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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "PEPTIDEO
ISOLADO, COMPOSICAO COMPREENDENDO O REFERIDO PEPTIDEO,
ACIDO NUCLEICO ISOLADO E METODOS DE PURIFICAR UMA PROTE-
iINA NA SUPERFAMILIA DO FATOR BETA DE TRANSFORMAGAO DO
CRESCIMENTO (TGF-B) E DE ESTABILIZAR UMA SOLUGAO CONTEN-
DO UMA PROTEINA NA SUPERFAMILIA TGF-B".

Referéncia cruzada a pedidos relacionados

Este pedido reivindica prioridade para o Pedido de Patente Proviso-
rio dos Estados Unidos numero 60/810.798, depositado em 2 de junho de
2006, que esta incorporado por meio deste por referéncia na sua totalidade.

Campo da invencéo

A presente de invengao refere-se ao uso de peptideos e proteinas
da superfamilia de TGF-8 e seus mutantes.

Antecedentes da invencéo

Reguladores naturais do crescimento, diferenciagéo e fungao celular for-
neceram importantes ferramentas farmacéuticas, clinicas e laboratoriais e alvos
para a intervencgao terapéutica. Uma variedade de tais reguladores foi mostrada ter
profundos efeitos sobre as vias basicas de diferenciagéo celular e desenvolvimen-
to. A superfamilia do fator de crescimento transformante beta (TGF-) € uma gran-
de familia de proteinas multifuncionais que regulam uma variedade de fungGes
celulares incluindo a proliferagdo, migragdo, diferenciagéo celular e apoptose.
TGF-B, o membro fundador, foi mostrado desempenhar uma variedade de papeis
que variam desde a formagao de padrao embrionario a regulacéo do crescimento
celular em tecidos adultos. O TGF-B exerce suas fun¢des bioldgicas por cascatas
de transducgéo de sinal que por sua vez ativam e/ou suprimem a expressao de um
grupo de genes especificos. Outros membros da superfamilia de TGF-§ incluem a
familia de TGF-B, fatores de diferenciagdo do crescimento (GDFs), activinas, inibi-
nas, Proteinas Morfogénicas Osseas (BMPs) e outros ligante relacionados. A
transducao de sinal mediada por BMP & importante para uma variedade de pro-
cessos normais, incluindo crescimento ésseo e a fungao do sistema nervoso, olhos
e 6rgaos tais como os rins. BMPs tém diversas atividades biologicas em diferentes
contextos bioldgicos, incluindo a indugéo de cartilagem, osso e tecido conjuntivo, e

papéis nos rins, dentes, intestinos, pele e desenvolvimento de pélos.
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BMPs podem ser produzidas em laboratério, entretanto, ha pou-
cos procedimentos convenientes para a purificagado desses materiais e 0
desenvolvimento de métodos de purificacao tem sido frequentemente assis-
tematico e demorado, com processos de purificagdo algumas vezes levando
até 6 meses para se desenvolver. Consequentemente € desejado ter méto-
dos mais eficazes para purificar BMPs e outros membros da superfamilia de
TGF-B.
Definicoes
Conforme usado neste documento, e nas reivindicacdes ane-
xas, as formas no singular "um", "uma", e "o(a)" incluem a referéncia no plu-
ral a menos que o contexto claramente indique de outra forma. Desta forma,

por exemplo, uma referéncia a "uma célula" inclui uma pluralidade de tais

células, e uma referéncia a "um anticorpo" é uma referéncia a um ou mais
anticorpos e equivalentes destes conhecidos daqueles versados na técnica,
e assim em diante.

Os termos "polinucleotideo”, "sequéncia de nucleotideo”, "acido
nucleico", "molécula de acido nucleico", "sequéncia de acido nucleico”, e
"oligonucleotideo" se refere a uma série de bases de nucleotideos (também
chamados "nucleotideos") no DNA e RNA, e significam qualquer cadeia de
dois ou mais nucleotideos. Os polinucleotideos podem ser misturas quiméri-
cas ou derivados ou versdes modificadas destes, de fita simples ou fita du-
pla. O oligonucleotideo pode ser modificado na por¢édo da base, porgcao de
agucar, ou esqueleto de fosfato, por exemplo, para melhorar a estabilidade
da molécula, seus parametros de hibridizagdo, etc. O oligonucleotideo antis-
senso pode compreender uma porgao de base modificada que é selecionada
do grupo que inclui mas nao é limitado a 5-fluorouracila, 5-bromouracila, 5-
clorouracila, 5-iodouracila, hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina, 5-
(carboxiidroxilmetil)uracila, 5-carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-
carboximetilaminometiluracila, diidrouracila, beta-D-galactosilqueosina, ino-
sina, N-6-isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-
dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5- metilcito-

sina, N-6-adenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracila, 5- metoxiami-
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nometil-2-tiouracila, beta-D-manosilqueosina, 5'- metoxicarboximetiluracila,
5-metoxiuracila, 2-metiltio-N-6-isopenteniladenina, vibutoxosina, pseudoura-
cila, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-, tiouracila, 2-tiouracila, 4-tiouracila, 5-
metiluracila, metiléster de acido uracil-5-oxiacético, acido uracil-5-oxiacético,
5-metil-2-tiouracila, = 3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil) uracila, e 2,6-
diaminopurina. Uma sequéncia de nucleotideo carrega tipicamente informa-
cao genética, incluindo a informacgdo usada pelo maquinario celular para fa-
zer proteinas e enzimas. Estes termos incluem polinucleotideos genémicos
de fita dupla, de fita simples e cDNA, RNA e qualquer polinucleotideo sintéti-
co e manipulado geneticamente, e ambos os polinucleotideos senso e antis-
senso. Isto inclui moléculas de fita simples e de dupla fita, isto €, hibridos de
DNA-DNA, DNA-RNA e RNA-RNA, assim como "acidos peptideo nucleicos"
(PNA) formados por conjugar bases a um esqueleto de aminoacido. Isto
também inclui acidos nucleicos que contém bases modificadas, por exemplo,
tio-uracila, tio-guanina, e fltor-uracila, ou que contém carboidrato, ou lipidios.

Polinucleotideos para uso com modalidades da invengao po-
dem ser sintetizados por métodos padréo conhecidos na técnica, por exem-
plo, pelo uso de um sintetizador de DNA automatico (tais como aqueles que
sdo comercialmente disponiveis por Biosearch, Applied Biosystems, etc.).
Como exemplos, oligonucleotideos de fosforotioato podem ser sintetizados
pelo método de Stein et al, Nucl. Acids Res., 16, 3209, (1988), oligonucleoti-
deos de metilfosfonato podem ser preparados pelo uso de suportes de vidro
de poro controlado (Sarin et al, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85, 7448-7451,
(1988), etc. Varios métodos foram desenvolvidos para liberar DNA ou RNA
as células, por exemplo, moléculas antissenso podem ser injetadas direta-
mente no local do tecido, ou moléculas antissenso modificadas, desenhadas
para atingir as células desejadas (antissenso ligado a peptideos ou anticor-
pos que se ligam especificamente aos receptores ou antigenos expressos
sobre a superficie da célula alvo) podem ser administradas sistemicamente.
Alternativamente, moléculas de RNA podem ser geradas por transcricao in
vitro ou in vivo de sequéncias de DNA que codificam a molécula de RNA

antissenso. Tais sequéncias de DNA antissenso podem ser incorporadas em
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uma grande variedade de vetores que incorporam promotores de RNA poli-
merase antissenso tais como os promotores de polimerase T7 ou SP6. Al-
ternativamente, construtos de cDNA antissenso que sintetizam RNA antis-
senso constitutivamente ou de forma induzivel, dependendo do promotor
usado, podem ser introduzidos de forma estavel em linhagens celulares. En-
tretanto, frequentemente ¢é dificil se obter concentragbes intracelulares sufi-

cientes do antissenso para suprimir a tradugdo de mRNAs endégenos. Por-

tanto uma abordagem preferida utiliza um construto de DNA recombinante

no qual o oligonucleotideo antissenso é colocado sob o controle de um pro-
motor forte. O uso de tal construto para transfectar células alvo no paciente
resultara na transcricao de quantidades suficientes de RNAs fita simples que
formarao pares de bases complementares com os transcritos de genes alvo
endogenos e assim impedem a tradugdo do mRNA do gene alvo. Por exem-
plo, um vetor pode ser introduzido in vivo tal que ele é absorvido por uma
célula e direciona a transcricao de um RNA antissenso. Tal vetor pode per-
manecer epissdémico ou pode se tornar integrado cromossomicamente, con-
tando que ele possa ser transcrito para produzir 0 RNA antissenso desejado.
Tais vetores podem ser construidos por métodos de tecnologia de DNA re-
combinante padronizados na técnica. Os vetores podem ser de plasmideo,
virais, ou outros conhecidos na técnica, usados para replicacao e expressao
em células de mamifero. A expressao da sequéncia que codifica o RNA an-
tissenso pode ser por qualquer promotor conhecido na técnica por agir em
células de mamifero, preferivelmente humanas. Tais promotores podem ser
induziveis ou constitutivos. Tais promotores incluem mas nao sao limitados
a: a regido do promotor precoce de SV40 (Bernoist & Chambon, Nature, 290,
304-310, (1981)), o promotor contido na repeticdo 3’ longa do virus do Sar-
coma de Rous, Yamamoto et al., Cell, 22, 787-797, (1980), o promotor da
timidina quinase de herpes, Wagner et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78,
1441-1445, (1981), as sequéncias regulatérias do gene de metalotioneina
(Brinster et al., Nature 296, 39-42, (1982)), etc. Qualquer tipo de plasmideo,
cosmideo, cromossomo artificial de levedura ou vetor viral pode ser usado

para preparar o construto de DNA recombinante eu pode ser introduzido di-
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retamente no local do tecido. Alternativamente, vetores virais podem ser u-
sados, os quais infetam seletivamente o tecido desejado, em cujo caso, a
administragdo pode ser obtida por outra via (por exemplo, sistemicamente).
Os polinucleotideos podem ser flanqueados por sequéncias re-
gulatérias naturais (controle de expresséo), ou podem estar associados com
sequéncias heterdlogas, incluindo promotores, sitios de entrada de ribosso-
mo internos (IRES) e outras sequéncias de sitios de ligacao de ribossomo,
intensificadores, elementos de resposta, supressores, sequéncias de sinal,
sequéncias de poliadenilagdo, introns, regides nao-codificantes 5’ e 3’ e si-
milares. Os &cidos nucleicos também podem ser modificados por varios
meios conhecidos na técnica. Exemplos ndo limitantes de tais modificagdes
incluem metilagao, "caps", substituicio de um ou mais dos nucleotideos de
ocorréncia natural por um andlogo, e modificagdes internucleotidicas tais
como, por exemplo, aquelas com ligagdes nado-carregadas (por exemplo,
fosfonatos de metila, fosfotriésteres, fosforoamidatos, carbamatos, etc.). Os
polinucleotideos podem conter uma ou mais por¢gdes adicionais ligadas co-
valentemente, tais como, por exemplo, proteinas (por exemplo, nucleases,
psoraleno, etc.), quelantes (por exemplo, metais, metais radioativos, ferro,
metais oxidativos, etc.), e alquilantes. Os polinucleotideos podem ser deriva-
tizados pela formagao de uma ligagao de fosfotriéster de metila ou etila ou
fosforamidato de alquila. Além disso, os polinucleotideos aqui contidos tam-
bém podem ser modificados com um marcador capaz de fornecer um sinal
detectavel, tanto diretamente quanto indiretamente. Marcadores exemplares
incluem radiois6topos, moléculas fluorescentes, biotina, e similares.
"Identidade" ou "similaridade", conforme conhecido na técnica,
sdo relagdes entre duas ou mais sequéncias de polipeptideo ou duas ou
mais sequéncias de polinucleotideo conforme determinado por comparar as
sequéncias. Na técnica, identidade também significa o grau de relagdo das
sequéncias entre as sequéncias de polipeptideo conforme determinado pelo
pareamento entre fitas de tais sequéncias. Tanto a identidade como a simila-
ridade podem ser facilmente calculadas por métodos conhecidos tais como
aqueles descritos em: Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed.,
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Oxford University Press, Nova lorque, 1988; Biocomputing: Informatics and
Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, Nova lorque, 1993;
Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press,
1987; Computer Analysis of Sequence Data, Parte |, Griffin, A. M., & Giriffin,
H. G., eds., Humana Press, Nova Jersey, 1994; e Sequence Analysis Primer,
Gribskov, M. & Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nova lorque, 1991.
Métodos comumente empregados para determinar a identidade ou a simila-
ridade entre as sequéncias incluem, mas nao sao limitados aqueles descri-
tos em Cairillo, H., & Lipman, D., SIAM J Applied Math., 48:1073 (1988). Mé-
todos para determinar a identidade e a similaridade sao codificados em pro-
gramas de computador disponiveis publicamente. Métodos de programas de
computador preferidos para determinar a identidade e a similaridade entre
duas sequéncias incluem, mas nao sdo limitados, ao pacote de programas
GCG, Devereux, J., et al, Nucleic Acids Research, 12(1), 387 (1984)),
BLASTP, BLASTN, e FASTA Atschul, S. F. et al., J Molec. Biol., 215, 403
(1990)).

"Homdlogo" refere-se ao grau de similaridade de sequéncia en-
tre dois polimeros (isto é, sequéncias de polipeptideo ou moléculas de acido
nucleico). As estatisticas de porcentagem de homologia referidas aqui refle-
tem a homologia maxima possivel entre os dois polimeros, isto €, a porcen-
tagem de homologia quando os dois polimeros sédo alinhados a fim de ter o
maior numero de posigdes pareadas (homdlogas).

O termo "porcentual de homologia" refere-se a extensao de i-
dentidade de sequéncia de aminoacido entre os polipeptideos. A homologia
entre quaisquer dois polipeptideos é uma funcao direta do numero total de
aminoacidos pareados em uma dada posi¢ao em qualquer sequéncia, por
exemplo, se metade do numero total de aminoacidos em qualquer uma das
sequéncias sio iguais entdo as duas sequéncias sdo ditas exibir 50% de
homologia.

O termo "fragmento", "analogo" e "derivado" quando se referin-
do a polipeptideos refere-se a um polipeptideo que pode reter essencialmen-
te a mesma fungao ou atividade bioldgica que o polipeptideo original. Desta
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forma, um analogo pode incluir uma proteina precursora que pode ser ativa-
da por clivagem de uma por¢ao da proteina precursora para produzir um
polipeptideo maduro ativo. O fragmento, analogo, ou derivado do polipepti-
deo pode ser um no qual um ou mais dos aminoacidos sao substituidos por
residuos de aminodcido conservados ou ndo-conservados e tais residuos de
aminoacido podem ou nao ser os codificados pelo cédigo genético, ou aque-
les nos quais um ou mais dos residuos de aminoacido incluem um grupo
substituinte, ou aqueles nos quais o polipeptideo é fundido com um compos-
to tal como polietileno glicol para aumentar a meia-vida do polipeptideo, ou
aqueles nos quais aminoacidos adicionais sao fundidos ao polipeptideo tal
como um peptideo de sinal ou uma sequéncia tal como um sinalizador de
poliistidina que € empregada para a purificagao do polipeptideo ou da prote-
ina precursora. Tais fragmentos, andlogos ou derivados sao considerados
estar dentro do escopo da presente invengao.

O termo "polipeptideo” refere-se a um polimero de aminoacidos
sem relagcdo com a extensado do polimero; desta forma, "peptideos”, "oligo-
peptideos", e "proteinas” estao incluidas dentro da definigao de polipeptideo
e usadas intercambiavelmente neste documento. Este termo também néao
especifica ou exclui modificagdes quimicas ou de pds-expressao dos poli-
peptideos da invencdo, embora modificacbes quimicas e de pds-expressao
destes polipeptideos possam ser incluidas ou excluidas como modalidades
especificas. Portanto, por exemplo, modificacbes a polipeptideos que inclu-
em a ligagdo covalente de grupos glicosila, grupos acetila, grupos fosfato,
grupos de lipidio, e similares sao expressamente abrangidas pelo termo po-
lipeptideo. Além disso, polipeptideos com estas modificagdes podem ser
especificados como espécies individuais a serem incluidas ou excluidas da
presente invencao. As modificagbes naturais ou outras modificagbes quimi-
cas, tais como aquelas listadas nos exemplos acima podem ocorrem em
qualquer local em um polipeptidio, incluindo no arcabougo do peptideo, nas
cadeias laterais dos aminodacidos, e nas terminagdes amino ou carboxila.
Seréa apreciado que o mesmo tipo de modificagdo pode estar presente no

mesmo grau ou em graus variados em varios locais em um dado polipepti-
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deo. Ainda, um dado polipeptideo pode conter varios tipos de modificagoes.
Os polipeptideos podem ser ramificados, por exemplo, como um resultado
de ubiquitinagao, e eles podem ser ciclicos, com ou ramificagdes. As modifi-
cagdes incluem acetilagdo, acilagdo, ADP-ribosilagdo, amidagéo, ligagao
covalente de flavina, ligagao covalente de uma porgao heme, ligagao cova-
lente de um nucleotideo ou derivado de nucleotideo, ligagdo covalente de
um lipidio ou de um derivado de lipidio, ligagdo covalente de fosfatidilinositol,
reticulagcao, ciclizagao, formagao de ligagado de dissulfeto, desmetilagao, for-
magao de reticulagbes covalentes, formagao de cisteina, formacao de piro-
glutamato, formilagdo, gama-carboxilagao, glicosilagao, formagao de ancora
de GPI, hidroxilagdo, iodinagdo, metilagdo, miristoilagdo, oxidagao, peguila-
¢ao, processamento proteolitico, fosforilagao, prenilagao, racemizagao, sele-
noilagao, sulfatagao, adicdo de aminoacidos a proteinas mediada por RNA
de transferéncia tal como arginilagdo, e ubiquitinacao (vide, por exemplo,
proteins - structure and molecular properties, 22 Ed., T. E. Creighton, W. H.
Freeman & Company, Nova lorque (1993); Posttranslational Covalent Modi-
fication of Proteins, b. c. Johnson, Ed., Academic Press, Nova lorque, pgs. 1-
12, 1983; Seifter et al,, Meth Enzymol 182:626-646, 1990; Rattan et al., Ann
NY Acad Sci 663:48-62, 1992). Também incluidos dentro da definicdo estao
polipeptideos que contém um ou mais analogos de um aminoacido (incluin-
do, por exemplo, aminoacidos que nao ocorrem naturalmente, aminoacidos
que ocorrem naturalmente apenas em um sistema biolégico nao relacionado,
aminoacidos modificados de sistemas de mamiferos, estereoisdbmeros de
varios aminoacidos, etc.), polipeptideos com liga¢gdes substituidas, assim
como outras modificagoes conhecidas na técnica, tanto de ocorréncia natural
como nao-natural. O termo "polipeptideo” também pode ser usado intercam-
biavelmente com o termo "proteina" ou "peptideo".

O termo "analogo de peptideo finger-1" refere-se a um oligo-
peptideo que é pelo menos 75% homdlogo a uma porgao da regiao finger-1
de um membro da superfamilia de TGF-beta. Em algumas modalidades, o
analogo de peptideo finger-1 é pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo me-
nos 90%, ou pelo menos 95% homdlogo a sequéncia selvagem. Em certas
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modalidades, o oligopeptideo inclui pelo menos 8 residuos de aminoacido,
pelo menos 16 residuos de aminoacido, ou pelo menos 24 residuos de ami-
noéacido. Analogos de peptideo finger-1 podem ser mutantes nos quais um
ou mais aminodcidos foram alterados ou deletados e podem incluir residuos
de aminoacidos nao-naturais ou modificados.

O termo "peptideo" refere-se a qualquer polimero de dois ou
mais aminoacidos, em que cada aminoacido é ligado a um ou dois outros
aminoacidos através de uma ligagao peptidica (--CONH--) formada entre os
grupos NH, e COOH de aminoacidos adjacentes. Em uma modalidade, os
aminoé&cidos sao aminoacidos que ocorrem naturalmente, particularmente
alfa-aminoacidos da forma enantiomérica L. Entretanto, outros aminoacidos,
formas enantioméricas, e derivados de aminoacido podem ser incluidos em
um peptideo. Peptideos incluem "polipeptideos”, que por hidrélise, geram
mais do que dois aminoacidos. Os polipeptideos podem incluir proteinas,
que compreendem tipicamente 50 ou mais aminoacidos.

Os polipeptideos de acordo com modalidades da presente in-
vengao podem ser fornecidos em uma forma isolada, e podem ser purifica-
dos até a homogeneidade. Os polipeptideos e polinucleotideos em certos
casos sdo pelo menos 90% puros, pelo menos 95% puros, pelo menos 98%
puros ou pelo menos 99% puros.

O termo "polipeptideo" refere-se a um polimero de aminoacidos
sem relacdo com a extensdo do polimero; desta forma, "peptideos”, "oligo-
peptideos" e "proteinas" estdo incluidos dentro da definicdo de polipeptideo
e sdo usados intercambiavelmente neste documento. Este termo também
nao especifica ou exclui modificagcbes quimicas ou de pés-expressao dos
polipeptideos da invengdao, embora modificacbes quimicas e de poOs-
expressdo destes polipeptideos possam ser incluidas ou excluidas como
modalidades especificas. Portanto, por exemplo, modificagoes a polipepti-
deos que incluem a ligagdo covalente de grupos glicosila, grupos acetila,
grupos fosfato, grupos de lipidio, e similares sdo expressamente abrangidas
pelo termo polipeptideo. Além disso, polipeptideos com estas modificagoes

podem ser especificados como espécies individuais a serem incluidas ou
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excluidas da presente invengdo. As modificagcdes naturais ou outras modifi-
cagdes quimicas, tais como aquelas listadas nos exemplos acima podem
ocorrem em qualquer local em um polipeptidio, incluindo no arcabougo do
peptideo, nas cadeias laterais dos aminoacidos, e nas terminagdes amino ou
carboxila. Seré apreciado que o mesmo tipo de modificagcao pode estar pre-
sente no mesmo grau ou em graus variados em varios locais em um dado
polipeptideo. Ainda, um dado polipeptideo pode conter varios tipos de modi-
ficagbes. Os polipeptideos podem ser ramificados, por exemplo, como um
resultado de ubiquitinagao, e eles podem ser ciclicos, com ou ramificagoes.
As modificagdes incluem acetilacdo, acilagao, ADP-ribosilagdo, amidagéao,
ligagdo covalente de flavina, ligacao covalente de uma porgao heme, ligagao
covalente de um nucleotideo ou derivado de nucleotideo, ligagdo covalente
de um lipidio ou de um derivado de lipidio, ligagao covalente de fosfatidilino-
sitol, reticulacao, ciclizagao, formacgao de ligagao de dissulfeto, desmetilagao,
formagéao de reticulagdes covalentes, formagao de cisteina, formag¢éo de pi-
roglutamato, formilagdo, gama-carboxilagéo, glicosilagéo, formagédo de anco-
ra de GPI, hidroxilagao, iodinagdo, metilagdo, miristoilagao, oxidagao, pegui-
lagdo, processamento proteolitico, fosforilacao, prenilacao, racemizacao,
selenoilagado, sulfatagéo, adicdo de aminoacidos a proteinas mediada por
RNA de transferéncia tal como arginilagao, e ubiquitinagao (vide, por exem-
plo, proteins - structure and molecular properties, 22 Ed., T. E. Creighton, W.
H. Freeman & Company, Nova lorque (1993); Posttranslational Covalent
Modification of Proteins, b. c. Johnson, Ed., Academic Press, Nova lorque,
pgs. 1-12, 1983; Seifter et al., Meth Enzymol 182:626-646, 1990; Rattan et
al., Ann NY Acad Sci 663:48-62, 1992). Também incluidos dentro da defini-
cao estdo polipeptideos que contém um ou mais analogos de um aminoaci-
do (incluindo, por exemplo, aminoacidos que nao ocorrem naturalmente, a-
minoéacidos que ocorrem naturalmente apenas em um sistema biolégico nao
relacionado, aminoacidos modificados de sistemas de mamiferos, etc.), poli-
peptideos com ligagdes substituidas, assim como outras modificagbes co-
nhecidas na técnica, tanto de ocorréncia natural como nao-natural. O termo

"polipeptideo” também pode ser usado intercambiavelmente com o termo
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“proteina” ou "peptideo".

O termo "peptideo" refere-se a qualquer polimero de dois ou
mais aminodacidos, em que cada aminoacido € ligado a um ou dois outros
aminodcidos através de uma ligagcao peptidica (--CONH--) formada entre 0s
grupos NH, e COOH de aminoéacidos adjacentes. Preferivelmente, os ami-
noacidos sdo aminodcidos que ocorrem naturalmente, particularmente alfa-
aminoacidos da forma enantiomérica L. Entretanto, outros aminoacidos, for-
mas enantioméricas, e derivados de aminoacido podem ser incluidos em um
peptideo. Peptideos incluem "polipeptideos”, que por hidrélise, geram mais
do que dois aminoéacidos. Os polipeptideos podem incluir proteinas, que
compreendem tipicamente 50 ou mais aminoacidos.

O termo "isolado" significa que o material € removido de seu
ambiente original ou nativo (por exemplo, o0 ambiente natural se ele for de
ocorréncia natural). Portanto, um polipeptideo que ocorre naturalmente pre-
sente em um animal vivo nao esta isolado, mas o mesmo polipeptideo, sepa-
rado por intervengdao humana de algum ou todos os materiais coexistentes
no sistema natural, é isolado. Polipeptideos poderiam ser parte de uma
composicao, e ainda serem isolados em que tal vetor ou composi¢gao nao €
parte do ambiente no qual ele é encontrado na natureza. De forma similar, o
termo "substancialmente purificado" refere-se a uma substancia, que foi se-
parada ou removida de outra forma, através de intervengdo humana, do am-
biente quimico imediato no qual ela ocorre na natureza. Polipeptideos subs-
tanciaimente purificados podem ser obtidos ou produzidos por qualquer uma
de varias técnicas e procedimentos geralmente conhecidos no campo.

O termo "purificagdo" refere-se ao aumento da atividade especi-
fica ou concentrado de um polipeptideo ou polipeptideos particulares em
uma amostra. Em uma modalidade, a atividade especifica &€ expressa como
a razao entre a atividade do polipeptideo alvo e a concentragdo do polipepti-
deo total na amostra. Em outra modalidade, a atividade especifica é expres-
sa como a razéo entre a concentragao do polipeptideo alvo e a concentragao
do polipeptideo total. Métodos de purificagdo incluem, mas néao sao limitados

a didlise, centrifugacdo, e técnicas de cromatografia em coluna, que sao
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procedimentos bem-conhecidos daqueles versados na técnica. Vide por e-
xemplo, Young et al., 1997, "Production of biopharmaceutical proteins in the
milk of transgenic dairy animals," BioPharm 10(6): 34-38.

"Associado com": Quando uma entidade esta "associada com”
a outra conforme descrito aqui, elas estdo ligadas por uma interagéo cova-
lente ou nao-covalente direta ou indireta. Preferivelmente, a associagao €
covalente. Interagdes nao-covalentes desejaveis incluem ligagao de hidro-
génio, interagbes de van der Waals, interagdes hidrofobicas, interacoes
magnéticas, interagcoes eletrostaticas, etc.

O termo "isolado" significa que o material € removido de seu
ambiente original ou nativo (por exemplo, o ambiente natural se ele for de
ocorréncia natural). Portanto, um polipeptideo que ocorre naturalmente pre-
sente em um animal vivo ndo esta isolado, mas o mesmo polinucleotideo ou
polipeptideo separado por intervengao humana de algum ou todos os mate-
riais coexistentes no sistema natural, € isolado. Por exemplo, um "fragmento
de acido nucleico isolado" é um polimero de RNA ou DNA que é de fita sim-
ples ou de dupla fita, opcionalmente contendo bases de nucleotideos sintéti-
cas, nao-naturais ou alteradas. Um fragmento de acido nucleico isolado na
forma de um polimero de DNA por ser compreendido de um ou mais seg-
mentos de cDNA, DNA gendmico, ou DNA sintético e combinado com car-
boidrato, lipidio, proteina ou outros materiais. Tais polinucleotideos poderiam
ser parte de um vetor e/ou tais polinucleotideos ou polipeptideos poderiam
ser parte de uma composigao, e ainda serem isolados em que tal vetor ou
composi¢cao nao é parte do ambiente no qual ele é encontrado na natureza.
De forma similar, o termo “substancialmente purificado" refere-se a uma
substancia, que foi separada ou removida de outra forma, através de inter-
vengao humana, do ambiente quimico imediato no qual ela ocorre na natu-
reza. Polipeptideos ou &cidos nucleicos substancialmente purificados podem
ser obtidos ou produzidos por qualquer uma de varias técnicas e procedi-
mentos geralmente conhecidos no campo.

Os termos "substancialmente puro" e "isolado" ndo sao preten-

didos para excluir misturas de polipeptideos com substancias que nao estao
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associadas com os polipeptideos na natureza.

Métodos gerais para expressar e recuperar a proteina estranha
produzida por um sistema de célula de mamifero sdo fornecidos por exem-
plo, por Etcheverry, "Expression of Engineered Proteins in Mammalian Cell
Culture," em Protein Engineering: Principles and Practice, Cleland et al.
(eds.), pagina 163 (Wiley-Liss, Inc. 1996). Técnicas usuais para recuperar a
proteina produzida por um sistema bacteriano sado fornecidas por exemplo,
por Grisshammer et al., "Purification of over-produced proteins from E. coli
cells," em DNA Cloning 2: Expression Systems, 22 edicdo, Glover et al.
(eds.), paginas 59 a 92 (Oxford University Press 1995). A transformacgao de
células de inseto e a produgéo de polipeptideos estranhos nelas séo descri-
tas por Guarino et al.,, US5162222 e publicacdo WIPO WQ94/06463. Méto-
dos para isolar proteinas recombinantes de um sistema de baculovirus tam-
bém sao descritos por Richardson (ed.), "Baculovirus Expression Protocols"
(The Humana Press, Inc. 1995). Em uma modalidade, os polipeptideos da
invencao podem ser expressos usando um sistema de expressao de baculo-
virus (vide, Luckow et al., Bio/Technology, 1988, 6, 47, "Baculovirus Expres-
sion Vectors: a Laboratory Manual", O'Rielly et al. (Eds.), W. H. Freeman &
Company, Nova lorque, 1992, US 4.879,236, cada um dos quais esta incor-
porado por meio deste por referéncia na sua totalidade). Além disso, o sis-
tema de expressao de baculovirus completo MAXBAC™ (Invitrogen) pode,
por exemplo, ser usado para produgao em células de inseto.

Os polipeptideos de acordo com varias modalidades da presen-
te invencao também podem ser isolados pela utilizagao propriedades parti-
culares. Por exemplo, cromatografia de adsorcao de ion de metal imobiliza-
do (IMAC) pode ser usada para purificar proteinas ricas em histidina, incluin-
do as que compreendem sinalizadores de poli-histidina. Resumidamente, um
gel é primeiro aplicado com ions de metal divalente para formar um quelato
(Sulkowski, Trends in Biochem. 3: 1 (1985)). Proteinas ricas em histidina
serdo adsorvidas a esta matriz com diferentes afinidades, dependendo do
ion de metal usado e serdo eluidas por eluicado competitiva, redugéo do pH,

ou uso de agentes quelantes fortes. Outros métodos de purificagao incluem
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a purificagéo de proteinas glicosiladas por cromatografia de afinidade de lec-
tina, e cromatografia de troca de ion (M. Deutscher, (ed.), Meth. Enzymol.
182:529 (1990)). Dentro de modalidades adicionais da invengdo, uma fuséo
do polipeptideo de interesse e um sinalizador de afinidade (por exemplo,
proteina de ligagdo a maltose, um dominio de imunoglobulina) pode ser
construida para facilitar a purificagao.

O termo "in vitro" se refere a um ambiente artificial e as reagcdes
Ou aos processos que ocorrem dentro de um ambiente artificial. Ambientes
in vitro incluem, mas nao sao limitados a, tubos de teste e culturas celulares.
O termo "in vivo" se refere ao carater observavel de uma célula ou de um
organismo. Tal carater observavel pode envolver a aparéncia fisica, assim
como uma quantidade de composicoes fisioldgicas particulares presentes na
célula ou no organismo.

O termo "via de transdugédo de sinal" refere-se a moléculas que
propagam um sinal extracelular através da membrana celular para se tornar
um sinal intracelular. Este sinal pode entao estimular uma resposta celular.
As moléculas de polipeptideo envolvidas em processos de transdugao de
sinal podem ser proteinas tirosina quinases receptoras e nao-receptoras.

"Receptor” refere-se a uma estrutura molecular dentro de uma
célula ou sobre a superficie da célula que é geralmente caracterizada pela
ligacdo seletiva de uma substéncia especifica.

Os termos "composto” ou "agente” sdo usados neste documen-
to de forma intercambiavel para se referir a um composto ou compostos ou
composicdo de matéria que, quando administrada a um individuo (ser hu-
mano ou animal) induz um efeito farmacolégico e/ou fisiolégico desejado por
acao local e/ou sistémica.

O termo "individuo" refere-se a qualquer mamifero, incluindo
um individuo humano, ou um ndo-humano. Individuos nao-humanos podem
incluir animais experimentais, de teste, do campo, de lazer ou de companhia.
Um individuo pode ser um ser humano. Um individuo pode ser um animal
domesticado, tal como um cachorro, gato, vaca, cabra, carneiro, porco, etc.

Um individuo pode ser um animal experimental, tal como um camundongo,
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rato, coelho, macaco, etc.

Conforme usado neste documento, o termo "molécula pequena”
é usado para se referir a moléculas, quer de ocorréncia natural ou criadas
artificialmente (por exemplo, através de sintese quimica), que tem um peso
molecular relativamente baixo. Em muitas modalidades, moléculas pequenas
sdo monoméricas e tém um peso molecular de menos do que cerca de 1500
g/mol. Moléculas pequenas preferidas sao biologicamente ativas em que
elas produzem um efeito local ou sistémico em animais, preferivelmente
mamiferos, mais preferivelmente seres humanos. Em certas modalidades
preferidas, a pequena molécula € um farmaco. Preferivelmente, embora nao
necessariamente, o farmaco é um que ja foi considerado seguro e eficaz
para uso pela agéncia ou corpo governamental apropriado. Por exemplo,
farmacos para uso humano listados pela FDA sob 21 C.F.R. §§ 330.5, 331
até 361, e 440 até 460; farmacos para uso veterinario listados pela FDA sob
21 C.F.R. §§ 500 até 589, incorporados neste documento por referéncia,
todos sdo considerados aceitaveis para uso de acordo com a presente in-
vengao.

Sumaério da Invencao

Em um aspecto, a invengdo € um meio de cromatografia que
compreende uma resina de cromatografia derivatizada com um peptideo que
€ pelo menos 75% homdloga a uma porgdo de uma proteina que é um
membro da superfamilia de TGF-B. O membro pode ser um TGF-8, um fator
de diferenciagdo de crescimento (GDF), uma proteina morfogénica dssea,
uma activina, ou uma inibina. O peptideo pode ser uma molécula substanci-
almente completa da proteina. O peptideo pode ser pelo menos 75%, pelo
menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, ou pelo menos 95% homo-
logo a uma porgao de um peptideo finger-1 do membro.

Em outro aspecto, a invengdo € um meétodo de purificar uma
amostra que inclui um fator de crescimento que € um membro da superfami-
lia de TGF-B. O método inclui fornecer uma coluna de cromatografia que
contém uma resina de cromatografia derivatizada com um peptideo que €

pelo menos 75% homdlogo a uma porgdo de uma proteina que é um mem-
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bro da superfamilia de TGF-B, aplicar a coluna com a amostra sob condi-
¢Oes nas quais o fator de crescimento tende a agregar, e eluir o fator de
crescimento da coluna sob condigdes nas quais o fator de crescimento tende
a solubilizar. O peptideo nao precisa ser uma porgcao do fator de crescimen-
to.

Em outro aspecto, a invengdo é um meio de cromatografia que
compreende uma resina de cromatografia derivatizada com um peptideo que
é pelo menos 75% homdlogo a uma porgdo de um peptideo finger-1 de um
membro da superfamilia de TGF-B.

Em outro aspecto, a invengao é uma solugao de proteinas mor-
fogénicas 6sseas em um solvente que compreende uma concentragao pre-
determinada de uma proteina morfogénica éssea predeterminada, e uma
concentragdo predeterminada de um peptideo que é pelo menos 75% homo-
logo a uma porcao de um peptideo finger-1 de um membro da superfamilia
de TGF-B. O membro da superfamilia de TGF-B pode, mas nao precisa ser a
proteina morfogénica éssea predeterminada.

Em outro aspecto, a invengdo € um método de estabilizar uma
solugdo da proteina morfogénica éssea. O método inclui adicionar uma con-
centragao predeterminada de um peptideo que é pelo menos 75% homdlogo
a uma porcao de um peptideo finger-1 de um membro da superfamilia de
TGF-B a uma solugao da proteina morfogénica ossea.

Em outro aspecto, a invengdao é uma composi¢ao que inclui um
peptideo que é pelo menos 75% homodlogo a uma porgao de um peptideo
finger-1 de um membro da superfamilia de TGF-B a uma solugéo da proteina
morfogénica 6ssea e um veiculo. O veiculo pode ser um gel, um polimero,
osso desmineralizado, uma sutura, uma malha cirdrgica, uma cerdmica, uma
micela, ou qualquer combinagdo dos acima. Por exemplo, o veiculo pode
incluir uma solugdo tampao, colageno, uma esponja de colageno, ou um ma-
terial a base de celulose. Alternativamente ou adicionalmente, o veiculo po-
de incluir um ou mais de alquilcelulose (incluindo hidroxialquilcelulose), inclu-
indo metilcelulose, etilcelulose, hidroxietilcelulose, hidroxipropilcelulose, hi-

droxipropil-metilcelulose, e carboximetilcelulose. Em outras modalidades, o
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veiculo pode incluir poligliconato, &cido hialurénico, acido polilatico, polietile-
no glicol, alginato de sédio, polietileno glicol, 6xido de polioxietileno, polimero
de carboxivinila, e alcool polivinilico. O peptideo pode ser estabilizado por
um ou mais de um polipropileno glicol conjugado, a um grupo sialila conju-
gado, uma cadeia de polisialila conjugada, incorporagdo de aminoacidos
modificados, incorporagdo de aminoacidos nao-naturais, ligagdes covalentes
intercadeia, ligagdes covalentes intracadeia, ligagdes nao-covalente interca-
deia, ligacoes nao-covalentes intercadeia, e um intensificador de apresenta-
cao.

Em outro aspecto, a invengdo € um método de ensaio que
compreende colocar uma populagao de células em contato com um peptideo
que é pelo menos 75% homdlogo a uma porgao de um peptideo finger-1 de
um membro da superfamilia de TGF-8 e detectar uma alteracao em uma
caracteristica das células quando o peptideo esta presente versus quando 0
peptideo esta ausente. A caracteristica pode ser selecionada de um estagio
em um ciclo celular, expressdo de um gene ou de uma proteina, uma carac-
teristica fenotipica mensuravel ou visivel, um nivel de expressdo de um gene
ou de uma proteina, e a transdugao de um sinal do receptor. O método pode
ainda incluir colocar as células em contato com uma proteina que é um
membro da superfamilia de TGF-B. O peptideo pode ser limitado a uma con-
figuracao particular.

Em outro aspecto, a invengdo € um método de ensaio que
compreende colocar a populagado de receptores em contato com uma quan-
tidade conhecida de um peptideo que é pelo menos 75% homdlogo a um
peptideo finger-1 de uma porgdo de um membro da superfamilia de TGF-B e
detectar uma alteracdo na quantidade de peptideo que néo esta ligada aos
receptores. Os receptores podem ser colocados em contato com uma prote-
ina que € um membro da superfamilia de TGF-.

Em outro aspecto, a invengao é uma composi¢gao que compre-
ende um peptideo que é pelo menos 75% homodlogo a uma porgdo de um
peptideo finger-1 de um membro da superfamilia de TGF-B e um agente que

aumenta a estabilidade in vivo do peptideo com relagao a eliminagao do a-
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nimal.

Em outro aspecto, a invengcdo é um método de ensaio que
compreende colocar uma populagao de receptores em contrato com uma
guantidade conhecida de um peptideo que é pelo menos 75% homologo a
um peptideo finger-1 de uma porgcdo de um membro da superfamilia de
TGF-B e uma pequena molécula e detectar uma alteragdo na quantidade de
peptideo que nao esta ligado aos receptores quando a pequena molécula
esta presente versus quando a pequena molécula esta ausente.

Breve descricdo dos desenhos

A invencao é descrita com referéncia as varias figures do dese-
nho, nas quais

Figura 1 € um esquema de BMP-2, mostrando as regioes finger
e as varias hélices e folhas-B (adaptado de Scheufler, et al., J. Mol. Bio.
(1999), 287: 103-115).

Figura 2 é um esquema de um método de cromatografia de afi-
nidade de acordo com uma modalidade exemplar da invengao.

Figura 3 é um cromatograma (A) e uma fotografia de um gel de
SEC (B) mostrando a eluigdo de BMP-3 a partir de uma coluna empregando
BMP-12 imobilizada.

Figura 4 é um cromatograma (A) e uma fotografia de um gel de
SEC (B) mostrando a eluicao de BMP-3 a partir de uma coluna empregando
BMP-2 imobilizada.

Figura 5 é um cromatograma (A) e uma fotografia de um gel de
SEC (B) mostrando a eluicao de BMP-12 a partir de uma coluna empregan-
do BMP-12 imobilizada.

Figura 6 é um cromatograma (A) e uma fotografia de um gel de
SEC (B) mostrando a eluigcdo de BMP-12 a partir de uma coluna empregan-
do BMP-2 imobilizada.

Figura 7 é um conjunto de fotografias de géis de SEC (A: nao-
reduzido, B: reduzido) mostrando a eluigdo de varias BMPs a partir de colu-
na de HPLC de fase reversa empregando BMPs imobilizadas.

Figura 8 € um cromatograma (A) e uma fotografia de um gel de
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SEC (B) mostrando a eluicdo de BMP-3 a partir de uma coluna empregando
fragmentos mutantes de BMP-2 imobilizados.

Figura 9 € um cromatograma (A) e uma fotografia de um gel de
SEC (B) mostrando a eluicdo de BMP-3 a partir de uma coluna empregando
fragmentos selvagens de BMP-2 imobilizados.

Figura 10 é um cromatograma (A) e uma fotografia de um gel
de SEC (B) mostrando a eluigdo de BMP-12 a partir de uma coluna empre-
gando fragmentos mutantes de BMP-2 imobilizados.

Figura 11 € um cromatograma (A) e uma fotografia de um gel
de SEC (B) mostrando a eluicao de BMP-12 a partir de uma coluna empre-
gando fragmentos mutantes de BMP-2 imobilizados.

Figura 12 é um cromatograma (A) e uma fotografia de um gel
de SEC (B) mostrando a eluigao de GDF-9 a partir de uma coluna empre-
gando fragmentos mutantes de BMP-2 imobilizados.

Figura 13 é um grafico que ilustra a turvagao de solugdes de 0,5
mg/mL de BMP-12 com relagdo as concentragdes de NaCl e 2-metil-2,4-
pentanediol em Tris a 50 mM, pH 8.

Figura 14 é uma fotografia de um gel apés SEC do eluato de
resinas conjugadas com peptideos BMP-finger e aplicado com BMP-12 sob
varias condigdes.

Descricao detalhada de certas modalidades preferidas

Em certas modalidades, uma porgédo do primeiro peptideo finger
de uma BMP é empregada para executar a cromatografia de afinidade. A
estrutura secundaria de membros da superfamilia de TGF-B é tipificada por
suas folhas-B antiparalelas separadas por uma alfa-hélice de quatro voltas
aproximadamente perpendicular as fitas nas folhas-B. A segunda das duas
folhas-B tem uma conformacgédo cruzada torcida. A estrutura é frequentemen-
te estabilizada por um né de cisteinas formado como pares de residuos de
cisteina de ligacoes de dissulfeto intercadeia. Alguns membros da superfa-
milia de TGF-B sdo ainda estabilizados pela formacgao de dimeros ou multi-
metros de ordem maior. A figura 1 mostra as regides finger e as varias héli-

ces e folhas-B em uma BMP exemplar, BMP-2. Para varios membros da su-
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perfamilia de TGF-B, as folhas-B podem ser subdividas em nove fitas-. Ou-
tras caracteristicas de BMP-2, tais como a alfa hélice-2 e a fita B5a, nao sao
encontradas em todos os membros da superfamilia de TGF-B, alguns dos
quais podem exibir hélices adiiconais e fitas-B que ndo sdo encontradas em
BMP-2 (Scheufler, et al, J. Mol. Bio. (1999), 287: 103-115).

Membros exemplares da superfamilia de TGF-B incluem mas
nao sao limitados a BMP2, BMP3, BMP4, BMP5, BMP6, BMP7, BMP8A,
BMP8B/OP2, BMP9/GDF2, BMP10, BMP11/GDF11, BMP12/GDF7,
BMP13/GDF6, BMP15, BMP16/nodal, BMP17/LeftyB, BMP18/Lefty2/TGF
B4, a inibina, Inibina BA, Inibina BB, Inibina BC, Inibina BE/BMP14/GDF12,
TGF B1, TGF B2, TGF B3, GDF1, GDF3/Vgr-2, GDF5, GDF8, GDF9,
GDF10/BMP3B, GDF15, artemina, GDNF (fator neurotréfico derivado da gli-
a), substancia inibidora do duto Mulleriano, neuturina, e persefina. Embora a
discussao abaixo foque em BMP, os ensinamentos podem ser aplicados a
qualquer membro da superfamilia de TGF-p.

As BMPs tendem a se agregar e precipitar em pH fisiolégico
(Ruppert, et al., 1996 Eur J Biochem. 1996, 237(1):295-302). Em algumas
modalidades, esta tendéncia foi explorada por ligar BMPs inteiras ou analo-
gos de peptideos finger-1 derivados dos seus primeiros dominios como li-
gantes ligados a esferas de sefarose para produzir resinas de cromatografia
de afinidade.

Cromatografia

Figura 2 ilustra os principios da purificagao por afinidade de a-
cordo com certas modalidades da invengdo. Uma BMP ou analogo de pepti-
deo finger-1 é imobilizado sobre um meio de cromatografia. Meios exempla-
res incluem agarose (por exemplo, Sepharose™), poliestireno, silica, dex-
tran, e acrilamida. Os meios sdo entdo misturados em uma coluna e acordo
com técnicas conhecidas daqueles versados na técnica. A coluna é aplicada
com uma solugdo contendo uma BMP sob condi¢des que favorecem a pre-
cipitacdo de BMP. Em uma modalidade, as BMPs s&o aplicadas na coluna a
partir de meio condicionado com CHO contendo dextran sulfato ou heparina,

por exemplo, 100 microgramas/mililitro em pH fisiolégico. Em algumas mo-
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dalidades, a solugao também pode incluir NaCl 1,2 M. Outras impurezas po-
dem ser lavadas da coluna enquanto que a BMP permanece agregada na
coluna. As BMPs sdo entao lavadas da coluna sob condi¢gdes que promovem
a solvatagdo. Um versado na técnica reconhecera que a forga iénica e o pH
do solvente de corrida podem ser otimizados para varias combinagdes de
analogos de peptideo finger-1 imobilizados e materiais sendo purificados.

Em algumas modalidades, podem ser usados aditivos para oti-
mizar a solubilidade ou insolubilidade do material sendo purificado. Por e-
xemplo, dextran sulfato ou heparina podem ser adicionados a um meio de
cultura para favorecer a solubilizagdo da BMP enquanto que ela estd sendo
expressa e secretada pelas células. Antes de se aplicar na coluna, o Meio
Condicionado pode ser ajustado para um forga idnica alta para promover a
captura eficaz e/ou agregacao durante o processo de cromatografia.

Solubilizantes de BMP exemplares sdo conhecidos daqueles
versados na técnica e incluem, mas nao sdo limitados a acido acético, acido
trifluoroacético, acido hidroclérico, alcodis, acetonitrila, propileno glicol, glice-
rol, Tween-80 CHAPS (acido 3-((3-colamidopropil)dimetilamonio)-1-
Propanossulfonico), L-arginina, uréia a 6M, e Guanidina HCI a 6M. Um ver-
sado na técnica reconhecera que estes solventes variam em sua agressivi-
dade com relagdo a solubilizagdo de BMP. Em certas modalidades, BMPs
s&o eluidas com uma solugdo a 500 mM de arginina ou 50 mM de &cido acé-
tico.

Precipitadores de BMP exemplares sao conhecidos daqueles
versados na técnica e incluem mas ndo sao limitados a solventes com pH
maior do que cerca de 5, solugdes de sal incluindo, por exemplo, cloreto de
sdédio, sais de fosfato, sais de sulfato de aménio e sddio, e citrato. A concen-
tracao de cloreto de sbdio para promover a precipitagdo depende do pH da
solugdo. Algumas proteinas de TGF-§ precipitardao em solugdes de alta con-
centragao de sal e baixo pH, ou vice-versa. Um versado na técnica reconhe-
cera como otimizar a concentracdo de sal e o pH para obter as caracteristi-
cas de precipitagao desejadas para proteinas particulares.

Fragmentos de peptideos finger de BMP podem ser emprega-
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dos ao invés da regido finger inteira. A sequéncia particular usada para a
cromatografia ou para as aplicagdes descritas abaixo pode ter pelo menos 8,
pelo menos 16, ou pelo menos 24 residuos de aminoacido. A sequéncia po-
de ser pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos
90%, ou pelo menos 95% homologa a regido correspondente da proteina
nativa. Em algumas modalidades, os mutantes podem ser formados por re-
siduos de serina no lugar de residuos de cisteina na sequéncia nativa. Isto
pode reduzir a ligagao cruzada entre as cadeias de peptideo sobre as esfe-
ras de sefarose, o que pode interferir com a nucleagdo de agregados de
BMP.

Modificagbes a sequéncia de peptideo também podem ser fei-
tas para meihorar a ligagao do peptideo ao substrato. Por exemplo, pepti-
deos terminados em lisina se ligardao facilmente as esferas de cromatografia
através da formacgéo de ligagdes de amida. Se a sequéncia natural do pepti-
deo desejado ja nao for terminada em lisina, ela pode ser modificada para
adicionar o residuo de lisina. Alternativamente ou adicionalmente, a termina-
cao N do peptideo pode ser amidada e a terminacao C acetilada para garan-
tir que apenas uma extremidade do peptideo se ligue a esfera de substrato.
Em uma modalidade alternativa, um espacador pode ser interposto entre o
peptideo e a esfera de substrato. O espacador fornece flexibilidade de con-
formagao adicional ao peptideo, fornecendo a ele mais liberdade para atingir
a estrutura secundaria otimizada para nuclear agregados de peptideo. O
espacador pode ser um oligdmero de um ou dois aminoacidos ou pode exibir
homologia pelo menos parcial a uma porgdo nao-ligante de uma proteina
que € um membro da superfamilia de TGF- ou qualquer outra proteina. Al-
ternativamente, ou adicionalmente, um espagador pode ter uma porgao que
exibe homologia parcial a uma por¢do de uma proteina que € um membro da
superfamilia de TGF-B e uma por¢do que ndao. Em algumas modalidades, a
eficacia do peptideo ligado pode variar dependendo de se a extremidade
livre é C-terminal ou N-terminal. Aminoéacidos individuais também podem ser
deletados, modificados conforme descrito neste documento ou de acordo

com outros métodos conhecidos daqueles versados na técnica, ou substitui-
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dos.

Estabilizadores da solugdo de BMP

Em algumas modalidades anédlogos de peptideo finger-1 podem
ser usados para estabilizar solu¢cdes de BMPs em varios veiculos farmaceu-
ticamente aceitaveis. Em algumas modalidades, as BMPs sao dissolvidas
em uma solugdo contendo uma concentragao particular de analogos de pep-
tideo finger-1. Em algumas modalidades, a propor¢do das concentragdes €
1:1, mas pode ser menor ou maior. Sem estar ligado por nenhuma teoria
particular, acredita-se que o analogo de peptideo finger-1 competira com as
primeiras regides da proteina, impedindo a multimerizagdo de BMPs mono-
méricas ou dimerizadas. Como um resultado, pode ser desejavel ter uma
concentragao maior de peptideo do que de proteina, por exemplo, 2:1, 5:1,
10:1, 20:1, ou 30:1.

Em algumas modalidades, a concentragdo de proteina a ser li-
berada esta em uma faixa de cerca de 0,01 a cerca de 4 mg por cc ou ml de
veiculo, por exemplo, cerca de 0,05 mg a cerca de 1,5 mg por cc. Veiculos
exemplares de BMPs incluem os materiais discutidos abaixo para composi-
cOes terapéuticas, materiais formadores de hidrogel e outros polimeros e
veiculos tais como aqueles descritos na Patente U.S. No. 6.620,406, cujos
conteudos estao incorporados neste documento por referéncia.

Ensaios

Em outra modalidade, analogos de peptideo finger-1 sao usa-
dos em ensaios bioldgicos. Por exemplo, um analogo de peptideo finger-1
pode interagir com o receptor de BMP e induzir uma resposta biolégica rela-
cionada com BMP, por exemplo, transducao de sinal. Os ensaios também
podem determinar respostas tais como uma alteragdo no ciclo celular, ex-
pressao de um gene ou proteina particular, uma alteragéo visivel ou mensu-
ravel no fendtipo, uma alteracao no nivel ou estado de modificagdo de uma
proteina, ou outras caracteristicas da célula. Esta resposta pode ser medida
usando kits de teste de rastreamento ou ensaios disponiveis. O analogo de
peptideo finger-1 pode ser usado para testar células particulares para de-

terminar de forma simples se elas sdo responsivas a BMP ou identificar
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BMPs particulares as quais a célula é mais ou menos sensivel. Por exemplo,
podem ser identificadas células que respondem aos anédlogos de peptideo
finger-1 por modificar uma atividade metabdlica, por exemplo, por aumentar
ou diminuir a produgdo de uma proteina, polinucleotideo, metabdlito, ou ou-

5 tro componente celular particular. Em uma modalidade alternativa, o analogo

de peptideo finger-1 é empregado como um competidor de BMP. Nesta mo-
dalidade, o anéalogo do peptideo finger-1 compete com proteinas de BMP
para se ligar com o receptor da célula. Por exemplo. células de cancer. bac-
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ta para se ligar aos receptores, mas entdo impede a resposta celular ou teci-
dual que a proteina poderia promover de outra forma.

A ligacdo do peptideo pode ser medida ou testada mais direta-

mente usando um ensaio de radioreceptor, no qual o peptideo marcado na

5 amostra compete com a BMP na marcada pela ligacédo a célula ou ao recep-
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exemplo, métodos secundérios de mutagénese de proteina podem ser en-
contrados em Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual., 22
ed. (Cold Spring Harbor, N. Y.: Cold Spring Harbor Laboratory Press) (1990).
Em tal modalidade, pode ser desejavel usar o peptideo ou peptideo otimiza-
do como terapéutico atuando como um mimético de BMP. Em outras moda-
lidades, residuos de aminodcido individuais ou peptideos podem ser modifi-
cados quimicamente, por exemplo, por glicosilagdo ou derivatizagdo com
polietileno glicol.

Em outra modalidade, o andlogo de peptideo finger-1 interage
diretamente com proteinas de BMP completas. Por exemplo, o analogo de
peptideo finger-1 pode ser usado para testar proteinas BMP por impedir ho-
mo- ou heterodimerizagdo da proteina. Nesta modalidade, pode ser deseja-
vel modificar o analogo de peptideo finger-1 a fim de que ele possa ser in-
ternalizado por uma célula, onde a dimerizacédo frequentemente ocorre. Al-
ternativamente, ou adicionalmente, o peptideo pode ser empregado para
modular positivamente a dimerizagéo de proteinas BMP. A interagdo do ana-
logo de peptideo finger-1 e da proteina BMP pode ser testada usando qual-
quer uma das técnicas descritas acima. Além disso, testes para o tamanho
da proteina, por exemplo, eletroforese em gel nativo, espectroscopia de
massa, ou cromatografia de filtracdo de gel, podem ser empregados para
caracterizar o efeito do analogo de peptideo finger-1. Em algumas modalida-
des, o analogo do peptideo finger-1 pode ser usado como um terapéutico
que age como um antagonista de BMP por impedir a fungdo apropriada de
BMP.

Em outra modalidade, andlogos de peptideo finger-1 podem ser
empregados como rastreadores para identificar substancias, por exemplo,
moléculas pequenas, que modulam positivamente ou negativamente as inte-
ragdbes BMP-BMP ou BMP-receptor. Receptores exemplares incluem, mas
ndo sdo limitados a receptores de serina-treonina quinase, por exemplo,
ACVR1/ALK2, ACVR1B/ALK4, ACVR1C/ALK7, ACVR2/ACTRII, AC-
VR2B/ACTRIIB, ACVRL1/ALK1, BMPR1A/ALK3, BMPR1B/ALK6, BMPR2/T-
ALK, TGFBR1/ALK5, e TGFBR2, e co-receptores tais como RGMa,
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RGMb/DRAGON, RGMc/HFE2, TGFBR3, Cripto, Cryptic, e Endoglin. Por
exemplo, ensaios de alta produtividade podem ser empregados para identifi-
car uma pequena molécula inibidora de uma BMP. Um ensaio livre de célula
pode ser conduzido da mesma forma que um ensaio FRET no qual o rastre-
amento detecta quebra da interagdo BMP-peptideo. Por exemplo, o BMP ou
analogo de peptideo BMP finger- 1 posso ser modificado com uma molécula
doadora, enquanto que a outra é modificada com uma molécula aceptora.

Em outra modalidade, analogos de peptideo finger-1 podem ser
modificados para serem restritos em uma configuragao particular para reter
uma estrutura secundaria particular. Por exemplo, aminoacidos particulares
no analogo de peptideo finger-1 podem ser substituidos por cisteinas que
formarao ligagdes de dissulfeto e estabilizam uma conformacao particular.
Alternativamente ou adicionalmente, as cisteinas podem ser adicionadas as
extremidades N- e C-terminais do analogo de peptideo finger-1 para restrin-
gir o peptideo ou estabilizar uma conformacéao particular. Em algumas moda-
lidades, pode ser desejavel desenovelar analogos de peptideo finger-1 sel-
vagens ou mutantes e permitir que eles reenovelem em uma configuragao
alternativa. Por exemplo, o analogo de peptideo finger-1 pode ser solubiliza-
do e desnaturado usando um agente caotrépico. A separagao do analogo de
peptideo finger-1 do agente caotrépico permite que ele reenovele em uma
configuragdo termodinamicamente favorecida. Quando residuos de cisteina
estao presentes na sequéncia de aminoacido primaria da proteina, pode ser
desejado realizar o reenovelamento em um ambiente que permita a forma-
¢ao correta de ligagoes de dissulfeto (por exemplo, um sistema redox). Mé-
todos gerais de reenovelamento sao descritos em Kohno, Meth. Enzym.,
185:187-195 (1990). Chaperoninas também podem ser empregadas para
mediar 0 enovelamento.

Composigoes terapéuticas

Anélogos de peptideo finger-1 identificados como tendo poten-
cial terapéutico podem ser aplicados ao tecido na forma de uma solugéao
tampa@o. Uma solugao tampao exemplar € uma composi¢cado que compreen-

de, além do peptideo, cerca de 1,0 a cerca de 10,0% (p/v) de glicina, cerca
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de 0,1 a cerca de 5,0% (p/v) de um agucar, por exemplo, sacarose, cerca de

1 a cerca de 20 mM de cloridrato de acido glutamico, e opcionalmente cerca
de 0,01 a cerca de 0,1% de um tensoativo ndo-iénico, tal como polissorbato
80 ou Tween. Solugdes exemplares sdo de cerca de 1% a cerca de 20% p/v

5 de veiculo celuldsico/tampao. De desejado, um sal pode ser adicionado.
Materiais mais viscosos também podem ser usados como vei-
culos. Tais materiais podem incluir materiais farmaceuticamente aceitaveis
que tem viscosidade e polaridade tal que, quando combinados com o analo-

go de peptideo finger-1, formam uma composicao que possui caracteristicas

10 de manuseio apropriadas para o local do tecido. Por exemplo, pode ser de-
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ser aumentada através de meios mecanicos, tal como alta agitagado por um
periodo adequado de tempo, seguido por autoclavagao. O peptideo e o vei-
culo celuldsico podem estar em uma solugdo tampao adequada. Uma solu-
¢cao tampao exemplar € uma composigdo que compreende cerca de 1,0 a
cerca de 10,0% (p/v) de glicina, cerca de 0,1 a cerca de 5,0% (p/v) de um
agucar, preferivelmente sacarose, cerca de 1 a cerca de 20 mM de cloridrato
de acido glutamico, e opcionalmente cerca de 0,01 a cerca de 0,1% de um
tensoativo n&o-idnico, tal como polissorbato 80. Solugdes exemplares sao de
cerca de 1% a cerca de 20% p/v de veiculo celulésico/tampdo. Se desejado,
um sal pode ser adicionado. a quantidade de peptideo combinada com um
veiculo de gel viscoso pode estar em uma faixa de cerca de 0,05 a cerca de
1,5 mg, por exemplo, de cerca de 0,1 a cerca de 1,0 mg por centimetro cubi-
co de material de implante necessario.

Outros materiais que podem ser adequados para uso como vei-
culos para analogos do peptideo finger-1 de acordo com varias modalidades
incluem, mas nao estao limitados a osso desmineralizado, poligliconato, aci-
do hialurénico, suturas ou malha cirurgica, polimeros sensiveis a temperatu-
ra, € minerais e ceramicas, tais como fosfatos de calcio, hidroxiapatita, etc, e
combinacOes destes. Outros veiculos em potencial incluem veiculos para
formulacdes injetaveis de BMPs. Veiculos adequados para formulagdes inje-
taveis incluem, por exemplo, colageno sollvel, acido hialurénico, acido poli-
latico/polietileno glicol e polimeros.

Anélogos de peptideo finger 1 para uso nessa modalidade po-
dem simplesmente ser combinados com o veiculo e a proteina completa ou
podem ser imobilizados sobre o veiculo. Por exemplo, peptideos terminados
em amina podem ser acoplados a veiculos carboxilados usando técnicas de
quimica de polimero usuais. Em outro exemplo, os peptideos podem ser
terminados com carbdxi-NHS e ligados a polimeros aminados. Alternativa-
mente ou adicionalmente, os peptideos podem ser biotinilados e coordena-
dos com veiculos que foram funcionalizados com estreptavidina.

Veiculos alternativos para andlogos do peptideo finger-1 inclu-

em micelas. Por exemplo, técnicas de emulsdo dupla tais como aquelas
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descritas em Gref, et al, Science, 1994, 263:1600- 1603 podem ser usadas
para encapsular composi¢des terapéuticas em micelas que podem entéo ser
administradas a um individuo usando qualquer uma das técnicas descritas
neste documento ou qualquer outra das técnicas de liberagdo conhecidas
por aqueles versados na técnica. Em algumas modalidades, a superficie da
micela pode incluir um agente de direcionamento. O agente direcional pode
estar acoplado covalentemente a micela ou pode ser retido usando intera-
¢Oes ligante-receptor (por exemplo, biotina-estreptavidina) ou interagdes ele-
trostaticas. Agentes de direcionamento exemplares incluem anticorpos e
fragmentos de anticorpos, ligantes de acido nucleico (por exemplo, aptame-
ros), oligonucleotideos, oligopeptideos, polissacarideos, lipoproteinas de
baixa densidade (LDLs), folato, transferrina, asialicoproteinas, proteina
gp120 do envelope do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), carboidra-
tos, polissacarideos, ligantes de receptores enzimaticos, acido sialico, glico-
proteina, lipidio, molécula pequena, agente bioativo, biomolécula, fragmen-
tos imunorreativos tais como os fragmentos Fab, Fab', ou F(ab'), ,etc.
Peptideos para uso como terapéuticos podem ser modificados
para aumentar sua estabilidade in vivo, aumentando seu tempo de circula-
¢ao e reduzindo a taxa de eliminagao pelo corpo. Por exemplo, os peptideos
podem ser funcionalizados ou combinados com uma cadeia de polialquileno
glicol tal como polietileno glicol (PEG) ou polipropileno glicol (PPG). O peso
molecular otimizado de tais cadeias de polimero pode ser otimizado usando
técnicas conhecidas por aqueles versados na técnica. Alternativamente ou
adicionaimente, os peptideos podem ser conjugados com grupos sialila ou
cadeias de polisialila. Peptideos também podem ser modificados pela modi-
ficagdao quimica de residuos de aminoacidos com grupos quimicos menores
tais como metila, sulfato, etc. Residuos de aminodacidos individuais também
podem ser substituidos por residuos de aminoacidos nao-naturais tais como
D-estereoisdbmeros ou residuos beta. Em algumas modalidades, peptideos
podem ser estabilizados por ligagdes covalentes ou nao covalentes entre ou
intracadeia. Essas ligacbes podem ser promovidas pela adi¢gao de residuos

de aminodacidos apropriados ao peptideo ou pela modificagao de aminoaci-
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dos no peptideo com grupos quimicos apropriados, tais como tiol, doadores
e aceptores de ligagdes de hidrogénio, etc. Os peptideos também podem
estar associados ou fundidos (por exemplo, nas terminagdes N ou C ou in-
ternamente) com a extensdo completa ou um fragmento de uma proteina
natural ou sintética que atue como um intensificador de apresentagao. Prote-
inas exemplares sdo conhecidas daqueles versados na técnica e incluem
albumina sérica bovina.

Analogos do peptideo finger-1, em um tampéao adequado ou
combinados com um veiculo adequado, tais como aqueles descritos acima,
podem ser aplicados diretamente em um tecido e/ou a um local com neces-
sidade de reparacéao tecidual. Por exemplo, o peptideo pode ser fisicamente
aplicado ao tecido através de aspersao ou imersdo ou usando uma escova
ou outro aplicador adequado, tal como uma seringa para injegao. Alternati-
vamente ou adicionalmente, o peptideo pode ser aplicado diretamente no
local com necessidade de reparagao tecidual.

Em algumas modalidades, composi¢cdes terapéuticas de acordo
com uma modalidade da invengdo podem ser administradas a um individuo
ou podem ser formuladas primeiro para liberagdo por qualquer via disponivel
incluindo, mas nao limitada as vias parenteral (por exemplo, intravenosa),
intradérmica, subcutanea, oral, nasal, brénquica, oftalmica, transdérmica
(tépica), transmucosa, retal, e vaginal. Composigdes farmacéuticas inventi-
vas podem incluir um polipeptideo purificado ou proteina expressa por uma
linhagem celular de mamifero e um agente de liberagao (isto €, um polimero
catiénico, um transportador molecular de peptideo, tensoativo, etc., confor-
me descrito acima) em combinagdo com um veiculo farmaceuticamente a-
ceitavel. Como usado neste documento, a expressao "veiculo farmaceutica-
mente aceitavel" inclui solventes, meios de disperséao, revestimentos, agen-
tes antibacterianos e antifungicos, agentes isoténicos e retardantes da ab-
sorgao e similares, compativeis com a administragao farmacéutica. Compos-
tos ativos suplementares também podem ser incorporados nas composi-
¢coes.

Uma composig¢ao farmacéutica € formulada para ser compativel
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com sua via de administragédo pretendida. Solugdes ou suspensdes usadas
para aplicacdo parenteral, intradérmica ou subcutanea podem incluir os se-
guintes componentes: um diluente estéril tal como agua para inje¢éo, solu-
cao salina, 6leos fixos, polietileno glicois, glicerina, propileno glicol ou outros
solventes sintéticos; agentes antibacterianos tais como alcool benzilico ou
metil parabenos; antioxidantes tais como acido ascérbico ou bissulfito de
sodio; agentes quelantes tais como acido etilenodiaminotetracético; tampodes
tais como acetatos, citratos ou fosfatos e agentes para ajuste de tonicidade
tais como cloreto de sddio ou dextrose. O pH pode ser ajustado com acidos
ou bases, tais como acido hidrocioérico, ou hidréxido de sédio. A preparagao
parenteral pode ser embalada em ampolas, seringas descartaveis ou frascos
de doses multiplas feitos de vidro ou plastico.

Composigoes farmacéuticas adequadas para uso injetavel ge-
ralmente incluem solugbes aquosas estéreis (onde soluvel em agua) ou dis-
persdes e pds estéreis para a preparagdo extemporédnea de solugdes ou
dispersao estéril injetavel. Para administragcao intravenosa, veiculos adequa-
dos incluem salina fisioldgica, agua bacteriostatica, Cremophor EL™ (BASF,
Parsippany, NJ) ou salina tamponada com fosfato (PBS). Em todos os ca-
sos, a composicao deve ser estéril e deve ser fluida na medida em que exis-
ta a facilidade de aspiragé@o para seringa. Formulagdes farmacéuticas exem-
plares sdo estaveis sob as condigcdes de producdo e armazenamento e sao
preservadas contra a agdo contaminante de microorganismos tais como bac-
térias e fungos. Em geral, o veiculo relevante pode ser um solvente ou um
meio de dispersdo que contenha, por exemplo, agua, etanol, poliol (por e-
xemplo, glicerol, propileno glicol,e polietileno glicol liquido e similares) e mis-
turas adequadas destes. A fluidez apropriada pode ser mantida, por exem-
plo, pelo uso de um revestimento tal como lecitina, pela manutengéao do ta-
manho de particula necessario no caso de dispersao e pelo uso de tensoati-
vos. A prevencdo da acdao de microorganismos pode ser obtida por véarios
agentes antibacterianos e antifungicos, por exemplo, parabenos, clorobuta-
nol, fenol, acido ascérbico, timerosal, e similares. Em muitos casos, sera de-

sejavel incluir agentes isoténicos, por exemplo, agucares, polialcodis tais
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como manitol, sorbitol ou cloreto de sédio na composigcédo. A absorgéao pro-
longada de composi¢des injetaveis pode ser conseguida pela inclusao na
composi¢ao de um agente que retarde a absorg¢ao, por exemplo, monoestea-
rato de alumino e gelatina.

Solugdes injetaveis estéreis podem ser preparadas pela incor-
poragao do polipeptideo purificado ou proteina na quantidade necessaria em
um solvente apropriado com um ou uma combinacao de ingredientes enu-
merados acima, como necessario, seguido por esterilizagao por filtragao.
Geralmente, dispersdes sdo preparadas pela incorporagao do polipeptideo
purificado ou proteina expressos em uma linhagem celular de mamifero em
um veiculo estéril que contém um meio de disperséo basico e outros ingre-
dientes necessarios dentre aqueles enumerados acima. No caso de pés es-
téreis para a preparag¢ao de solugbes injetaveis estéreis, métodos exempla-
res de preparagao sao secagem a vAcuo e secagem por congelamento, as
quais fornecem um poé do ingrediente ativo mais qualquer ingrediente adicio-
nal desejado a partir de uma solugdo previamente esterilizada por filtragao
deste.

Composigdes orais podem incluir um diluente inerte ou um vei-
culo comestivel. Para o propdsito de administragao terapéutica oral, o poli-
peptideo ou proteina purificada pode ser incorporada com excipientes e u-
sada na forma de comprimidos, pastilhas ou capsulas, por exemplo, capsu-
las gelatinosas. Composicdes orais também podem ser preparadas usando
um veiculo liquido para uso como enxaguante bucal. Agentes de ligagao
farmaceuticamente compativeis e/ou materiais adjuvantes podem ser inclui-
dos como parte da composi¢do. Os comprimidos, pilulas, capsulas, pastilhas
e similares podem conter qualquer um dos seguintes ingredientes ou com-
postos de uma natureza similar: um ligante tal como celulose microcristalina,
goma tragacanto ou gelatina; um excipiente tal como amido ou lactose, um
agente desintegrante tal com éacido alginico, Primogel ou amido de milho; um
lubrificante tal como estearato de magnésio ou Sterotes; um antiaderente tal
como diéxido de silicone coloidal; um agente adogante tal como sacarose ou

sacarina; um agente flavorizante tal como hortela, salicilato de metila ou fla-
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vorizante de laranja. Formulagdes para liberagao oral podem incorporar van-
tajosamente agentes para melhorar a estabilidade dentro do trato gastroin-
testinal e/ou intensificar a absorgao.

Para administracdo por inalagdo, as composi¢cdes inventivas
que compreendem um polipeptideo purificado ou uma proteina expressa em
uma linhagem celular de mamifero e um agente de liberagao sao preferivel-
mente liberados na forma de um pulverizador em aerossol de um recipiente
pressurizado ou dispensador que contém um propelente adequado, por e-
xemplo, um gas tal como dioxido de carbono, ou um nebulizador. A presente
invengao contempla a liberagdo das composi¢gdes usando um spray nasal,
inalador ou outro liberador direto para a via aérea superior e/ou inferior. A
administracao intranasal de vacinas de DNA dirigidas contra virus da influ-
enza tem mostrado induzir respostas de célula T CD8, indicando que pelo
menos algumas células no trato respiratério podem absorver DNA quando
liberadas por essa via e os agentes de liberagao da invengao intensificarao a
absorgéo celular. De acordo com certas modalidades da invengédo, as com-
posigcoes que compreendem um polipeptideo purificado expresso em uma
linhagem celular de mamifero e um agente de liberacdo sao formuladas co-
mo grandes particulas porosas para administragdo em aerossol. A absorgao
transepitelial de composicdes de acordo com uma modalidade da invengao
pode ser intensificada usando as técnicas descritas no Pedido de Publicagao
de Patente U.S. No. 20030235536, cujo conteudo esta incorporado nesse
documento por referéncia.

A administracdo sistémica também pode ser por meio transmu-
coso ou transdérmico. Para administragdo transmucosa ou transdérmica,
penetrantes apropriados para a barreira a ser permeada sdo usados na for-
mulagdo. Tais penetrantes sdao geralmente conhecidos na técnica, e incluem,
por exemplo, para administracao transmucosa, detergentes, sais biliares e
derivados do &cido fusidico. A administragdo transmucosa pode ser obtida
através do uso de sprays nasais ou supositorios. Para administragcao trans-
dérmica, o polipeptideo purificado ou proteina e agentes de liberagdo sao

formulados em unguentos, pomadas, géis ou cremes como geralmente co-
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nhecido na técnica.

As composi¢gdes também podem ser preparadas na forma de
supositérios (por exemplo, com bases convencionais para supositério tais
como manteiga de cacau e outros glicerideos) ou enemas de retengao para
liberagao retal.

Em uma modalidade, as composi¢cdes sdo combinadas com um
agente que protegera o polipeptideo ou proteina contra a rapida eliminagao
pelo corpo, tal como uma formulagao de liberagao controlada, incluindo im-
plantes e sistemas de liberagao microencapsulados. O agente também pode
servir como um veiculo para a composicao. Polimeros biocompativeis, bio-
degradaveis podem ser usados, tais como acetato de vinil etileno, polianidri-
dos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres e acido polilatico. Métodos
para preparacao de tais formulagdes ficardo claros para aqueles versados
na técnica. Os materiais podem também ser obtidos comercialmente de Alza
Corporation e Nova Pharmaceuticals, Inc. Suspensdes lipossomais (incluin-
do lipossomas dirigidos para células infectadas com anticorpos monoclonais
para antigenos virais) também podem ser usadas como veiculos farmaceuti-
camente aceitaveis. Esses podem ser preparados de acordo com métodos
conhecidos por aqueles versados na técnica, por exemplo, como descrito na
Patente U.S. No. 4.522.811.

E vantajoso formular composigdes orais ou parenterais em for-
ma de dosagem unitaria para facilitar a administracao e uniformidade da do-
sagem. Forma de dosagem unitaria como usado neste documento refere-se
a unidades fisicamente separadas adequadas como dosagens unitarias para
o individuo a ser tratado; cada unidade contém uma quantidade predetermi-
nada de polipeptideo ou proteina ativa calculada para produzir o efeito tera-
péutico desejado em associagdo com o veiculo farmacéutico necessario.

O polipeptideo ou proteina de acordo com uma modalidade da
invencao pode ser administrado em varios intervalos e durante periodos de
tempo diferentes conforme necessario. O técnico apreciara que certos fato-
res podem influenciar a dosagem e o tempo necessario para tratar efetiva-

mente um individuo, incluindo, mas nao limitado a severidade de uma doen-
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¢a ou desordem, aos tratamentos prévios, a saude em geral e/ou a idade do
individuo, e outras doencas presentes. Geralmente, o tratamento de um indi-
viduo com um polipeptideo ou proteina conforme descrito neste documento
pode incluir um tratamento Unico ou, em muitos casos, pode incluir uma sé-
rie de tratamentos. Alem disso, € compreendido que doses apropriadas po-
dem depender da poténcia do polipeptideo ou da proteina e podem ser a-
daptadas para o receptor particular, por exemplo, através da administragao
de doses crescentes até que uma resposta pré-selecionada desejada seja
obtida. Entende-se que um nivel de dose especifico para qualquer individuo
animal particular pode depender de uma variedade de fatores incluindo a
atividade do polipeptideo ou da proteina especifica empregada, da idade, do
peso corporal, da saude geral, do sexo e da dieta do individuo, do tempo de
administracao, da via de administragdo, da taxa de excre¢do, de qualquer
combinagdo de farmacos e do grau de expressado ou atividade a ser modula-
da.

A presente invengao inclui o uso de composi¢des inventivas pa-
ra tratamento de animais ndo-humanos. Consequentemente, doses e méto-
dos de administragcdo podem ser selecionados de acordo com principios co-
nhecidos de farmacologia veterinaria e medicina. Instru¢bes podem ser en-
contradas, por exemplo, em Adams, R. (ed.), Veterinary Pharmacology and
Therapeutics, 82 edigdo, lowa State University Press; ISBN: 0813817439;
2001.

Composigdes farmacéuticas inventivas podem estar incluidas
em um recipiente, embalagem ou dispensador junto com instrugdes para
administracao.

Exemplos
Exemplo 1

BMP-12 foi imobilizada sobre esferas de Sepharose™ ativadas
com NHS em uma proporgdo de cerca de 20 mg:4 ml e o meio resultante
combinado com agua ou tampéo de salina neutra para preparar uma coluna.
Meio condicionado com CHO adicionado com NaCl 1,2 M foi aplicado na

coluna. Em alguns casos, o meio foi pré-concentrado com relagdo a BMP
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antes da aplicagao. A coluna foi lavada com 15 CV (volumes de coluna) de
NaCl a 1,2 M em Na,HPO, 40 mM em pH 7,2, seguido por arginina 0,5 M/
NaCl a 0,5 M em Tris 20 mM em pH 7,5 (15 CV) e uma lavagem com pouco
sal (acetato de aménio a 50 mM em pH 7, 15 CV). A coluna foi eluida poste-
riormente com acido acético, usando um gradiente de 5 CV para acido aceéti-
co a 50 mM em pH 3, seguido por captura de 15 CV. Finalmente, a coluna
foi eluida com 15 CV da solugao de acido acético com cloridrato de guanidi-
na a 6M (GuHCI).

BPM-3 foi capturada de forma eficaz pelo meio de cromatografia
e eluida com acido acético (Figura 3A). O eluato foi analisado usando HPLC.
Como visto na Figura 3B, um fragmento de pré-peptideo co-purifica junto
com a proteina madura e agregados de residuos de BMP-3 madura também
foram observados no pico da guanidina.
Exemplo 2

BMP-2 foi imobilizada sobre esferas de sefarose como no E-
xemplo 1 e usadas para testar a aplicagdo e a eluicdo de BMP-3. Como
mostrado na Figura 4, BMP-3 foi eficazmente capturada pela solugéo de for-
¢a ibnica alta e foi eluida com &acido acético. Como para a coluna de BMP-
12, um fragmento de pré-peptideo co-purifica junto com a proteina madura e
agregados de residuos de BMP-3 madura também foram observados no pi-
€0 da guanidina.
Exemplo 3

BMP-12 foi aplicada e eluida de uma coluna de afinidade com
BMP-12 como no Exemplo 1. BMP-12 foi eficazmente capturada pela coluna
usando uma solugdo com muito sal e eluida com acido acético e guanidina
(Figura 5). Ambas as formas monomérica e dimérica de BMP-12 foram cap-
turadas.
Exemplo 4

BMP-12 foi aplicada e eluida de uma coluna de afinidade com
BMP-2 como nos Exemplos 1 e 2. BMP-12 foi eficazmente capturada pela
coluna usando uma solugdo de elevada forca idnica e foi eluida com acido

acético e guanidina (Figura 6).
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Exemplo 5

Resinas de afinidade com BMP usando BMP-12 e BMP-2 foram
preparadas como descrito nos Exemplos 1 e 2 e usadas para preparar colu-
nas de HPLC. Essas colunas foram aplicadas com BMP-3 e BMP-12. Como
mostrado na Figura 7, BMP-12 e BMP-2 foram igualmente eficazes como
ligantes de afinidade para HPLC de fase reversa. Em alguns casos, técnicas
de cromatografia por exclusdo de tamanho ou de fase reversa foram empre-
gadas para aumentar a purificagao.
Exemplo 6

Um mutante do peptideo finger-1 de BMP-2 (SDVGWNDWI-
VAPPGYHAFYCHGEK) foi ligado a esferas de sefarose através de uma lisi-
na C-terminal em uma proporgdo de 5 mg de peptideo/mL de resina. 4 mL
da resina resultante (1,6 x 2,0 cm) foram usados para preparar uma coluna.
A coluna foi aplicada com BMP-3 e eluida como no Exemplo 1. Como mos-
trado na Figura 8, BMP-3 foi eficazmente capturada pela coluna usando so-
lugdo com concentragdo alta de sal e eluida, junto com um fragmento de
pro-peptideo, e acido acético. Em geral, cromatografia com os peptideos
imobilizados forneceu um produto de pureza mais elevada do que a proteina
total.
Exemplo 7

Um peptideo finger 1 de BMP-12 selvagem (KELGWDDWIIA-
PLDYEAYHCEGLC) foi usado para purificar BMP-3 como no Exemplo 1.
Como mostrado na Figura 9, BMP-3 foi eficazmente capturada pela coluna
usando a solugdo com alta concentragdo de sal e eluida em &cido acético.
Foi eluido menos do fragmento de pré-peptideo do que no Exemplo 6. Em
geral, BMP-12 imobilizada foi menos eficaz do que BMP-2 mutante. SDS-
PAGE mostrou que o peptideo de BMP-12 imobilizado oligomerizou, talvez
devido aos residuos livres de cisteina.
Exemplo 8

BMP-12 foi purificada usando uma coluna preparada com o pep-
tideo mutante de BMP-2 descrito no Exemplo 6. Como mostrado na Figura

10, BMP-12 foi eficazmente capturada pela coluna com o uso de solugdao




10

15

40

com alta concentragdo de sal e eluida com acido acético. Uma pequena
quantidade de BMP-12 eluiu com GuHCI a 6M.
Exemplo 9

BMP-12 foi purificada usando uma coluna preparada com o pep-
tideo selvagem de BMP-12 descrito no Exemplo 7. Como mostrado na Figu-
ra 11, BMP-12 foi eficazmente capturada pela coluna usando a solugdo de
alta forga idnica e eluida com &cido acético. Uma pequena quantidade de
BMP-12 eluiu com GuHCI a 6M.
Exemplo 10

GDF-9 foi purificada usando uma coluna preparada com o pri-
meiro peptideo finger mutante de BMP-2 descrito no Exemplo 6. Como mos-
trado na Figura 12, GDF-9 foi eficazmente capturada pela coluna usando
uma solugdo com alta concentragdo de sal e eluida com arginina a 500 mM
e com acido acético. Um contaminante de menor peso molecular também
estava presente.
Exemplo 11- apresentado em exemplos previstos para os mutantes de pep-
tideos remanescentes

Resinas de afinidade para BMP sao preparadas usando um ou
mais dos seguintes peptideos:

BMP2 | Fing1 WT SDVGWNDWIVAPPGYHAFYCHGEC
BMP2 | Fing1 Mut1 SDVGWNDWIVAPPGYHAFYCHGEK
BMP2 | Fingt Mut2 SDVGANDWIVAPPGYHAFYCHGEC
BMP2 | Fing1 Mut3 SDVGANDWIVAPPGYHAFYCHGEK
BMP2 | Fing1 Mut4 SDVGWNDWIVAPPGYHAFYCHAEC

BMP2 | Fingt Mut5 SDVGWNDWIVAPPGYHAFYCHAEK

BMP2 | Fing1 Mut6 SDVGANDWIVAPPGYHGFYCHGEC
BMP2 Fing1 Mut7 SDVGANDWIVAPPGYHGFYCHGEK
BMP2 | Fing1 WT LYVDFSDVGWNDWIVAPPGYHAFY
BMP2 | Fing1 Mut1 LYVDFSDVGANDWIVAPPGYHAFY
BMP2 Fing1 Mut2 LYVDFSDVGWNDWIVAPPGYHGFY
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BMP12 | Fing1 WT KELGWDDWIIAPLDYEAYHCEGLC
BMP12 | Fingt Mut1 ‘KELGWDDWIIAPLDYEAYHCEGLK
BMP12 | Fing1 Mut2 AELGWDDWIIAPLDYEAYHCEGLK
BMP3 | Fing1 WT ADIGWSEWITISPKSFDAYYCSGAC
BMP3 Fing1 Mut1 ADIGWSEWIISPKSFDAYYCSGAK

Tabela 1: Sequéncias de Peptideos Exemplares para Preparagdo de Resi-
nas de Afinidade
Exemplo 12

Rastreamento de Solubilidade de BMP — Um robé para manipu-
lagdo de liquidos Tecan foi usado para misturar uma placa master de rea-
gentes, 800 a pL x concentragao de 1,25 (para cada solugao; vide Tabelas 2
e 3), cada uma em tampao Tris 50 mM em pH 8. Um pipetador de 8 canais
foi usado para transferir 80 a yL de material da placa master para a metade
da area de uma microplaca UV, a partir da qual foi lida Azz de cada amostra
para definir um branco. Um pipetador de repetigcao foi usado para adicionar
20 a yL de BMP-12 a 2,5 mg/ml em TFA 0,1% para fazer uma solugao de
0,5 mg/ml, que foi entao agitada a 14.000 rpom. A absorcao de UV (Asgo) foi
lida e a absorgao do branco foi subtraida para determinar a solubilidade. O
procedimento foi repetido com uma faixa mais ampla de concentracdes de 2-
metil-2,4-pentanodiol (MPD) e um grupo melhor de concentragbes de sal
(Tabela 4), Um grafico que compara a turvagao de solugdes de BMP-12 com
relacéo as concentragbes de NaCl e MPD é mostrado na Figura 13.

NaCl, M 1-Propanol, %
0 2,5 5 10 15 25

0 1,724 1,848 2,134 2,000 3,172 1,419
0,1 1,745 2,135 2,212 1,945 3,199 0,104
0,25 1,804 2,397 2,300 2,105 1,392 0,022
0,5 1,953 2,170 1,629 1,313 0,305 -0,001
0,75 1,911 2,023 1,541 1,032 0,094 -0,003
1 1,988 1,601 1,817 1,000 0,040 -0,010
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1,25 1,702 1,376 1,643 1,018 0,033 0,022

1,5 1,981 1,358 1,598 0,973 0,036 0,478

Tabela 2

NaCl, M | 2-Metil-2,4-pentanodiol, %

2,5 5 10 15 20 25

0 1,936 2,122 2,148 2,035 2,136 2,631

0,1 1,900 2,338 2,341 2,287 2,673 0,715

0,25 2,061 2,399 2,434 2,433 1,006 0,119

0,5 2,045 2,414 2,258 1,420 0,165 0,020

0,75 1,985 2,076 2,211 0,818 0,099 0,001

1 2,133 1,903 2,110 0,400 0,089 -0,015

1,25 1,819 1,643 1,688 0,257 0,040 -0,011

1,5 1,767 1,521 1,798 0,227 0,045 0,003

Tabela 3

NaCl, | 2-Metil-2,4-pentanodiol, %

M

25 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,00 1,936 | 2,122 | 2,148 | 2,035 | 2,136 | 2,631 | 3,443 | 3,006 | 3,519 | 3,308

0,05 n/a n/a n/a n/a n/a 1,994 | 0,979 | 0,376 | 0,330 | 0,318

0,10 1,900 |2,338 | 2341 2,287 | 2573 | 0,626 | 0,206 | 0,150 | 0,083 | 0,087

0,25 2,061 |2,399 | 2,434 | 2433 | 1,006 | 0,047 |- - 0,015 | -
0,015 | 0,065 0,012

0,50 2,045 | 2414 | 2258 | 1,420 | 0,165 | 0,038 | - 0,026 | 0,024 | -
0,091 0,008

0,75 1,985 | 2,076 | 2,211 | 0,818 | 0,099 | 0,001

1,00 2,133 | 1,903 | 2,110 | 0,400 | 0,089 | -0,015

1,25 1,819 1,643 | 1,688 | 0,257 | 0,040 -0,011

1,50 1,767 | 1,521 | 1,798 | 0,227 | 0,045 | 0,003

Tabela 4

Exemplo 13

Resinas de afinidade foram acopladas com os peptideos listados

na Tabela 5. As resinas acopladas, mais uma resina nao conjugada para uso

como um controle, foram suspensas em etanol 16%, NaCl a 150 mM e tam-

pao Tris a 20 mM em pH 7,5 em uma proporgédo de 25% v/v (por exemplo,
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25% de etanol, 756% de tampao Tris). Um robd para manipulagédo de liquidos
Tecan foi empregado para aliquotar 200 uL de cada pasta em um das oito
fileiras de uma placa de filtro de poliestireno de 96 pogos (filtros hidrofilicos
de 0,45 ym, numero de catalogo da Whatman 770-1806). Centrifugagdo a
1200 g por 3 min removeu a fase liquida, deixando 50 pL de resina umida
sobre os filtros. As resinas foram entdo equilibradas com os tampdes de cor-
rida listados na Tabela 6 (K é o coeficiente que caracteriza a for¢a de ligagéo
de proteina a uma resina em particular em um tampao em particular). Uma
placa aplicada com BMP-12 foi preparada pela adicao de 40 uL de solugao
de cromatografia de exclusdo de tamanho de baixo peso molecular (LMW
SEC) (BEP, dialisada em TFA 0,1% e concentrada para 3,76 mg/mL) a 260
UL de cada tampéao de corrida em uma placa de 96 pogos, resultando em
0,48 mg/mi de proteina em cada pogo. As resinas foram aplicadas pela
transferéncia de 150 pL da placa de aplicagdo para a placa de filtro e entdo
incubando por 20 min sobre uma plataforma de agitagao para facilitar a liga-
¢do. A placa de filtro foi centrifugada e o filtrado coletado em uma placa UV
de 96 pogos. A concentragdo de proteina no filtrado ou fluxo de passagem
foi calculada como (Azso-Aa20)/1,3. A placa de filtro foi entdo lavada com 150
ML de &cido acético a 100 mM, seguido por 150 pL de guanidina-HCl a 4M e
acetato de sédio a 50 mM em pH 4,0. A concentracdo de proteina foi medida
no novo filtrado como descrito acima. Como mostrado na Tabela 6, as resi-
nas acopladas aos peptideos 747, 747, 748 e 749 se ligam a BMP-12 com
alta afinidade nos tampoes de corrida 1 a 5. Entretanto, para os peptideos
750 e 751, a ligagao foi forte em MES a 25 mM em pH 6 mas fraca em acido
acetico a 50 mM com NaCl a 0,1 M em pH 3,0, o que pode permitir um pro-
cesso ligagao-eluigao eficaz sem a necessidade de reagentes caotrépicos ou
organicos. As amostras do fluxo de passagem e de eluicao com acido acéti-
co da coluna 4 da placa (aplicada com MES pH 6) foram analisadas sobre
um gel (Figura 14).
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Nome do peptideo | ID Peptideo
BMP2 N-trun 1S 751 Ac-SQVGW[\JQWIVAPPGYHAFYSHGE._K
BMP2 N-trun 1 750 Ac-SQVGWNQWIVAPPGYHAFYQHGEK
'BMP12 N-trun_1S | 749 AC-E_LGWDDWIIAPLDYEAYHSEGLK
BMPS5 748 Ac-RDLGWQDWIIAPEGYAAFYSDGEK
BMP2 Full 747 Ac-LYVQ_FSQVGWN_E_)WIVAPPGYHAFYSHGEK
BMP2 C-trunc_2 746 Ac-LYV**SQVGWNQWIVK
BMP2 N-trunc_2 745 Ac-VAPPGYHAFYSHGEK

Tabela 5
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Outras modalidades da invengéo ficardo claras para aqueles
versados na técnica a partir de uma consideragao da relatério descritivo ou
da prética da invencédo descrita neste documento. E pretendido que o relato-
rio descritivo e os exemplos sejam considerados apenas exemplares, com 0

verdadeiro escopo e espitito da invengdo sendo indicados pelas reivindica-
¢oes a seguir.
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Listagem de Sequéncia

<110> LU, ZHIJIAN
LIU, WEI
ZHANG, JIMIN
YAWORSKY, PAUL JOHN
OLLAND, STEPHANE H.
BROWN, CHRISTOPHER TODD
SHEN, EMILY SHENG-MING

<120> USO DE PROTEINAS E PEPTIDEOS DA SUPERFAMILIA DE TGF-
BETA PARA METODOS DE PURIFICAGAO E TERAPEUTICOS

<130> 08702.0213-00000

<140> 11/809,383
«l4i> 2007-06-01

<150> 63/810,798
<151> 2006-06-02

<160> 23
<170> PatentIn Ver. 3.3
<210> 1

<211> 24
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Descri¢do da sequéncia artificial: Peptideo sintético

<400> 1
Ser Asp Val Gly Trxp Asn Asp Trp Ile Val Ala Pro Pro Gly Tyr His
1 5 10 15

Ala Phe Tyr Cys His Gly Glu Lys

20
<210> 2
<21i> 24
<«212> PRT
<213> Gequéncia artificial
<220>

<223> Descrigcao da sequéncia artificial: Peptideo sintético

<40G> 2
Lys Glu Leu Gly Trp Asp Asp Trp Ile Ile Ala Pro Leu Asp Tyr Glu
1 5 10 15

Ala Tyr His Cys Glu Gly Leu Cys
20
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<210> 3
<211> 24
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Descrigdo da sequéncia artificial: Peptideo sintético

<400> 3
Ser Asp Val Gly Trp Asn Asp Trp Ile Val Ala Pro Pro Gly Tyr His
1 5 10 15

Ala Phe Tyr Cys His Gly Glu Cys
20

<210> 4
<211i> 24
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Descrigao da sequéncia artificial: Peptideo sintético

<400> 4
Ser Asp Val Gly Ala Asn Asp Trp lle Val Ala Pro Prc Gly Tyr His
1 S 10 15

Ala Phe Tyr Cys His Gly Glu Cys
20

<210> 5
<211> 24
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Descrigdo da sequéncia artificial: Peptideo sintético

<400> S
Ser Asp Val Gly Ala Asn Asp Trp Ilie Val Ala Pro Pro Gly Tyr His
1 S 10 15

Ala Phe Tyr Cys His Gly Glu Lys
20

<210> 6
<211> 24
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
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<220>
<223>Descricdo da sequéncia artificial: Peptideo sintético

<400> 6
Ser Asp Val Gly Txp Asn Asp Trp I1le Val Ala Prc Pro Gly Tyr His
1 5 i0 15

Ala Phe Tyr Cys His Ala Glu Cys
20

<210> 7

<211> 24

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Descricao da sequéncia artificial: Peptideo sintético

<400> 7
Ser Asp Val Gly Trp Asn Asp Trp Ile Val Ala Pro Pro Gly Tyr His
1 5 10 15

Ala Phe Tyr Cys His Ala Glu Lys
20

<210> 8
<211> 24
.<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223>Descricdo da sequéncia artificial: Peptideo sintético

<400> 8
Ser Asp Val Gly Ala Asn Asp Trp Ile Val Ala Pro Pro Gly Tyr His
1 5 190 15

Gly Phe Tyr Cys His Gly Glu Cys

20
<210> 9
<211l> 24
<212> PRT
<213> gequéncia artificial
<220>

<223> Descrigdo da sequéncia artificial: Peptideo sintético

<400> 9
Ser Asp Val Gly Ala Asn Asp Trp Iie Val Ala Pro Pro Gly Tyr His
1 5 10 15
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Gly Phe Tyr Cys His Gly Glu Lys
20

<210> 10

<211l> 24

<212> PRT

<213> gequéncia artificial

<220>

<223> Descrigao da sequéncia artificial: Peptideo sintético

<400> 10
Leu Tyr Val Asp Phe Ser Asp Val Gly Trp Asn Asp Trp Ile Val Ala
1 5 10 15

Pro Pro Gly Tyr His Ala Phe Tyr

20
«<210> 11
<211> 24
<212> PRT
<213> gequéncia artificial
<220>

<223> pescrigao da sequéncia artificial: Peptideo sintético

<4C00> 11
Leu Tyr Val Asp Phe Ser Asp Val Gly Ala Asn Asp Trp Ile val Ala
1 5 10 15

Pro Pro Gly Tyr His Ala Phe Tyr

20
<210> 12
<211> 24
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Descrigdo da sequéncia artificial: Peptideo sintético

<400> 12
Leu Tyr Val Asp Phe Ser Asp Val Gly Trp Asn Asp Trp Ile Val Ala
1 S 10 i5

Pro Pro Gly Tyr His Gly Phe Tyr
20
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<210> i3

<21l> 24

<212> PRT

<213> gequéncia artificial

220 . o ~ . I . . Zas
<223, Descrigao da sequéncia artificial: Peptideo sintético

<400> 13
Lys Glu Leu Gly Trp Asp Asp Trp Ile Ile Ala Pro Leu Asp Tyr Glu
1 S 10 15

Ala Tyr His Cys Glu Gly Leu Lys

20
<210> 14
<211l> 24
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>

<223>pescricdo da sequéncia artificial: Peptideo sintético

<400> 14
Ala Gilu Leu Gly Trp Asp Asp Trp Ile Ile Ala Pro Leu Asp Tyr Glu
1 5 10 15

Ala Tyr His Cys Glu Gly Leu Lys
20

<210> 15
<21l> 24
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220> .
<223> DescrigAo da sequéncia artificial: Peptideo sintético

<400> 15
Ala Asp Ile Gly Trp Ser Glu Trp Ile Ile Ser Pro Lys Ser Phe Asp
1 5 10 15

Ala Tyr Tyr Cys Ser Gly Ala Cys
20

<210> 16
<211> 24
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
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<220>
<223> Descrigdo da sequéncia artificial: Peptideo sintético

<400> 16
Ala Asp Ile Gly Trp Ser Glu Trp Il=s Ile Ser Pro Lys Ser Phe Asp
1 5 10 i5

Ala Tyr Tyr Cys Ser Gly Ala Lys

20
<210> 17
<21l> 24
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<«220>

<223> Descrigao da sequéncia artificial: Peptideo sintético

<220> .
<223> Acetilagao n-term

<400> 17
Ser Asp Val Gly Trp Asn Asp Trp Ile Val Ala Pro Pro Gly Tyr His
1 5 10 15

Ala Phe Tyr Ser His Gly Glu Lys

20
<210> 18
<211> 24
<212>» PRT
<213> gequéncia artificial
<220>

<223> Descricao da sequéncia artificial: Peptideo sintético

<220>

<223> Acetilagdo n-term

<400> 18
Ser Asp Val Gly Trp Asn Asp Trp Ile val Ala Pro Pro Gly Tyr His
1 5 10 1S

Ala Phe Tyr Cys His Gly Glu Lys
20

«<210> 19
<211> 23
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
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<220>
<223> Descricdo da sequéncia artificial: Peptideo sintético

<220> . ~
<223> Acetilagdo n-term

<400> 19
Glu Leu Gly Trp Asp Asp Trp Ile Ile Ala Pro Leu Asp Tyr Giu Ala
1 S 1c 15

Tyr His Ser Glu Gly Leu Lys
z0

<210> 20
<211> 24
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Descrigao da sequéncia artificial: Peptideo sintético

<220> . -
<223> Acetilacdo n-term

<400> 20
Arg Asp Leu Gly Trp Gln Asp Trp Ile Ile Ala Pro Glu Gly Tyr Ala
1 S 10 15

Ala Phe Tyr Ser Asp Gly Glu Lys
20

<210> 21
<211> 29
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> pescricao da sequéncia artificial: Peptideo sintético

<220> i _
<223> Acetilagao n-term

<400> 21
Leu Tyr Val Asp Phe Ser Asp Val Gly Trp Asn Asp Trp Ile Val Ala
1 S 190 15

Pro Fro Gly Tyr His Ala Phe Tyr Ser His Gly Glu Lys
20 25
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<2:0> 22

<2ii> 14

<212> PRT

<2i3> gequéncia artificial
«<220>

<223>Descrigao da sequéncia artificial: Peptideo sintético

<220> .
<223> Acetilagéo n-term

<4C0> 22
Leu Tyr Val Ser Asp Val Gly Trp Asn Asp Trp Ile Val Lys
1 S i0

<210> 23
<211> 15
«212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223>

Descrigao da sequéncia artificial: Peptideo sintético

<220>
<223> Acetilagdo n-term

<400> 23
Val Ala Prc Pro Gly 7Tyr His Ala Phe Tyr Ser His Gly Glu Lys
1 5 10 15
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REIVINDICAGOES

1. Peptideo isolado, caracterizado pelo fato de que compreende
uma sequéncia de aminoacido selecionada do grupo que consiste em SEQ
ID NOs: 1, 4-9, 11, 12, 13, 14, 3 16-23.

2. Peptideo isolado de acordo com a reivindicagéo 1, caracteri-
zado pelo fato de que a sequéncia de aminoacido compreende pelo menos 8
residuos de aminoacidos contiguos.

3. Peptideo isolado de acordo com a reivindicagdo 1, caracteri-
zado pelo fato de que a seqiiéncia de aminoacido compreende pelo menos
16 residuos de aminoacidos contiguos.

4. Peptideo isolado de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-
zado pelo fato de que a seqiiéncia de aminoacido compreende pelo menos
24 residuos de aminoacidos contiguos.

5. Composigao, caracterizada pelo fato de que compreende um
peptideo como definido em qualquer uma das reivindicagbées 1 a 4 em com-
binacdo com um segundo agente selecionado do grupo que consiste em um
veiculo, uma populagéo de células, uma BMP, uma populagao de receptores
da superfamilia TGFB, e uma molécula pequena usada para inibir a ligagao
do receptor da superfamilia TGFj3.

6. Composi¢cao de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizada
pelo fato de que é ligada a uma resina de cromatografia.

7. Composicao de acordo com a reivindicagao 5, caracterizada
pelo fato de que o veiculo € um solvente, um gel, um polimero, um osso
desmineralizado, uma sutura, uma tela cirirgica, uma ceradmica, uma micela,
uma solugao tampao, um colageno, uma esponja de colageno, um material
baseado em celulose, ou qualquer combinagéo dos acima.

8. Composigao de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizada
pelo fato de que o veiculo compreende uma ou mais de alquilcelulose (inclu-
indo hidroxialquilcelulose), incluindo metilcelulose, etilcelulose, hidroxietilce-
lulose, hidroxipropilceiulose, hidroxipropilmetilcelulose, e/ou carboximetilcelu-

lose.
9. Composigao de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizada
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25

pelo fato de que o veiculo compreende poligliconato, acido hialurénico, acido
polilatico, poli(etileno)glicol, alginato de sdédio, poli(etileno)glicol, 6xido de
polioxietileno, polimero de carboxivinila, ou poli(vinil alcool).

10. Composigéo de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizada
pelo fato de que o peptideo é estabilizado por um poli(propileno glicol) con-
jugado, um grupo sialila conjugado, uma cadeia de polisialila conjugada, in-
corporagao de aminoacidos modificados, incorporagdo de aminoacidos nao-
naturais, ligagcdes covalentes intercadeia, ligagbes covalentes intracadeia,
ligacbes nao-covalentes intercadeia, ligagbes néo covalentes intercadeia,
e/ou um intensificador de apresentacéo.

11. Acido nucléico isolado, caracterizado pelo fato de que com-
preende uma seqiiéncia que codifica o peptideo como definido na reivindica-
¢ao 1.

12. Método de purificar uma proteina na superfamilia do fator be-
ta de transformagao do crescimento (TGF-B) a partir de uma amostra, carac-
terizado pelo fato de que compreende:

prover uma coluna de cromatografia contendo uma resina de
cromatografia derivatizada com um peptideo como definido na reivindicagao
1.

carregar a coluna com a amostra;

e eluir a proteina a partir da coluna.

13. Método de estabilizar uma solugao contendo uma proteina na
superfamilia TGF-B, caracterizado pelo fato de que compreende adicionar
uma concentragao pré-determinada de um peptideo como definido na reivin-
dicagdo 1 a solugao.

14. Método de acordo com a reivindicagao 12 ou 13, caracteriza-
do pelo fato de que a proteina na superfamilia TGF- € uma BMP ou um fa-

tor de diferenciacao do crescimento (GDF).
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RESUMO

Patente de Invencao: "PEPTIDEO ISOLADO, COMPOSIGAO COMPRE-
ENDENDO O REFERIDO PEPTIDEO, ACIDO NUCLEICO ISOLADO E
METODOS DE PURIFICAR UMA PROTEINA NA SUPERFAMILIA DO FA-
TOR BETA DE TRANSFORMAGCAO DO CRESCIMENTO (TGF-B) E DE
ESTABILIZAR UMA SOLUCAO CONTENDO UMA PROTEINA NA SU-
PERFAMILIA TGF-B".

A presente invencao refere-se a membros da superfamilia de
TGF-B e fragmentos de peptideo baseados nas proteinas membro que séo
empregados para purificar solugbes contendo proteinas membro ou como

terapéuticos.
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