associado na natureza; (2) esta
ligado a wum polinucleédtido que n#o aquele a que se encontra
ligado na natureza; (3) nfo existe na natureza.

O termo "polinucleétido", como aqui usado, refere-se a
uma forma polimérica de nucledtidos de qualquer comprimento, quer
ribonucledtidos quer desoxiribonucleétidos. Este termo refere-se
apenas a estrutura primaria da moolécula. Assim, este termo inclui
RNA e DNA de cadeia simples e dupla. Também inclui tipos de
modificagfes conhecidas, por exemplo marcadores conhecidos na
técnica, metilagdo, ‘"caps", substitui¢do de um ou mais dos
nucledtidos de ocorréncia natural por um andlogo, modificag¢8es
internucleétidos tais como, por exemplo, aqueles com ligagBes sem
carga (por exemplo, metilfosfonatos, fosfotriésteres,
fosfoamidatos, carbamatos, etc.) e com ligagBes com carga (por
exemplo, fosforotioatos, fosforoditioatos, etc.), aqueles que
contém metades pendentes, tais como, por exemplo, proteinas
(incluindo, por exemplo, nucleases, toxinas, anticorpos, péptidos
sinais, poli-L-lisina, etc.), aqueles com elementos intercalados
(por exemplo, acridina, psoraleno, etc.), aqueles contendo
elementos quelantes (por exemplo, metais, metais radioactivos,
boro, metais oxidativos, etc.), aqueles contendo agentes
alquilantes, aqueles com ligag@es modificadas (por exemplo,
acidos nucleicos alfa anoméricos, etc.), bem como formas né&o

modificadas do polinucleétido.
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Um "replicon" & qualquer elemento genético, por
exemplo, um plasmideo, um cromossoma, um virus, um cosmideo,
etc., que se comporta como uma unidade auténoma de replicagdo de
polinucledtido dentro da célula; isto &, capaz de replicagdo sob
0 seu propri; controlo. Este pode incluir marcadores selectivos.

Um “"vector" ¢ um replicon ao qual estd ligado outro
segmento dem polinucleétido, de forma a realizar a replicagédo
e/ou expressdo do segmento ligado.

"Sequéncia de controlo" refere-se a sequéncias de
polinucleétidos que sdo necessarias para efectuar a expressfo das
sequéncias codificadoras as quais est8o ligadas. A natureza de
tais sequéncias de controlo difere dependendo do organismo
hospedeiro; em procariotas, tais sequéncias de controlo incluem
geralmente um promotor, um local de ligag8o ribossémica, e uma
sequéncia de terminagdo da transcrigdo; em eucariotas,
geralmente, tais sequéncias de controlo incluem promotores e a
sequéncia de terminagdo da trancrig¢do. O termo "sequéncias de
controlo" pretende incluir, no minimo, todos os componentes cuja
presenga ¢& necessdria para a expressdo, e podem também incluir
componentes adicionais cuja presenga ¢ vantajosa, por exemplo,
sequéncias condutoras e sequéncias associadas a fus&o.

"Operacionalmente ligado" refere-se a uma justaposigédo
em que os componentes descritos estabelecem uma relagdo que lhes
permite funcionarem da forma pretendida. Uma sequéncia controlo
"operacionalmente ligada" a uma sequéncia codificadora, esta
ligada de tal forma que a express&o da sequéncia codificadora &
consequida em condigBes compativeis com as sequéncias de

controlo.
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Um ‘"open reading frame" (estrutura de leiturar aberta
(ORF) ¢é wuma regisio de uma sequéncia de polinucledtido que
codifica um polipéptido; esta regido pode representar uma Pporgao
de uma sequéncia codificadora ou o total de uma sequencia
codificadora.

Uma "sequeéncia codificadora" é uma sequéncia
polinucleotidica que ¢ traduzida num polipétido, usualmente via
mRNA, quando colocada sob o controlo de sequéncias reguladoras
apropriadas. As fronteiras da sequéncia codificadora s&o
determinadas por um cod3o de iniciagdo da tradug8o na extremidade
5’ e por um coddo de terminag8o da tradug8o na extremidade 3’.
Uma sequéncia codificadora pode incluir, mas n&o esta limitada a,
cDNA, e sequéncias polinucleotidicas recombinantes. "PCR" refere-
-se a uma técnica de reacg¢8o de polimerase em cadeia, como
descrito em Saiki, et al., Nature 324:163 (1986); Patente Norte
Americana com o No 4.683.195; e Patente Norte Americana com o No.
4.683.202.

Como usado aqui, x & "heteréloga" no que respeita a vy,
se X ndo estd naturalmente associada com y de forma idéntica;
isto €&, x n&o estd associada com y na natureza ou x n8o estad
associada com y da mesma forma que se encontra na natureza.

"Homologia" refere-se aos graus de semelhanga entre x e
y. Espera-se que o total de homologia entre diferentes espécies
ou formas de IGFBP-6, ao nivel nucleotidico, seja provavelmente
de 40% ou maior, provavelmente 60% ou maior, e ainda mais
provavelmente cerca de 80% a 90%, ou maior. A correspondéncia
entre a sequéncia de uma forma e outra pode ser determinada por

técnicas conhecidas no ramo. Por exemplo, podem ser determinadas
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por comparagdo directa da informagédo da sequéncia do
polinucleétido. Alternativamente, a homologia  pode ser
determinada por hibridiza¢8o dos polinucleétidos em condigdes
tais que formam dupletes estdveis entre regiles homélogas (por
exemplo, aquelas que serdo usadas antes da digestd&o S1).,
seguindo-se a digest&o por nuclease(s) especifica(s) para cadeia
simples, seguindo-se a determinag&o de tamanho dos fragmentos da
digestdo.

Como wusado aqui, o termo "polipéptido" refere-se a um
polimero de amino&cidos e n&o se refere a um comprimento
especifico do produto; assim, peéptidos, oligopéptidos, e
proteinas est&#o incluidos dentro da definigdo de polipéptido.
Este termo também n&o se refere a ou exclui modificages pos=-
expressgo mdo polipéptido, por  exemplo, glicosilagoes,
acetila¢6es,qfosforila¢5es e semelhantes. Incluidos na definigdo
estdo, por exemplo, polipéptidos contendo um ou mais andlogos de
um aminoacidp (incluindo, por exemplo, aminodcidos n&o naturais,
etc.), polipéptidos com ligagBes substituildas, bem como outras
modificag¢8es conhecidas na técnica, ambas de ocorréncia natural e
de ocorréncia nZo natural.

Um polipéptido ou sequéncia de amino&cidos "derivados a
partir" de uma determinada sequéncia de acidos nucleicos refere-
se a um polipéptido tendo uma sequéncia de amino&cidos indéntica
& do polipeéptido codificado na sequéncia, ou uma porgdo desta em
que a porgdo consiste de pelo menos 3 a 5 aminodcidos, mais
preferencialmente de pelo menos 8 a 10 aminoacidos, e ainda mais
preferencialmente de pelo menos 11 a 15 aminoacidos, ou que seja

imunologicamente identificdvel com um polipéptido codificado na
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sequéncia. Esta terminologia também inclui um polipéptido
expresso a partir de uma determinada sequéncia de acidos
nucleicos.

A IGFBP-6, ou polipéptidos derivados desta, podem ser
usados para produzir anticorpos, quer monoclonais  quer
policlonais, especificos para a IGFBP-6. Estes termos, e o0s
métodos para produzir anticorpos s&o conhecidos na técnica.

"Células hospedeiras recombinantes", "células
hospedeiras"; "células", "linhas celulares", "culturas de
células", e outros termos tais denominam, por exemplo,
microorganismos, células de insectos, e células de mamiferos, que
podem ser, ~ou foram, usados como recipientes para vectores
recombinantes ou outro DNA transferido, e incluem a descendé@ncia
da célula original que foi transformada. Esta compreendido que a
descéndencia de uma unica célula parental pode ndo ser
completamente idéntica em morfologia ou em genoma ou em
complemento de DNA total a parente original, devido a mutagSes
naturais, acidentais ou provocadas.

Como usado aqui, o termo "microorganismo" inclui
espécies microbianas procariotas e eucariotas tais como bactérias
e fungos, incluindo os tltimos leveduras e fungos filamentosos.

"Transformagdo", como usado aqui, refere-se & inserg&o
de um  polinucledtido exdgeno numa célula hospedeira,
independentemente do método usado para a insergdo, por exemplo,
uptake directo, transdugdo, conjugagdo-f ou electroporagdo. O
polinucledétido exdégeno pode ser mantido como um vector n&o
integrado, por exemplo, um plasmideo, ou alternativamente, pode

ser integrado no genoma do hospedeiro.
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Por "purificado" e "isolado" entende-se, quando
referidos a um polipétido ou sequéncia de nucledtidos, que a
molécula indicada estd presente na auséncia substancial de outras
macromoléculas biolégicas do mesmo tipo. O termo ‘"purificado"
como usado aqui, significa a presen¢a preferencialmente, de pelo
menos 95% em peso, mais preferencialmente pelo menos 99% em peso,
e ainda mais preferencialmente pelo menos 99,8% em peso, de
macromoléculas biolégicas do mesmo tipo (podem estar presentes
macromoleculés excepto a 4gua, tampBes, e outras moléculas

pequenas, especialmente moléculas tendo um peso molecular de

menos de 1000).

2- Modos especificos de realizag8io do invento

a. Fontes de IGFBP-6

A IGFPB-6 pode ser derivada de mamiferos, por exemplo,
fontes de murideos, suinos, equideos, bovinos e humanas. Todas
estas fontes est8o incluidas dentro da defini¢3o de IGFBP-6,
desde que possuam o grau requerido de homologia.

A IGFBP-6 inclui proteinas de liga¢ao' purificadas a
partir de um extrato de tecido ou de um meio de cultura

condicionado bem como as obtidas por meios recombinantes.

b. Purifica¢do de IGFBP-6

A IGFBP-6 pode ser rapidamente purificada a partir do
sangue e dos seus componentes, tal como soro e plasma, e a partir
de ceélulas geneticamente modificadas para produzir IGFBP-6 ou
derivados polipeptidicos desta, por cromatografia de afinidade

usando anticorpos monoclonais especificos para a IGFBP-6.
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Adicionalmente ao uso da cromatografia por afinidade com
anticorpos, a IGFBP-6 e derivados polipeptidicos desta podem ser
purificados por uma variedade de outras técnicas de purificagdo
de proteinas bastante conhecidas (sézinhas ou combinadas)
incluindo imunoprecipitag8o, filtrag3o em gel, cromatografia de
troca iénica, cromatofocagem, focagem isoeléctrica, precipitagéo
selectiva, electroforese, e semelhantes. As fracgBes isoladas
durante o procedimento de purificag8o podem ser analisadas quanto
a presenga de IGFBP-6 ou derivados polipeptidicos derivados da
IGFBP-6, atraves de imunoensaios utilizando anticorpos
especificos para a IGFBP-6 ou bioensaios especificos para a

IGFBP-6. Exemplos detalhados s&o fornecidos a seguir.

c. Isolamento das sequéncias da IGFBP-6

O isolamento de sequéncias de nucleétidos codificando a
IGFBP-6 implica a criag&o ou de uma biblioteca genémica preparada
a partir de células codificando a IGFBP-6 ou a preparagdo de uma
biblioteca de cDNA a partir de RNA isolado a partir de células
que expressam a IGFBP-6. Geralmente, ¢ preferivel criar uma
biblioteca de cDNA para o isolamento de sequéncias de nucledétidos
codificando a IGFBP-6 de forma a evitar quaisquer possiveis
problemas provenientes das tentativas para determinar as
fronteiras dos intr8es/ex8es. As bibliotecas genéticas podem ser
feitas em células hospedeiras quer eucariotas quer procariotas.
Os vectores de clonagem vulgarmente disponiveis, tais como
plasmideos, cosmideos, fagos, YAC e semelhantes, podem ser usados
para originar bibliotecas genéticas préprias para o isolamento de

sequéncias de nucledtidos que codifiquem a IGFBP-6 ou porgdes
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desta.

d. Verificag8o da Presenga de Sequéncias da IGFBP-6

Métodos tteis para verificar bibliotecas genéticas em
relagdo a presenga de sequéncias de nucledtidos de IGFBP-6,
incluem a preparagdo de sondas oligonucleotidicas baseadas na
informagao da sequéncia de aminodcidos N~-terminal de IGFBP-6
purificada, ou de fragmentos internos purificados da IGFBP-6
purificada. Através do uso do co6digo genético de tripletes
universal, podem ser preparadas sequéncias de oligonucledtidos
com cerca de 17 pares de bases ou maiores, por técnicas de
sintese convencionais in vitro, de forma a corresponderem a
porg8es da IGFBP-6 para a qual a sequéncia de aminoacidos foi
determinada pela andlise N-terminal. As resultantes sequéncias de
acidos nucleicos podem ser subsequentemente marcadas com
radionuclideos, enzimas, biotina, substancias fluorescentes, ou
semelhantes, e usadas como sondas para verificar as bibliotecas
geneéticas. |

Meétodos adicionais de interesse para isolar as
sequencias de 4acidos nucleicos que codificam a IGFBP-6 incluem a
verifica¢do das bibliotecas genéticas para a express8o da IGFBP-6
ou fragmentos desta, através de anticorpos especificos para a
IGFBP-6, quer policlonais quer monoclonais. Uma técnica preferida
envolve o uso de "primers" degenerados baseados em sequéncias
parciais de aminodcidos de IGFBP-6 purificada, ou em sequéncias
de moléculas relacionadas conhecidas, e a reacgdo de polimerase
em cadeia (PCR) para ampliar os segmentos do gene entre os

"primers". O gene pode depois ser isolado usando uma sonda
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especifica de hibridizag8o baseada no segmento ampliado do gene,
o qual ¢ depois analisado para a expressdo apropriada da
proteina. Uma descrig8o detalhada desta técnica encontra-se nos

exemplos que se seguem.

e..Métodos de Sequenciagdo

As sequéncias de nucledtidos que codificam a IGFBP-6
podem ser obtidas a partir de moléculas de DNA recombinante
recuperadas dos isolados de IGFBP-6 das bibliotecas genéticas. A
sequéncia de nucleétidos que codifica a IGFBP-6 pode ser obtida
por sequenciagdo da sequéncia de nucleétidos, que ndo a do
vector, destas moléculas recombinantes. A informag&o da sequéncia
de nucleétidos pode ser obtida usando protocolos de sequenciag8o
de DNA vulgarmente usados, tais como a sequenciag8o de Maxim e
Gilbert, a sequenciagdo de nucleétidos didesoxi, e semelhantes.
Exemplos de protocolos apropriados para a sequenciagéo de
nucleotidos podem ser encontrados em Berger e Kimmel, Methods in

Enzymology Vol. 52, Guide to Molecular Cloning Techniques, (1987)

Academic Press. A informag¢do da sequéncia de nucleédtidos de
varios isolados de DNA recombinante, incluindo isolados de c¢cDNA
e bibliotecas gendémicas, pode ser combinada de forma a fornecer a
total sequéncia de aminodcidos codificadora da IGFBP-6 bem como a
sequéncia de nucleétidos de intr8es dentro do gene da IGFBP-6,
sequéncia de nucledtidos a montante e sequéncia de nucleétidos a
jusante.

As sequéncias de nucledtidos, obtidas a partir da
sequenciagdo dos isolados especificos da biblioteca genética da

IGFBP-6, s&o sujeitas a an&lise com o objectivo de identificar
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regides de interesse no gene da IGFBP-6. Estas regiBes de
interesse incluem as "open reading frames" (estruturas de leitura
abertas), intrs8es, sequéncias promotoras, sequéncias de
terminagdo, e semelhantes. A andlise da informagdo da sequéncia
de nucleétidos ¢ preferencialmente realizada por computador. O
software apropriado para analisar as sequéncias de nucledtidos
para regiBes de interesse estd comercialmente disponivel e
inclui, por exemplo, DNASISTM (LKB). E também de interesse usar
informagdo da sequéncia de aminodcidos obtida a partir da
sequenciagdo N-terminal da IGFBP-6 purificada, quando se analisa
a informagdo da sequéncia de nucleotidos de IGFBP-6, de modo a

aumentar a precisdo da analise da sequéncia de nucleétidos.

f. Sistemas de expressdo

A IGFBP-6 e os derivados polipeptidicos da IGFBP-6
podem ser expressos por técnicas recombinantes quando a sequéncia
de DNA codificando a molécula relevante esta funcionalmente
inserida num vector. Por "funcionalmente inserida" entende-se
numa estrutura de leitura e orientagdo adequadas, como ¢ bem
entendido pelos especialistas na técnica. Quando se produz uma
construg¢do genética contendo uma estrura de leitura completa da
IGFBP~6, o material de iniciagdo preferido ¢ um isolado da
biblioteca de cDNA codificando a IGFBP-6. Tipicamente, o gene da
IGFBP-6 sera‘inserido a jusante de um promotor e serd seguido por
um coddo stop, embora possa ser usado, se desejado, a produgdo de
uma proteina hibrida seguida de clivagem. Em geral, sequéncias
especificas da célula hospedeira que melhoram o rendimento de

produgdo de IGFBP-6 e derivados polipeptidicos de IGFBP-6 serdo
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usados e serdo adicionadas sequéncias de controlo adequadas ao
vector de expressdo, tal como sequéncias incrementadoras,

sequéncias de poliadenilag&o, e locais de ligag8o aos ribossomas.

i. Sistemas de mamiferos

Uma vez isolada a sequéncia codificadora adequada, esta
pode ser expressa numa variedade de diferentes sistemas de
expressdo; por exemplo, os usados com células de mamiferos,
baculovirus, bactéria e leveduras.

Os sistemas de express&o em mamiferos s8o conhecidos na
técnica. Um promotor de mamifero ¢ uma qualquer sequéncia de DNA
capaz de se ligar & RNA polimerase de mamiferos e iniciar a
transcrigdio a jusante (3') de uma sequéncia cédigo (por exemplo,
DNA estrutural) em mRNA. Um promotor terd uma regido de iniciagédo
da transcrigdo, que ¢ usualmente colocada proxima da extremidade
5’ da sequéncia codificadora, e uma caixa TATA, usualmente
localizada 25 a 30 pares de bases (pb) a montante do local de
iniciag8o da transcrig8o. Pensa-se que a caixa TATA direcciona a
RNA polimerase II para iniciar a sintese de RNA no local
correcto. Um promotor de mamifero também tera um elemento
promotor a montante, tipicamente localizado dentro dos 100 a 200
pb a montante da caixa TATA. Um elemento promotor a montante
determina a taxa a qual a transcrigdo ¢ iniciada e pode actuar em
qualquer das orientag8es [Sambrook et al. (1989) "Expression of

Cloned Genes in Mammalian Cells." in Molecular Cloning: A

Laboratory Manual, 2a ed.].

Genes virais de mamiferos s&o muitas vezes expressos

abundantemente e tém uma grande variedade de hospedeiros; por
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isso, as sequéncias que codificam genes virais de mamiferos
fornecem sequeéncias promotoras particularmente tuteis. Exemplos
incluem o promotor do inicio SV40, o promotor do virus LTR do
tumor mamario de rato, o promotor mais tardio do adenovirus
(AAMLP), e o promotor do virus herpes simplex. Adicionalmente, as
sequéncias derivadas a partir de genes nd8o virais, tal como o
gene da murina metaloteioneina, também fornecem sequéncias
promotoras tteis. A express8o pode ser tanto constitutiva como
regulada (induzida), dependendo do promotor, e pode ser induzida
com glucocorticoides em células de resposta a hormonas.

A presenga de um elemento incrementador ("enhancer"),
combinado com os elementos promotores descritos acima, ira
aumentar tipicamentes os niveis de expressdo. Um incrementador é
una sequencié de DNA reguladora que pode estimular a transcrigdo
ate 1000 Vezes quando ligada a promotores homdlogos ou
heterdlogos, com a sintese a comegar no local de iniciag8o normal
do RNA. Os incrementadores sdo também activados quando s&o
colocados a montante ou a jusante do local de iniciag8o da
transcrigdo, ou com orientag8o normal ou com orientag8io trocada,
ou a uma disténcia de mais de 1000 nucledtidos do promotor

[Maniatis et al. (1987) Science 236:1237; Alberts et al. (1989)

Molecular Biology of the Cell, 2a ed.]. Elementos incrementadores

derivados a partir de virus podem ser particularmente tuteis,
porque eles tém tipicamente uma vasta gama de hospedeiros.
Exemplos incluem o incrementador do gene do inicio do 8SV40
[Dijkema ét al (1985) EMBO J. 4:761] e 0s
incrementador/promotores derivados da repetigdo terminal longa

(LTR) do virus do sarcoma de Rous [Gorman et al. (1982b) Proc.
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Natl. Acad.:Sci. 79:6777] e a partir do citomegalovirus humano
[Boshart et al. (1985) Cell 41:521]. Adicionalmente, alguns
incrementadores s&o reguldveis e tornam-se activos apenas na
presenga de um indutor, tal como uma hormona ou ifo metalico

[Sassone-Corsi e Borelli (1986) Trends Genet. 2:215; Maniatis et

al. (1987) Science 236:1237].

Uma molécula de DNA pode ser expressa intracelularmente
em ceélulas de mamiferos. Uma sequéncia promotora pode estar
directamente ligada & molécula de DNA, caso em que O primeiro
aminoadcido da extremidade N-terminal da proteina recombinante
sera sempre uma metionina, que é codificada pelo coddo de
iniciag8o ATG. Se desejado, a extremidade N-terminal pode ser
clivada a partir da proteina por incubagdo in vitro com brometo
cianogénico.

Alternativamente, proteinas estranhas podem também ser
secretadas a partir da célula para o meio de crescimento atraves
da criagédo 'de moléculas de DNA quiméricas que codificam uma
proteina de fusdo composta de um fragmento de sequéncia
condutora que possibilita a secregdo de proteinas estranhas em
células de mamiferos. Preferencialmente, existem 1locais de
processamento codificados entre o fragmento condutor e o gene
estranho, que podem ser clivados quer in vivo quer in vitro. O
fragmento da sequéncia condutora codifica tipicamente um péptido
sinal constituido de aminodcidos hidrofébicos, os quais
direccionam a secreg¢do da proteina a partir da célula. A
sequéncia condutora tripartida do adenovirus & um exemplo de uma
sequeéncia condutora que possibilita a secregdo de uma proteina

estranha a partir de células de mamiferos.
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Tipicamente, as sequéncias de terminag¢&o da transcrigédo
e as de poliadenilagdo, reconhecidas pelas células de mamlferos,
s&o regi8es reguladoras localizadas na posig8o 3’ em relagdo ao
coddo stop da tradugdo e, por isso, junto com os elementos
promotores, flanqueiam a sequéncia codificadora. A extremidade 3’
do mRNA completamente formado & feita por clivagem pos
transcripcional em local especifico e poliadenilagdo [Birnstiel
et al. (1985) (Cell 41:349; Proudfoot e Whitelaw (1988)

"Termination and 3’ end processing of eucaryotic RNA" em

Transcription and splicing (ed. B. D. Hames e D. M. Glover);

Proudfoot (1989) Trends Biochem. Sci. 14:105]. Estas sequéncias

direccionam ‘a transcrigdo de um mRNA que pode ser traduzido no
polipéptido = codificado pelo DNA. Exemplos de sinais de
terminag&o/poliadenilag&o da transcrig8o incluem os derivados do
SV40 [Sambrook et. al. (1989) "Expression of cloned genes in

cultured mammalian cells" em Molecular Cloning: A Laboratory

Manual].

Aléuns genes podem ser expressos mais eficientemente
quando intrdes (também chamados sequéncias de intervengdo) estdo
presentes. -Contudo, varios cDNAs tém sido eficientemente
expressos a partir de vectores a que faltam os sinais de
"splicing" (também chamados locais dadores e aceitadores de
corte ("splice")) [ver, por exemplo, Gething e Sambrook (1981)

Nature 293:620]. Os intr8es s&o sequéncias intervenientes né&o

codificadoras dentro de uma sequéncia codificadora que contém um
local dador e aceitador de corte ("splice"). Estes s8o removidos
por um processo chamado "splicing", seguindo-se a poliadenilagdo

do transcrito primario [Nevins (1983) Annu. Rev. Biochem. 52:441;
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Green (1986) Annu. Rev. Genet. 20:671; Padgett et al. (1986)

Annu. Rev. Biochem. 55:1119; Krainer e Maniatis (1988) "RNA

splicing", em Transcription and splicing (ed. B. D. Hames e D. M.

Glover)].

Tipicamente, os componentes acima descritos,
compreendendo um promotor, um sinal de poliadenilagdo, e uma
sequéncia de terminag#o da transcrig8o, s8o postos em conjunto
dentro das construg8es de express8o. Incrementadores, intrdes com
locais aceitadores e dadores de corte ("splice") funcionais, e
sequéncias condutoras podem também ser incluidos numa construgdo
de expressdo, se desejado. As construgBes de expressfo sdo muitas
vezes mantidas num replicon, tal como um elemento
extracromossémico (por exemplo, plasmideos) capaz de as manter
estavelmente num hospedeiro, tal como células de mamiferos ou
bactérias. Os sistemas de replicag8o em mamiferos incluem os
derivados a partir de virus de animais, os quais requerem
factores de trans-activagdo para replicarem. Por exemplo,
plasmideos contendo os sistemas de replicagdo dos papovavirus,
tal como o SV40 [Gluzman (1981) Cell 23:175] ou poliomavirus,
replicam-se num nimero de coépias extremamente elevado na presenga
do antigénio T viral apropriado. Exemplos adicionais de replicons
de mamiferos incluem os derivados a partir do virus do papiloma
bovino e o virus Epstein-Barr. Adicionalmente, o replicon pode
ter dois sistemas de replicag8o, permitindo assim que este seja
mantido, por exemplo, em células de mamiferos para expressfo e em
hospedeiros procariotas para clonagem e ampliagdo. Exemplos de
tais vectores vai-vem de mamiferos-bactérias incluem o pMT2

[Kaufman et al. (1989) Mol. Cell. Biol. 9:946 e o pHEBO [Shimizu
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et al. (1986) Mol. Cell. Biol. 6:1074].

O processo de transformag&o usado depende do hospedeiro
a ser transformado. Métodos para a introdugdo de polinucledtidos
heterélogos em células de mamiferos s&o conhecidos na técnica e
incluem a transfecg¢do mediada por dextrano, precipitagdo em
fosfato de céalcio, transfec¢do mediada por polibreno, fusdo de
protoplastos, electroporagédo, encapsulagdo do(s)
polinucledtido(s) em lipossomas, e microinjec¢8o directa do DNA
para dentro do nicleo.

As linhas de células de mamiferos, disponiveis como
hospedeiros para a express&o, sdo conhecidas na técnica e incluem
muitas linhas de células imortalizadas disponiveis na American
Type Culture Collection (ATCC), incluindo, mas n&o limitadas a,
células de ovario de hamster chinés (CHO), células HeLa, cé&lulas
de rim de hamster bébé (BHK), células de rim de macaco (COs),
células do carcinoma hepatocelular humano (por exemplo, Hep G2),

e um nimero de outras linhas celulares.

ii. Sistemas em baculovirus

O polinucledétido que codifica a IGFBP-6 também pode ser
inserido num vector de express8o de insecto apropriado, e esta
operacionalmente ligado aos elementos de controlo dentro do
vector. A construgdo do vector utiliza técnicas que sdo
conhecidas no ramo.

Geralmente, os componentes do sistema de expressdo
incluem um vector de transferéncia, usualmente um plasmideo
bacteriano, o qual contém o fragmento do genoma do baculovirus, e

um local de restrigdo conveniente para a insergdo do gene ou
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genes heterdlogos a serem expressos; um baculovirus do tipo
selvagem com uma sequéncia homéloga & do fragmento especifico do
baculovirus no vector de transferéncia (isto permite a
recombinag¢&o  homéloga do gene heterédlogo no genoma do
baculovirus); e células hospedeiras de insectos apropriadas e
meio de crescimento.

Apds a insergdo da sequéncia de DNA do IGFBP-6 no
vector de transferéncia, o vector e o genoma viral do tipo
selvagem sdo transfectados para uma célula hospedeira de insecto
onde ¢ permitida a recombinag&o entre o vector e o genoma viral.
0] arranjo do virus recombinante ¢é expresso e as placas
recombinantes s&o identificadas e purificadas. Materiais e
métodos para os sistemas de express8o de baculovirus/células de

insecto est8o comercialmente disponiveis na forma de um kit da,

inter alia, Invitrogen, San Diego CA (kit "MaxBac"). Estas
técnicas s#o geralmente conhecidas pelos especialistas na técnica

e completamente descritas por Summers e Smith, Texas Agricultural

Experiment Station Bulletin No 1555 (1987) (referido adiante como

"Summers e Smith"), e incorporadas para referéncia.

Antes da insergdo da sequéncia de DNA do IGFBP-6 no
genoma do  baculovirus, os componentes acima  descritos,
compreendendo um promotor, uma sequéncia condutora (se desejado),
uma sequéncia codificadora de interesse, e uma sequéncia de
terminagédo da transcrigdo estdo tipicamente montados numa
construggo de transplante intermedié&ria (vector de
transferéncia). Esta construgdo pode conter um unico gene e
elementos reguladores operacionalmente ligados; genes multiplos,

cada um com o seu préprio conjunto de elementos reguladores
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operacionalmente ligados; ou genes mtltiplos, regulados pelo
mesmo conjunto de elementos reguladores. Construgdes de
transplante intermedidrias s&8o muitas vezes mantidas num
replicon, tal como um elemento extracromossoémico (por exemplo,
plasmideos) capazes de as manter estavelmente no hospedeiro, tal
como uma bactéria. O replicon terd um sistema de replicaggo,
permitindo assim que seja mantido no hospedeiro apropriado para
clonagem e ampliagédo.

Presentemente, o vector de transferéncia usado mais
vulgarmente para introduzir genes estranhos no AcNPV é o pAc373.
Muitos outros vectores, conhecidos pelos especialistas na
técnica, foram também concedidos. Estes incluem, por exemplo, o
PVLI85 (que altera o coddo de inicia¢do de polihedrina de ATG
para ATT, e que introduz um local de clonagem da BamHI de 32
pares de bases a jusante do ATT; ver Luckow e Summers, Virology
(1988) 17:31.

O plasmideo usualmente contém também o sinal de
poliadenilag#o da polihedrina (Miller et al. (1988) Ann. Rev.
Microbiol., -~42:177), e um gene procariota de resisténcia a
ampicilina (amp) e a origem da replicag8o, para selecgdo e

propagagdo em E. coli.

Os vectores de transferéncia dos baculovirus usualmente
contém um promotor de baculovirus. Um promotor de baculovirus &
qualquer seéuéncia de DNA capaz de ligar uma RNA polimerase de
baculovirus e de iniciar a trancrigd8o a jusante (5’ para 3") de
uma sequéncia codificadora (por exemplo, gene estrutural) em
mRNA. Um promotor terd uma regi&o de iniciagdo da transcrigdo que

estd usualmente colocada proximalmente & extremidade 5’ da
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sequéncia codificadora. Esta regi8o de iniciag8o da transcrig&o
inclui tipicamente um local de ligag&o da RNA polimerase e um
local de iniciagdo da transcrig8o. Um vector de transferéncia de
baculovirus pode também ter um segundo dominio  chamado
incrementador, que, quando presente, esta usualmente em posigdo
distal em relagdo ao gene estrutural. A expressdo pode ser tanto
regulada como constitutiva.

Genes estruturais, abundantemente transcritos nos
tempos tardios no ciclo de infecgdo viral, fornecem sequéncias
promotoras ﬁarticularmente Uteis. Exemplos incluem sequéncias
derivadas a partir do gene que codifica a proteina polihedrona
viral, Friesen et al., (1986) "The Regulation of Baculovirus Gene

Expression", em : The Molecular Biology of Baculoviruses (ed.

Walter Doerfler); Publicag8es E.P.0O. Nos 127.839 e 155.476; e o
gene que codifica a proteina pl0, Vlak et al., (1988), J. Gen.
Virol. 69:765.

O DNA que codifica sequéncias sinal apropriadas pode
ser derivado a partir de genes para proteinas secretadas de
insectos ou baculovirus, tal como o gene da polihedrina de
baculovirus (Carbonell et al. (1988) Gene, 73:409).
Alternativamente, dado que os sinais de modificag8es péds-tradug8o
em células de mamiferos (tal como o péptido sinal de clivagem,
clivagem proteolitica, e fosforilag8o) parecem ser reconhecidos
pelas células de insectos, e os sinais necessarios para a
secregdo e acumulag&o nuclear parecem também ser conservados
entre as células de invertebrados e as células de vertebrados,
sequéncias condutoras de origem que ndo os insectos, tal como as

derivadas a partir dos genes que codificam o interferon-a humano,
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Maeda et al., (1985), Nature 315:592; o péptido de libertagsio da

gastrina humano, Lebacq-Verheyden et al., (1988), Molec. Cell.

Biol. 8:3129; a IL-2 humana, Smith et al., (1985) Proc. Natl.

Acad. Sci. USA, 82:8404; a IL-3 de rato, (Miyajima et al., (1987)

Gene 58:273; e a glucocerebrosidase humana, Martin et al., (1988)
DNA, 7:99, podem também ser usadas para fornecer a secreg8o em
insectos.

Um polipéptido ou poliproteina recombinantes podem ser
expressos intracelularmente ou, se expressos com as sequéncias
reguladoras apropriadas, podem ser secretados. Uma boa expressgo
intracelular de proteinas estranhas né&o fundidas requer
usualmente genes heterdlogos que idealmente tém uma pequena
sequéncia condutora contendo sinais apropriados de iniciagdo a
tradugédo, pfecedendo 0 sinal de iniciag¢do ATG. Se desejado, a
metionina N-terminal pode ser clivada a partir da proteina
completamente formada por incubagdo in vitro com brometo
cianogénico.

Alternativamente, poliprotelnas ou proteinas
recombinantes, que ndo sdo naturalmente secretadas, podem ser
secretadas a partir de células de insecto através da criagdo de
moléculas quiméricas de DNA que codificam uma proteina de fusdo
composta por um fragmento da sequéncia condutora que fornece a
secregdo de proteinas estranhas em insectos. O fragmento de
sequéncia condutora codifica tipicamente um péptido sinal
composto de aminodcidos hidrofoébicos que direccionam a
translocagdo da proteina para dentro do reticulo endoplasmatico.

ApOs a insergdo da sequéncia de DNA da IGFBP-6 e/ou do

gene que codifica o precursor do produto de expressfo, uma célula
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hospedeira de insecto & co-transformada com DNA heterdlogo do
vector de transferéncia e com o DNA genémico do baculovirus do
tipo selvagem - usualmente por co-transfecg8o. O promotor e a
sequéncia de terminagdo da transcrigdo da construgdo
compreenderdo, tipicamente, uma secgdo de 2 a 5kb do genoma do
baculovirus. Métodos para a introdug&o do DNA heterdlogo dentro
do local desejado do virus do baculovirus s&8o conhecidos na
técnica. (Ver Summers e Smith supra; Ju et al., (1987); Smith et

al., Mol. Cell. Biol. (1983) 3:2156; e Luckow e Summers (1989).

Por exemplo, a insergdo pode ser num gene, como o gene da
polihedrina, por recombinagdo homéloga de duplo "crossover"; a
inser¢do pode também ser num local de restrig8o de uma enzima
concebido no gene de baculovirus desejado. Miller et al., (1989),
Bioassays 4:91. A sequéncia de DNA, quando clonada em lugar do
gene da polihedrina no vector de express8o, ¢ flanqueada tanto em
5’ com em 3’ por sequéncias especificas de polihedrina e esta
posicionada a jusante do promotor da polihedrina.

O vector de expressdo de baculovirus acabado de formar
& subsequentemente empacotado num baculovirus recombinante
infeccioso. A recombinag&o homéloga ocorre a baiia frequéncia
(entre 1% e cerca de 5%); e assim, a maior parte dos virus
produzidos apds a co-transfecg¢do s8o ainda do tipo selvagem. Por
isso, € necessdrio um método para identificar os virus
recombinantes. A perfeig8o do sistema de express8o consiste numa
verificag8io visual, permitindo que os virus recombinantes sejam
distinguidos. A proteina polihedrina, que ¢ produzida pelo virus
nativo, ¢ produzida a niveis muito elevados no nticleo de cé¢lulas

infectadas a tempos tardios apds a infecg¢do viral. A proteina
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polihedrina acumulada forma corpos de oclus&o que também contém
particulas incrustadas. Estes corpos de oclus&o, até 15 um de
tamanho, tém elevada refractagdo, dando-lhes uma aparéncia
brilhante e luminosa que ¢ imediatamente visualizada num
microscodpio optico. As células infectadas com virus recombinantes
n&do tém corpbs de oclus8o. Para distinguir virus recombinantes de
virus do tipg selvagem, o sobrenadante da transfecgdo ¢ plaqueado
numa monocamada de células de insecto por técnicas conhecidas
pelos especialistas neste ramo. Nomeadamente, as placas s&o
verificadas no microscépio oéptico para detectar a presenga
(indicativa do virus tipo selvagem) ou auséncia (indicativo de
virus recombinantes) de corpos de oclus&o. "Current Protocols in
Microbiology" Vol. 2 (Ausubel et al., eds) em 16.8 (Supp. 10.
1990); Summers e Smith, supra; Miller et al. (1989).

Vectores de expressdo de baculovirus recombinantes tém
sido desenvolvidos para a infec¢do em vadrias células de insectos.
Por exemplo, baculovirus recombinantes foram desenvolvidos para,

inter alia: Aedes aegypti, Autographa californica, Bombyx mori,

Drosophila melanogaster, Spodoptera frugiperda, e Trichoplusia ni

(Publicagdo P.C.T. No WO89/046699; Carbonell et al., (1985) J.
Virol. 56:153; Wright (1986) Nature 321:718; Smith et al., (1983)

Mol, Cell. Biol. 3:2156; e ver genericamente, Fraser, et al.

(1989) In Vitro Cell. Dev. Biol. 25:225).

As células e o meio de cultura das células est8o
disponiveis comercialmente para a expressdo directa e fusdo de
polipéptidos heterdlogos num sistema de express8o baculovirus; a
tecnologia da cultura de células & geralmente conhecida pelos

especialistas na técnica. Ver, por exemplo, Summers e Smith
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As células de insecto modificadas podem depois crescer
num meio de nutrientes adequado, que permite a manutengdo estavel
do plasmideo(s) presente no insecto hospedeiro modificado.
Enquanto o produto de express&o do gene estiver sob controlo
induzido, o hospedeiro pode crescer até uma alta densidade, e a
expressdo ¢ induzida. Alternativamente, quando a express8o &
constitutiva, o produto serd expresso continuamente para o meio,
€ o meio de nutrientes tem que estar em circulag8do continua,
enquanto se retira o produto de interesse e se aumentam os
nutrientes em défice. O produto pode ser purificado por técnicas
tal como a cromatografia, por exemplo, HPLC, cromatografia de
afinidade, cromatografia de troca iénica, etc., electroforese;
centrifugagdo em gradiente de densidade; extracgfo por solvente;
e semelhantes. Quando apropriado, o produto pode ser ainda mais
purificado, se necessdrio, de modo a remover substancialmente
qualquer proteina de insecto que também sejam secretadas para o
meio ou resultem de lise das células de insecto, de modo a
fornecer um produto que ¢ pelo menos substancialmente livre dos
restos de hospedeiro, por exemplo, proteinas, lipidos e
polissacdridos.

Com o objectivo de obter a expressdo da IGFBP-6,
células hospedeiras recombinantes derivadas a partir de
transformantes sdo incubadas em condigBes que permitem a
express8o da sequéncia recombinante que codifica a IGFBP-6. Estas
condig8es irdo variar, dependendo da célula  hospedeira
seleccionada. Contudo, as condigSes sgo facilmente ajustaveis

para os especialistas na técnica, baseado no que se conhece na
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técnica.

iii. Sistemas bacterianos

As técnicas de expressdo bacterianas s&o conhecidas no
ramo. Um promotor bacteriano & uma sequéncia de DNA qualquer,
capaz de se ligar & RNA polimerase bacteriana e iniciar a
transcrigdo a jusante (3’) de uma sequéncia codificadora (por
exemplo, gene estrutural) em mRNA. Um promotor tera& uma regido de
iniciagéo da transcrigdo que estd usualmente colocada
proximalmente & extremidade 5’ da sequéncia codificadora. Esta
regido de iniciag¢do da transcrig8o, inclui tipicamente um local
de ligagdo da RNA polimerase e um local de iniciag¢do da
transcrigdo. Um promotor bacteriano pode também conter um segundo
dominio chamado operador, que pode cobrir um local de ligag8&o
adjacente da RNA polimerase no qual comega a sintese de RNA. O
operador permite a reqgulag8o negativa (induzivel) da transcrigdo,
a medida que uma proteina repressora do gene pode ligar-se ao
operador e éssim inibir a transcrig8o de um gene especifico. A
expressdo cbnstitutiva pode ocorrer na auséncia de elementos de
regulagdo negativos, tal como o operador. Adicionalmente, a
regulagdo positiva pode ser conseguida por uma sequéncia proteica
de ligagdo activadora do gene, que, se presente, & usualmente
proximal (5') & sequéncia de ligag8o da RNA polimerase. Um
exemplo de uma proteina activadora do gene ¢é a proteina
catabolica activadora (CAP), que ajuda a iniciar a transcrigfio do
operdo lac em Escherichia coli (E. coli) [Raibaud et al. (1984)

Annu. Rev. Genet. 18:173]. A expressdo regulada pode assim ser

quer positiva ou negativa, tendo como consequéncia um aumento ou

redugdo da transcrigdo.
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As sequeéncias que codificam enzimas de vias metabdlicas
fornecem sequéncias promotoras particularmente tteis. Exemplos
incluem as sequéncias promotoras derivadas das enzimas do
metabolismo dos agucares, tal como a galactose, lactose (lac)

[Chang et al. (1977) Nature 198:1056], e maltose. Exemplos

adicionais incluem as sequéncias promotoras derivadas das enzimas
biossintéticas tal como o triptofano (trp) [Goeddel et al. (1980)

Nuc. Acids Res. 8:4057; Yelverton et al. (1981) Nuc. Acids Res.

9:731; Patehte Norte Americana com o No. 4.738.921; Publicag8es
EPO Nos 036.776 e 121.775]. O sistema promotor da g-lactamase
(bla) [Wiessman (1981) "The cloning of interferon and other
mistakes", em Interferon 3 (ed. I. Gresser)], os sistemas
promotores do bacteriéfago lambda PL [Shimatake et al. (1981)

Nature 292:128] e do T5 [Patente Norte Americana com o No.

4.689.406] também fornecem sequéncias promotoras tteis.
Adicionalmente, promotores sintéticos que ndo ocorrem
na natureza também funcionam como promotores bacterianos. Por
exemplo, sequéncias de activag8o da transcrigdo de um promotor de
bactéria ou bacteriéfago podem ser agrupadas com as sequéncias do
operdo de outro promotor de bactéria ou bacteriéfago, criando um
promotor  hibrido sintético [Patente Norte Americana No
4.551.433]. Por exemplo, o promotor tac ¢ um promotor hibrido
trp-lac compreendendo o promotor trp e as sequéncias do operso
lac que & regulada pelo repressor lac [Amann et al. (1983) Gene

25:167; de Boer et al. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. 80:21]. Além

disso, um promotor bacteriano pode incluir promotores de
ocorréncia natural de origem ndo bacteriana que tém a capacidade

de se ligar a RNA polimerase bacteriana e iniciar a transcrigdo.
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Um promotor de ocorréncia natural de origem n8o bacteriana pode
também ser acoplado com uma RNA polimerase compativel, de modo a
produzir elevados niveis de express8o de alguns genes en
procariotas. O sistema promotor/ bacteriofago T7 RNA polimerase &
um exemplo de um sistema promotor acoplado [Studier et al. (1986)

J. Mol. Biol. 189:113; Tabor et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci.

82:10747. Adicionalmente, um promotor hibrido pode também
compreender um promotor de um bacteriéfago e uma regido do
operador de E. coli (publicagdo EPO no 267.851).

Adicionalmente a uma sequéncia promotora funcional,
também ¢ dtil um local de ligag&o ao ribossoma para a expresséo
de genes estranhos em procariotas. Em E. coli, o local de ligagdo
ao ribossoma ¢ chamado sequéncia Shine-Dalgarno (SD) e inclui um
coddo de iniciagdo (ATG) e uma sequéncia com 3 a 9 nucleédtidos de
comprimento localizada 3 a 11 nucleétidos a montante do coddo de
iniciagdo [Shine et al. (1975) Nature 254:34]. Pensa-se que a
sequéncia SD promove a ligagdo do mRNA ao ribossoma pelo
emparelhamento de bases entre a sequéncia SD € a 3’ do rRNA 16S
de E. coli [Steiz et al. (1979) "Genetics signals and nucleotide

sequences in messenger RNA", em Biological Regulation and

Development:” Gene Expression (ed. R. F. Goldberger)]. Para a

expressdo de genes eucariotas e genes procariotas com fracos
locais de 1ligag&0 ao ribossoma [Sambrook et al. (1989)
"Expression of cloned genes in Escherichia coli". em Molecular

Cloning: A Lgborétory Manual].

Uma molécula de DNA pode ser expressa
intracelularmente. Uma sequéncia  promotora = pode estar

directamente ligada com a molécula de DNA, caso em que o primeiro
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aminodcido na extremidade N serd sempre uma metionina, que ¢
codificada pelo cod&o de iniciagdo ATG. Se desejado, a metionina
na extremidade N pode ser clivada da proteina por incubag8o in
vitro com brometo cianogénico ou por incubag#o in vivo ou in
vitro com uma peptidase N-terminal para a metionina bacteriana
(Publicagdo EPO no 219.237).
As proteinas de fus3io fornecem uma alternativa a
expressgo directa. Tipicamente, a sequéncia de DNA que codifica a
porgdo N-terminal de uma proteina bacteriana endégena, ou outra
proteina estavel, ¢ fundida na extremidade 5’ das sequéncias
codificadoras heterdlogas. Além da expressdo, esta construgdo
fornecerd a fusdo de duas sequéncias de aminoacidos. Por exemplo,
o gene celular do bacteriéfago lambda pode ser ligado a
extremidade 5’ de um gene estranho e expresso em bactérias. A
resultante proteina de fus8o retém preferencialmente um local
para o processamento da enzima (factor Xa) para clivar a proteina
do bacteriéfago do gene estranho [Nagai et al. (1984) Nature
309:810]. As proteinas de fus8o podem também ser feitas com
sequéncias dos genes lacZ [Jia et al. (1987) Gene 60:197], trpE
[Allen et al. (1987) J. Biotechnol. 5:93; Makoff et al. (1989) J.

Gen. Microbiol. 135:11], e Chey ([publ. EPO no 324647]. A

sequéncia de DNA na jungdo das duas sequéncias de aminoacidos
pode ou ndo codificar um local de clivagem. Um outro exemplo & a
proteina ubiquitina de fus&o. Uma tal proteina de fusfo ¢ feita
com uma regiZo da ubiquitina que retém preferencialmente um local
para uma enzima de processamento (por exemplo, uma protease
especifica de processamento da ubiquitina) para clivar a

ubiquitina da proteina estranha. Através deste método, a proteina
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estranha nativa pode ser isolada [Miller et al. (1989)

Bio/Technology 7:698].

Alternativamente, as protelnas estranhas podem também
ser secretadas a partir da célula através da criag8o de moléculas
de DNA quiméricas que codificam uma proteina de fusdo
compreendida de um fragmento da sequéncia do péptido sinal que
fornece a secregdo da proteina estranha na bactéria [Patente
Norte Americana com o No 4.336.336]. O fragmento da sequéncia
sinal codifica tipicamente um péptido sinal composto de
aminoacidos hidrofobicos que direccionam a secreg¢do da proteina a
partir da ceélula. A proteina é secretada quer para o meio de
crescimento gbactérias gram positivas) quer para dentro do espago
periplasmatico, localizado entre a membrana interior e exterior
da ceélula (bactérias gram negativas). Preferencialmente existem
locais de processamento, que podem ser clivados quer in vivo quer
in vitro codificados entre o fragmento do péptido sinal e o gene
estranho.

O DNA que codifica a sequéncia sinal adequada pode ser
derivado de genes para proteinas bacterianas secretadas, tal como
0 gene da proteina da membrana externa (ompA) de E. coli [Masui

et al. (1983), em: Experimental Manipulation of Gene Expression;

Ghrayeb et al. (1984) EMBO J. 3:2437] e a sequéncia sinal da
fosfatase alcalina (phoA) de E. coli [Oka et al. (1985) Proc.

Natl. Acad. Sci. 82:7212]. Como exemplo adicional, a sequéncia

sinal do gene da alfa-amilase de varias estirpes de Bacilus pode
ser usada para secretar proteinas heterélogas a partir de B.

subtilis [Palva et al. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:5582;

Publicag8o EPO No 244.042].
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Tipicamente, as sequéncias de terminag&o da transcrigdo
reconhecidas pelé bactéria s&o regit®es reguladoras localizadas 3’
em relagdo ao coddo stop da tradugdo, e assim, em conjunto com o
promotor, flanqueam a sequéncia codificadora. Estas sequéncias
direccionam Wa transcrigdo de um mRNA, que pode ser traduzido em
polipéptidos codificados pelo DNA. As sequéncias de terminag¢8o da
transcrigdo incluem frequentemente sequéncias de DNA de cerca de
50 nucleétidos capazes de formar estruturas em forma de loop que
ajudam na terminagdo da transcrigdo. Exemplos incluem sequéncias
de terminagdo da transcrig8o derivadas de genes com fortes
promotores, tal como o gene trp em E. coli, bem como outros genes
biossintéticos.

Tipicamente, 0s componentes acima descritos,
compreendendo um promotor, uma sequéncia sinal (se desejada), a
sequéncia codificadora de interesse, e a sequéncia de terminagdo
da transcricao,r sdo colocados em conjunto na construgdo de
expressdo. As construgfes de expressdo sdo muitas vezes mantidas
num replicon, tal como um elemento extracromossoémico (poxr
exemplo, plasmideos) capazes de as manter estavelmente num
hospedeiro, tal como uma bactéria. O replicon terd um sistema de
replicagdo, permitindo assim que este seja mantido num hospedeiro
procariota quer para expressdo quer para clonagem e ampliagédo.
Adicionalmente, o replicon pode ser um plasmideo de elevado ou
baixo numero de copias. Um plasmideo com um elevado numero de
copias terd geralmente um ndmero de cépias entre 5 e 200, e
tipicamente cerca de 10 a 150. Um hospedeiro contendo um
plasmideo de elevado nimero de codpias ira conter

preferencialmente pelo menos cerca de 10, e mais
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preferencialmente cerca de 20 plasmideos. Pode ser seleccionado
um vector quer de elevado ou baixo numero de cépias, dependendo
do efeito do vector e da proteina estranha no hospedeiro.
Al£ernativamente, a construgdo de expresséo pode estar
integrada nb genoma bacteriano com um vector de integragdo. Os
vectores de integragdo contém tipicamente pelo menos uma
sequéncia homéloga ao cromossoma bacteriano que permite ao vector
integrar-se.wA integra¢&o parece resultar de recombinag8es entre
DNA homologq no vector e o cromossoma bacteriano. Por exemplo,
vectores de integrag&o construidos com DNA de varias estirpes de
Bacillus integram-se no cromossoma do Bacillus (Publicag¢do EPO
No. 127.328). Os vectores de integrag8o podem também ser
compreendidos de sequéncias de bacteriéfagos ou de transposdes.
Tipicamente, as construgdes de expressdo de integragdo
€ extracromossémicas podem conter marcadores selectivos para
permitir a selecgdo de estirpes bacterianas que foram
transformadas. Os marcadores selectivos podem ser expressos em
hospedeiros bacterianos e podem incluir genes que conferem
resisténcia ;a bactéria a farmacos tal como a ampicilina,
cloranfenicol, eritromicina, kanamicina (neomicina), e

tetraciclina [Davies et al. (1978) Annu. Rev. Microbiol. 32:469].

Marcadores selectivos podem também incluir genes biossintéticos,
tal como os das vias biossintéticas da histidina, triptofano e
leucina.

Alternativamente, alguns dos compostos acima descritos
podem ser colocados em conjunto em vectores de transformag&o. Os
vectores de transformag8o s&o tipicamente compostos de um

marcador selectivo que ¢ ou mantido no replicon ou desenvolvido
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num vector de integra¢do, como descrito acima.

Veétores de expressdo e transformagdo, quer replicons
extra-cromossomicos quer vectores de integragdo, tém sido
desenvolvidos para a transformag8o em muitas bactérias. Por
exemplo, foram desenvolvidos vectores de expressdio para, inter
alia, as seguintes bactérias: Bacillus subtilis [Palva et al.

(1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:5582; PublicagBes EPO Nos

036.259 e 063.953; PCT WO 84/04541], Escherichia coli [Shimatake
et al. (1981) Nature 292:128; Amann et al. (1985) Gene 40:183;

Studier et al. (1986) J. Mol. Biol. 189:113; PublicagSes EPO no

036.776, 136.829 e 136.907], Streptococcus cremoris [Powell et

al. (1988) Appl. Environ. Microbiol. 54:655]; Streptococcus

lividans [Powell et al. (1988) Appl. Environ. Microbiol. 54:655],

Streptomyces lividans [Patente Norte Americana com o no
4.745.0567.

Métodos para introduzir DNA exégeno em hospedeiros
bacterianos s&o bem conhecidos na técnica, e incluem tipicamente
quer a transformagdio da bactéria tratada com CaCly ou outros
agentes, tal como catiBes divalentes e DMSO. O DNA pode também
ser introduzido em células bacterianas por electroporagdo. Os
procedimentos da transformagdo variam usualmente com as espécies
bacterianas a ser transformadas. Ver, por exemplo, [Masson et al.

(1989) FEMS Microbiol. Lett. 60:273; Palva et al (1982) Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 79:5582; Publicag8es EPO Nos 036.259 e

063.953; PCT WO 84/04541, Bacillus], [Miller et al (1988) Proc.

Natl. Acad. Sci. 85:856; Wang et al. (1990) J. Bacteriol.

172:949, Campylobacter], [Cohen et al. (1973) Proc. Natl. Acad.

Sci. 69:2110; Dower et al. (1988) Nucleic Acids Res. 16:6127;
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Kushner (1978) "An improved method for transformation of
Escherichia coli with ColEl-derived plasmids", em Genetic

Engineering: Proceedings of the International Symposium on

Genetic Engineering (eds. H. W. Boyer e S. Nicosia); Mandel et al

(1970) J. Mol. Biol. 53:159; Taketo (1988) Biochim. Biophys. Acta

949:318; Escherichia], [Chassy et al. (1987) FEMS Microbiol.

Lett. 44:173 Lactobacillus]; [Fiedler et al. (1988) Anal. Biochem

170:38, Pseudomonas]; [Augustin et al. (1990) FEMS Microbiol.

Lett. 66:203, Staphylococcus], [Barany et al. (1980) J.

Bacteriol. 144:698; Harlender (1987) "Transformation of

Streptococcus lactis by electroporation, em: Streptococcal

Genetics (ed. J. Ferretti e R. Curtiss III); Perry et al. (1981)

Infec. Immun. 32:1295; Powell et al. (1988) Appl. Environ.

Microbiol. 54:655; Somkuti et al. (1987) Proc. 4th Evr. Cong.

Biotechnology 1:412. Streptococcus].

iv. Express8o em leveduras

Os sistemas de express&8o em leveduras sdo bem
conhecidos dos especialistas na técnica. Um promotor de levedura
¢ qualquer sequéncia de DNA capaz de se ligar & RNA polimerase de
levedura e iniciar a transcrig8o a jusante (3’) da sequéncia
codificadora (por exemplo, o gene estrutural) em mRNA. Um
promotor terd wuma regifio de iniciag¢&o da transcrigdo que estéa
usualmente colocada proximalmente a extremidade 5’ da sequéncia
codificadora. Esta regisio de inicig¢3o da transcrig¢do inclui
tipicamente um local de ligagdo da RNA polimerase (a "TATA box")
e um local de iniciagdo da transcriggo. Um promotor de levedura

pode também ter um segundo dominio chamado sequéncia activadora a

45



|

1
~

®

montante (SAM), a qual, se presente, ¢ geralmente distal em
relagdo ao gene estrutural. A SAM permite uma expressdo regulada
(induzivel). A expressdo constitutiva ocorre na auséncia da SAM.
A expressdo regulada pode ser ou positiva ou negativa, aumentando
ou reduzindowdesta forma a transcriggo.

A levedura ¢ um organismo fermentador com uma via
metabdélica activa, e por isso sequéncias que codificam enzimas na
via metabélica fornecem sequéncias promotoras particularmente
tteis. Exemplos incluem, a alcodl desidrogenase (ADH) (Publ. EPO
no 284.044), enolase, glucocinase, glucose-6-fosfato isomerase,
gliceraldeldo-3-fosfato-desidrogenase (GAP ou GAPDH), hexocinase,
fosfofrutocinase, 3-fosfoglicerato mutase, e piruvato cinase
(PyK) (publ. EPO no 329 203). O gene de levedura PHO5, gque
codifica a fésfatase dcida, também fornece sequéncias promotoras

uteis [Myanohara et al. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:1].

Adicionalmente, promotores sintéticos que nd3o ocorrem
na natureza também funcionam como promotores da levedura. Por
exemplo, sequéncias SAM de um promotor de levedura podem ser
postas em conjunto com a regido de activagdo da transcrigdo de
outro promotor de levedura, criando um promotor hibrido
sintético. Exemplos de tais promotores hibridos incluem as
sequéncias feguladoras ADH ligadas a regido GAP de activag8o da
transcrigdo (Patentes Norte Americanas com os Nos. 4.876.197 e
4.880.734). Outros exemplos de promotores hibridos incluem

promotores que consistem de sequéncias reguladoras de qualquer

dos genes ADH2, GAL4, GAL10, ou PHO5, combinadas com a regido
activadora da transcrigdo de um gene de uma enzima glicolitica

tal como o GAP ou PyK (publ. EPO no 164.556). Além disso, um
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promotor de levedura pode incluir promotores de ocorréncia
natural de origem que n&do as leveduras, que tém a capacidade de
se ligar & RNA polimerase de levedura e iniciar a transcrigédo.
Exemplos de tais promotores incluem, inter alia, [Cohen et al.

(1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:1078; Henikoff et al. (1981)

Nature 283:835; Hollenberg et al. (1981) Curr. Topics Microbiol.

Immunol. 96:119; Hollenberg et al. (1979) "The Expression of

Bacterial Antibiotic Resistance Genes in the Yeast Saccharomyces

cerevisiae", ems: Plasmids of Medical, Environmental and

Commercial Importance (eds. K. M. Timmis e A. Puhler); Mercerau-

Puigalon et al. (1980) Gene 11:163; Panthier et al. (1980) Curr.
Genet. 2:109].

Uma molécula de DNA pode ser expressa intracelularmente
na levedura. Uma sequéncia promotora pode estar directamente
ligada com uma molécula de DNA, caso em que o primeiro aminoacido
na extremidade N-terminal da proteina recombinante ser& sempre
uma metionina, que ¢ codificada pelo coddo de inicia¢d3o ATG. Se
desejado, a metionina N-terminal pode ser clivada da proteina por
incubag¢do in vitro com brometo cianogénico.

Asqproteinas de fus&o fornecem uma alternativa para os
sistemas de expressdo em leveduras, bem como para os sistemas de
expressdo em mamliferos, baculovirus e bactérias. Tipicamente, a
sequéncia de DNA que codifica a porgdo N-terminal de uma
proteina enddgena de levedura, ou outra protelna estavel, &
fundida com a extremidade 5’ das sequéncias codificadoras
heterologas. Durante a express8o, esta construgdo fornecerd uma
fusdo de du?s sequéncias de aminoacidos. Por exemplo, o gene da

superdxido dismutase (SOD) de levedura ou humano, pode ser ligado
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a extremidade 5’ de um gene estranho e expresso na levedura. A
sequéncia de DNA na jung8o das duas sequéncias de aminoacidos
pode ou n&o codificar um local de clivagem. ver, por exemplo, a
Publ. EPO no 196 056. Um outro exemplo ¢ a proteina de fus&o
ubiquitina. Tal proteina de fus8o ¢ feita com a regidio da
ubiquitina que retém preferencialmente um local para uma enzima
de processamento (por exemplo, a protease especifica de
processamento da wubiquitina), para clivar a ubiquitina da
proteina estranha. Através deste método, consequentemente, as
proteinas estranhas nativas podem ser isoladas (ver, por exemplo,
PCT WO 88/024066). Este sistema ¢ um sistema preferido para a
produg&o de IGFBP-6.

Alternativamente, as proteinas estranhas podem também
ser secretadas da célula para o meio de crescimento através da
criagdo de moléculas de DNA quiméricas que codificam uma proteina
de fusdo composta de um fragmento da sequéncia condutora que
permite a secreg¢do na levedura da proteina  estranha.
Preferencialmente, existem locais de processamento codificados
entre o fragmento da sequéncia condutora e o gene estranho que
podem ser clivados in vivo ou in vitro. O fragmento da sequéncia
condutora codifica tipicamente um péptido sinal composto de
aminodcidos hidrofébicos que direccionam a secreg¢8o da proteina a
partir da célula.

O DNA gque codifica sequéncias sinal apropriadas pode
ser derivado a partir de genes para proteinas secretadas de
levedura, tal como o gene da invertase de levedura (Publicagédo
EPO No 012.873; Publicag&o JPO No 62.096.086) e o gene do factor

A (Patente Norte Americana com o no de série 4.588.684).
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Alternativamente, existem sequéncias condutoras com origem
diferente de levedura, tal com uma sequéncia condutora de
interferon, que também possibilitam a secregdio em leveduras
(Publ. EPO no 060.057).

Uma classe preferida de sequéncias condutoras da
secregdo sdo aquelas que utilizam um fragmento do gene do factor
alfa de levedura que contém ambas, a sequéncia de pré sinal e a
regido pré. Os tipos de fragmentos do factor alfa que podem ser
utilizados incluem a sequéncia condutora do factor alfa pré-pré
no total do comprimento (cerca de 83 residuos de amino&cidos),
bem como sequéncias condutoras do factor alfa truncadas
(tipicamente cerca de 25 a 50 residuos de aminoacidos) (Patentes
Norte Americanas com os Nos 4.546.083 e 4.870.008; Publ. EPO no
324.274). Sequéncias condutoras adicionais empregando um
fragmento da sequéncia condutora do factor alfa que possibilitam
a secre¢do, incluem sequéncias condutoras hibridas do factor alfa
feitas com uma pré-sequéncia de uma primeira levedura, mas uma
pré-regido de um factor alfa de uma segunda levedura. (Ver, por
exemplo, PCT WO 89/02463).

Tipicamente, as sequéncias de terminag¢8o da transcrigdo
reconhecidas pela levedura s8o regies reguladoras localizadas em
3’ em relagdo ao coddo stop da tradugdo, e assim, em conjunto com
O promotor, flanqueam a sequéncia codificadora. Estas sequéncias
direccionam a transcrig&do de um mRNA que pode ser traduzido no
polipéptido codificado pelo DNA. Exemplos de sequéncias de
terminagdo da transcrigdo e outras sequéncias de terminagédo
reconhecidas pelas leveduras, incluem as que codificam para as

enzimas glicoliticas.
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Tipicamente, 0s componentes acima descritos,
compreendendo o promotor, a sequéncia condutora (se desejada), a
sequéncia codificadora de interesse, e a sequéncia de terminagdo
da transcrigdo, s&o0 colocados em conjunto na construgdo de
expressdo. As construgBes de expressdo sfgo muitas vezes mantidas
num replicon, tal como um elemento extracromossémico (por
exemplo, plasmideos), capazes de as manter estavelmente num
hospedeiro, tal como leveduras ou bactérias. O replicon pode ter
dois sistemas de replicagdo, permitindo assim que seja mantido,
por exemplo; em leveduras para express8o e em hospedeiros
procariotas éara clonagem e ampliag&o. Exemplos de tais vectores
vai-vem de Nlevedura-bactéria incluem o YEp24 [Botstein et al.

(1979) Gene 8:17-24], pCl/1 [Brake et al. (1984) Proc. Natl.

Acad. Sci USA 81:4642-4646], e YRpl7 [Stinchcomb et al. (1982) J.

Mol. Biol. 158:157]. Adicionalmente, um replicon pode ter quer um

plasmideo de elevado ou baixo nimero de cépias. Um plasmideo com
um elevado némero de cépias tera geralmente um nuimero de cépias
entre cerca de 5 a cerca de 200, e tipicamente de cerca de 10 a
150. Um hospedeiro contendo um plasmideo com um elevado nétmero de
cépias terd de preferéncia pelo menos 10, e mais
preferencialmente pelo menos 20. Pode ser seleccionado um vector
com um elevado ou baixo nimero de cépias, dependendo do efeito do
vector e da proteina estranha no hospedeiro. Ver por exemplo,
Brake et al., supra.

Alternativamente, as constru¢des de express8o podem ser
integradas no genoma da levedura com um vector de integragdo. Os
vectores de integragdo contém tipicamente pelo menos uma

sequéncia homdéloga ao cromossoma da levedura que permite ao
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vector integrar-se, e preferencialmente contém duas sequéncias
homélogas a flanquear a construg8o de express&o. A integragdo
parece resultar de recombinag8es entre DNA homélogos no vector e
cromossoma da levedura [Orr-Weaver et al. (1983) Methods in

Enzymol. 101:228245]. Um vector de integragdo pode estar

direccionado para um locus especifico na levedura através da
selecgdo da seéuencia homéloga apropriada para a inclusdo no
vector. Ver Orr-Weaver et al., supra. Uma ou mais uma contru¢Ses
de expressdo podem ser integradas, afectando possivelmente os
niveis de proteina recombinante produzida [Rine et al. (1983)

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:6750]. As sequéncias cromossémicas

incluidas no vector podem ocorrer ou como segmentos simples no
vector, que resulta na integragdo da totalidade do vector, ou
dois segmentos homélogos a segmentos adjacentes no crmossoma e
flanqueando a construg8o de expressdo no vector, gque pode
resultar na integragdo estdvel de apenas a construgdo de
exprességo.

Tipicamente, construgdes de expressédo
extracromossémicas e de integragdo podem conter marcadores
selectivos para permitir a selecg¢do de estirpes de leveduras que
foram transformadas. Marcadores selectivos podem incluir genes
biossintéticos que podem ser expressos no hospedeiro levedura,

tal como os genes ADE2, HIS4, LEU2, TRP1, e ALG7, e o gene de

resiténcia G418, os quais conferem resisténcia nas células de
levedura a tunicamicina e ao G418, respectivamente.
Adicionalmente, um marcador apropriado selectivo pode tambeém
fornecer leveduras com a capacidade de crescerem na presenga de

compostos toxicos, tal como metais. Por exemplo, a presenga de
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CUP1 permite que a levedura cresga na presenga de i8es cobre

[Butt et al. (1987) Microbiol. Rev. 51:351].

Alternativamente, alguns dos componentes acima
descritos podem ser postos em conjunto em vectores de
transforma¢a§. Os vectores de transformag8o s&o tipicamente
compostos de um marcador selectivo que & ou mantido num replicon
ou desenvolvido num vector de integrag8o, como descrito acima.

Vectores de express&o e transformagdo, quer replicons
extracromossémicos quer vectores de integragédo, tém  sido
desenvolvidos para a transformagdo em muitas leveduras. Por
exemplo, vectores de expressdo tém sido desenvolvidos para, inter
alia, as seguintes leveduras: Candida albicans [Rurtz et al.

(1986) Mol. Cell. Biol. 6:142], Candida maltosa [Kunze et al

(1985) J. Basic Microbiol. 25:1417. Hansenula polymorpha

[Gleeson, et al. (1986) J. Gen. Microbiol. 132:3459; Roggenkamp

et al. (1986) Mol. Gen. Genet. 202:302], Kluyveromyces fragilis

[Das, et al. (1984) J. Bacteriol. 158:1165], Kluyveromyces lactis

[De Louvencourt et al. (1983) J. Bacteriol. 154:737; Van den Berg

et al. (1990) Bio/Technology 8:135], Pichia guillermondii [Kunze

et al. (1985) J. Basic Microbiol. g§}141], Pichia pastoris [Cregg

et al. (1985) Mol. Cell. Biol. 5:3376; Patentes Norte Americanas

com os no 4.837.148 e 4.929.555], Saccharomyces cerevisiae

[Hinnen et al. (1978) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:1929; Ito et

al. (1983) J. Bacteriol. 153:163], Schizosaccharomyces pombe

[Beach e Nurse (1981) Nature 300:706], e Yarrowia lipolytica

[Davidow et al. (1985) Curr. Genet. 10:380471; Gaillardin et al

(1985) Curr. Genet. 10:49].

Métodos para introduzir DNA exégeno em leveduras
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hospedeiras s&o bem conhecidos na técnica, e incluem tipicamente
ou a transformag8o de esferoplastos ou de células intactas de
levedura tratadas com catiBes alcalinos. Os procedimentos de
transformag¢8o variam usualmente com a espécies de levedura a ser

transformada. Ver, por exemplo, [Kurtz et al. (1986) Mol. Cell.

Biol. 6:142; Kunze et al . (1985) J. Basic Microbiol. 25:141;

Candida]; [Gleeson, et al. (1986) J. Gen. Microbiol. 132:3459;

Roggenkamp et al. (1986) Mol. Gen. Genet. 202:302; Hansenula];

[Das, et al. (1984) J. Bacteriol. 158:1165; [De Louvencourt et

xal. (1983) J. Bacteriol. 154:1165; Van den Berg et al. (1990)

Bio/Technology 8:135; Kluyveromyces];[Cregg et al. (1985) Mol.

Cell. Biol. 5:3376; Kunze et al. (1985) J. Basic Microbiol.

25:141; Patentes Norte Americanas com os Nos 4.837.148 e

4.929.555; Pichia]; [Hinnen et al. (1978) Proc. Natl. Acad. Sci.

USA  75:1929; Ito et al. (1983) J. Bacteriol. 153:163;

Saccharomyces]; [Beach e Nurse (1981) Nature 300:706;

Schizosaccharomyces]; [Davidow et al. (1985) Curr. Genet. 10:39;

Gaillardin et al (1985) Curr. Genet. 10:49; Yarrowial].

g. Produgdo de Anticorpos para a IGFBP-6

Anticorpos especificos para a IGFBP-6 s8o produzidos
através da imunizagdo de um hospedeiro vertebrado apropriado, por
exemplo, coelho, com IGFBP-6 purificada ou derivados
polipeptidicos da IGFBP-6, por si sé, ou em conjunto com um
adjuvante convencional. TUsualmente estar&o envolvidas duas ou
mais imunizag®es, e o sangue ou bago ser&o recolhidos uns dias
depois da tltima injecg¢do. Para o antisoro policlonal, as

imunoglobulinas podem ser precipitadas, isoladas e purificadas
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por uma variedade de técnicas padronizadas, incluindo a
purificag8o por afinidade usando IGFBP-6 ligado a uma superficie
s6lida, tal como gel ou contas numa coluna de afinidade. Para
anticorpos monoclonais, os esplenécitos serdo normalmente
fundidos com um linfécito imortalizado, por exemplo, uma linha de
células mieloides, em condigdes selectivas para a formagdo de
hibridomas. Os hibridomas podem ser clonados em condigSes de
diluig¢do limite e os seus sobrenadantes verificados para os
anticorpos que possuam a especificidade desejada. Técnicas para a
produgdo dem anticorpos sdo bem conhecidas na literatura e s&o

exemplificadas pela publicagdo Antibodies: A Laboratory Manual

(1988) eds. Harlow e Lane, Cold Spring Harbor Laboratories Press,
e nas Patentes Norte Americanas com os Nos 4.381.292, 4.451.570,
e 4.618.577.

Para ambas as utilizag8es in vivo de anticorpos para a
IGFBP-6 e de anticorpos anti-idiotipo e para uso em diagnéstico,
podera ser preferivel usar anticorpos monoclonais. Anticorpos
monoclonais anti-particulas virais ou anticorpos anti-idiotipo
podem ser produzidos da forma que se segue. O bago ou linfécitos
de um animal imunizado sdo removidos e imortalizados, ou usados
para  preparar  hibridomas por métodos conhecidos pelos
especialistas na técnica. Para produzir um hibridoma humano-
humano, ¢ seleccionado um dador de linfécitos humano. O virus
Epstein-Barr (VEB) pode ser utilizado para imortalizar linfécitos
humanos, ou pode ser utlizado um parceiro de fus8o humano para
produzir hibridomas humano-humano. A imunizagdo primaria in vitro
com péptidos pode também ser usada na geragdo de anticorpos

monoclonais humanos. Os anticorpos secretados pelas células
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imortalizadas s&o verificados para determinar os clones que
secretam os anticorpos com a especificidade desejada.

h. Métodos de diagnéstico usando antigénios, material
genético dos anticorpos.

As composig8es compreendendo antigénios ou anticorpos
do presente invento, bem como o material genético, podem ser
usadas em ensaios de diagndstico. Entre a informag8o biolégica
util que se pode obter, os niveis de proteinas de ligag“ao a8
excessivos devido & presenga de tumores, que resultam num aumento
de produgdo quer de IGF quer de uma das proteinas de ligagdo
IGFBP (dado que as proteinas de 1ligag8o s&o produzidas na
presenga de excesso de IGF). Adicionalmente, um nimero de
distdrbios conhecidos pode estar relacionado com as concentrag8es
de IGF. Por exemplo, alguns tipos de osteoporoses estdo
relacionados com os niveis de IGF. Adicionalmente, as proteinas
de ligagdo podem ser usadas na identificagdo, produgdo e
purificag8io das IGF produzidas por recombinagdo. Métodos para
detectar a presenga da IGFBP-6 compreendem a andlise de uma
amostra bioldégica, tal como uma amostra de sangue, de fluido
cerebroespinal ou de tumores ou tecido ésseo.

Tipicamente, métodos para detectar analisados como as
protelnas de ligagdo do invento, s8o baseados em imunoensaios.
Tais técnicas s&o bem conhecidas e n#8o necessitam de ser aqui
descritas em detalhe. Exemplos incluem ambas as técnicas de
imunoensaios heterogéneos e homogéneos. Ambas as técnicas sé&o
baseadas na formag8o de um complexo imunolégico entre a proteina
de ligagdo e o correspondente anticorpo especifico. Ensaios

heterogéneos para a IGFBP-6 usam tipicamente um anticorpo
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especifico ﬁonoclonal ou policlonal, ligado a wuma superficie
solida. Os ensaios sandwich s&o cada vez mais populares. Podem
também ser usados ensaios homogéneos, que s&8o realizados em
solugdo semua presenga de uma fase s6lida, por exemplo, através
da determinagdo da difereng¢a na actividade enzimatica conduzida
pela 1ligag&86 de anticorpos livres a um conjungado enzima--
antigénio. Varios ensaios apropriados est8o descritos nas
Patentes Norte Americanas com os Nos 3.817.837, 4.006.360,
3.996.345.

0 Areagente da superficie solida do ensaio acima &
preparado por técnicas conhecidas para ligar material proteico a
um materiali de suporte sélido, tal como contas poliméricas,
adesivos imérsos ; ou material de filtragem. Estes métodos de
ligagéo inclﬁem geralmente a absorgdo n&o especifica da proteina
ao suporte ou ligag&o covalente da proteina, tipicamente através
de grupos amina livres, para uma grupo quimicamente reactivo no
suporte solido, tal como um grupo activo carboxilo, hidroxilo ou
aldeido. |

Numa segunda configurag&o de diagnéstico, conhecida
como ensaio homogéneo, a ligag&o do anticorpo ao analisado produz
alguma mudanga no meio de reacg¢8o, a qual pode ser directamente
detectada no meio. Os tipos de ensaios homogéneos gerais
conhecidos e propostos a partir de agora incluem (a)
registadores de marcagdo spin, em que o anticorpo ligado ao
antigénio ¢ detectado por uma mudanga da mobilidade registada
(alargamento‘dos picos de desdobramento do spin), (b)registadores
fluorescentes, em que a ligag8o ¢ detectada por uma mudanga na

eficiéncia de fluorescéncia, (c) registadores enzimaticos, em que
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a ligagdao do anticorpo tem efeito nas interacgdes
enzima/substrato, e (d) registadores de ligagdo a lipossomas, em
que a ligagdo leva & lise dos lipossomas e liberta o registador
encapsulado. A adaptagdo destes métodos para a proteina antigénio

do presente invento segue os métodos convencionais de preparagdo

de reagentes de ensaios homogéneos.

i. Aplicag8es de diagnéstico utilizando sondas
genéticas

O material genético do invento pode, por si sé, ser
usado em numerosos ensaios como sondas para o material genético
presente em materiais de ocorréncia natural. O analisado pode ser
uma sequéncia de nucleédtidos que hibrida com uma sonda que
compreende uma sequéncia de (usualmente) pelo menos cerca de 16
nucleotidos consecutivos, usualmente 30 a 200 nucledtidos, ate
substancialmente a sequéncia total das sequéncias ilustradas em
cima (sequéncias de cDNA). O analisado pode ser RNA ou cDNA. A
amostra ¢ tipicamente como a descrita na sec¢do anterior. Um
resultado positivo é geralmente caracterizado pela identificagdo
de um material genético compreendendo uma sequéncia homéloga em
pelo menos 70% a uma sequéncia de pelo menos 12 nucleétidos
consecutivos da sequéncia dada aqui, usualmente cerca de pelo
menos 80% homologa a pelo menos cerca de 60 nucleédtidos
consecutivos dentro das sequéncias, e pode compreender uma
sequéncia substancialmente homéloga ao comprimento total das
sequéncias. Com o objectivo de detectar um analisado, em que o
analisado hibrida com uma sonda, a sonda pode conter um marcador

detectavel. -Sondas que sdo particularmente tteis para detectar

57



proteinas de ligag&o s¥o baseadas em regiBles permanentes destas
proteinas, particularmente nos aminoacidos 181 a 191 (PNCD) e nos
amino4dcidos 212 a 215 (CWCV) da BP6. Estes aminoacidos s&o
altamente conservados em todas as proteinas de ligagdo IGF
relacionadasi Apenas a IGFBP-1 tem uma diferenga: um N em vez de
um D na posi;ao 191.

Um método para ampliagdo dos &cidos nticleicos alvo,
para futura andlise por ensaios de hibridagd8o, ¢ conhecido como a
reacgdo de polimerase em cadeia ou técnica de PCR. A técnica de
PCR pode ser aplicada para detectar a IGFBP-6 do invento em
amostras em que se suspeita da sua existéncia, usando '"primers"
de oligonucledétidos separados uns dos outros e baseados nas
sequéncias genéticas aqui descritas. Os primers sdo
complementares as cadeias opostas de uma molécula de DNA de dupla
cadeia e estdo tipicamente separados por cerca de 50 a 450 nt ou
mais (usual&ente ngo mais que 200 nt). Este método tem como
consequencia a prepargdo de ‘"primers" de oligonucledtidos
especificos e, em seguida, a repetig8o de ciclos de desnaturag8o
do DNA alvo, a ligagdo do "primer", e a extens8o com uma DNA
polimerase, de modo a obter fragmentos de DNA do tamanho esperado
baseados no espagamento do "primer". Os produtos de extens&o
gerados a partir um ‘"primer" servem como sequéncias alvo
adicionais para outro ‘“primer". O grau de ampliag8o de uma
sequéncia alvo ¢ controlado pelo ntimero de ciclos que s&o
realizados e teoricamente calculado pela simples férmula 2n, em
que n & o numero de ciclos. Posto isto, a média de eficiéncia por
ciclo atinge de cerca de 65 a 85%, 25 ciclos produzem de 0,3 a

4,8 milhdes de copias da sequéncia alvo. O método PCR esta
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descrito em varias publicag¢®es, incluindo Saiki et al., Science
(1285) 230:1350-1354; saiki et al., Nature (1986) 324:163-166; e
Schart et al., Science (1986) 233:1076-1078. Ver também as
Patentes Norte Americanas com os Nos. 4.683.194; 4.683.195; e
4.683.202.

O invento inclui um método de diagnéstico especifico
para determinag8o da IGFBP-6, baseado na ampliagdo selectiva de
fragmentos de DNA que codificam a IGFBP-6. Este método utiliza um
par de ‘'primers" de cadeia simples derivados de regiBes ndo
homélogas de cadeias opostas de um fragmento de DNA duplete,
seleccionado a partir das sequéncias ilustradas na Figura 1.
Estes "fragmentos de "primers", que constituem wum aspecto do
invento, sé&o preparados a partir de fragmentos de IGFBP-6 como
descrito acima. O método seque o processo para a ampliagdo de
sequencias de acidos nucleicos seleccionadas, como descrito na

Patente Norte Americana com o No. 4.683.202, discutida acima.

j. Ensaio para as propriedades biolégicas da IGFBP-6

A propriedade de se ligar a um factor de crescimento
semelhante & insulina & uma das actividades biolégicas das
proteinas do invento. Estas proteinas podem ser convenientemente
testadas num ensaio de ligagdo usando IFG-1 [Rinderknecht, E. e
Humbel, R. E., J. Biol. Chem. (1978) 253:2769] ou IGF-II
[Rinderknecht, E. e Humbel, R. E., FEBS (1978) 89:2837,
preferencialmente IGF-II, numa forma marcada, por exemplo, forma
iodinatada. Por exemplo, um tal ensaio pode incluir
convenientemente a realizag8o de uma electroforese em gel (SDS-

PAGE) das proteilnas do invento, seguindo-se um western blot do
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gel, a posterior incubagdo das manchas na presenga de [1
ou II, a lavagem das manchas para remover IGF-I ou II livre, e a

detecgdo da radioactividade nas manchas.

k.. Usos da IGFBP-6

Aplicag@es terapéuticas das proteinas de 1ligagdo do
invento incluem o seu uso como agente terapéutico unico e o seu
uso em combinagdo com um IGF, sendo preferida a #ltima
utilizag¢do.

Quando usada em combinag8o com um IGF, a proteina de
ligag8o do invento é adequada para usar nas indicag8es acima
mencionadas,  primariamente como  indutor do crescimento,
regenerador de tecidos e agente de cura de ferimentos.

Consequentemente, o invento possibilita:

i) a utilizag&o da proteina de ligagdo do invento em
conjunto com o IGF livre ou em combinagdo fixa, para estimular o
crescimento de um sujeito, regeneragdo de tecido ou orgdo ou cura
de ferimentos, ou

ii) um método para estimular o crescimento de um
sujeito, reg?ne£a¢ao de tecido ou orgdo ou cura de ferimento num
sujeito, que compreende a administrag&o de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de uma proteina de ligag8o do invento em
conjunto com uma quantidade terapeuticamente eficaz de um IGF, a
um paciente com necessidade de tal tratamento, ou

iii) uma composigdo farmacéutica para estimular o
crescimento do sujeito, regeneragdo de tecido ou org&o ou cura de
ferimento, que compreende uma proteina de ligag&o do invento em

conjunto com um IGF e com um transportador ou diluente
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farmaceuticamente aceitavel, ou

iv) um pacote contendo formas de dose separadas de uma
proteina de ligagdo do invento e um IGF, em conjunto com as
instruges para a mistura ou administra¢do concomitante.

Em associagdo com um IGF, uma proteina de ligag8o do
invento ¢ de especial interesse para mediar a condrogénese ou
hematopoiese. Isto pode ser ilustrado pelos testes que se
seguem, de A a C.

A) Um IGF aumenta a formagdo do osso como indicado, por
exemplo, por um aumento da incorporagdo de [3H]-prolina em
proteinas colagénicas e n8o colagénicas no crdneo de feto de
rato. Um efeito sinergistico ocorre quando o IGF ¢ usado na
presenga de wuma proteilna de ligag8o do invento. Culturas de
orgdos de tecidos de craneo de rato s8o preparadas pela
dissecag8o dos ossos frontal e parietal de fetos de ratos com 21
dias de idade, separados ao longo da sutura sagital e postos em
cultura de acordo com o método de Kream et. al. (Endocrinology
(1985) ll§:2§6). Uma proteina de ligag¢do ou IGF ¢ adicionada em
doses de 10 am200 ng por ml de cultura. Quando s&o adicionados em
combinagé&o uﬁ“com O outro, a razdo molar ¢ de 1l:1. A cultura é
efectuada po£‘24 a 48 horas. Para quantificar a incorpora¢lo de
[3H]prolina e proteinas de colagénio digeriveis e proteinas n#o
éolagénicas, ~os homogeneizados de osso s8o digeridos com
colagenase bacteriana de acordo com o método de Diegelman R. e
Peterkofsky (Dev. Biol. (1972) 28:443) e modificado por Kream et
al. (Endocrinalogy (1985) 116:296).

B) :Um IGF diminui a reabsorg¢8o do osso como indicado

por uma diminuigdo na libertag#o de [45]Ca a partir do osso. Um
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efeito sinergistico ocorre quando um IGF ¢ usado na presenga de
uma proteina de ligagdo do invento. O teste tem efeito de acordo
com os principios de Raisz (J. Clin. Invest. (1965) 44:103).
Ratos fecundados s&o injectados subcutaneamente com [45]Ca no
décimo oitavo dia de gestag8o. Um IGF, sézinho ou na presenga da
proteina de ligag8o do invento, ¢ injectado numa dose de 10 a 200
ng por animal. A proteina de ligagHo ¢ adicionada de modo a que a
razdo molar seja 1:1. No décimo nono dia, os animais s&o
sacrificados, e os fetos s&o removidos. Os trogos mineralizados
do radio e do cubito sdo dissecados e colocados em cultura. A
reabsorgdo ¢ quantificada com base na libertagdo de [45]Ca dos

explantes de osso.

C) As proteinas de ligag&o IGF do invento, bem como
outras proteinag de ligag8o IGF, potenciam o efeito semelhante a
eritropoietina - do IGF-I. 1Isto pode ser demonstrado, en
particular, testando o IGF-I, por exemplo, 10 ng/ml de IGF-I,
sézinho e em combinag8o com a proteina de ligagdo IGF
completamente formada da Figura 1, por exemplo, uma aliquota de
50 pl de um sbbrenadante derivado de uma cultura de 1linhas de
células CHO que expressam a proteina de ligagdo completamente
formada da Figufa 1, num ensaio CFU-E, como descrito em Fagg, B.,
Roitsch, C. A. Cell. Physiol. (1986) 126:1. Enquanto que o
resultado obtido com a proteina de ligag%0 IGF sézinha n8o &
significativamepte diferente do controlo, & observado um efeito
sinergistico na combinag¢8o, quando comparado com o IGF sézinho.

Além disso, a actividade mitogénica de um IGF combinado

com uma proteina de ligag8io do invento pode ser testada da
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seguinte forma: a incorporagdo de [3H] metil-timidina em células
CCl 39 (fibroblastos de pulm&#io de hamster chinés) em cultura &
medida como descrito por Plouet et al. Cell., Miol. (1984) 30:105.
Neste ensaio, wuma linha celular CCL 39 & colocada numa placa,
numa densidade de 40000 células por ctpula em 0,5 ml de meio de
cultura MEM (Gibco) contendo 10% de soro fetal de vitelo, 0,1%
de penicilina, 0,4% de estreptomicina e 0,5% de fungizona. Apds
72 horas de incubagdo a 37°C numa atmosfera carregada com 5% de
COs, as células s8o lavadas com meio MEM na auséncia de soro
fetal de vitelo e depois postas em cultura no seu meio durante 20
horas. Neste estado, a cultura de células & confluente e um IGF
ou proteina de ligag&o ou os dois em conjunto sdo inoculados cada
um com uma dose de 10 a 200 ng por ml de meio de cultura. Quando
adicionados em conjunto, a razdo molar deve ser 1:1. A amostra
teste ¢ incuﬁéda a 37°C durante 24 horas e depois é-lhe
adicionado 1mCi [3H] metiltimidina em 10 ml de PBS. Ap6s 4 horas
de incubag&o, a incorporagdo da metiltimidina & interrompida pela
lavagem das células com PBS. As células s8o fixadas com 0,5 ml de
adcido tricloroacético (5%) durante 30 min., depois lavadas com
dgua e finalmente lisadas com 0,5 ml de NaOH 0,1 M durante 2
horas a 37°C. 0,5 ml do lisado sdo transferidos para um frasco
de cintilag8es e misturado com 3 ml de liquido de cintilag&o para
medir a radioactividade b. A proteina de ligagdo potencia a
actividade mitogénica do IGF, embora o nivel de radioactividade
que ¢ medido quando ¢ utilizada a proteina de ligag&o sézinha n&o
seja substancialmente diferente do da amostra controlo.

Mais particularmente, uma proteina de ligagdo do

invento, em combinag88 com o IGF & #til a) para tratar o
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hipopituitarismo, o nanismo do tipo Laron, a osteoporose,
anemias, complicag8es especiais a seguir a uma falha renal
cronica e deficiéencia de figado ou rim, e b) para promover a cura
de feridas tal como tlceras e queimaduras ou aquelas que ocorrem
em acidentes ou” resultantes de uma cirurgia.

Para usar em associagdo com uma proteina de ligag8o do
invento, o IGF ¢ preferencilamente seleccionado do IGF-I como
descrito em Rinderknecht, E. e Humbel, R. E., J. Biol. Chem.
(1978) 253:2769, do IGF II como decrito por Rinderknecht, E. e
Humbel, R. E., FEBS (1978) 89:283 e qualquer derivado ou
fragmento de IGF-I e IGF-II tendo uma actividade de factor de
crescimento seﬁelhante a insulina. Mais preferencialmente, ¢ o
IGF-II.

Para usar em associagdo com um IGF, ¢ preferida uma
proteina de ligag&o do invento com 85 a 100% de homologia com a
pré IGF-BP ou IGF-BP, como ilustrado na Figura 1.

Quando n&o associadas com os IGF, as proteinas de
ligagdo do invento tém mais aplicagBes terapéuticas em qualquer
distérbio fisioldégico resultante de uma produgdo excessiva de IGF
livre, por exmplo, cancros produtores de IGF tal como o cancro do
peito ou do rim} a diabetes proliferativa que afecta a retina ou
crescimento anormal de criangas altas com elevados niveis de IGF
livre no soro.

Consequentemente, o invento também fornece:

(i) o uso de uma proteina de ligagdo do invento para
tratar distidrbios fisiolégicos resultantes de uma  produg8o
excessiva de IGF livre em mamiferos, por exemplo, no corpo

humano, por exemplo, cancros produtores de IGF, a diabetes
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proliferativa que afecta a retina ou crescimento anormal de
sujeitos altos, ou

(ii) um método para tratar distérbios fisioldégicos
resultantes de uma produgdo excessiva de IGF livre, por exemplo,
cancros produtores de IGF, diabetes que afecta a retina ou
crescimento anormal de sujeitos, que compreende a administragé&o
de uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma proteina de
ligagdo do invento a um sujeito com necessidade de tal
tratamento, ou

(iii) uma composigdo farmaceutica para  tratar
distérbios fisioldgicos resultantes de uma produgdo excessiva de
IGF livre, por exemplo cancros produtores de IGF, diabetes que
afecta a retina ou crescimento anormal de sujeitos, que
compreende uma proteina de ligag¢8o do invento em associagdo com
um transportador ou diluente farmaceuticamente aceitavel, ou

(iv) um método de libertag8o dos IGF’s para orgdos ou
tecidos especificos baseado nas diferentes propriedades de
ligagdo da IGFBP-6, como indicado pelos testes biolégicos.

Fragmentos de formas mutadas da pre-IGF-BP ou IGF-BP
como se mostrém na Figura 1 s8o de particular valor para tratar
os disturbios fisiolégicos resultantes de uma produgdo excessiva
de IGF livre no corpo humano.

Uma ‘proteina de liga¢d8o do invento, sézinha ou em
combinag¢do com um IGF, pode ser administrada por qualquer via
convencional apropriada a péptidos, ou, em particular,
entericamente, por exemplo, na forma de tabletes ou capsulas, ou
de preferéncia barentericamente, por exemplo, subcutaneamente ou

intravenosamente na forma de injecgBes ou de infusSes. Além
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disso, pode também ser usada topicamente, por exemplo, na forma
de pomadas ou suspens8des quando usados, por exemplo, como agentes
de cicatrizag¢do de feridas.

Para todas as indicag¢8es acima, a dose apropriada ira,
evidentemente, depender, por exemplo, da natureza e gravidade do
disttérbio a ser tratado e do modo de administrag8o. Por exemplo,
resultados satisfatérios podem ser obtidos no tratamento da
osteoporose oﬁ anemia com doses didrias de cerca de 0,1 a 40 mg
por Kg de peéo de corpo, preferencialmente de cerca de 0,5 a
cerca de 20 mg por Kg de peso de corpo de proteina de ligagdo do
invento. Em mamiferos grandes, por exemplo humanos, quando
indicada a dose diaria, sera de cerca de 5 mg, convenientemente
adminstrados parentericamente, por exemplo, uma vez por dia. Para
a cicatriza¢ad de feridas, uma dose diaria de cerca de 0,1 a 10
mg de proteina do invento por cm? de 4&rea ferida, é
apropriadamente indicada para mamiferos grandes, por exemplo,
humanos. Serd convenientemente administrado uma vez ao dia.
Quando usadas em combinagdo com um IGF, a raz&o molar da proteina
de ligagdo para o IGF ¢ preferencialmente de 0,1:1 a 5:1, mais
preferencialmente de 0,5:1 a 2:1, mais preferencialmente 1:1.

Composigdes farmacéuticas do invento podem ser
fabricadas da forma convencional.

Outros usos das proteinas de ligag&o do invento incluem
varios usos na produgdo de moléculas de IGF por técnicas
recombinantes. As proteinas de ligag8o do invento podem ser
usadas para detectar IGF produzido por leveduras na conformag8o
nativa (activa) (como oposto das formas inactivadas).

Adicionalmente, as proteinas do invento podem ser usadas como
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transportadores (possivelmente na forma de  proteinas co-

expressas) na produgdo de IGF. Da mesma forma que as proteinas
de ligagdo estabilizaram o IGF in vivo, espera-se que fagam o
mesmo in vitro. As proteinas de ligag8io podem também ser usadas
para purificar IGF produzido em leveduras, através da sua ligagé&o
a uma superficie sélida (tal como numa cromatografia por
afinidade).

Embora o invento tenha sido descrito com referéncia a

configurag¢8es particulares, os métodos, a construgdo, € O seu uso

particulares, serad evidente para os especialistas na técnica que

podem ser feitas varias mudangas e modificagBes sem que nos

afastemos do invento.

3. Exemplos

Tecidos

O tecido do osteosarcoma humano foi obtido do Dr.

Marshall Urist (Univ. da Califérnia, Los Angeles).

Isolamento de RNA

O RNA foi isolado pelo método do tiocianato de
guanidina [Chirgwin, J. M. et al. (1979) Biochemistry 18:5294-
5299] com modificag®es [Freeman, G. J. et al. (1983) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 80:4094-4098]. O RNA poly (A)+ foi purificado por
um Unico fraccionamento ao longo de celulose oligo(dT) [Aviv, H.

e Leder, P. (1972) Proc. Natl Acad. Sci USA 69:1408-14127.

Sintese de oligonucleétidos

Adaptadores oligonucleotidicos, sondas e "primers*"
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foram sintetizados pelo método da fosforamidita com um
sintetizador modelo 380A da Applied Biosystems, purificados por
uma electroforese em gel de poliacrilamida e retirados os sais
em cartuchos SepPak C18 (Waters, Milford, MA).

Um oligonucledtido de 1l4-mer (5'CCTGTAGATCTCCG 3') e um
oligonucledétido de 18-mer (5 "ATTTCGGAGATCTACAGG-3") foram
sintetizados e utilizados como adaptadores da EcoRI para a
biblioteca de cDNA construida em ZAPII. O de 1l4-mer foi
fosforilado [Maniatis, T. et al. (1982) Molecular Cloning, a
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, NY)], depois aquecido imediatamente a 95°C durante 15
minutos para inactivar a polinucleétido cinase. Os adaptadores
também contém uma local interno para a BglII. |

Os dois '"primers" PCR de consenso usados para
identificar a BP6 foram um "primer" com sentido consistindo de
uma mistura de 32 de 24-mer (5 "AGATCTGAATTCGCCXAA
(C/T)TG(C/T)(A/G)A-3') e primer sem sentido consistindo de uma
mistura de 16 de 25-mer (5’ AGATCTAAGCTTCXAC(A/G)CACCA(A/G)CA
3’), em que X denomina todos os quatro desoxinucleotidos. Os
locais EcORI e HindIII foram incluidos nos "primers" com e sem
sentido, respectivamente, para permitir a subclonagem de produtos
da PCR em vectores de sequéncia M13.

As sondas BP6 usadas para verificar a biblioteca de
cDNA eram dois de 19-mer, (5’ GCAAAGGATTCTACAAGAG 3’') e (57

CAAACCTTCCCGTGGCCGC 37).

Ampliag¢&o PCR

As reacc8es PCR foram realizadas com um kit PCR (Perkin
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Elmer Cetus) de acordo com as intrugdes do fornecedor, usando os
"primers" PCR descritos acima a concentrag®es finais de 8 M. O
cDNA modelo foi sintetizado a partir de 2,5 g de osteosarcoma
humano (Ost2) RNA poly (A)+. As condigBes de sintese do CcDNA
foram identicas as da sintese da primeira cadeia do cDNA (ver
construgdo de uma biblioteca de cDNA). O cDNA foi fraccionado num
Biogel A-15m, recuperado por precipitagdo em etanol e
ressuspendido em 100 1 de &gua esterilizada. Foi usado 1 1 de
modelos de cDNA para a reacg¢8o PCR. Foram realizados 35 ciclos de
PCR num ciclizador teérmico de DNA Perkin Elmer Cetus. Os
primeiros 10 ciclos consistiram numa etapa de desnaturagdo de 1
minuto a 94°C, uma etapa de 1 minuto de hibridag&o a 33°C, e 1
minuto de etapa de extensdo a 33°C. O0s 25 ciclos segquintes
consistiram de uma etapa de desnatura¢do de 1 minuto a 94°C, uma
etapa de hibridag8o de 1 minuto a 55°C e uma etapa de extens8o de
1 minuto a 72°C. A etapa de extens8o final do #ltimo ciclo foi de
7 minutos. A  amostra foi extraida uma vez com
fenol/cloroférmio/isoamilalcos6l (1:1:0,04), uma vez com
cloroférmio/isoamilacodl (24:1) e recuperado por precipitagso
etanol. O DNA produto da PCR foi depois incubado durante 20
minutos a 37°C com 10 unidades de DNA polimerase I, fragmento
Klenow em Tris-HCl 10 mM a pH 7,5, MgCly 10 mM, NaCl 50 mM,
ditiotreitol 1 mM e dATP, dGTP, dTTP e dCTP 40 M cada. A amostra
foi extralda como acima, recuperada por precipitagdo com etanol,
digerida com EcoRI e Hind II1I, e fracionada por electroforese em
gel de 7% de acrilamida, 1 X TBE (Tris/borato EDTA). O DNA com
migrag8o entre 80-100 pares de bases foi excisado do gel; eluido

passivamente durante 16 horas, com agitag8o suave, em Tris-HC1l 10
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mM, pH 7,5, EDTA 1mM, purificado pela passagem ao longo de uma
‘coluna elutip-D como descrito pelo fornecedor (Schleider e
Schuell), 1ligado a wum local de corte da EcoRI e HindIII no
vector de sequéncia M13 (mpl8) e introduzido na estirpe DH5aF’ de

E. coli.

Construgdo da biblioteca de cDNA

Uma biblioteca de cDNA de osteosarcoma humano/ZAPII foi
construida a partir do RNA poly(a)+ de osteosarcoma humano, como
descrito por Zapf et al. (1990) J. Biol. Chem. 265:14892-14898.
Foi obtida una biblioteca de 1,75x107 clones recombinantes

independentes.

Verificagd8o da biblioteca de cDNA

Aproximadamente 300.000 fagos recombinantes da
biblioteca de cDNA de Ost4 foram plagueados (50.000 fagos/ placa
com 137 mm de diametro) em E.coli BB4 e cresceram por 5-6 horas a
37°C. 0s fagos foram transferidos para filtros de nitrocelulose
(Millipore, HAFT 137), processados [Benton, W. D. e Davies, R. W.
(1977) Science 196:180-182] e verificados com duas sondas BP6. As
sondas foram marcadas com a polinucledtido cinase de T4 e
[32P]ATP [Maniatis, T. et al. (1982) Molecular Cloning, A
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring

Harbor, NY) para uma actividade especifica de 1--2X108

cpm/g. Os
filtros foram pré -hibridizados durante 1-2 horas a 37°C como
descrito por Zapf et al. (1990) J. Biol. Chem. 265:14892-14898.
Foi adicionada uma sonda marcada a uma concentra¢do de 106 cpm/ml

e a hibridizag¢do continuou durante a noite a 37°C com suave
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agitagdo. Os filtrosrforam lavados em 2XSSC (1XSSC= cloreto de
sodio 0,15 M/ citrato de sédio 0,015 M, pH 7), SDS 0,1% a 50°C e
expostos durante a noite a -80°C a peliculas Kodak XAR-2 com um
écran intensificado Du Pont Lightning Plus. As &reas das placas

com sinais duplicados foram repicadas, replicadas e novamente

verificadas até se obterem placas puras.

Isolamento, subclonagem e sequenciagdo de plasmideos

Os plasmideos "Bluescript" SK(-) contendo inserg¢des de
CDNA de BP6‘ foram 1libertados da ZAP pelo protocolo de
salvamento/excis8o M13 descrito pelo fornecedor (Stratagene). O
DNA do plasmideo foi isolado pelo método da 1lise alcalina
[Maniatis, T. et. al. (1982) Molecular Cloning, A Laboratory
Manual (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY)]J.
As inser¢8es foram excisadas do vector Bluescript SK(-) pela
digest&o BglII ou EcoRI e fraccionadas por electroforese em gel
de agarose. As inser¢8es foram retiradas do gel e eluidas durante
12 horas com suave agitagdo em Tris-hidrocloreto 10 mM, pH 7,5,
EDTA 1mM (TE), purificados numa coluna elutip-D (ver acima) e
subclonado no Qector de sequéncia M13 [Yanish-Perron, C. et. al.
(1985) Gene 33:103-119]. A sequenciagdo do DNA foi realizada pelo
método de terminagdo da cadeia didesoxi [Sanger, F. et al. (1977)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:5463-5467] usandq "primers" M13 bem
com ‘"primers" internos especificos. As regies ambiguas foram
resolvidas usando 7-deaza-2-deoxiguanosina-trifosfato [Barr, P.

J. et al. (1986) Biotechniques 4:428-432] e sequenase (US

Biochemicals).
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Andlises Northern Blot

O RNA poly(A)+ foi fraccionado em gel de agarose 1,4%
na presenga de formaldeido [Lehrach, H. et al (1977) Biochemistry
16:4743-4751], transferido directamente para a nitrocelulose, e
processado como descrito [Thomas, P. (1980) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 77:5201-5205]. Os filtros foram hibridizados com a
insergdo de cDNA purificado de BP6.1 como descrito acima
(verificagdo da biblioteca de cDNA). Os filtros foram lavados
duas vezes durante 20 minutos em 0,1XSSC, 0,1% SDS a 65°C. As
sondas de cDNA foram marcadas como descrito [Thomas, P. (1980)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:5201-5205] para uma actividade

especifica de 2x107 cpm/mg.

Resultados

Identificagd8o e clonagem da BP6

Uma comparagdo da sequéncia de aminoacidos das cinco
IGFBP humanas conhecidas revelou um elevado grau de homologia nas
regides terminais NH9- e COOH-. A porgdo mais 1longa de
aminoacidos idénticos em todos os cinco residuos de BP em duas
dreas da terminag&o COOH- consistindo de trés aminodcidos Pro-
Asn-Cys e quatro aminodcidos Cys-Trp-Cys-Val. Estes aminoacidos
conservados caem numa regifio das BP que se mostrou ser homéloga a
10 repeti¢6es'dentro dos dois tergos amina terminal da molécula
de tiroglobuliﬂé.

Numa - tentativa de identificar novos BP, foram
concebidos ‘"primers" degenerados baseados nestas sequéncias e a
PCR foi realizada usando cDNA de osteosarcoma humano como modelo.

A andlise das sequéncias de DNA de oito produtos da PCR conseguiu
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uma sequéncia idéntica & BP2, trés idénticas & BP4, treés
identicas & BP5 e uma tnica sequéncia, que foi designada de
IGFBP6, que mostrou uma identidade para a sequéncia de DNA de 60%
e uma identidade de amino&cidos para a BP3 de 76%.

Com base na sequéncia de DNA da PCR da BP6, foram
sintetizadas duas tnicas sondas de DNA de BP6 e usadas para
verificar uma biblioteca de cDNA de osteosarcoma humano/ZAPII.
Dos 300.000 clones recombinantes que foram verificados, foram
identificados 12 clones que hibridizaram com ambas as sondas.
Cinco clones foram mais purificados e as insergBes de cDNA foram
analisadas por digestdo com as enzimas de restrigdo BglII e EcoRI
e em electroforese em gel de agarose. Os cDNAs cairam em duas
classes de tamanho de aproximadamente 1,7 kb e 6 kb, que estdo

exemplificadas pelos clones 1 e 12, respectivamente.

Express8o do mRNA da BP6

A andlise northen blot de varios tecidos diferentes
usando o clone 1 de cDNA marcado com 32P, confirmou dque estas
duas classes de tamanho mRNA de BP6 existiam e sugere que o0s
osteoblastos sdo0 a principal fonte de mRNA da BP6. Todos os
tecidos testados (figado, rim e cérebro) produziram mRNA da BP6,

mas a baixos niveis.

Analise da sequéncia da BP6

O cDNA do clone 1 da BP6 (BP6.1) foi sequenciado e esta
ilustrado na Figura 1 com a deduzida sequéncia de amino&cidos. A
regisio amino terminal da BP6 ¢ hidrofébica e ¢ presumivelmente um

péptido sinal. O local de clivagem previsivel da peptidase sinal
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(4 a) [von Heiji (1986) Nucleic Acids Research 11:4683-4690] ¢ a
seguir ao aminoacido 15, conseguindo-se uma molécula
completamente formada de 257 aminodcidos com um PM de 29018 Da.
Né#o existem locais de N-glicosilagdo. Existem 18 residuos de
cisteina na BP6, coincidindo todos com os residuos de cisteina
nas BPs (proteinas de ligagdo) de 1 a 5. Existe algum grau de
homologia entre os aminodcidos da BP6 e das outras cinco BPs, que

¢ mais pronunciado nas regiBes terminais amina e carboxil das

moléculas.

4. Depdésitos de material biolégico

As células hospedeiras da estirpe HB10l de Escherichia

coli transformadas com pBsBP6.1 foram depositadas em 18 de
Dezembro de 1990, na American Type Culture Collection (ATTC),
Rockville, MD, e dado o numero de acesso 68496. Este depodsito
serd mantido dentro dos termos do tratado de Budapeste
respeitante ao reconhecimemto internacional de Depésitos de
Microorganismos para propésitos de procedimentos das patentes. O
némero de acesso estd disponivel na ATCC.

Este depdésito ¢ fornecido como mera conveniéncia aos
especialistas na técnica, e nfo ¢ uma admiss8o que o depésito
seja requerido sob 35 U.S.C 112. A sequéncia de &cidos nucleicos
deste plasmideo, bem como a sequéncia de aminodcidos do
polipéptido nele codificado, estdo aqui incorporadas para
referéncia e s&o controlos na eventualidade de algum conflito
nesta descrigdo. Pode ser necessaria uma licenga para fazer,
usar, ou vender o material depositado, e essa licenga n&o ¢ aqui

garantida.
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Todas as patentes, pedidos de patentes

aqui citadas est&o incorporadas para referéncia.
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REIVINDICAGOES

1- Um processo de produgdo de IGFBP-6 ou de um fragmento da
mesma, caracterizado pelo facto de compreender:

- 0 crescimento de um hospedeiro recombinante contendo
uma molécula de DNA recombinante compreendendo uma sequéncia de
dcido nucleico codificando a IGFBP-6 ou uma subsequéncia da
mesma, compreendendo, pelo menos, 10 nucleétidos, sob condig¢8es
em que a IGFBP-6 ou um fragmento da mesma ¢ expressa pelo
hospedeiro; e

- o0 isolamento da IGFBP-6 expressa ou um fragmento da
mesma.

2- Um processo, conforme reivindicado na reivindicag&o 1,
caracterizado pelo facto do hospedeiro ser um microorganismo.

3- Um processo, conforme reivindicado na reivindicagdo 1,
caracterizado pelo facto do hospedeiro ser uma célula eucariota.

4- Um processo, conforme reivindicado na reivindicag¢ao 1,
caracterizado pelo facto de o hospedeiro ser um animal n&o-

humano, transgénico.

Lisboa, 8 de Janeiro de 1992
FELO ASENTE QFIGIAL DA PPODPRIZDATE INDUSTRIAL
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FOLHA UNICA

FIG. | CTCTCCTGCCCCACCCCGAGGTAAAGGGGGCGACTAAGAGAAG

o
Met Val Leu Leu Thr Ala Val Leu Leu Leu Leu Ala Ala Tyr Ala‘Gly Pro Ala
ATG GIG TTG CTC ACC GCG GTC CIC CIG CTG CTG GCC GCC TAT GCG GGG CCG GCC
b
Gln Sef‘Leu Gly Ser Phe Val His Cys Glu Pro Cys Asp Glu Lys Ala Leu Ser
CAG AGC CIG GGC TCC TTC GTIG CAC TGC GAG CCC TGC GAC GAG AAA GCC CTC TCC

Met Cys Pro Pro Ser Pro Leu Gly Cys Glu Leu Val Lys Glu Pro Gly Cys Gly
ATG IGC CCC CCC AGC CCC CTG GGC TGC GAG CTIG GTC AAG GAG CCG GGC TGC GGC

Cys Cys Met Thr Cys Ala Leu Ala Glu Gly Gln Ser Cys Gly Val Tyr Thr Glu
TGC TGC ATG ACC TGC GCC CTG GCC GAG GGG CAG TCG TGC GGC GTC TAC ACC GAG

Arg Cys Ala Gln Gly Leu Arg Cys Leu Pro Arg Gln Asp Glu Glu Lys Pro Leu
CGC TGC GCT CAG GGG CTG CGC TGC CTC CCC CGG CAG GAC GAG GAG AMG CCC CTQ

His Ala Leu Leu His Gly Arg Gly Val Cys Leu Asn Glu Lys Ser Tyr Arg Glu
CAC GCC CIG CIG CAC GGC CGC GGG GTT TGC CTC AAC GAA AAG AGC TAC CGC GAG

Gln Val Lys Ile Glu Arg Asp Ser Arg Glu His Glu Glu Pro Thr Thr Ser Glu
CAA GTC AAG ATC GAG AGA GAC TCC CGT GAG CAC GAG GAG CCC ACC ACC TCT GAG

Met Ala Glu Glu Thr Tyr Ser Pro Lys Ile Phe Arg Pro Lys His Thr Arg Ile
ATG GCC GAG GAG ACC TAC TCC CCC AAG ATC TTIC CGG CCC AAA CAC ACC CGC ATC

Ser Glu Leu Lys Ala Glu Ala Val Lys Lys Asp Arg Arg Lys Lys Leu Thr Gln
TCC GAG CTG AAG GCT GAA GCA GTG AAG AAG GAC CGC AGA AAG AAG CTG ACC CAG

Ser Lys Phe Val Gly Gly Ala Glu Asn Thr Ala His Pro Arg Ile Ile Ser Ala
TCC AAG TTT GTC GGG GGA GCC GAG AAC ACT GCC CAC CCC CGG ATC ATC TCT GCA

Pro Glu Met Arg Gln Glu Ser Glu Gln Gly Pro Cys Arg Arg His Met Glu Ala
CCT GAG ATG AGA CAG GAG TCT GAG CAG GGC CCC TGC CGC AGA CAC ATG GAG GCT

Ser Leu Gln Glu Leu Lys Ala Ser Pro Arg Met Val Pro Arg Ala Val Tyr Leu
TICC CTG CAG GAG CTC AAA GCC AGC CCA CGC ATG GIG CCC CGT GCT GTG TAC CTG

Pro Asn Cys Asp Arg Lys Gly Phe Tyr Lys Arg Lys Gln Cys Lys Pro Ser Arg
CCC AAT TGT GAC CGC AAA GGA TTC TAC AAG AGA AAG CAG TGC AAA CCT TCC CGT

Gly Arg Lys Arg Gly Ile Cys Trp Cys Val Asp Lys Tyr Gly Met Lys Leu Pro
GGC CGC AAG CGT GGC ATC TGC TGG TGC GTG GAC AAG TAC GGG ATG AAG CTG CCA

Gly Met Glu Tyr Val Asp Gly Asp Phe Gln Cys His Thr Phe Asp Ser Ser Asn
GGC ATG GAG TAC GTT GAC GGG GAC TTT CAG TGC CAC ACC TTC GAC AGC AGC AAC

Val Glu OP

GIT GAG TGA TGCGTCCCCCCCCAACCTITCCCTCACCCCCTCCCACCCCCAGCCCCGACTCCAGCCAG
CGCCTCCCTCCACCCCAGGACGCCACTCATTTCATCTCATTTAAGGGAAAAATATATATC TATCTATTTIGA
GGAAACTGAGGACCTCGGAATCTCTAGCAAGGGCTCAACTTCGAAAATGGCAACAACAGAGATGCAAAAAG
CTAAAAAGACACCCCCCCCCTITAAATGGTTTTCTTTITGAGGCAAGTTGGATGAACAGAGAAGGGAAGAG
AGGAAGAACGAGAGGAAGAGAAGGGAAGGAAGTGTTTGTGTAGAAGAGAGAGAAAGACGAATAGAGTTAGG
AMAAGGAAGRCAAGCAGGTGGGCAGGAAGGACATGCACCGAGACCAGGCAGGGGCCCAACTTTCACGTCCA
GCCCIGGCCIGGGGTCGGGAGAGGTGGGCGCTAGAAGATGCAGCCCAGGATGTGGCAATCAATGACACTAT
TGGGGTTTICCCAGGATGGATTGGTCAGGGGGAGAAAGGAAAAGGCAAAACACTCCAGGACCTCTCCCGGAT
CIGTCICCICCTCTAGCCAGCAGTATGGACAGCTGGACCCCTGAACTTCCTCTCCTCTTACCTGGGCAGAG
TGTTGICICTCCCCAAATTTATAAAAACTAAAATGCATTCCATTCCTCTGAAAGCAAAACAAATTCATAAT
TCAGTGATATTAAATAGAGAGGTI TTCGGAAGCAGATCTGTGAATATGAAAT
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