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RESUMO
"MUTANTES DO FATOR DE CRESCIMENTO COM ATIVIDADE ELEVADA"

O presente pedido de patente diz respeito a novos mutantes
biossintéticos do fator de crescimento, derivados do GDF-5,
0s quals exibem uma atividade Dbioldgica melhorada. As
mutagdes nas posicgdes 453 e 456 do GDF-5 humano séao
divulgadas, assim como o uso destes mutantes na terapia de

doencas associadas a degeneracdo/destruicdo dos tecidos.



DESCRICAO
"MUTANTES DO FATOR DE CRESCIMENTO COM ATIVIDADE ELEVADA"

A presente invencao refere-se a novos mutantes
recombinantes biossintéticos do fator de crescimento que
exibem uma atividade Dbioldgica melhorada. A referida
atividade melhorada da proteina ¢é conseguida através da
substituicdo de aminodcidos especificos das proteinas do
fator de crescimento original que sao proteinas naturais da
superfamilia de moléculas de sinalizagdo do fator de
crescimento beta-transformante. As proteinas recombinantes
aqui fornecidas sao particularmente adequadas para induzir
a regeneracgao, a estimulacgéo do crescimento e a
diferenciacdo de varias células, tecidos e Odérgdos. A
invencdo também se refere a moléculas de acido nucleico que
codificam para as referidas proteinas mutantes
recombinantes, vetores de expressao e células hospedeiras
que contém as moléculas de 4acidos nucleicos, anticorpos
dirigidos contra as referidas proteinas mutantes,
composicgdes farmacéuticas e métodos para produzir o©s

mutantes do fator de crescimento.

A superfamilia de proteinas do fator de crescimento beta-

transformante (TGF-beta) compreende mais de 35 membros

incluindo TGF-betas, proteinas morfogenéticas 6sseas
(BMPs) , ativinas, inibinas e fatores de
crescimento/diferenciacéo (GDF's) . As proteinas da

superfamilia TGF-beta promovem a proliferacao e a
diferenciacado de células, bem como a formacdo de tecidos e
sdo relevantes para uma dgrande variedade de métodos e
aplicagdes de tratamento médico. Estas moléculas diméricas
atuam através de complexos recetores especificos que sao

compostos por recetores serina/treonina cinase do tipo I e



tipo II. Os recetores de cinase ativam subsequentemente as
proteinas Smad, as quals entdo propagam o0s sSinails para o
niucleo de modo a regular a expressao do gene alvo. As vias
de sinalizacdo independentes Smad sao também iniciadas por
estes recetores e resultam na inducdo da via MAP cinase. As
Smads sao uma familia uUnica de moléculas de transducao de
sinal que podem transmitir sinais diretamente a partir dos
recetores da superficie celular para o nucleo, onde regulam
a transcricao através da 1interacdao com o0s parceiros de
ligacdo ao ADN, bem como os coativadores transcricionais e

corepressores.

Os membros desta familia de proteinas sdo inicialmente
sintetizados como proteinas precursoras de grandes
dimensodes, que subsequentemente sofrem clivagem
proteolitica num aglomerado de residuos Dbasicos com
aproximadamente 110-140 aminodcidos a partir da terminacao
c, libertando assim a ©parte da proteina madura da
terminacao C do prodominio N-terminal. Todos 0s
polipéptidos maduros estdo estruturalmente relacionados e
contém um dominio bicativo conservado, compreendendo seis
ou sete residuos de cisteina candnicos, que sSao

responsaveis pelos motivos tridimensionais caracteristicos

"lagos de cistina" destas proteinas.

Os varios membros da superfamilia podem ainda ser
classificados em subfamilias e grupos distintos, com base

na extensdo da homologia/identidade do seu motivo em laco

de cistina. As familias sobreponiveis de proteinas
morfogenéticas 6sseas e fatores de
crescimento/diferenciacao (GDF's) sao conhecidas por

desempenhar um conjunto diversificado de fungdes no sistema
esquelético e em outros tecidos (ver p.ex. Ducy e Karsenty

2000, Kidney Int 57., 2207-2214 para uma analise).



Especialmente o GDF-5 humano (a proteina é também conhecida
como MP52, CDMP-1 ou, por vezes, como BMP-14), o GDF-6
(CDMP-2, BMP13) e o GDF-7 (CDMP-3, BMP-12) foram agrupados
em conjunto por diversos autores, devido as suas
propriedades bioldgicas comparaveis e ao grau
extraordinariamente elevado de identidade na sequéncia de
aminodcidos (ver p.ex. Mikic 2004, Annals of Biomedical
Engineering 32, 466-476; Wolfman et al. 1997, J. C(Clin.
Invest. 100, 321-330).

Além das funcgdes proeminentes do subgrupo GDF-5/-6/-7 na
formagdao de novo de osso e cartilagem (Cheng et al. 2003,
J. Bone & Joint Surg. Am. 85-A, 1544-1552; Settle et al.
2003, Developm. Biol. 254, 116-130), tem sido repetidamente
demonstrado que os membros deste subgrupo sao também
indutores e reguladores importantes de tenddes e ligamentos
(Wolfman et al. 1997, J. Clin. Invest. 100, 321-330),dos
tecidos nervosos (Farkas et al. 1997, Neurosci Lett.
236,120-122; Watakabe et al. 2001, J. Neurochem. 76, 1455-
1464), ligamentos periodontais e dentes (Sena et al 2003,
J. Dent. Res. 82, 1l66-171; Morotome et al. 1998, Biochem.
Biophys. Res. Commun. 244, 85 - 90) e outros tecidos.

As estruturas de genes e proteinas de varios BMPs /GDFS que
ocorrem naturalmente, incluindo o GDF-5, GDF-6 e GDF-7
foram anteriormente elucidadas. Poderiam ser identificados
varios mutantes do GDF-5 de perda de funcdo, os guais levam
ao encurtamento dos dedos das méaos e pés (braguidactilia do
tipo C) e outras anomalias do esqueleto, tais como
braguipodismo em animais (Storm et al. 1994, Nature 368,
639-643) e displasias acromesomélicas em humanos (Thomas et
al. 1996, Nature Gen. 12, 315-317). Em relacdao a estes
mutantes, verificou-se que substituicdes especificas de

aminodcidos nas posicdes 173, 204, 400, 438, 441 e 498 do



GDF-5 humano reduz ou elimina completamente a funcao da
proteina (Schwabe et al. 2004, Amer. J. Med Genet. 124A,
356-363). Em contraste, apenas alguns GDF-mutantes com
atividade bioldgica melhorada sdo conhecidos até a data. Um
exemplo raro é divulgado no documento WO 01/11041 e refere-
se ao GDF-5 monomérico activo que carece do residuo de

cisteina normalmente responsavel pela dimerizacao.

A  busca pelas moléculas responsadveis pela atividade
indutora do osso, cartilagem e outros tecidos levou a
descoberta de um conjunto de moléculas designadas como
fatores de crescimento/diferenciacéo. Devido as suas
atividades wnicas indutoras de tecido, estas proteinas
foram aplicadas com sucesso na investigacdo terapéutica e
na cirurgia regenerativa em que elas promovem e auxiliam o
processo de cura natural dos tecidos danificados, dquer
isoladamente ou em combinacao com um transportador
especifico e/ou materiais da matriz. No entanto, existe uma
grande necessidade de desenvolver formas melhoradas e mais

eficientes destas proteinas para tais fins.

Este objeto é resolvido de acordo <com a 1invencgao,
fornecendo novas proteinas recombinantes derivadas de
proteinas relacionadas com o GDF-5 e que exibem uma
atividade bioldégica melhorada, como descrito agqui e nas

reivindicag¢des anexas.

A fim de evitar mal-entendidos e ambiguidades, alguns
termos frequentemente wutilizados aqui sdo definidos e

exemplificados como se segue:

0O termo "dominio em lago de <cistina", tal como aqui
utilizado, corresponde & regido de aminocdcidos rica em

cisteina, bem conhecida e conservada, que estd presente nas



partes maduras das proteinas da superfamilia TGF-beta, tais
como o GDF-5 humano e que forma uma estrutura proteica
tridimensional conhecida como lago de cistina. Neste
dominio, a respetiva localizagao dos residuos de cisteina
entre si, é importante e sé é permitida variar
ligeiramente, a fim de nao perder atividade bioldégica. As
sequéncias de consenso para os dominios em laco de cistina
sdo conhecidas no estado da arte. De acordo com a definicéao
aqul definida a dominio em lago de cistina de uma proteina
comeca com O primeiro residuo de cisteina participando no
lagco de cistina da respetiva proteina e termina com o
residuo de cisteina que se segue a ultima cisteina que
participa no laco de cistina da respetiva proteina. Por
exemplo, o dominio em lacgo de cistina do precursor proteico
do GDF-5 humano (SEQ ID NO 1) compreende os aminodacidos

400-501 (ver também a Fig. 1).

O termo "proteina relacionada com o GDF-5", tal como aqui
utilizado, significa qualquer proteina que ocorre
naturalmente ou artificialmente criada que compreende um
dominio em lago de <cistina com uma 1dentidade de
aminodcidos de pelo menos 60% com o dominio de 102 aa do
lago de cistina do GDF-5 humano (aminoacidos 400-501 da
fig. 1/SEQ ID NO 1) e que comporta um residuo de metionina
em uma posicao equivalente ao residuo de metionina 453
(M453) do GDF-5 humano e um residuo de metionina ou leucina
numa posigao equivalente a metionina 456 (M456) do GDF-5
humano. Incluem-se as proteinas gue pertencem ao grupo das
proteinas GDF-5, GDF-6 e GDF-7 de espécies de vertebrados
ou de mamiferos, bem como suas variantes recombinantes,
desde que estas proteinas satisfacam os requisitos acima

mencionados.

Os exemplos nao limitativos de proteinas relacionadas com o



GDF-5 de acordo com a definicdo acima sadao GDF-5 humanos
(divulgados como MP52 no documento WO 95/04819 e em HOtten
et al. 1994, Biochem. Biophys Res. Commun. 204, 646-652),
GDF-5 humano/MP52 recombinante (WO 96/33215), GDF-5 de rato
(US 5,801,014), CDMP-1 (WO 96/14335), MP52s humanos HMW (WO
97/04095), GDF-5 de <coelho (Sanyal et al. 2000, Mol
Biotechnol. 1o, 203-210), GDF-6 humano/BMP-13 (US
5.658.882), GDF-6 bovino (Acesso NCBI N° P55106), GDF-6 de
rato (Acesso NCBI N©° NP_038554), GDF-6/CDMP-2 (WO
96/14335), GDF-7 humano/BMP-12 (US 5.658.882), GDF-7 de
rato (Acesso NCBI N©° AAP97721), GDF-7/CDMP-3 (WO
96/143335), GDF-5 de galinha (Acesso NCBI N° NP_989669),
GDF-5 de Xenopus laevis (Acesso NCBI N° AAT99303), GDF-5,
-6 e -7 monoméricos (WO 01/11041 e WO 99/61611), como

apresentado nas FIG. 3 e 4.

0O termo "mutante ML", tal como aqui utilizado, significa
uma proteina recombinante derivada de uma proteina
relacionada com o GDF-5 na qual, apds alinhamento com o
GDF-5 humano, tal como descrito no presente pedido de
patente, o aminodcido equivalente a metionina 453 ( M453)
do GDF-5 humano nao ¢é metionina, e/ou o aminodcido
equivalente a metionina 456 (M456) do GDF-5 humano (SEQ ID

NO 1) nadao é a metionina (M) nem leucina (L).

O termo "atividade bioldgica melhorada" tal como aqui
utilizado refere-se a uma atividade Dbioldégica de uma
acumulacdo do mutante ML até, pelo menos, 120% da atividade

da respetiva proteina ndo mutada.

0O termo "atividade bioldgica"™ indica a atividade de uma
proteina relacionada com o GDF-5 tal como medida por um ou

mais dos seguintes ensaios:



a) um ensaio in vitro da fosfatase alcalina (ALP), p.ex.,
tal como descrito em Takuwa et al . (1989), AMJ. Physiol.
257, ET797-E803),

b) medigcdo do aumento da sobrevivéncia dos neurdnios
dopaminérgicos, tal como descrito por exemplo  por
Krieglstein et al. 1995 (J. Neuroscience Res. 42, 724-732)
ou Sullivan et al. 1997 (Neuroscience Letters 233, 73-76);
c) a medida da excrescéncia de fibras nervosas a partir da
retina embriondria p.ex., tal como descrito no documento WO
97/03188;

d) o potencial angiogénico destas proteinas como
verificadas, por exemplo, em um modelo de microbolsa da
cérnea in vivo tal como descrito em Yamashita et al. 1997
(Exp. Cell Research 235, 218-226);

e) efeitos de proteinas relacionadas com o GDF-5 na
diferenciacdo terminal de mioblastos, tal como determinado
como descrito p.ex. por lnada et al 1996 (Biochem Biophys
Res Commun 222, 317-322);

f) em testes in vivo medindo o potencial indutor de tais
proteinas relativas a tenddes e ligamentos, p.ex. como
divulgado em Wolfman et al. 1997, J. Clin. Invest.
100, 321-330;

g) medigcdo da cascata da transdugdo de sinal através da
ativacao de Smads usando um ensaio com gene repdrter com
base nos elementos de ligacdo a Smad anteriores ao gene
luciferase de pirilampo, p.ex., como descrito anteriormente

(Nohe et al, 2002. J Biol Chem. 277, 5330-5338.)

O termo "variante", tal como aqui utilizado, significa
qualgquer um dos polipéptidos seguintes:

a) fragmentos biologicamente ativos de uma proteina

b) constructos de proteina que <contenham sequéncias
adicionais em excesso relativamente a sequéncia original da

proteina



c) qualquer combinacdo de a) e b)

O grupo GDF-5/-6/-7 de proteinas da superfamilia TGF-beta,
que compreende o GDF-5 como o seu membro mais bem
caracterizado, €& altamente conservado entre as espécies de
vertebrados/mamiferos (Ducy e Karsenty 2000, Kidney Int.
57, 2207-2214). Verificou-se agora surpreendentemente, por
meio de estudos de mutacdo e outras experiéncias, que
residuos de aminodcidos gue correspondem a metionina 453
(M453) e metionina 456 (M456) do GDF-5 humano podem ser
substituidos com alguns aminocacidos especificos, sem
efeitos negativos sobre o funcdo da proteina. Além disso,
estas substituic¢des chegam a aumentar a atividade bioldgica

das proteinas de forma significativa.

Esta forma de realizacdao da invencao ¢é ainda ilustrada
pelas figuras 1, 2 e 3. A FIG. 1 apresenta a proteina
precursora GDF-5 humana (Hotten et al. 1994, Biochem.
Biophys Res. Commun. 204, 646-652) que consiste de um
prodominio de 381 aa (aa 1-381 incluindo o péptido de sinal
(aa 1-27), letras a negrito) e uma parte madura com 120 aa
(aa 382-501). A parte madura ou especialmente o dominio em
laco de cistina (aa 400-501, sublinhado) é suficiente para
a funcdo bioldgica da proteina. 0s residuos M453 e M456
(caixas cinzentas) estdo localizados dentro deste dominio
em lagco de cistina. Os residuos correspondentes nos
dominios em lacgo de cistina de outras proteinas
relacionadas com o GDF-5 sdo apresentados na FIG. 2 e FIG.
3 (marcado por setas). O0Os residuos correspondentes em
proteinas nédo apresentadas nestas figuras podem ser
facilmente determinados por um alinhamento de sequéncias

com o GDF-5 humano.

Tem sido verificado em proteinas relacionadas com o GDF-5



que, quando o) residuo de metionina na posicao
correspondente a metionina 453 (M453) do GDF-5 humano do
tipo selvagem (SEQ. ID NO 1) é substituido por um
aminodcido escolhido de entre alanina (A), valina (V) ou
isoleucina (I), a proteina recombinante resultante tem

atividade bioldgica aumentada.

Numa forma de realizacgdo preferida, o aminocdcido escolhido

¢ a valina (V) para a posicao M453.

Também se tem verificado que, quando o residuo de metionina
na posicdo correspondente a metionina 456 (M456) do GDF-5
humano do tipo selvagem (SEQ. ID NO 1) é substituido por um
aminodcido escolhido a partir de alanina (A) , valina (V)
ou isoleucina (I), quer independentemente ou em combinacao
com uma substituicdo de M453, a proteina recombinante

resultante tem atividade bioldégica aumentada.

Numa forma de realizacdo preferida, o aminodcido escolhido

¢ a valina (V) para a posicao M456.

Estes mutantes ML de proteinas relacionadas com o GDF-5 nas
quais os equivalentes M453 e/ou M456 sao substituidos pelos
aminodcidos especificados acima exibem uma atividade
bioldégica que supera significativamente a atividade das

respetivas proteinas ndo mutadas.

Como um exemplo, a Fig.5 apresenta a capacidade melhorada
do mutante hGDF-5 ML com M453V/M456V para induzir a
fosfatase alcalina in vitro. A proteina mutante exibe uma
atividade bioldgica de 585,5% (a 133 ng/mL), 356,3% (a 400
ng/ml) e 236,3% (a 1200 ng/ml) da atividade da proteina do
tipo selvagem (rh-GDF-5) neste ensaio (média de

experiéncias maltiplas). Assim, a atividade média ¢é de
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585,5 + 356,3 + 236,3: 3 = 392,7% da atividade da proteina
do tipo selvagem (rh-GDF-5). A atividade minima medida para
0 mutante com uma concentrag¢do unica de proteina e numa
Uinica experiéncia foi 150% da atividade da proteina do tipo

selvagem.

Assim, sao englobados pela presente invencdo os mutantes ML
que exibem uma atividade bioldgica melhorada, acumulando
até pelo menos 120% da atividade da respetiva proteina néao
mutada. Especialmente preferidos sao os mutante ML
relacionados com o GDF-5 com atividades Dbioldégicas
melhoradas de pelo menos 150%, de preferéncia 160%, mais
preferencialmente, pelo menos 170%, mais preferencialmente,
pelo menos 180% e mais preferencialmente pelo menos 200% da

atividade bioldgica da respetiva proteina nadao mutada.

As atividades bioldgicas das proteinas relacionadas com o
GDF-5 e seus mutantes ML, i.e., no campo da inducgao de
tecido 6sseo, de cartilagem e conjuntivo, tais como, i.e.,
o ligamento periodontal pode ser facilmente determinado com
a ajuda de sistemas de ensaio estabelecidos. Mais util e
preferido €é um teste in vitro comum conhecido como
fosfatase alcalina (ALP) de ensaio (Takuwa et al. 1989, Am.
J. Physiol. 257, ET797-E803), que também ¢é demonstrado no
exemplo 2 / FIG. 5. As proteinas relacionadas com o GDF-5
tém sido demonstradas como aumentando a atividade da
fosfatase alcalina, i.e., em células osteoprogenitoras ROB-
C26 (Yamaguchi et al. 1991, Calcif. Tissue Int. 49, 221-
225), tal como descrito em WO 95/04819, em células
embriondrias ATDC5 (Riken Gene Bank, ROB 0565), em células
de estroma de rato MCHT-1/26 e em células de ligamento
periodontal (HPDL), tal como demonstrado em Nakamura et al.

2003, J. Periodontal Res. 38, 597-605.
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As proteinas relacionadas com o GDF-5, tal como aqui
definidas, incluem uma dominio em lago de cistina com uma
identidade de aminodcidos de pelo menos 60%, de preferéncia
pelo menos 75%, mais preferencialmente pelo menos 80%, mais
preferencialmente pelo menos 90% e mais preferencialmente
pelo menos 95%, para o dominio de 102 aa do laco de cistina
do GDF-5 humano. Um valor limite de 60% estda bem adequado
aos membros separados do grupo de proteinas GDF-5/-6/-7,
bem como suas variantes a partir de proteinas adicionais
tais como outras GDFS e BMPs. Uma comparagao dos dominios
em laco de cistina com 102 aa do GDF-5 humano, GDF-6 humano
e GDF-7 humano (Fig. 2) revela o grau elevado de identidade
de aminocdcidos entre estas proteinas. O GDF-6 humano
partilha 87 (85%) e o GDF-7 humano 83 (81%) de residuos
idénticos com o dominio em laco de cistina do GDF-5 humano.
Os respetivos dominios das moléculas GDF-5/-6/-7 de outras
espécies de vertebrados e de mamiferos que tenham sido
identificados até agora também apresentam percentagens de
identidade muito elevadas de, pelo menos, 75% (entre 79% e
99%), gquando comparadas com o GDF-5 humano (Fig. 4). Em
contraste, os GDFS e BMPs nao pertencentes ao subgrupo GDF-
5/-6/-7 exibem valores de identidade muito mais baixos,

inferiores a 60%.

A determinacdo das correspondentes posicdes de aminodcidos
nas sequéncias de aminodcidos relacionadas, bem como ©
cdlculo das percentagens de identidade entre elas pode ser
realizada com a ajuda de algoritmos de alinhamento bem
conhecidos e programas de computador, opcionalmente usando
estes algoritmos. As identidades de aminodcidos no presente
pedido de patente foram calculadas através do alinhamento
de sequéncias com o programa de uso livre ClustalX (Versao

1.81) com 0S parédmetros padrao e contagem manual
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subsequente de residuos idénticos. As configuracgdes padrao
para alinhamento aos pares (precisdo lenta) sao: parametro
distédncia de abertura: 10,00; pardmetro da extensdo da
abertura 0,10; Matriz de peso da proteina: Gonnet 250. O

programa ClustalX é descrito em detalhe em:

Thompson, J.D., Gibson, TJ. , Plewniak.F., Jeanmougin. F. e

Higgins.DG (1997)

A interface windows do ClustalX: estratégias flexiveis para
alinhamento de sequéncias multiplas auxiliado por
ferramentas de andlise de qualidade.

Nucleic Acids Research 24:4876-4882.

O ClustalX ¢ uma interface windows para o programa de
alinhamento de sequéncias multiplas ClustalW e estd, i.e.,
disponivel a partir de varias fontes, i.e., por ftp andénimo
a partir de ftp-igbmc.u-strasbg.fr, ftp.embl-heidelberg.de,
ftp.ebi. ac.uk ou via download a partir a seguinte péagina:
http://www—-igbmc.u-strasbg.fr/Biolnfo/. O programa ClustalW

e algoritmo também estd descrito em detalhe em:

Thompson, J.D., Higgins, D.G. e Gibson, T.J. (1994)

CLUSTALW: melhorar a sensibilidade do alinhamento de
sequéncias multiplas progressivas através do peso das
sequéncias, das penalizagdes na abertura, especificas das
posicdes e escolha da matriz de peso. Nucleic Acids

Research 22:4673-4680.

Os mutantes ML de acordo com a invencao que sao derivados
de proteinas relacionadas com o GDF-5 sdao geralmente
aplicaveis em todas as indicacdes em qgue ©proteinas
relacionadas com o GDF-5, talis como GDF-5, GDF-6 e GDF-7

sdo também Uteis. Foi demonstrado gque as ©proteinas
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relacionadas com 0 GDF -5 sao indutores e
reguladores/diferenciadores importantes de, i.e., o0sso e
cartilagem (Cheng et al. 2003, J.
Bone & Joint Surg. Am. 85-A, 1544-1552; Settle et al. 2003,
Developm. Biol. 254, 116-130), o tecido conjuntivo, tal
como tenddao e ligamento (Wolfman et al. 1997, J. Clin.
Invest. 100, 321-330) tecido nervoso, (Farkas et al. 1997,
Neurosci Lett. 236,120-122; Watakabe et al. 2001, J.
Neurochem. 76, 1455-1464), as células estaminails (Shimaoka
et al. 2003, J. Biomed. Materials Res. Part A 68A, 168-176;
Bai et al. 2004, Biochem. Biophys. Res. Commun. 325, 453 -
460) e / ligamento periodontal e dentes (Sena et al 2003,
J. Dent. Res. 82, 166-171; Morotome et al. 1998, Biochem.

Biophys. Res. Commun. 244, 85-90).

Os mutantes ML da presente 1invengao compreendem uma
sequéncia que corresponde a uma das seguintes sequéncias de

aminodcidos genéricas

a)

CX1 X KX3LHVX  F X5 X6 X7GWDDWX s TIAPLX o YEAX 10 HCX11GX12,CX13FPX1,RSHLEPTN
HAX5

TQTLZ{NSMX1PX17X18X190PX20X21CCVPX X3 LX 24 PISTLX 35X 26DX 27X NNVVY
X29X30YEX31MVVEX5,CGCR ou

D) CX1X,KXsLHVX4FX5XeX,GWDDWXs IAPLXoYEAX10HCX11GX1,CX13FPX14RSHLE
PTNHAX 15
TIQTLMNSZ,X1¢PX17X15X19PX 50X 21 CCVPX 5, X5 LX 24 PISTLX 55X e DX 57X 55 NNVVY
X50X30YEX51 MVVEX5,CGCR ou

C) CX1XpKX3LHVX FX5XeX7GWDDWXgTAPLXoYEAX 1 0HCX11GX13CX13FPX 14, RSHLE
PTNHAX 5
IQTLZ1NSZX16PX17X18X19PX20X21CCVPX 55 X23LX 24 PISTILX 55X 26DX 27X NNVV
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YX29X30YEX31 MVVEX3,CGCR,

e em que

cada X significa gqualquer aminoacido,

71 significa alanina (&), isoleucina (I), ou valina (V),
Z, significa alanina (A), isoleucina (I), ou valina (V)

e em que

X; significa asparagina (N) ou serina (83)
X, significa arginina (R) ou lisina (K)

X3 significa alanina (A), glutamina (Q), prolina (P) ou

serina (S)
X, significa asparagina (N) ou acido aspartico (D)
Xs significa arginina (R) ou a lisina (K)

X¢ significa acido aspdrtico (D) ou acido glutédmico (E)

X4 significa leucina (L) ou metionina (M)
Xg significa isoleucina (I) ou valina (V)
Xgs significa 4dcido aspartico (D) ou &cido glutémico (E)
X190 significa histidina (H), fenilalanina (F) ou tirosina
(Y)

X11 significa &cido aspartico (D) ou &cido glutéamico (E)
X1, significa leucina (L), metionina (M) ou wvalina (V)
X173 significa &cido aspartico (D) ou &cido glutéamico (E)

X14 significa isoleucina (I) ou leucina (L)

X15 significa isoleucina (1) ou valina (V)
X1 significa alanina (n), asparagina (N) ou Aacido
aspartico (D)

X17 significa arginina (R), asparagina (N), acido aspartico
(D), 4acido glutamico (E), glicina (G) ou serina (8)
X1g significa alanina (A), asparagina (N), serina (S) ou
treonina (T)
X419 significa alanina (A), metionina (M) ou treonina (T)

X250 significa alanina (A) ou prolina (P)
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X1 significa serina (S) ou treonina (T)

Xy, significa alanina (A), serina (S) ou treonina (T)

Xy significa arginina (R) ou a lisina (K)
X4 significa serina (S) ou treonina (T)
X5 significa fenilalanina (F) ou tirosina (Y)
X6 significa isoleucina (I) ou treonina (T)

Xy7 significa alanina (A) ou serina (S)

X, significa alanina (A) ou glicina (G)

Xz9 significa asparagina (N) ou lisina (K)

X3y significa dcido glutédmico (E) ou glutamina (Q)

X371 significa 4dcido aspéartico (D) ou A&acido glutémico (E),
X3, significa alanina (&), glutamina (Q), serina (S) ou
treonina (T)

71 significa alanina (A), isoleucina (I), ou valina (V),

7, significa alanina (A), isoleucina (I), ou valina (V),

ou uma sequéncia correspondente em que a cisteina
responsavel pela formacdo do dimero € substituida por um

aminodcido diferente ou é eliminada.

Estas sequéncias genéricas foram compiladas a partir de uma
comparagao dos dominios em lago de cistina de sequéncias
dos GDF-5, GDF-6 e GDF-7 de vertebrados, de acordo com a
Fig. 3. As posigdes que nao estao conservados nas proteinas
alinhadas sao indicadas com um X nas sequéncias genéricas.
As posicdes que estdao mutadas de acordo com a presente

inven¢do sao indicadas com um Z.

Em outra forma de realizacdo preferida, a proteina mutante
ML de acordo com a invencao ¢ um mutante ML de uma proteina
GDF-5 de vertebrado ou recombinante ou uma sua variante. Os
mais preferidos saoc mutantes ML de uma proteina GDF-5 de

mamifero ou suas variantes. 0Os exemplos de proteinas GDF-5
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de vertebrados e mamiferos sdo: GDF-5 humano (divulgado
como MP52 no documento WO 95/04819 e como GDF-5 humano em
Hotten et al. 1994, Biochem. Biophys Res. Commun. 204, 646-
652), GDF-5 humano recombinante/MP52 (WO 96/33215), MP52s
humanos HMW (WO 97/04095), CDMP-1 (WO 96/14335), GDF-5 de
rato (Mus musculus) (US 5.801.014), GDF-5 de coelho
(Oryctolagus cuniculus) (Sanyal et al. 2000, MoT
Biotechnol. 16, 203-210), GDF-5 de galinha (Gallus gallus)
(Acesso NCBI N° NP_989669), GDF-5 de sapo africano com
garras (Xenopus laevis) (Acesso NCBI N° AAT99303).

Outra forma de realizacdo preferida da invencado inclui
proteinas mutantes ML de proteinas monoméricas relacionadas
com o GDF-5. Nestas proteinas monoméricas, a cisteina que é
responsavel pela formacdao de dimeros ou é substituida por
outro aminocdcido ou eliminada. Tais proteinas sédo, por
exemplo, descritas nos documentos WO 01/11041 e WO
99/61611, que sdo aqui incorporados como referéncia. Uma
proteina monomérica especialmente preferida é um GDF-5

recombinante monomérico, tal como ai se encontra divulgado.

Incluidos nestas formas de realizacadao estdao também mutantes
ML de versdes alélicas dos genes/proteinas acima
mencionados, bem como mutantes ML das proteinas de
vertebrados, mamiferos e recombinantes ou suas variantes,
possuindo mutacgdes adicionais tais como substituicgdes,
adicbes e delecgdes, desde que estas mutagdes adicionais néao
tenham qualgquer efeito essencial sobre a atividade da

proteina e cumpram os requisitos das reivindicacgdes.

Em geral, o mutante ML da proteina GDF-5 de vertebrado ou
de mamifero ou recombinante ou sua variante é esperado que
mostre todas as atividades ja descritas do GDF-5 e due

possa ser aplicado onde quer que as formas de GDF acima
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mencionadas recombinante e do tipo selvagem -5 tenham sido
utilizadas com sucesso. Por exemplo, o GDF-5 é considerado
como sendo um promotor muito eficaz da formagdo do osso e
de cartilagem, bem como da formacdo de tecido conjuntivo
(ver, por exemplo o documento WO 95/04819, HOtten et al.
1996, Growth Factors 13, 65-74; Storm et al. 1994, Nature
368, 639-643; Chang et al. 1994, J. Biol. Chem. 269,
28.227-28.234) e da formacao da fixacdo ao tecido
conjuntivo (EP 0 831 884. Neste contexto, o GDF-5 é util
para aplicagdes relativas as Jjuntas entre elementos
esqueléticos (ver, por exemplo Storm e Kingsley 1996,
Development 122, 3969-3979). Um exemplo para o tecido
conjuntivo é o tenddo e ligamento (Wolfman et al. 1997, J.
Clin. Invest. 100, 321-330; Aspenberg e Forslund 1999, Acta
Orthop Scand 70, 51-54; WO 95/16035). A proteina & util
para a reparacao do menisco e dos discos espinais
/intervertebrais (Walsh et al. 2004, Coluna 29, 156-63) e
aplicacdes de fusdo espinal (Spiro et al. 2000, Biochem Soc
Trans. 28, 362-368). 0O GDF-5 pode ser Dbeneficamente
aplicado em aplicacdes dentdrias (dental e periodontal)
(ver por exemplo WO 95/04819, WO 93/16099; Morotome et al.
1998, Biochem Biophys Res Comm 244, 85-90), tais como a

regeneracao da dentina ou do ligamento periodontal.

O GDF-5 também é Util na cura de feridas de qualguer tipo.
E também benéfico para promover o crescimento do tecido no
sSistema neuronal e a sobrevivéncia de neurdnios, p.ex.,
dopaminérgicos. Neste contexto, o GDF-5 pode ser utilizado
para tratar doencas neurodegenerativas tais como, p.ex., a
doenca de Parkinson e, possivelmente, também a doenca de
Alzheimer ou a doenca de Huntington (ver por exemplo WO
97/03188;. Krieglstein et al, (1995) J. Neurosci Res 42.,
724-732; Sullivan et al, (1997) Neurosci Lett 233, 73-76;.
Sullivan et al. (1998), FEur. J. Neurosci 10, 3681-3688). O
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GDF-5 permite manter a funcdo nervosa ou reter a funcao
nervosa em tecidos ja danificados. O GDF-5 &, ©por
conseguinte, considerado como sendo um fator neurotrdéfico

geralmente aplicéavel.

Também ¢é Util para doencgas oculares, em particular da
retina, cdérnea e do nervo o6tico (ver por exemplo WO
97/03188; You et al. (1999), Invest Opthalmol Vis Sci. 40,
296-311), para o crescimento do cabelo e no tratamento e
diagnéstico de disturbios relacionados com a pele (WO 02 /
076.494; Battaglia et al. 2002, Trans. Orthop. Res. Soc.
27, 584), e para a indugdo da angiogénese (Yamashita et al.

1997 Exp. Res celulares. 235, 218-26).

Por um lado, h& a prevencdo ou terapia de doencas
associadas aos danos no o0sso e/ou na cartilagem ou
afectando uma doenca &éssea e/ou da cartilagem, ou em geral
situacdes nas quais a formacdo de cartilagem e/ou de osso é
desejavel ou para a fusdo espinal e por outro lado, héad a
prevengdo ou terapia de tecidos danificado ou doentes
associada ao tecido conjuntivo incluindo tenddo e/ou
ligamento, tecido periodontal ou dental incluindo implantes
dentdrios, tecido neural incluindo o tecido do SNC e
situacdes neuropatoldgicas, tecido do sistema sensorial,
figado, péancreas, tecido cardiaco, do vaso sanguineo,
tecido renal, do utero e da tirdide, a pele, membranas
mucosas, endotélio, epitélio, para a promoc¢ao ou inducgao do
crescimento do nervo, regeneracao dos tecidos, angiogénese,
cicatrizacdao de feridas incluindo Uulceras, queimaduras,
ferimentos ou enxertos de pele, inducdo ou proliferacédo de
células progenitoras ou das células de medula déssea, para a
manutencao de um estado de proliferacdo ou diferenciacéao
para o tratamento ou preservagao de tecidos ou células para

transplante de O&érgaos ou tecidos, para a integridade do
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revestimento gastrointestinal, para o tratamento de

disturbios na fertilidade, contracecdo ou gravidez.

As doengas relativas aos 6rgaos sensoriais, tais como o
olho, também devem ser incluidas na indicacao preferida da
composicdo farmacéutica de acordo com a invencgao. Como
doengas neuronais novamente as doengas de Parkinson e

Alzheimer podem ser mencionadas como exemplos.

O exemplo 3 e a FIG. 6 descrevem os resultados de um ensaio
de fosfatase alcalina com o GDF-5 humano recombinante (WO
96/33215) e o mutante ML M453V/M456V do GDF-5 humano
recombinante (rhGDF-5). O GDF-5 humano recombinante foi
utilizado como um padrdo/controlo com 100% de atividade
bioldégica. A proteina mutante exibe uma atividade bioldgica
de 585,5% (a 133 ng/mL), 356,3% (a 400 ng/mL) e 236,3% (a
1200 ng/mL) da atividade da proteina de tipo selvagem (rh-
GDF-5) neste ensaio (média de varias experiéncias). Assim,
a atividade média é de 585,5 + 356,3 + 236,3: 3 = 392,7% da
atividade da proteina do tipo selvagem (rh-GDF-5). A
atividade minima medida para o mutante com uma concentracao
Unica de proteina e numa Unica experiéncia foi de 150% da

atividade da proteina de tipo selvagem.

Os mutantes ML de acordo com a 1nvengao podem ser
facilmente produzidos em varios sistemas de expresséo
procaridéticos e eucaridéticos, em particular por expressao
em procariotas e subsequente renaturacao/rearranjo de
acordo com métodos conhecidos (ver, 1i.e., o documento WO

96/33215) .

Um objeto adicional da presente invencdao € um 4acido
nucleico que codifica para um mutante ML de acordo com a

invencdo. O 4&cido nucleico tem uma sequéncia tal que uma
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substituicdao de um ou ambos os residuos equivalentes a M453
e M456 do GDF-5 humano com um dos aminocdcidos especificados
no presente pedido sao alcangados. 0Os tripletos de bases
que codificam para estes aminocdcidos e a degeneracao do
cédigo genético, sdo geralmente conhecidos. O Aacido
nucleico pode ser uma sequéncia de ADN e/ou uma sequéncia
de ARN, desde que a proteina de acordo com a invencado possa
ser obtida a partir deste &cido nucleico apds expressdao num

sistema adequado.

Os vetores de expressao sao um objeto adicional da invencao
presente, em que o acido nucleico € inserido em um sistema
de vetor adequado, sendo o sistema de vetor selecionado de
acordo com a expressao desejada da proteina.
O sistema de vetor ©pode ser um sistema de vetor
eucaridético, mas o preferido €é um sistema de vetor
procaridético, com o qual as proteinas podem ser produzidas
de uma maneira particularmente fdacil e pura. Um vetor de
expressao adequado & 1i.e. apresentado no documento WO
96/33215. 0O vetor de expressao também pode ser um vetor

viral que pode ser usado, i.e., em abordagens de terapia

genética.

As células hospedeiras sao também um objeto da presente
invencao. As células hospedeiras sao caracterizadas pelo
facto de conter um adcido nucleico ou um vetor de expressao
de acordo com a invengdo e elas sao capazes de utilizar a
informagdo presente nos 4dcidos nucleicos e no vetor de
expressao, respetivamente, para a expressao de mutantes ML
de acordo com a invencdo. As células hospedeiras adequadas
sdo, de preferéncia, células procaridticas, em particular e
na sua maioria estirpes de E. coli. As estirpes hospedeiras
particularmente Uteis sao descendentes da E. coli w3110,

tal como apresentado, por exemplo, no documento WO
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96/33215. Numa forma de realizacdo preferida, as células
hospedeiras, preferencialmente de origem humana, podem
também ser Uteis para o transplante para pacientes com

necessidade das mesmas.

Outro objeto da presente invencdao sao o0s anticorpos contra
mutantes ML. Estes anticorpos de acordo com a presente
invencdo sao especificos para o mutante ML recombinante
reivindicado. Eles sao especificos para as regides do nd de
cistina de proteinas relacionadas com o GDF-5 contendo uma
ou mais das substituicdes de aminocdcidos aqui descritas. Os
anticorpos sao especificos para uma regido de uma proteina
recombinante derivada de uma proteina relacionada com o
GDF- de acordo com a invencdo, cobrindo os aminodcidos 453-
456. Estes anticorpos de acordo com a presente invencao
podem ser gerados usando os fragmentos da proteina da
invencao, tal como descrito acima, como imunogénios para
gerar anticorpos por métodos conhecidos. Os anticorpos
podem ser monoclonais ou policlonais e podem ser de
qualquer isotipo. Também compreendidos estdao os fragmentos
de anticorpos tais como os fragmentos Fab ou os fragmentos
Fab2. Os anticorpos também podem ser anticorpos humanizados

ou anticorpos quiméricos, etc.

Outros objetos do presente pedido de patente sao
composicdes farmacéuticas e/ou de diagnéstico,
compreendendo pelo menos um mutante ML de uma proteina
relacionada com o GDF-5 ou um acido nucleico ou um vetor ou
uma célula hospedeira de acordo com a invencao. Sao
geralmente adequadas todas as composicdes farmacéuticas que
ja foram publicadas em contexto com proteinas relacionadas
com o GDF-5. Um vetor de expressao ou uma célula hospedeira
podem ser considerados como sendo vantajosos como

substédncias ativas numa composicdo farmacéutica e/ou de
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diagnéstico. Também as combinacdes de uma proteina de
acordo com a invencao com outras proteinas podem ser usadas
em composicgdes farmacéuticas preferidas. Especialmente
preferidas para aplicacdes neuronais sao as combinac¢des com
outras proteinas da superfamilia TGF-beta, tais como, i.e.,
o GDNF (ver WO 97/03188). Para aplicacdes relativas a
cartilagem e/ou ao o0osso a combinacdo com BMPs, em geral, ou
com uma proteina indutora de manutencdo da cartilagem, tal
como a BMP-9 (ver p.ex. o documento WO 96/39170) & util. As
combinacdes com outras proteinas, tais como p.ex. NGF,
BDNF, EGF, PDGF, NT-3, -4, -5, cordina e/ou proteinas de
ourico sao também possiveis (ver p.ex. o documento WO
97/03188). E claro que esta invencdo também compreende as
composicgdes farmacéuticas contendo substdncias adicionais
talis como, p.ex., substincias auxiliares e um transportador
farmacologicamente aceitédveis. A formulagdo pode incluir
antioxidantes, conservantes, corantes, aromatizantes e
agentes emulsionantes, agentes de suspensao, solventes,
enchimentos, agentes de volume, tampodes, veiculos de
distribuicdo, excipientes e/ou adjuvantes farmacéuticos.
Por exemplo, um transportador adequado ou veiculo pode ser
dgua para 1injecao, solucdo salina fisioldgica, ou uma
solucdo salina misturada com uma proteina transportadora
adequada, tal como a albumina do soro. Um antioxidante
preferido para a preparagcao da composigcao da presente

invencdao é o acido ascoédrbico.

As composigdes cosméticas conhecidas na arte, de
preferéncia hipoalergénicas e com o pH controlado séao
especialmente preferidas e incluem &guas de <coldnia,
embalagens, loc¢des, leites corporais ou logdes leitosas. As
referidas preparacgdes contém, além do composto ativo, o0s
componentes usualmente empregues em tais preparacgdes. O0s

exemplos de tails componentes sao &6leos, gorduras, ceras,
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agentes tensioativos, humectantes, agentes espessantes,
antioxidantes, estabilizadores da viscosidade, agentes
quelantes, tampodes, conservantes, perfumes, corantes,
alcandis inferiores e semelhantes. Se desejado, podem ser
incorporados outros ingredientes nas composicgdes, p.ex,
agentes anti-inflamatérios, antibacterianos, antifungicos,
desinfectantes, vitaminas, filtros solares, antibidticos ou

outros agentes anti-acne.

O solvente ou diluente da composicao farmacéutica pode ser
aquoso ou nao-aquoso e pode conter outros excipientes
farmaceuticamente aceitdveis que sdo capazes de modificar
e/ou manter um pH, osmolaridade, viscosidade, limpidez,
escala, esterilidade, estabilidade, velocidade de
dissolucdao ou odor da formulacdao. De um modo semelhante,
outros componentes podem ser incluidos na composicéao
farmacéutica de acordo com a presente invencao, a fim de
modificar e/ou manter a taxa de libertacdo da substancia
farmaceuticamente eficaz. Tais componentes modificadores
sdo substédncias normalmente empregues na arte a fim de
formular dosagens para administracdo parentérica em
qualquer forma unitdria ou multi-dose. A composicéao
farmacéutica e/ou de diagndéstico finalmente formulada,
preparada de acordo com a presente invencdo pode ser
armazenada em frascos estéreis na forma de uma solucgao,
suspensao, gel, emulsao, sdélido ou pd desidratado ou
liofilizado. Estas formulacgdes podem ser armazenadas quer
numa forma pronta-a-usar, ou sob uma forma, p.ex., no caso
de um pd liofilizado, gque requer reconstituicdo antes da
administragdo. As acima referidas e outras formulagdes
farmacéuticas adequadas sao conhecidas na arte e sao
descritos em, por exemplo, Gus Remington 's Pharmaceutical
Sciences (182 Ed., Mack Publishing Co., Eastern, Pa., 1990,

1435-1712) . Tais formulagdes podem influenciar o estado
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fisico, estabilidade, taxa de libertacdo in vivo e taxa de
depuracao in vivo do componente farmaceuticamente eficaz.
Outras formas de administracado eficazes compreendem a
libertacao lenta parentérica, i.e., formulagdes retardadas,
nebulizados inaldveis ou formulacdes oralmente ativas. Por
exemplo, uma formulacao de libertacao lenta pode
compreender proteinas ligadas a, ou 1incorporados em,
preparacdes de particulas de compostos poliméricos (tais
como o &acido polildtico, 4&cido poliglicdlico, etc) ou
lipossomas. A composicdao farmacéutica de acordo com a
presente invencgao também pode ser formulada para
administracado parentérica, p.ex., por infusdo ou injecdo e
pode também incluir a libertacao lenta ou formulacgdes de
circulacéo controlada. Tais composicdes terapéuticas
administradas por via parentérica estdo tipicamente na
forma de solugbes aquosas parentericamente aceitdveis

isentas de pirogénios, compreendendo o(s) componente(s)
farmaceuticamente eficaz(es) em um transportador e/ou

diluente farmaceuticamente aceitavel.

A composicao farmacéutica pode compreender um material de
matriz, i.e., nos casos em que se pretende a regeneracao do
osso ou da cartilagem. E vantajoso para a proteina, o &cido
nucleico, o vetor de expressadao ou para a célula hospedeira
quando sdo aplicados em e/ou sobre um material de matriz
biocompativel. O material de matriz, tal como aqui
utilizado, significa um transportador ou matriz atuando
como um suporte para o recrutamento, ligacdo, proliferacao
e diferenciacdo celular e/ou como um dispositivo de entrega
e armazenamento potencial para mutantes ML de proteinas
relacionadas com o GDF-5. Ao contrdario das matrizes
s6lidas, o0s transportadores consistem em materiais amorfos
que nao tém superficies definidas e carecem de uma forma

especifica, i.e., alquilceluloses, poloxédmeros, gelatinas,
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polietilenoglicdis, dextrinas, &leos vegetais, acguUcares e

outras substédncias liquidas e viscosas.

Os usos de ©proteinas relacionadas com o GDF-5 ou
morfogénios semelhantes tais como BMPs, em combinacdo com
materiais de matriz sdo extensivamente publicados e
descritos, tais como p.ex., no documento WO 98/21972. Estes
materiais de matriz sdo igualmente adequados para mutantes
ML de acordo com a invengdo. O material de matriz pode ser
transplantado para o paciente, por exemplo, cirurgicamente,
em que a proteina ou o ADN que codifica para a proteina
pode ser lentamente libertado a partir do material de
matriz e, em sequida, ser eficaz durante um longo periodo
de tempo. Todos os tipos de materiais de matriz sao uteis
de acordo <com a presente invencao, desde qgue sejam
biocompativeis e selecionados para a &rea pretendida ou
tenham indicacg¢do de uso. O material de matriz pode ser um
material natural, um material natural modificado, bem como
um material sintético. Todas as matrizes ja conhecidas para
as proteinas morfogenéticas estdo englobadas. Os exemplos
de materiais naturais sao, p.ex., materiais 6sseos
autdélogos, heterdlogos ou xendlogos, colagénio, p.ex.,
colagénio do tipo I e III, ou metais como o titédnio. Também
podem ser usados outros componentes da matriz extracelular.
A matriz extracelular compreende por exemplo os varios
colagénios, como por exemplo os tipos I, II, V, IX, X, XI e
XIII, proteoglicanos e glicosaminoglicanos adicionais, como
por exemplo o condroitinossulfato, biglicano, decorina e/ou
dcido hialurdnico, ou proteinas ndo colagénicas como, p.éex.
a osteopontina, laminina, fibronectina, vitronectina,
trombospondina, proteina da matriz da cartilagem e
fosfoproteina dentina. Todos 0os materiais naturais
mencionados também  podem ser utilizados em formas

modificadas artificialmente. Os exemplos de materiais
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naturais modificados sdo o osso desmineralizado, mineral
bsseo termo-incinerado, 0880 sinterizado ou acido
hialurénico reticulado quimicamente (hidrogel), ou ligas
metdlicas. Os exemplos de materiais sintéticos sao
polimeros tais como o &cido poliglicdlico, polilactido e
derivados de polilactido, tais como p.ex. o acido
polilatico, poli (lactido-co-glicdlido), copolimeros do
dcido polilactido-polietilenoglicol ou L-lactido glicdélido,
polifosfatos adicionais, polietilenoglicol, copolimeros de
polioxietileno polioxipropileno ou materiais contendo
fosfatos de cédlcio, tals como Dbeta-fosfato tricdlcico
(Cas (PO4)2), alfa-fosfato tricdlcico e hidroxilapatite.
Outros exemplos de outros materiais de matriz duteis
pertencentes a um dos grupos acima mencionados sao Ca(OH),
coral, mineral &sseo natural, quitina, as particulas &6sseas
ndo desmineralizadas, particulas &sseas cerémicas, dentina
de ceramica, lascas irradiadas de osso esponjoso, emplastro
de Paris, vidro biocativo, cerédmica de vidro contendo
apatite-wollastonite. Também uma combinacgao dos
transportadores e/ou matrizes acima mencionados pode formar
0o material da matriz como por exemplo a combinacdo de
hidroxiapatite e colagénio (p.ex., HEALOS, anteriormente
disponivel a partir de Orquest, Inc., CA, EUA, [agora DePuy
Acromed, MA, EUA]), uma combinacdo de &acido poliglicdlico e
dcido polilédtico ou derivados polilactideos, ou compdsitos
de coral-colagénio. Para obter uma lista ndo limitativa de
transportadores e matrizes uteis, ver mais i.e. Kirker-

Head-2000, Advanced Drug Delivery 43, 65-92.
Os exemplos seguintes nédo limitativos em conjunto com as
figuras e ©protocolos de sequéncias pretendem ilustrar

melhor a invencao.

As SEQ ID NOS 1 e 2 mostram o ADN e a sequéncia de proteina
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do precursor do GDF-5 humano. Nos mutantes humanos
preferidos da proteina GDF-5 com atividade Dbioldgica
melhorada, o residuo de metionina na posicdo 453 e/ou o
residuo de metionina na posicado 456 sao substituidos por

outros aminodcidos.

A FIG. 1 apresenta caracteristicas adicionais da proteina

precursora do GDF-5 humano de acordo com a SEQ ID NO 1:

aa 001-381 pré-prodominio (letras a negrito)

aa 382-501 parte da proteina madura

aa 400-501 dominio em laco de cistina (sublinhado)

aa 453 residuo metionina 453 (caixa cinza)

aa 456 residuo metionina 456 (caixa cinza).

A FIG. 2 apresenta uma comparacgao dos dominios em ndé de
cistina com 102 aa do GDF-5 humano (SEQ ID NO 1), GDF-6
humano (sequéncia 2 da patente US 5.658.882) e do GDF-7
humano (sequéncia 26 da patente US 5.658.882) . Os residuos
de aminodcidos que sao idénticos em todas as trés moléculas
estdo assinalados a preto. Os residuos M453 e M456 do GDF-5
humano e residuos equivalentes do GDF-6 e GDF-7 humanos sao

marcadas por setas.

A FIG 3 apresenta uma comparacao dos dominios em lacgo de
cistina com 102 aa das sequéncias de GDF-5, -6 e -7 de
vertebrados do género Homo, adicionalmente Cercopithecus,
Macaca, Bos, Mus, Gallus Danio e Xenopus, que estéo
disponiveis no "Entrez" Base de Dados de Proteinas NCRBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/) sob o0s numeros de
acesso apresentados na figura. 0Os residuos M453 e M456 do
GDF-5 humano e residuos equivalentes de outras proteinas

estao marcados por setas.
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A FIG 4 apresenta uma tabela com as identidades de
sequéncia dos dominios em nd de cistina de BMPs e GDFS

conhecidos para dominio em ndé de cistina do GDF-5 humano.

A FIG 5 apresenta os resultados de um ensaio da fosfatase
alcalina (ALP) com GDF-5 humano recombinante (rh-GDF-5) e

hGDF-5 mutante ML M453V/M456V (como descrito no exemplo 2).

A FIG 6 apresenta cortes histoldgicos (coloracdo do céalcio
recém-formado AlizarinRed-S) e monitorizagdes npTC dos
suportes tratados com fator de crescimento, 4 semanas apds

a implantagdo em ratinhos SCID de acordo com o exemplo 3.

A FIG 7 apresenta uma estimativa da formagdao de 0sso novo
nos suportes de acordo com o exemplo 3. Em cada grupo,
foram examinados trés animais (n = 3) e foi determinado um

valor cumulativo. A escala seguinte foi utilizada:

sem 0SSO
1-10% de osso

10-50% de osso
50-100% de osso

w NN O

Exemplo 1l: Criacdo, expressdo e purificacido dos mutantes ML

Os ADNs que codificam para as partes maduras das proteinas
do GDF-5 humano, GDF-6 humano e GDF-7 humano foram isolados
a partir de células osteoprogenitoras humanas ROB-C26
(Yamaguchi et al. 1991, Calcif. Tissue Int. 49, 221-225)
através da técnica RT-PCR e subsequentemente ligados em
vetores plasmidicos procaridéticos. A fim de identificar os
residuos de aminodcidos funcionalmente importantes nas
partes maduras do GDF-5, -6 e -7, varias mutacdes unicas

foram introduzidas nestas sequéncias via mutagénese
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dirigida ao 1local. Todas as mutacgdes individuais foram
criadas usando o kit de mutagénese dirigida ao local
QuickChange (TM) com a polimerase de ADN PfuTurbo <Tm> e a
endonuclease DPN I da Stratagene de acordo com o manual de

instrug¢des do fabricante.

Usando a estirpe Dbacteriana W3110BP transformada com os
plasmideos e induzida com IPTG, as proteinas foram
expressas em corpos de inclusao. Estes corpos de incluséao
foram isolados usando um tampdo de homogeneizacdao (Tris HCL
25 mM pH 7,3, EDTA 10 mM, NaOH pH 8, ureia 8 M) e tampao de
lavagem (ureia 1 M, Tris HC1 20 mM pH 8,3, EDTA 10 mM, NaOH
pH 8,0) de acordo com procedimentos padrao. A purificacéao
adicional foi realizada em uma coluna de fase reversa em
Agquapore Octyl (Applied Biosys, (CV = 7,8 mL) 100x10, 20y,
N° 186470) com um gradiente de Eluente A a 100% (TFA 0,1%,
HPLC H;0) para Eluente B a 100% (TFA 0,1%, CHsN 90%, HPLC
H,0) em 104 minutos (taxa de fluxo: 3 mL/min). Depois de um
controlo por Western blot, as fragdes contendo a proteina

mutante foram reunidas e liofilizadas.

As proteinas mutantes foram dissolvidas em tampao de
dissolucao (Guanidina HC1 6 M , Tris 50 mM, NaCl 150 mM,
DIT 3 mM pH = 8,0), a concentracao de proteina foi
exatamente ajustada para 2,6 mg/mL e o pH foi ajustado
entre 8 e 9. Apds 2 h de incubacdo a temperatura ambiente,
o tampao de rearranjo (NaCl 1 M, Tris 50 mM, EDTA 5 mM,
GSSG 1 mM, GSH 2 mM, Chaps 33 mM, pH = 9,5) foi adicionado
sob agitacao suave para alcancar uma concentracao final de

0,16 mg/mL.

A solucao foi, em seguida, incubada durante 48 h a 22° C e
o rearranjo foil parado por alteracdao do pH para 3-4 por

adicdo de HC1l a 18%. Apds a centrifugacdo, o mondmero nao
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rearranjado foi separado a partir da forma de dimero ao ser
submetido a um segundo RP-HPLC sob as mesmas condic¢des. As
fragcdes contendo a proteina dimerizada foram reunidas,

liofilizadas e armazenadas a -70° C.

Exemplo 2: Medicdo da atividade bioldégica dos mutantes ML

in vitro pelo ensaio ALP

1x10* células da linha celular osteocondroprogenitora ATDC-—
5 foram incubadas durante a noite em placas de 96 pocos em
meio de cultura de células (alfa-MEM, ©penicilina /
estreptomicina, L-glutamina 2 mM, FCS 10%) a 37° C., CO,
5%, saturada com H;0. No dia seguinte, as células foram
estimuladas com as proteinas relacionadas com o GDF-5 e
seus mutantes durante 72 horas com as concentracdes de
ligandos indicados. As células foram subsequentemente
lavadas com PBS (solugcdo salina tamponada de fosfato).
A lise celular foi realizada em 100 pL de tampao de 1lise
alcalina 1 (glicina 0,1 M, pH 9,6, NP-40 1%, MgCl, 1 mM,
znCl, 1 mM) durante 1 h a temperatura ambiente. Em seguida,
100 pL de tampao de lise alcalina 2 foil adicionado (glicina
0,1 M, pH 9,6, MgCl, 1 mM, ZnCl, 1 mM + PNPP 2mg/mL). AS
placas foram incubadas a 37° C, 5% de CO;, saturada com
H,0. A reacdo da ALP foi interrompida posteriormente com
100 pL de NaOH 30g/L e, finalmente, a densidade 6tica foi
medida com um leitor de microplacas automdtico a 405 nm

tendo em consideracdo a subtracdo do valor do branco.

Como um exemplo, o8 resultados (valores médios de 2
experiéncias independentes) em relacgao ao mutante
M453V/M456V do hGDF-5 sdo apresentados na FIG. 5. A
proteina mutante exibe uma atividade bioldgica de 585,5% (a
133 ng/mL), 356,3% (a 400 ng / mL) e 236,3% (a 1200 ng/mL)
da atividade da proteina do tipo selvagem (rh-

GDF-5) neste ensaio (média de varias experiéncias). A
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atividade minima medida para o mutante para uma
concentracdo unica da proteina e numa uUnica experiéncia foi

de 150% da atividade da proteina do tipo selvagem.

Exemplo 3:

Formagdo Jssea ectédpica in vivo: um modelo em rato SCID
para rhGDF-5, rhGDF-5 M453V/M456V e BMP-2

As capacidades de inducgao ¢ssea melhoradas dos mutantes ML
das proteinas relacionadas com o GDF-5 também foram
verificadas in vivo. As cerédmicas do beta-fosfato
tricdlcico (chronOS (R), Synthes/ RMS Foundation) foram
utilizadas como biomateriais biodegraddveis com um tamanho
de 3x3x3,5 mm. Os fatores de crescimento foram dissolvidos
em acetato de sédio pH 4, como se segue: rhGDF-5, numa
concentracao de 10 upg em 7 nuL; rhGDF-5 M453V/M456V numa
concentracao de 10 pg em 9 pL e BMP-2 (Induct 0OS Wyeth (R)-
Lote N° 20603) foi primeiro dissolvido em &gua estéril numa
concentracdo de 3 mg/mL e em seguida dissolvido em acetato
de sédio em uma concentracgao de 10 pg em 7 uL. Os controlos
foram saturados com 7 pL de acetato de sdédio. Apds o
revestimento dos suportes foram entdo secos durante 10
minutos e armazenados a -20° C Antes da implantacao, os
suportes foram carregados com 10 pL de fibronectina. Neste
estudo foram wusados ratos (SCID) com imunodeficiéncia
combinada grave (30 + / -2 g). Sob anestesia geral i.p.,
foi criada rapidamente uma bolsa subcutédnea através de uma
incisdo com um centimetro na parte de tréds. Um suporte
carregado foi inserido na bolsa. A ferida foi fechada com
suturas interrompidas simples. Os animais foram
sacrificados apds dquatro semanas e 08 suportes foram
recolhidos. Foram realizados exames histoldégicos e pTC (pTIC
80 SCANCO MEDICAL). Para os exames histoldgicos, o0©s
suportes foram embebidos em cera de parafina e seccgdes de 5

pm de espessura foram coradas com AlizarinRed-S (0,5%) e
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Verde Rd&apido (0,04%) para demonstrar o céalcio novo

construido no interior dos suportes.

Os resultados sao apresentados nas Fig. 6 e 7. Os controlos
nado apresentaram qualgquer sinal de uma nova formacao 6ssea
ectépica. Os suportes carregados com rhGDF-5 apresentaram
uma qguantidade média de osso recém-construido com alguma
formacdao &éssea no suporte. O rhGDF-5 M453V/M456V teve o
valor mais elevado de formagao &éssea de novo. 0Os suportes
carregados com  rhGDF-5 453V/M456V  apresentaram 0SSO
proeminente no suporte. Os suportes tratados com BMP-2
apresentaram 0sSsO proeminente nos suportes, mas sem serem
tdo homogéneos como o0s suportes carregados com rhGDF-5
453V/M456V. Em resumo, o0s resultados confirmaram gue o
rhGDF-5 453V/M456V leva a formacdo Ossea fortemente

reforcada neste modelo de ratinho SCID.
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REIVINDICACOES

1. Proteina relacionada com o GDF-5 com actividade

bioldégica melhorada em que

a) O aminodcido na posicdo correspondente a metionina
453 (M453) do GDF-5 humano do tipo selvagem (SEQ ID
NO 1) é alanina, valina ou i1soleucina, e/ou,

b) O aminodcido na posicdo correspondente a metionina
456 (M456) do GDF-5 humano do tipo selvagem (SEQ ID
NO 1) € alanina, valina ou isoleucina e em que
compreende uma sequéncia que corresponde a uma das

seguintes férmulas genéricas de aminodcidos:

b)

CX1XoKX3LHVX 3 FX5XsX7GWDDWXg IAPLX gYEAX10HCX11GX1,CX13FPX14RSH
LEPTNHAX 15 IQTLZ 1 NSMX16PX17X15X19PX50X21CCVPX 25 X03L X0 PISTILX 25
Xp6DX27X s NNVVYX59X30YEX31 MVVEX3,CGCR ou

b)

CX1X,KX3LHVX4F X5 Xe X7 GWDDWX s IAPLX o YEAX 1 oHCX 11 GX1,CX13FPX14RSH
LEPTNHAX:5 IQTLMNSZ,X16PX17X18X10PX20X21 CCVPX 55X 55 LX 2, PISILX 55
X5¢DX 57X 5 NNVVYX 50X 50 YEX 31 MVVEX4,CGCR ou

c)

CX1XoKX3LHVX  FX X X7 GWDDWX g IAPLX o YEAX 1 0HCX11GX1,CX13FPX14RSH
LEPTNHAX 15 IQTLZ1NSZ,X14PX17X1gX19PX50X51CCVPX 2, X3 LX 4 PISTILX o5
X26DX 57X 2sNNVVYX00X30YEX31 MVVEX5,CGCR,

em que
X, significa asparagina (N) ou serina (S)

X, significa arginina (R) ou lisina (K)

X3 significa alanina (A), glutamina (Q), prolina (P)

ou serina (9)



X, significa asparagina (N) ou acido aspéartico (D)

Xs significa arginina (R) ou a lisina (K)

X¢ significa 4&cido aspartico (D) ou &cido glutéamico
(E)

X7 significa leucina (L) ou metionina (M)

Xg significa isoleucina (I) ou valina (V)

Xy significa &cido aspartico (D) ou &acido glutémico
(E)

X190 significa histidina (H), fenilalanina (F) ou
tirosina (Y)

X117 significa &cido aspéartico (D) ou &cido glutémico
(E)

X1, significa leucina (L), metionina (M) ou wvalina (V)
Xi13 significa &cido aspartico (D) ou &acido glutéamico
(E)

X14 significa isoleucina (I) ou leucina (L)

X15 significa isoleucina (I) ou valina (V)

X1 significa alanina (A), asparagina (N) ou a&acido
aspartico (D)

X17 significa arginina (R), asparagina (N), 4&cido
aspartico (D), &cido glutédmico (E), glicina (G) ou
serina (8S)

X1g significa alanina (A), asparagina (N), serina (S)
ou treonina (T)

X19 significa alanina (A), metionina (M) ou treonina
(T)

X590 significa alanina (A) ou prolina (P)

X;1 significa serina (S) ou treonina (T)

X2 significa alanina (A), serina (S) ou treonina (T)
X253 significa arginina (R) ou a lisina (K)

Xy, significa serina (S) ou treonina (T)

X5 significa fenilalanina (F) ou tirosina (Y)



Xs¢ significa isoleucina (I) ou treonina (T)

Xy7 significa alanina (A) ou serina (8S)

Xy significa alanina (A) ou glicina (G)

Xz9 significa asparagina (N) ou lisina (K)

X390 significa dcido gluté@mico (E) ou glutamina (Q)

X317 significa &cido aspéartico (D) ou &cido glutémico
(E),

X3y significa alanina (A), glutamina (Q), serina (S)

ou treonina (T)

Z1 significa alanina (A), isoleucina (I), ou vwvalina
V),
Z, significa alanina (A), isoleucina (I), ou valina

(V).

Ou uma sequéncia correspondente em que a cisteina
responsavel pela formacdo de dimeros é substituida por

um aminodcido diferente ou é eliminada.

. Proteina de acordo com a reivindicacdo 1, em que a
proteina relacionada com o GDF-5 é uma proteina GDF-5
de vertebrados ou um seu fragmento biologicamente

ativo ou uma sua versao alélica.

. Proteina de acordo com a reivindicagdo 2, em dque a
proteina relacionada com o GDF-5 é o GDF-5 humano (SEQ

ID NO 1) ou um seu fragmento biologicamente ativo.

. Acido nucleico codificando para uma proteina de acordo

com gualquer uma das reivindicagdes anteriores 1 a 3.

. Vetor de expressdo compreendendo um acido nucleico de

acordo com a reivindicacgéao 4.



6.

Célula hospedeira contendo um acido nucleico de acordo
com a reivindicacdo 4 ou um vetor de expressao de

acordo com a reivindicacgao 5.

Composicao farmacéutica compreendendo uma proteina de
acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 3, ou/e
um Aacido nucleico de acordo com a reivindicacédo 4,
ou/e um vetor de expressao de acordo com a
reivindicacdo 5, ou/e uma célula hospedeira de acordo

com a reivindicacao 6.

Composigao farmacéutica de acordo com a reivindicacéo
7, compreendendo adicionalmente substéncias auxiliares

e/ou velculares farmaceuticamente aceitdveils.

Composicao farmacéutica de acordo com as
reivindicacdes 7 ou 8, em que a proteina e/ou o acido
nucleico e/ou o vetor e/ou a célula hospedeira estéo
contidos no interior ou sobre um material de matriz

biocompativel.

10. Composicado farmacéutica de acordo com gqualquer

uma das reivindicacdes 7 a 9, para uso no diagndstico,
prevencdo e/ou terapia de danos ou doengas associados

ao 0sso e cartilagem danificados.

11. Composicdo farmacéutica de acordo com qualquer

uma das reivindicagdes 7 a 10, para uso na promogao do
crescimento da cartilagem e/ou osso e/ou na fusao
espinal, para o diagndstico, prevencdo e/ou terapia de
tecidos de vasos sanguineos danificados ou doentes e

para a inducdo da angiogénese.

12. Composicéao farmacéutica de acordo com a

reivindicacao 10, em que a referida doencga associada

aos danos nos 08s0s e na cartilagem é a osteoporose.



13.

14.

15.

le6.

Método para a producao de uma proteina
recombinante de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 4, compreendendo a preparagao
recombinante de uma proteina derivada de uma proteina

relacionada com o GDF-5 por

Substituicdo do aminodcido na posicdo correspondente a
metionina 453 (M453) do GDF-5 humano do tipo selvagem
(SEQ ID NO 1) com alanina, valina ou isoleucina; e/ou

Substituicdo do aminodcido na posicdo correspondente a
metionina 456 (M456) do GDF-5 humano do tipo selvagem

(SEQ ID NO 1) com alanina, valina ou isoleucina.

Anticorpo especifico para uma proteina
relacionada com o GDF recombinante de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3, em que O
anticorpo € especifico para uma regido que cobre
aminodcidos correspondentes aos aminocdcidos 453-456 do

GDF-5 humano do tipo selvagem (SEQ ID NO:1).

Uso de uma proteina de acordo com qualguer uma
das reivindicacgbes 1 a 3, um &acido nucleico de acordo
com a reivindicacdo 4, um vetor de expressdao de acordo
com a reivindicacdo 5 e/ou uma célula hospedeira de
acordo com a reivindicacgao 6, para a producao de uma
composigdo terapéutica e/ou de diagndstico para o
diagndstico, prevencao e/ou terapia de doencas
associadas aos danos nos o0ssos e/ou cartilagem ou

afectando doencgas dos ossos e/ou cartilagem.

Uso de uma proteina de acordo com qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 3, um acido nucleico de acordo
com a reivindicacao 4, um vetor de expressao de acordo
com a reivindicacdo 5 e/ou uma célula hospedeira de

acordo com a reivindicacgado 6, para a producao de uma



composigdo terapéutica e/ou de diagndéstico para a
promocdo da formacdao de cartilagem e/ou osso e/ou

fusdo espinal.

17. Uso de uma proteina de acordo com qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 3, um &acido nucleico de acordo
com a reivindicacdo 4, um vetor de expressao de acordo
com a reivindicacdo 5 e/ou uma célula hospedeira de
acordo com a reivindicacdo 6, para a producao de uma
composicao terapéutica e/ou de diagndéstico para o
diagnéstico, prevengdo e/ou terapia de tecidos dos

vasos sanguineos danificados ou doentes.

18. Uso de uma proteina de acordo com qualguer uma
das reivindicacgbes 1 a 3, um &acido nucleico de acordo
com a reivindicacdo 4, um vetor de expressdao de acordo
com a reivindicacdo 5 e/ou uma célula hospedeira de
acordo com a reivindicacao 6, para a produgao de uma
composigdo terapéutica e/ou de diagndstico para a

inducdo da angiogénese.

Lisboa, 26 de Abril de 2012
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Q

% da Identidade da Sequéncia com Dominio em Lag¢o de Cistina

do GDF-5 Humano

%identi |Residuos
Sequéncia dadey ||danticos
GDF-5 Homo 100 102/102
GDF-5 Mus 99 101/102
GDF-5 Gallus 99 101/102
GDF-5 Xenopus 94 96/102
GDF-5 Danio (Contact) 88 90/102
GDF-7 Danio 88 90/102
GDF-6 Mus 86 88/102
GDF-7 Gallus 86 88/102
GDF-6 Danio (Radar) 86 88/102
GDF-6 Homo 85 87/102
GDF-6 Xenopus 84 86/102
GDF-6 Bos 83 85/102
GDF-7 Homo 81 837102
GDF-7 Cercopithecus 80 82/102
GDF-7 Macaca 80 82/102
GDF-7 Mus 80 82/102
GDF-6 Danio
{Dynamo) 79 81/102
BMP-2A 57 58/102
BMP-2B 57 58/102
| Vg-1 52 53/102
DPP 52 53/102
BMP-5 . 52 53/102
BMP-9 51 52/102
BMP-10 51 52/102
BMP-8A 51 51/102
BMP-6 51 52/102
BMP-7 51 52/102
GDF-3 49 50/102
60A 48 49/102
BMP-8B 48 49/102
BMP-3A 47 48/103
GDF-9B 45 46/102
BMP-3B 43 44/103
GDF-8 37 38/102
GDF-12 37 38/104
GDF-11 36 37/102
GDF-9 32 33/102

Figura 4



Atividade da ALP [OD]

ALP rhGDF-5 M453V, M456V

3,000

2'500 /‘4‘
2,000
—e— rhGDF-5

1.500 —a&— MA53V,M456V

0,500

«

0,000 - r - r T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
conc [ng/imL]
133,
| ng/mL 0 2| 400( 1200
0,30
rhGDF-5 0,047 4| 0,599 1,081
M453V ,M456V | 0,044| 1,78 2,134 2,554

Figura 5
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Controlo Negativo

5 rh (recombinante humano)

‘GDF-

BMP-2 (recombinante humano)

GDF-5 rh (recombinante humano) 453V/M456V
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Figura 6

Formacgdo de Osso novo

35

|D Valor Médio {n=3)

30

25

20

(classificagédo do osso)

0.5

0.0 ST
hGDF-5 rhGDF-5 MAS3VIMASEV BMP-2 Controlo

Quantidade estimada da formag&o de 0sso novo nos suportes por utilizagdo da seguinte escala:

sem 0sso >0
1-10% o0sso > 1
10- 50 % o0sso > 2
50-100% osso >3

GDF-5
rhGDF-5 M453V/M456V pmp.p  controlo

Valor Médio (n=3) 0,94 2,78 1,89 0

SD 0,48 0,10 0,35 0

Figura 7
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